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laser assistée par matrice) – utilisée en spectrométrie de masse 

SPME/HS-SPME Microextraction sur phase solide/ dans l’espace de tête (headspace) 

RMN/1H-RMN Résonance Magnétique Nucléaire (de Proton) 

RT-(q)PCR Transcription Inverse - Réaction en Chaîne par Polymerase 

(quantitative) 

FSC Forward Scatter – lumière diffusée aux petits angles (cytométrie en 

flux) 

SSC Side Scatter – lumière diffusée à 90 degrés (cytométrie en flux) 
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DON Déoxynivalénol 
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Les champignons et oomycètes phytopathogènes causent des maladies touchant tous types de 

plantes cultivées, provoquant des pertes de rendement pouvant aller de la perte de qualité de ce 

qui est récolté (aliment propre à la consommation mais aspect, goût ou forme modifiés ce qui 

peut déplaire au consommateur), la quasi disparition de cultivars (Bananes Gros Michel et 

Fusarium oxysporum) (Ploetz 2015), jusqu’à la famine – mildiou de la pomme de terre 

(Yoshida et al. 2013) ou au risque sanitaire avec par exemple l’ergotisme – ou feu de saint 

Antoine – causé par des mycotoxines de Claviceps purpurea (van Dongen, de Groot 1995).  

Les formes de lutte existantes contre ces pathogènes sont historiquement minérales (soufre, 

bouille bordelaise), ou impliquent l’utilisation de moyens biologiques stricto sensu, comme par 

exemple l’ail. Grâce au développement de la chimie de synthèse, de nouvelles molécules 

antifongiques ont vu le jour, permettant ainsi de lutter à plus grande échelle contre les 

phytopathogènes avec une action préventive voire curative (Thomson 1973). 

Avec le changement climatique, la modification de l’incidence des maladies fongiques en 

particulier est inéluctable (Newton et al. 2011). De plus, l’apparition de résistances aux 

traitements phytosanitaires de plus en plus fréquente soulève la question de l’efficacité et de la 

durabilité des traitements présentement utilisés (Ishii 2006). Il est donc devenu absolument 

nécessaire de trouver des moyens de lutte soutenables contre ces maladies. La prise de 

conscience des conséquences désastreuses de l’utilisation abusive de pesticides chimiques, sur 

l’environnement tout comme sur la santé des agriculteurs et des consommateurs (Smalling et 

al. 2013; Zarn et al. 2003) amène à la considération de solutions trouvées dans la nature ou 

inspirées par celle-ci, comme le biocontrôle. 

Défini comme « un ensemble de méthodes de protection des végétaux basé sur l’utilisation de 

mécanismes naturels » (Ministère de l’Agriculture et de la Souveraineté Alimentaire, France), 

le biocontrôle est considéré comme une solution à poursuivre dans le cadre de nombreux projets 

de substitution de produits phytosanitaires de synthèse comme le Plan Ecophyto 2022 et à une 

plus grande échelle le Pacte Vert de l’Union Européenne. Différents produits peuvent être 

envisagés dans une approche de lutte contre des nuisibles via le biocontrôle : les 

macroorganismes et les produits phytopharmaceutiques utilisant des mécanismes naturels. 

Parmi ces derniers se comptent notamment des microorganismes, qui peuvent être utilisés soit 

directement contre les ravageurs soit par l’intermédiaire des métabolites secondaires qu’ils 

produisent (Whipps 2001). 
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Cependant, bien que les microorganismes possèdent la capacité de synthétiser un large panel 

de molécules dont l’activité est intéressante (Xu et al. 2019), le potentiel de production n’est 

pas nécessairement retrouvé in vitro. Ceci rend encore plus complexe la lutte contre les 

phytopathogènes. 

Aussi, il existe des solutions permettant d’induire la production de molécules particulières, en 

mettant les microorganismes dans des conditions particulières : c’est le cas de la méthode 

OSMAC (One Strain Many Compounds), permettant de tester plusieurs conditions de culture 

pour une même souche. Parmi ces conditions, la co-culture, mettant en présence deux ou 

plusieurs populations de cellules, est un moyen intéressant d’induire la production de molécules 

qui ne serait pas possible (Goers et al. 2014). En effet, elle permet de recréer des interactions 

existantes dans la nature, où les microorganismes n’existent jamais seuls. Grâce à ces 

interactions, le profil métabolique des microorganismes ainsi mis en présence des uns et des 

autres peut se trouver modifié. 

Plus particulièrement, les co-cultures impliquant des microorganismes appartenant à des règnes 

différents suscitent un intérêt croissant. Ceci est retrouvé pour les co-cultures bactérie-

champignon, qui permettent notamment d’induire la production de molécules à activité 

antifongique (Li et al. 2020). 

C’est dans ce contexte que ce projet de thèse s’est développé. Il s’est déroulé à l’UMR 

Transfrontalière BioEcoAgro à l’Université de Lille et à l’URD ABI (Unité de Recherche et 

Développement Agro-Biotechnologies Industrielles) au CEBB (Centre Européen de 

Biotechnologies et Bioéconomie). Le projet réunit également, en conseil scientifique, le Groupe 

Soufflet et l’UTC (Université de Technologie de Compiègne). Ces différentes institutions ont 

réuni leur expertise afin de mener à bien ce projet de thèse. 

L’objectif de cette thèse a été de sélectionner des microorganismes connus pour leur activité 

antifongique potentielle, de cribler leur activité puis sélectionner les co-cultures les plus 

performantes et identifier les métabolites produits. Le déroulement de ce projet de thèse est 

décrit dans la figure Figure 1. 
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Figure 1 : Schéma représentant les deux grandes parties du projet de thèse : criblage d’activités 

antifongiques des co-cultures en microbioréacteur après sélection de microorganismes (WP1), 

puis fermentations en plus grand volume des couples retenus pour une analyse de leurs 

sécrétions métaboliques dans une optique de détermination d’activité antifongique (WP2). 

Ce manuscrit reprend les travaux de thèse qui ont été réalisés, dans cinq chapitres ; tout d’abord, 

le premier chapitre permettra de resituer le contexte dans lequel s’inscrit ce projet de thèse, des 

impacts des maladies à Fusarium à plusieurs niveaux, aux solutions existantes pour lutter contre 

ces pathologies, et les pistes de solutions recherchées dans ce projet. Le deuxième chapitre 

portera sur le choix des microorganismes sélectionnés pour la réalisation de co-cultures. Le 

troisième chapitre sera focalisé sur le criblage des co-cultures pour leur activité antifongique. 

Le quatrième chapitre s’intéressera aux productions de ces co-cultures. Enfin, le dernier 

chapitre conclura sur l’ensemble des travaux de la thèse et dégagera des perspectives pouvant 

être considérées pour la poursuite de ce travail. 
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Dans un monde où nourrir les Hommes est une problématique toujours plus prenante, la lutte 

contre les maladies qui touchent les plantes cultivées, afin d’éviter les pertes de rendement, la 

baisse de qualité des récoltes et de permettre une meilleure conservation des aliments, est un 

point crucial dans l’agriculture. Les maladies des plantes peuvent être causées par des facteurs 

abiotiques, tels que la température, la salinité ou le pH de l’environnement, l’humidité, et par 

des facteurs biotiques, comme des ravageurs macroscopiques (insectes, nématodes, …) et 

microscopiques (bactéries, champignons et virus). Différentes méthodes de lutte ont été mises 

en place afin de parer à ces pathologies. Ces moyens de lutte peuvent aller des solutions 

naturelles à la chimie de synthèse, permettant un ciblage en masse de ces maladies. Cependant, 

les moyens de lutte chimique présentent plusieurs problèmes, notamment pour 

l’environnement. Des phénomènes de résistance peuvent également apparaître. Pour introduire 

des méthodes de lutte plus durables, le biocontrôle, impliquant des mécanismes et des 

molécules naturelles suscite un grand intérêt. Récemment, des recherches ont visé à reproduire 

in vitro les phénomènes de compétition existants au sein des écosystèmes naturels. L’objectif 

est de développer des solutions de biocontrôle au travers des interactions entre différents agents 

de biocontrôle (BCA).  

Ce chapitre présentera un état de l’art sur les phytopathologies fongiques, en particulier celles 

provoquées par F. graminearum et F. oxysporum, ainsi que les solutions chimiques existantes 

pour lutter contre ces dernières. Puis l’on s’intéressera à l’usage du biocontrôle comme 

alternative aux solutions chimiques, et en particulier la production de biomolécules par des co-

cultures. Enfin, les microorganismes considérés dans la partie expérimentale de cette thèse 

seront présentés, et leur mise en co-culture sera discutée. 
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1. Maladies fongiques 

Les maladies fongiques désignent des maladies causées par des microorganismes appartenant 

au règne des Fungi, et au sens plus large incluant la classe des oomycètes (règne : Chromista). 

Les phytopathologies fongiques affectent plusieurs espèces de plantes et causent de nombreuses 

pertes de rendement, impactent la qualité organoleptique des plantes récoltées et peuvent 

éventuellement avoir un effet néfaste sur la santé des consommateurs à cause notamment de la 

production de mycotoxines (Placinta et al. 1999). Ces maladies peuvent toucher tous les organes 

des plantes, des racines jusqu’aux fruits, ainsi que la tige et les feuilles. Les pertes induites par 

ces pathologies sont conséquentes puisqu’environ un tiers des pertes avant et après récolte est 

causé par les pathogènes fongiques (Fisher et al. 2012). Parmi ces pathogènes, ceux appartenant 

au genre Fusarium représentent une importance économique et écologique notable (Ma et al. 

2013). 

1.1 Exemple de maladies fongiques : focus sur Fusarium 

Le genre Fusarium regroupe un très grand nombre d’espèces appartenant à la famille des 

Nectriaceae dans la division des ascomycètes. Ce genre est très ancien ; il peut être considéré 

comme étant présent sur la planète depuis plusieurs dizaines de millions d’années selon le 

référentiel de groupe taxonomique choisi (Summerell et al. 2010). Ceci explique l’aspect 

ubiquiste de la présence de Fusarium sur Terre. Il se retrouve dans des habitats et des conditions 

climatiques variés jusque dans les régions désertiques, alpines et arctiques (Nelson et al. 1994). 

La classification taxonomique des espèces de Fusarium est complexe, et s’est historiquement 

effectuée sur la base d’observations visuelles (comme l’aspect des spores : macroconidies en 

forme de faucille). Le genre Fusarium a d’abord été classé principalement sur des critères de 

morphologie ; cependant, à partir des années 1990, cette classification a inclus d’avantage des 

concepts de biologie (impliquant une reproduction sexuée) et phylogénétique (particulièrement 

intéressant pour des espèces ne produisant pas systématiquement un stade sexuel) (Summerell 

et al. 2010). Avec les progrès de la biologie, la systématique moléculaire a également permis 

de mieux comprendre la diversité et les relations phylétiques de Fusarium (Geiser et al. 2013). 

Fusarium comprend environ 300 espèces phylogénétiquement différentes. Beaucoup d’espèces 

de Fusarium suivent un mode de vie hémibiotrophe, c’est-à-dire qu’elles se développent au sein 

d’un organisme vivant, et, en causant sa mort, se nourrissent des tissus morts. Cela se traduit 

par l’apparition de pourriture, flétrissement, chancre ou de rouille (Pradhan et al. 2020). Par 
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conséquent, les maladies causées par ce champignon ont un impact conséquent sur les végétaux 

cibles. 

Les espèces de Fusarium sont ainsi regroupées au sein de complexes d’espèces au nombre de 

dix (SFM – Société Française de Microbiologie). Parmi ces complexes, quatre sont 

phytopathogènes : Fusarium fujikuroi, F. graminearum, F. solani et F. oxysporum (Aoki et al. 

2014). Le complexe Fusarium fujikuroi est à l’origine de plusieurs maladies comme la bakanae 

du riz et la fusariose des épis de maïs. En outre, ce complexe phytopathogène produit des 

mycotoxines (les fumonisines). Le complexe Fusarium solani cause des pourritures de la racine 

et du pied chez de diverses plantes. Les complexes Fusarium graminearum et Fusarium 

oxysporum ont été classés parmi les phytopathogènes fongiques les plus importants (Dean et al. 

2012). Ils provoquent respectivement la fusariose du blé et de l’orge, et la fusariose vasculaire 

sur un grand nombre de plantes. A l’image de Fusarium fujikuroi, le complexe Fusarium 

graminearum produit des mycotoxines, des trichothécènes.  

Si l’on s’intéresse à la fusariose du blé causée par le complexe Fusarium graminearum, dont le 

cycle de vie est décrit dans la figure 2, il apparait que ce complexe phytopathogène produit des 

mycotoxines, dont la zéaralénone et les trichothécènes, nivalénol et déoxynivalénol (DON) 

(Schisler et al. 2002; Chen et al. 2020). Le DON est la mycotoxine la plus détectée dans les 

céréales, avec un taux d’occurrence de 59 % en moyenne (Lee, Ryu 2017). Il est connu pour 

être un facteur de virulence essentiel ainsi lorsque sa biosynthèse est supprimée, la virulence de 

F. graminearum est réduite (Proctor et al. 1995). Il existe d'autres formes de fusariose : 

Microdochium spp. – qui ne produit pas de mycotoxines – et Fusarium culmorum (Walter et 

al., 2010). Il est également intéressant de noter que F. graminearum est biologiquement très 

différent de la plupart des autres espèces du genre Fusarium. En effet, lors de sa reproduction 

sexuée, les gamètes proviennent du même organisme, faisant de F. graminearum une espèce 

homothallique. Les ascospores ainsi générées sont dispersées dans l’air, ce qui induit une 

diffusion de la fusariose aux cultures (Summerell et al. 2010). F. graminearum produit 

également un grand nombre de spores asexuées, des conidies, dont la dispersion est liée aux 

éclaboussures causées par la pluie (Figure 2). 
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Figure 2 : Cycle de vie de Fusarium graminearum au champ – phase sexuelle, Gibberella zeae 

(adapté de Trail, 2009).  

Quant au complexe Fusarium oxysporum, il regroupe plus de 100 formae speciales. Il est le 

taxon le plus important en agronomie par son impact économique et par sa distribution mondiale 

ainsi que le nombre d’espèces végétales pouvant être touchées par ces pathogènes (Booth 1971). 

Un exemple connu de ce complexe est F. oxysporum f. sp. cubense, qui cause la fusariose de la 

banane (Ploetz 2006). F. oxysporum peut également atteindre le lin (Olivain et al. 2003), le 

coton (Assigbetse et al. 1994), ou d’autres fruits que la banane, comme la pastèque (Everts, 

Himmelstein 2015). F. oxysporum étant un pathogène vasculaire, il est particulièrement 

difficile de lutter contre lui en utilisant des antagonistes microbiens. Son cycle de vie est 

différent de celui de F. graminearum : l’infection de l’hôte commence après la germination de 

spores asexuées (chlamydospores) de F. oxysporum, dont le tube de germination peut entrer en 

contact avec les racines. Si la pénétration de la racine par les appressoria du champignon est 

possible, la colonisation du cortex racinaire commence. Le champignon acquiert des nutriments 

à partir de l’hôte, à l’image de F. graminearum (Figure 2). Il se propage dans toute la plante en 

pénétrant le xylème et en se développant dans le système vasculaire végétal. F. oxysporum peut 
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lui aussi survivre dans le sol sous forme de spores asexuées durant de nombreuses années, 

perpétuant le cycle de l’infection après l’hiver (Gordon 2017). 

 

Figure 3 : Symptômes au champ engendrés par des maladies causées par Fusarium : la 

fusariose vasculaire du lin (Fusarium oxysporum f. sp. lini) (A), et la fusariose du blé (Fusarium 

graminearum) (B) – Photos issues de l’institut du végétal ARVALIS. 

Plusieurs facteurs favorisent l’apparition de fusarioses, comme une forte humidité, des 

températures plus chaudes (par exemple 25 °C pour F. graminearum), des résidus de culture 

contaminés et la sensibilité des variétés cultivées (ARVALIS ; Parry et al. 1995). Les 

symptômes de la fusariose du blé causée par F. graminearum se présentent sous la forme 

d’épillets de blé échaudés, de couleur rose orange, et d’un éventuel brunissement du col de l’épi 

(ARVALIS). La fusariose du blé cause ainsi la production de grains de moins bonne qualité et 

diminués en masse, mais aussi la stérilisation éventuelle des épillets (Trail 2009). Les 

symptômes des maladies causées par F. oxysporum sont de façon générale un jaunissement et 

flétrissement des feuilles, et une nécrose du système vasculaire avec l’apparition d’une 

coloration rose-rouge ou marron à ce niveau (Olivain, Alabouvette 1999). 

1.2 Impacts de Fusarium (économique, organoleptique, sanitaire) 

Au travers d’une étude de la liste des maladies touchant les plantes de la Société Américaine de 

Phytopathologie (American Phytopathological Society), il a été montré que 81 des 101 plantes 

les plus importantes économiquement ont au moins une maladie associée causée par un 

Fusarium (Leslie, Summerell 2008). En particulier, Fusarium graminearum et Fusarium 

oxysporum sont considérés comme étant parmi les champignons phytopathogènes dont la 

diffusion provoque le plus de conséquences économiques sur les cultures, parmi d’autres 

pathogènes comme Magnaporthe oryzae, Botrytis cinerea, Puccinia spp., Blumeria graminis, 
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Mycosphaerella graminicola (anamorphe Septoria tritici), Colletotrichum spp., Ustilago 

maydis ou Melampsora lini (Dean et al. 2012). 

En France, la fusariose du blé peut représenter des pertes qui dépassent les 20 quintaux/ha 

(ARVALIS). En plus des pertes de rendement, la fusariose du blé impacte négativement la 

qualité des céréales récoltées à cause de la sécrétion de mycotoxines par le champignon 

phytopathogène. La principale mycotoxine est le DON produit par Fusarium graminearum 

ainsi que Fusarium culmorum. Cette mycotoxine est à l’origine de toxicoses chez les animaux 

(notamment le porc) qui se traduisent par la diminution de la prise de poids, une perte 

d’appétence, un effet émétique et une immunotoxicité qui peuvent conduire à la mort de 

l’animal (Pestka 2007). Le DON représente également un risque non négligeable pour la santé 

humaine (Mishra et al. 2020). 

Bien qu’il ne produise pas de mycotoxines, F. oxysporum provoque des pertes dans de 

nombreuses productions agricoles. C’est pourquoi, certaines de ces maladies font l’objet d’une 

surveillance accrue, comme celles touchant la banane. Historiquement, F. oxysporum a eu des 

conséquences désastreuses pour l’industrie de la banane dans les années 1980, dont la résolution 

n’a été possible que par la culture majoritaire d’un cultivar résistant, la banane Cavendish 

(Ploetz 2015). Plus récemment, un rapport d’expertise collective de l’ANSES (Agence 

Nationale de Sécurité Sanitaire alimentation, environnement, travail) portant sur le risque 

phytosanitaire représenté par Fusarium oxysporum f. sp. cubense dans les départements 

d’outre-mer considère cet agent pathogène comme « constituant un danger important pour la 

production de banane dans [les DROM] » (Tassus et al. 2018). 
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2. Moyens de lutte conventionnels : Pesticides de synthèse 

La lutte contre tout type de phytopathogènes, notamment fongiques, requiert une bonne 

connaissance de la culture ; en effet, la prévention de l’infection des cultures par des pathogènes 

commence par de bonnes pratiques agricoles, comme la rotation des cultures, le labour, la 

modification des dates de semis et de récolte, la gestion des repousses et la destruction des 

résidus de culture, dans le but de détruire les spores ou les restes de mycélium au champ. Dans 

le choix des variétés, il s’agit également de sélectionner des variétés moins sensibles voire 

résistantes aux maladies et de diversifier les variétés plantées sur un même territoire (Shah et 

al. 2018). En outre, il est possible d’endiguer la progression de la maladie en jouant sur la 

densité de culture ou la fréquence de fertilisation des sols, notamment en modulant l’apport en 

azote (INRAE, ANSES, ARVALIS 2022).  

Aussi, le traitement d’une culture ne doit être considéré que s’il est nécessaire. La stratégie 

phytosanitaire doit prendre en compte différents paramètres de culture comme la capacité de 

résistance de la variété végétale, le climat, les conditions de culture, les observations au champ, 

l'impact économique et le rendement à obtenir, le type de fongicide, la fréquence et la période 

d'application (Dweba et al. 2017). Dans la lutte contre les maladies causées par Fusarium, 

plusieurs méthodes existent, telles que la désinfection du sol par fumigation avec de la 

chloropicrine, de l’eau chaude ou par solarisation ainsi que l’ensemencement de cultivars 

résistants (Arie 2019). 

2.1 Fongicides utilisés contre les maladies cryptogames : le cas de Fusarium 

2.1.1 Fongicides utilisés contre Fusarium graminearum et Fusarium oxysporum 

Il existe une grande diversité de fongicides, dont les modes d’action variés permettent des 

utilisations ciblées contre un grand nombre de pathogènes fongiques. Souvent, ces fongicides 

présentent l’avantage d’être accessibles à des prix raisonnables pour les agriculteurs (Bethke, 

Cloyd 2009). 

Dans la lutte contre les fusarioses des céréales, dont F. graminearum est un des agents 

pathogènes, les molécules les plus utilisées appartiennent à la famille des triazoles. Les plus 

usités sont le prothioconazole ainsi que le tébuconazole, le metconzaole ou le bromuconazole, 

qui sont des inhibiteurs de la déméthylation ou DMI. Le prochloraze, un imidazole également 

DMI, peut être également épandu sur les céréales. D’autres fongicides peuvent être utilisés, 

comme des fongicides MBC (Methyl Benzimidazole Carbamates) ou des QoI (inhibiteurs 

externes de la quinone). Dans la lutte contre F. oxysporum, les fongicides utilisés appartiennent 
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généralement aux familles utilisées contre F. graminearum, dans le cas où l’on observe une 

efficacité (Jahanshir, Fevzi 2010).  

Contre certaines formes pathogènes de F. oxysporum, comme F. oxysporum f. sp. cubense TR4 

aucun traitement fongicide n’est pour le moment disponible (Tassus et al. 2018). Cet état de fait 

oblige l’exploitant agricole à réaliser des traitements préventifs et se concentrer sur des 

pratiques agricoles maîtrisées, et demande un contrôle des imports et exports de matériel végétal 

afin d’endiguer la progression de la maladie sur des territoires sains. Ces traitements demeurent 

préventifs : en effet, après apparition des premiers symptômes au champ, il est trop tard pour 

appliquer des fongicides. 

2.1.2 Mode d’action des fongicides chimiques 

Les antifongiques peuvent avoir différents modes d'action ou cibles : réduction de la production 

d'énergie cellulaire (impact sur les processus respiratoires comme le font les inhibiteurs de la 

succinate déshydrogénase ou SDHI), inhibition de la biosynthèse de composants majeurs tels 

que ceux impliqués dans la formation de la paroi cellulaire (les glucides - chitine, les lipides - 

phospholipides, les stérols, les protéines, les acides nucléiques) ou perturbation de la formation 

et/ou du fonctionnement des microtubules (Leroux 2003). Ainsi, les cibles des composés 

antifongiques sont, par exemple, la synthèse des ergostérols, de la chitine, la synthèse de 

glucane, de la squalène époxydase (monooxygénase) et la synthèse des acides nucléiques, des 

protéines et des microtubules (Kathiravan et al. 2012).  

Dans le cas de la lutte contre Fusarium, les familles de molécules phytosanitaires les plus 

utilisées sont les DMI qui sont des inhibiteurs de la déméthylation en C14 dans la biosynthèse 

du stérol (DMI, DeMethylation Inhibitors) perturbant ainsi la formation de la paroi du 

champignon. Les MBC (Methyl Benzimidazole Carbamates) sont également retrouvés : ils 

impactent le cytosquelette via la perturbation de la polymérisation de la tubuline ainsi que les 

molécules de la famille des QoI, qui empêchent le pathogène de produire de l’énergie. 

2.2 Limites des pesticides 

L'apparition de résistances et l'impact des pesticides chimiques sur la santé humaine et/ou 

l'environnement ont conduit à un nombre croissant d'interdictions concernant leur utilisation. 

Dans le cas de la lutte contre la fusariose, il apparait que la majorité des fongicides existants 

ont été retirés ou que leur utilisation a été restreinte. 

D’après le catalogue des produits phytopharmaceutiques autorisés en France (E-Phy, ANSES), 

en recherchant le mot clé fusariose dans les produits phytosanitaires, 196 produits autorisés se 
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trouvent dans la catégorie des fongicides en janvier 2021 alors que 152 ont été complètement 

retirés. En septembre 2022, 202 produits sont autorisés contre 272 références retirées. Il 

convient de noter que l’usage de certains fongicides toujours autorisés a été restreint à quelques 

usages choisis, ce qui se traduit par des fongicides partiellement retirés. 

Les solutions existantes pour limiter les effets ou éradiquer les maladies causées par Fusarium 

restent limitées, surtout dans le cadre des restrictions croissantes envers les produits 

phytosanitaires, en raison des effets désastreux sur l'environnement et la santé des utilisateurs 

ou même des consommateurs (Tscharntke et al. 2012).  

2.2.1 Résistance 

La résistance aux fongicides chimiques n’est pas un problème nouveau : elle a émergé dans les 

années 1970, alors que les premiers fongicides de synthèse avaient été introduits dans les années 

1930 avec les dithiocarbamates (Torgeson 1967). Celle-ci concernait alors des fongicides 

agissant sur une seule cible moléculaire, pour lesquels la résistance apparaît rapidement à cause 

d’usages déraisonnés. C’est le cas par exemple des benzimidazoles, utilisés comme fongicides 

principaux contre B. cinerea dans les années 1960 (Hahn 2014). Les problèmes de résistance 

fongique apparaissent lors de l’utilisation excessive d’une seule molécule ou famille de 

molécules avec le même mode d’action contre une maladie fongique, aussi une façon de lutter 

contre ce phénomène peut être l’utilisation de fongicides multisites. 

Cependant, d’autres modes de résistance peuvent exister, et consistent en un processus de 

détoxification du fongicide par le champignon phytopathogène. Ce phénomène est à l’origine 

de résistances multiples, qu’il est difficile d’endiguer (Rupp et al. 2017). Pour prévenir les 

phénomènes de résistance, les bonnes pratiques de culture décrites précédemment sont toujours 

préconisées et la diminution de la fréquence voire l’arrêt du traitement sont recommandés. 

Cependant, lorsque la résistance est installée, les génotypes résistants subsistent dans les 

cultures longtemps après l’arrêt du traitement avec le fongicide concerné (Walker et al. 2013). 

L’efficacité des molécules utilisées pour le traitement de la fusariose, dont l’utilisation reste 

toujours possible, est cependant beaucoup plus aléatoire qu’auparavant. Les différentes espèces 

de Fusarium présentent des résistances à de nombreuses familles de fongicides qui sont utilisées 

couramment comme par exemple les inhibiteurs de la déméthylation (DMI) (Yin et al. 2009) et 

les benzimidazoles (MBC) (Magie, Wilfret 1974). 
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2.2.2 Impact sur l’environnement 

Les impacts des pesticides de synthèse sur l’environnement ne sont pas cantonnés aux cibles de 

ces derniers. En effet, avec une demi-vie (DT50) de l’ordre de plusieurs dizaines de jours, et une 

bioaccumulation de ces molécules dans l’environnement (eau, sols) et dans les organismes 

vivants, les pesticides chimiques peuvent se retrouver dans tous les écosystèmes. Le 

carbendazime, par exemple, a un DT50 dans les sols de 6 à 12 mois selon les conditions, mais 

se dissipe relativement rapidement dans l’eau (DT50 de 2 à 25 jours) (Singh et al. 2016). Aussi, 

des traces de produits interdits ou non utilisés depuis plusieurs années peuvent se retrouver dans 

des sols ou cours d’eau à proximité de terres agricoles. 

Du fait de cette rémanence, les pesticides peuvent avoir des effets néfastes sur les populations 

de ces différents habitats, comme le déséquilibre de la microflore édaphique – relative au sol, 

avec des pertes de diversité au sein des sols traités par ces molécules (Wang et al. 2012), mais 

aussi des modifications d’activité de microorganismes bénéfiques aux plantes (Niewiadomska 

2004) et des effets négatifs sur le rendement de la plante traitée par les pesticides. Des traces de 

pesticides sont également observées dans la macrofaune et la flore (Smalling et al. 2013). Les 

effets toxiques des fongicides sont connus et détaillés pour de nombreux animaux, aquatiques 

(Andrade et al. 2016) comme terrestres (Aire 2005). En outre, les effets délétères des fongicides 

sur les sols (dégradation des propriétés biologiques et perte de rendement) ont été également 

décrits (Baćmaga et al. 2019). 

En mai 2022, une étude d’INRAE et de l’Ifremer sur l’impact des pesticides sur la biodiversité 

et les services rendus par la nature (écosystémiques) a été rendue publique (INRAE, Ifremer 

2022). Des effets non attendus et n’étant pas en relation avec le mode d’action connu des 

pesticides considérés sont de plus en plus présents, touchant donc un plus large panel d’espèces 

(notamment via des perturbations du système nerveux, immunitaire, endocrinien, ou des 

interactions avec les microbiotes). Il existe également des effets indirects des produits 

phytosanitaires, parmi lesquels la réduction de ressources alimentaires après application entre 

autres de fongicides qui ont des propriétés insecticides pour les insectivores, la perte d’habitats 

(application d’herbicides sur la végétation), les variations de l’intensité de prédation ou de 

compétition vis-à-vis de la ressource alimentaire. 

2.2.3 Impacts sur la santé humaine 

Les pesticides chimiques peuvent avoir des effets néfastes sur la santé humaine : d’une part, 

directement lors de l’application au champ, et d’autre part, indirectement lors de la 

consommation de produits traités, les pesticides chimiques se retrouvant dans la chaine 
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alimentaire (Stensvand et al. 2000; Calhelha et al. 2006; González-Rodríguez et al. 2008). 

Certains fongicides présentent des activités inhibitrices chez les mammifères, par exemple 

interférant avec la stéroïdogénèse (Zarn et al. 2003), et pourraient être perturbateurs 

endocriniens, perturber l’embryogénèse (Chambers et al. 2014), et être des facteurs de risque 

de cancers, notamment des voies aéro-digestives (Brasil et al. 2018).  

Les risques pouvant être attribués aux fongicides demeurent une question pressante et 

d’actualité. Un rapport de l’Inserm datant de 2021, portant sur les pesticides et leurs effets sur 

la santé, montre que l’utilisation généralisée des pesticides pour la protection des cultures 

soulève plusieurs questions quant à leurs effets sur la santé humaine (Inserm 2021). Cependant, 

pour de nombreuses familles de pesticides, il est difficile d’établir des liens clairs entre certaines 

pathologies et une exposition aux pesticides, notamment par manque de données 

épidémiologiques – c’est le cas notamment avec les effets négatifs des SDHI observés chez les 

animaux mais pas chez l’Homme. Les différents risques décrits ou présumés de l’usage des 

produits phytosanitaires sur la santé humaine influencent fortement l’opinion publique. Cet état 

de fait a amené les pouvoirs publics à reconsidérer et contrôler plus étroitement l’usage en 

agriculture des phytosanitaires pour le traitement des maladies des plantes. 

La mise en place de réglementations en France et en Europe a découlé de toutes ces limites afin 

de mieux régir l’utilisation des pesticides de synthèse, et ce depuis les années 1990, allant 

jusqu’à l’interdiction des produits présentant le plus de risques. En parallèle, l’intérêt pour de 

nouvelles solutions alternatives s’est développé ces dernières décennies ; certaines existent déjà 

ou doivent être développées, afin de les substituer partiellement ou totalement aux produits 

phytosanitaires de synthèse.  
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3. Une solution alternative aux fongicides de synthèse : le 

Biocontrôle 

Dans l’optique de pratiquer une agriculture plus respectueuse de l’environnement, des 

écosystèmes et de parer aux risques éventuels sur la santé humaine, animale et végétale, 

plusieurs mesures et plans ont été élaborés. Une des solutions alternatives aux pesticides de 

synthèse est l’utilisation de produits de biocontrôle (contraction de l’anglais « Biological 

control »). Par conséquent, les produits trouvés dans la nature et surtout issus d'organismes 

vivants - par opposition à ceux synthétisés par la chimie - suscitent un intérêt croissant pour 

lutter contre les fusarioses.  

Les techniques de biocontrôle, bien que le terme tel quel soit relativement récent, sont 

ancestrales, avec par exemple l’utilisation d’ail (Shang et al. 2019; Hayat et al. 2016) ou de 

prêle des champs (Garcia et al. 2012) comme moyen de lutte contre des pathogènes fongiques. 

Les exemples de lutte biologique dans des ouvrages scientifiques datent quant à eux de la fin 

du 19e et du début du 20e siècle. 

Le marché du biocontrôle bénéficie d’une croissance régulière et continue depuis les années 

2000. En 2021, d’après l’IBMA (International Biocontrol Manufacturers Association), il 

représente 13 % de la vente des produits de lutte contre les pathogènes en France, contre 8 % 

en 2018 et a connu une hausse de 16 % entre 2020 et 2021, atteignant un chiffre d’affaire de 

274 millions d’euros. Les fongicides représentent en outre 19,5 % du marché du biocontrôle en 

2021, contre 13 % l’année précédente (Figure 4). 
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Figure 4 : Aperçu du marché du biocontrôle : A) Part du marché du biocontrôle dans les ventes 

de produits pour la protection des plantes en France en 2021, selon les catégories d’agents de 

biocontrôle considérés. B) Evolution des parts du marché du biocontrôle selon les segments 

(insecticides, molluscicides, fongicides et herbicides) entre 2020 et 2021 (IBMA). 

3.1 Définition du biocontrôle 

Afin de réduire l'utilisation des pesticides chimiques, des solutions alternatives doivent 

émerger. Parmi les différentes possibilités, telles que l'évitement de l'infection par l'utilisation 

de variétés résistantes, la rotation des cultures, ou autres, le biocontrôle est une solution qui a 

suscité beaucoup d'intérêt ces dernières années. Cette notion a été introduite officiellement en 

France en 2014 avec la loi d’avenir pour l’agriculture.  
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Selon le Ministère Français de l'Agriculture et de la Souveraineté alimentaire, le biocontrôle est 

un ensemble de méthodes de protection des plantes basées sur l'utilisation de mécanismes 

naturels. Les produits de biocontrôle, quant à eux, sont définis à l'article L. 253-6 du code rural 

et de la pêche maritime comme des agents et des produits utilisant des mécanismes naturels 

dans le cadre de la lutte intégrée contre les ennemis des cultures. Dans cette définition sont 

compris : les macroorganismes et les produits phytopharmaceutiques (qui incluent 

microorganismes, médiateurs chimiques – phéromones, kairomones, substances naturelles 

d’origine végétale, animale ou minérale). Les définitions du biocontrôle ou des biopesticides 

diffèrent selon les pays. Le 22 juin 2022, dans la feuille de route pour réduire de moitié d’ici à 

2030 l’utilisation et les risques à l’échelle de l’Union européenne des pesticides chimiques ou 

dangereux, la Commission Européenne a proposé la définition suivante du biocontrôle : « le 

biocontrôle est la lutte contre les organismes nuisibles aux végétaux ou aux produits végétaux 

à l'aide de moyens naturels d'origine biologique ou de substances identiques à ceux-ci, tels que 

des micro-organismes, des substances sémiochimiques, des extraits de produits végétaux […] 

ou des macroorganismes invertébrés ». Dans ces définitions, les substances sémiochimiques ou 

médiateurs chimiques comprennent des molécules naturelles émises dans l’environnement par 

un organisme, et qui ont un rôle de signalisation. Les macroorganismes (invertébrés, insectes, 

nématodes ou acariens) sont eux des prédateurs de ravageurs de culture ; les substances 

naturelles peuvent être, selon les définitions, végétales, provenir de macro- ou 

microorganismes, ou minérales. Enfin les microorganismes comprennent les champignons, 

bactéries et les virus, dont les phages. 

La solution du biocontrôle est donc un modèle de traitement des cultures de plus en plus 

encouragé. De nombreux gouvernements ont édicté des directives qui incitent au 

développement de solutions respectueuses de l’environnement en agriculture comme par 

exemple le plan Ecophyto en France, et plus largement, le Green Deal ou Pacte Vert européen 

- IEEP. Le plan Ecophyto II+ vise entre autres à réduire de 50 % l’utilisation des produits 

phytosanitaires d’ici 2025. Un budget de 71 millions d’euros est consacré à ce plan par le 

gouvernement français. Le biocontrôle fait partie des solutions alternatives aux traitements 

conventionnels dont le développement est encouragé par le plan Ecophyto II+. 

Le développement de ces nouveaux moyens de lutte contre les pathogènes nécessite, comme 

tout autre produit pharmaceutique, des autorisations spécifiques – autorisation de mise sur le 

marché ou AMM – qui sont délivrées par l'ANSES en France. Tous les produits de biocontrôle 

sont concernés par ces AMM, sauf les macroorganismes. Les délais prévus pour statuer sur une 
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demande d’AMM sont plus courts que pour des produits phytopharmaceutiques de synthèse : 

seulement six mois au lieu de douze mois. 

3.2 Avantages du biocontrôle 

Le biocontrôle est une solution alternative voire complémentaire aux produits de synthèse. De 

ce fait, il présente certains avantages par rapport aux solutions conventionnelles. 

Tout d’abord, les solutions de biocontrôle ont rarement une seule cible, et selon la composition 

du produit de biocontrôle, les modes d’action peuvent être variés et ainsi limiter l’apparition de 

résistance chez les pathogènes ciblés. Par exemple, les agents de biocontrôle cités comme étant 

autorisés dans la lutte contre les fusarioses en France, Pythium oligandrum et Bacillus subtilis, 

présentent plusieurs modes d’action : P. oligandrum peut protéger les plantes directement via 

le mycoparasitisme, l’antibiose et la compétition et indirectement via l’induction de la 

résistance chez les plantes (Gerbore et al. 2014) ; pour Bacillus subtilis, le même type 

d’interaction avec les pathogènes et les plantes peut être observé (Nagórska et al. 2007). 

En comparaison avec les fongicides chimiques, les agents de biocontrôle ont un temps de 

rémanence dans l’environnement plus réduit. Pour les substances naturelles, les temps de 

rémanence dans le sol et l’eau peuvent être d’à peine quelques jours (Isman 2000), et dans le 

cas des microorganismes, ce temps dépend du type de souche et des conditions dans lesquelles 

l’implantation s’est faite (Vázquez et al. 2013), ces souches étant souvent des microorganismes 

issus de la rhizosphère (comme Trichoderma, Bacillus ou Pseudomonas) et de ce fait pouvant 

subsister dans ce type d’environnement pendant plusieurs mois (Larkin 2016). Ceci est un point 

crucial sur lequel il faut jouer pour l’efficacité du produit qui doit perdurer assez longtemps 

pour agir sur le pathogène mais aussi pour éviter une accumulation dans les sols, les milieux 

aquatiques ou les organismes vivants. 

En ce qui concerne la toxicité, un objectif majeur du développement de produits de biocontrôle 

est de proposer des actifs moins toxiques que les fongicides de synthèse. Certains agents de 

biocontrôle sont ainsi considérés comme n’ayant aucun effet néfaste pour l’environnement ou 

les humains. C’est par exemple le cas des agents de biocontrôle déjà utilisé dans la fermentation 

alimentaire, comme les bactéries lactiques (Donohue et al. 1993) ou Aspergillus oryzae 

(Barbesgaard et al. 1992).  

Un autre intérêt des produits de biocontrôle est la possibilité de les employer dans le cadre de 

l’agriculture biologique, si ceux-ci remplissent le cahier des charges, c’est-à-dire n’étant pas 

des organismes génétiquement modifiés et/ou n’en impliquant pas dans leur production. 
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3.3 Substances naturelles 

Parmi les solutions de biocontrôle existantes pour supplanter les produits antifongiques de 

synthèse existent les substances naturelles, qui peuvent inclure des molécules produites par des 

plantes, des microorganismes ou des macroorganismes, mais aussi des composés d’origine 

minérale comme le soufre ou le bicarbonate de potassium. Les substances naturelles bioactives 

d’origine végétale, animale ou microbienne appartiennent généralement aux classes des 

terpènes, des phénols et des alcaloïdes (Freeman 2008). 

Ces substances peuvent avoir différentes cibles et modes d’action. En effet, certaines substances 

naturelles ont une action généralisée sur les mécanismes de défense des plantes : ce sont des 

éliciteurs. Ces molécules conduisent à une réponse rapide de la plante une fois reconnues par 

les récepteurs membranaires des cellules végétales, induisant en premier lieu une résistance 

locale (Aziz et al. 2003), puis amenant à une résistance systémique induite ou une résistance 

systémique acquise qui rend la plante moins susceptible à des attaques subséquentes de 

pathogènes. En outre, ces éliciteurs peuvent avoir une double action, d’une part, l’induction des 

défenses de la plante, et d’autre part, la promotion de sa croissance (Cai et al. 2013). 

Les substances naturelles peuvent également avoir une action fongistatique (ralentissement de 

la croissance du champignon) ou fongicide. C’est le cas par exemple de l’hydrogénocarbonate 

de potassium, ou bicarbonate de potassium, qui est utilisé comme produit de biocontrôle. Ce 

dernier peut totalement inhiber la croissance linéaire de F. oxysporum à une concentration de 4 

% (Ragab et al. 2012). L’huile essentielle de thym, et plus particulièrement le thymol et le 

carvacrol, deux composés phénoliques qui la compose, permet de ralentir voire d’inhiber 

totalement la croissance et la germination de spores de champignons comme Alternaria 

alternata, Botrytis cinerea, et d’espèces de Penicillium par exemple (Sapper et al. 2018; Maissa, 

Walid 2015; Boubaker et al. 2016). Les composés de plantes autres que les huiles essentielles 

peuvent également avoir des effets antifongiques comme l’ail (Shang et al. 2019). Aussi les 

substances naturelles provenant d’autres organismes comme la laminarine des algues brunes 

(Aziz et al. 2003) ou les carraghénanes des algues rouges (Vera et al. 2012) présentent des 

activités antifongiques, notamment contre Botrytis cinerea ou Plasmopara viticola. La chitine, 

composé de la cuticule des crustacés et le chitosan qui en est un dérivé, présentent une activité 

contre plusieurs champignons et oomycètes (El Hadrami et al. 2010). 

Les métabolites secondaires de microorganismes suscitent un grand intérêt pour leur activité 

antifongique : parmi ceux-ci, les lipopeptides, produits notamment par les espèces de Bacillus 
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(Mejri et al. 2018) et Pseudomonas (Fiore et al. 2008), les métabolites secondaires des bactéries 

lactiques (Lynch et al. 2016; Cortés-Zavaleta et al. 2014) ou encore les sidérophores (Bharucha 

et al. 2013), qui ne présentent pas de toxicité pour l’environnement. Ces métabolites secondaires 

seront décrits plus précisément dans la partie 5. 

3.4 Microorganismes 

Les microorganismes sont un autre type d’agents de biocontrôle utilisés dans la lutte contre les 

phytopathogènes fongiques. Sont inclus dans cette dénomination les bactéries, les champignons 

et les virus. Les microorganismes représentaient en 2021 7 % du chiffre d’affaire du marché du 

biocontrôle, contre 72 % pour les substances naturelles (Figure 4B). Les champignons et les 

bactéries habituellement utilisés en biocontrôle en France ainsi que ceux présentant des activités 

intéressantes seront détaillés dans la partie 5. 

Les microorganismes, tout comme les substances naturelles, offrent un large éventail de modes 

d'action. Ils peuvent être séparés en deux types d'effets : l'antagonisme direct (comme la 

compétition pour les nutriments, les sites d'infection ou le parasitisme) et l'antagonisme indirect 

(promotion de la défense des plantes) (Fravel et al. 2003; O’Brien 2017). 

Les virus de champignons, ou mycovirus, ont la capacité de réduire voire de complètement 

neutraliser la virulence des champignons phytopathogènes, selon un phénomène 

d’hypovirulence (Yu et al. 2010). 

Les bactéries représentent une ressource riche d’activités potentielles de par leur nombre et 

l’existence de PGPR ou Plant Growth Promoting Rhizobacteria (rhizobactéries favorisant la 

croissance des plantes). Ces bactéries se retrouvent au niveau de l’environnement immédiat des 

racines des plantes – la rhizosphère – et se caractérisent par des activités de promotion de la 

croissance des plantes, mais aussi de protection des plantes (Pal et al. 2000; Jog et al. 2014). 

Parmi ces dernières, beaucoup d’espèces de Pseudomonas, Bacillus ou Streptomyces sont 

utilisées dans le biocontrôle. Les bactéries endophytes – existant à l’intérieur de la plante – 

possèdent elles aussi des activités antifongiques (Tanvir et al. 2016; Taechowisan et al. 2003a). 

De la même façon, de nombreux champignons existant à l’interface plante-racine, comme les 

champignons mycorhiziens arbusculaires (AMF : arbuscular mycorrhizal fungi) ou les 

champignons de la rhizosphère plus largement peuvent jouer un rôle dans la défense des plantes 

et la promotion de leur croissance (Al-Askar, Rashad 2010). Les champignons endophytes 

constituent également des solutions de biocontrôle potentielles (Paul et al. 2007; Wang et al. 

2013). En outre, il est possible d’utiliser des extraits de paroi de champignon, par exemple de 
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levure (Saccharomyces cerevisiae) afin de stimuler les défenses des plantes (De Miccolis 

Angelini et al. 2019). 

3.5 Applications pratiques : solutions utilisées contre Fusarium 

Actuellement, seuls quatre agents de biocontrôle (Tableau 1) sont autorisés en France pour une 

utilisation contre Fusarium (ANSES). Leur nombre reste donc très limité. L'un d'entre eux est 

constitué de spores de Pythium oligandrum, un oomycète, qui peut coloniser les champignons 

et qui est accrédité et utilisé comme BCA (Benhamou et al. 1997), l’autre étant un Bacillus 

subtilis, une bactérie également utilisée comme BCA (Cao et al. 2011). Les deux autres produits 

sont à base d’hydrogénocarbonate de potassium, qui est un fongicide minéral (Ragab et al. 

2012). 

Tableau 1 : Produits de biocontrôle autorisés en 2022 en France dans la lutte contre les 

fusarioses 

Nom commercial  Agent de biocontrôle Culture 

ANL-F004 Hydrogénocarbonate de potassium Blé 

Echiquier Hydrogénocarbonate de potassium Blé 

Harmonix Turf Defense Bacillus subtilis QST 713 Graminées 

Polyversum Pythium oligandrum M1 Blé, Orge 

 

Il reste à noter que plusieurs autres composés ou microorganismes présentent une activité 

antifongique (fongistatique ou fongicide) contre Fusarium mais ne sont pas autorisés sur le 

marché (Matarese et al. 2012; Zulqarnain et al. 2020). 

3.6 Limites du biocontrôle 

La recherche de nouveaux agents de biocontrôle s’effectue in vitro : ceci permet de tester 

différentes molécules ou microorganismes, de multiplier les cibles et d’évaluer la toxicité et la 

dégradation de composés avant de les tester in planta ou au champ. Cependant, une efficacité 

in vitro ne se traduit pas nécessairement par une même efficacité in planta ou au champ, du fait 

de la présence de conditions non maîtrisées comme des stress abiotiques variés (Jindo et al. 

2020). Cela s’observe également par le nombre très limité de produits de biocontrôle reconnus 

pour leur efficacité en plein champ par rapport au nombre de solutions testées in vitro (Usall et 

al. 2016). 
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La durée de vie ou rémanence d’un produit de biocontrôle est, comme indiqué précédemment, 

plus courte que celle des fongicides chimiques. A cela s’ajoutent les conditions biotiques et 

abiotiques qui peuvent influencer son activité, comme la quantité d’inoculation ou le climat 

(Fravel et al. 2003). L’efficacité des produits de biocontrôle dans le temps est en outre souvent 

comparée à celle des fongicides de synthèse, mais le biocontrôle induit des changements à long 

terme (Popp et al. 2013). Le coût des produits de biocontrôle peut limiter leur utilisation, que 

ce soit le coup de production, de l’homologation, celui pour l’agriculteur ou le coût final d’un 

produit obtenu à partir d’une agriculture respectueuse de l’environnement (Fravel 2005; 

Gerhardson 2002). 

Des études ont également été réalisées sur la perturbation éventuelle de la microflore édaphique 

par les agents de biocontrôle introduits. Ces derniers peuvent impacter les communautés 

microbiennes : à la suite de traitements avec Trichoderma virens, le nombre d’individus des 

communautés bactériennes et fongiques des sols ont montré une augmentation significative par 

rapport à ce qui est observé en l’absence de traitement (Bernard et al. 2012). Cependant, il est 

généralement observé que ces effets sont moindres et limités dans le temps du fait d’un temps 

de rémanence inférieure à celle des fongicides de synthèse (Savazzini et al. 2009; Correa et al. 

2009). 

La toxicité des agents de biocontrôle n’est pas non plus inexistante ; certains microorganismes 

utilisés dans la lutte contre les champignons pathogènes produisent des molécules toxiques pour 

les animaux et les humains. C’est le cas de certains peptaibols (peptides) produits par des 

espèces de Trichoderma et Gliocladium qui présentent une toxicité pour les animaux et les 

humains (Favilla et al. 2006; Peltola et al. 2004).  

La recherche de nouveaux agents de biocontrôle, pour lutter contre de nouveaux 

phytopathogènes, est une tâche difficile et rarement couronnée de succès en comparaison avec 

le développement ou l’usage de fongicides de synthèse à large spectre. Il peut s’avérer encore 

plus difficile d’identifier de nouvelles molécules naturelles ayant une action satisfaisante contre 

les pathogènes ciblés (O’Brien 2017). L’une des stratégies prometteuses du biocontrôle vise à 

recréer des interactions naturelles dans un environnement contrôlé et surtout sur le terrain. 

Cependant, recréer ces interactions in vitro peut être particulièrement difficile, car les 

interactions observées dans la nature impliquent souvent un écosystème complexe, de 

nombreux organismes et plus d'une molécule active. En outre, une molécule ayant une certaine 

activité n'équivaut pas forcément à une activité antifongique, et le plus souvent les 

microorganismes produisent des molécules qui peuvent agir de manière synergique ou 
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s'organisent en structures permettant un effet antagoniste (biofilms). Cela conduit à une 

incapacité généralisée à synthétiser certaines molécules dans des conditions de laboratoire, 

notamment les métabolites secondaires. Ceci est particulièrement documenté pour les 

microorganismes qui ont des génomes séquencés et sont reconnus in silico pour leur potentiel 

à synthétiser certaines molécules bioactives, mais dont la production in vitro a échoué (Omura 

et al. 2001). Cela peut être dû au manque d'expression des gènes susmentionnés, qui peut se 

produire en raison de l'absence de conditions adéquates pour leur expression (Scherlach, 

Hertweck 2009).  

La recherche de nouveaux agents de biocontrôle à partir d’isolements environnementaux est 

une stratégie qui fait sens dans cette optique. Cependant, beaucoup de ces études procèdent à 

l’isolement de souches individuelles qui cohabiteraient dans un même environnement au départ. 

Dans une étude de 2007, 354 souches bactériennes issues d’anthères de blé ont été testées 

individuellement pour leur effet antagoniste sur l'agent pathogène responsable de la fusariose. 

Seules 22 de ces souches ont réduit la croissance du champignon (Palazzini et al. 2007). Cela 

pose la question de l'efficacité des méthodes traditionnelles de cultures axéniques pour trouver 

de nouvelles activités. 

L’une des principales limites à la culture d’agents de biocontrôle concerne l’aval de leur 

développement, avec une nécessité de garder une efficacité au champ stable, une toxicité 

moindre par rapport aux fongicides de synthèse, ainsi qu’un effet sur l’environnement et les 

communautés microbiennes du sol réduit. Une autre limite concerne les difficultés rencontrées 

en amont pour la recherche et le développement des produits de biocontrôle, au niveau de la 

recherche de nouvelles activités, nouveaux microorganismes et nouveaux métabolites 

secondaires d’intérêt. Ceci définit la nécessité d'appréhender cette recherche d’une nouvelle 

manière ; l'introduction de la co-culture est un moyen intéressant de contourner ces limites. 
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4. Méthodes pour trouver de nouvelles activités : le cas de la co-

culture 

Il existe plusieurs moyens de susciter l’expression des gènes silencieux – et ainsi découvrir de 

nouvelles activités et de nouveaux métabolites d’intérêt – qui sont plus ou moins complexes et 

coûteux à mettre en œuvre. Il y a par exemple la méthode OSMAC (One Strain Many 

Compounds) - où plusieurs paramètres de culture sont modifiés afin de voir une adaptation de 

la réponse métabolique d'un microorganisme (Abdelwahab et al. 2018), ou encore l'utilisation 

d'éléments des terres rares ou le genome mining afin de découvrir de nouvelles molécules 

(Tanaka et al. 2010). 

Parmi ces solutions, la co-culture est particulièrement intéressante car elle peut simuler des 

interactions susceptibles d’exister dans la nature (Vinale et al. 2017). Cela permet de mettre en 

place des interactions qui n'existeraient pas en monoculture, et donc d’induire la production de 

molécules qui ne seraient pas produites autrement, ou en plus grande concentration qu'elles ne 

le seraient en monoculture (Liu, Kakeya 2020). Dans ce projet, la co-culture a été choisie 

comme méthode de découverte de nouvelles activités antifongiques contre Fusarium.  

4.1 Définition : Qu’est-ce que la co-culture ? 

La co-culture est la culture de deux ou plusieurs populations de cellules qui sont cultivées avec 

un certain degré de contact entre elles. Les objectifs typiques d'une co-culture peuvent être 

d'étudier les interactions naturelles entre les populations, d'améliorer le taux de réussite des 

cultures pour certaines populations ou d'établir des interactions synthétiques entre les 

populations. Ainsi, une co-culture peut conduire à l'expression de gènes qui seraient autrement 

silencieux ou à un niveau de production plus élevé de certaines molécules (Goers et al. 2014). 

La co-culture se présente donc comme un moyen efficace de découvrir de nouvelles molécules 

actives, par exemple des antibiotiques (Netzker et al. 2018), faisant de la co-culture une 

méthode de plus en plus utilisée pour l’étude des microorganismes et la production de 

métabolites secondaires. 

De ce fait, l'intérêt pour la co-culture n'a cessé de croître au fil des ans notamment depuis le 

début des années 2010, où le nombre de publications portant sur le sujet a dépassé le millier par 

an (Figure 5). La première occurrence sur SCOPUS d’une publication portant sur la co-culture 

remonte à 1962, où le champignon Penicillium verruculosum a été mis en présence de plusieurs 
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autres champignons afin d’étudier leur influence sur la production d’un pigment rouge par ce 

dernier (Nasuno, Asai 1962). 

 

Figure 5 : Occurrence du mot co-culture dans les publications récentes, recherchées comme 

mot-clé sur Scopus et Web of Science pour les années 2000 à 2021. 

Dans le cadre de co-cultures, notamment microbiennes, les interactions impliquées peuvent être 

de différents types (Tshikantwa et al. 2018). Certaines de ces interactions peuvent être 

positives : c’est le cas du mutualisme et du commensalisme. Le mutualisme est une interaction 

bénéfique pour les deux partenaires. Elle peut par exemple se traduire par un meilleur 

développement des deux partenaires par rapport aux partenaires seuls (Venkataraman et al. 

2011). Le commensalisme décrit une situation où un partenaire tire des bénéfices 

de l’interaction, tandis que l’autre n’est pas impacté (Taniguchi, Tanaka 2004). D’autres 

interactions sont négatives ; c’est alors de la prédation, du parasitisme, de l’amensalisme et de 

la compétition. La prédation est une relation proie-prédateur où le prédateur se nourrit de la 

proie (Ibrahimi et al. 2020). Le parasitisme quant à lui dépeint le cas où un partenaire tire des 

bénéfices de l’interaction au détriment de l’autre, et cela implique la survie de ce dernier, 

contrairement à la prédation (Moscoviz et al. 2017). L’amensalisme est le pendant du 

commensalisme : un partenaire a un effet négatif sur l’autre, sans être lui-même impacté (García 

et al. 2017). Dans le cas de la compétition, les partenaires sont en concurrence pour les 

ressources en énergie et les nutriments. Cette situation se solde souvent par un partenaire 

prenant le dessus sur l’autre (Mellefont et al. 2008). 
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Il existe également le cas où aucune interaction n’est observée entre les microorganismes, qui 

sont dans ce cas indifférents à la présence de l’autre (Licyayo et al. 2007). 

Il est possible d’influencer le type d’interaction désiré selon les conditions de co-culture 

choisies, afin de privilégier un certain type de production. Par exemple, des interactions 

négatives peuvent conduire à la production d’un certain type de métabolite, comme des toxines, 

des antibiotiques et des alcaloïdes afin d’inhiber la croissance de l’antagoniste (Padmaperuma 

et al. 2018). Dans le cas d’interactions symbiotiques, la production d’hormones ou de facteurs 

de croissance peut être observée (Magdouli et al. 2016). La division du travail entre différents 

microorganismes en co-culture via l’extension de leurs fonctions et de leur capacités 

métaboliques, par exemple pour la dégradation de composés ou l’obtention d’énergie, a 

également été décrite (Hays et al. 2015). 

Les co-cultures ont un grand nombre d’applications potentielles, de par leur avantage principal 

qui est de recréer des interactions déjà existantes dans la nature ou de créer de nouvelles 

interactions. Elles peuvent être utilisées pour la dégradation, la production d’énergie, la 

production de métabolites d’intérêt, une meilleure culture d’un ou deux organismes, voire la 

culture de microorganismes ne pouvant pas se développer en conditions axéniques (Goers et al. 

2014; Hays et al. 2015; Padmaperuma et al. 2018). 

Lorsque la co-culture est utilisée pour exprimer une activité antifongique, l’utilisation de 

certains microorganismes récurrents en biocontrôle est très fréquente, comme Bacillus, 

Trichoderma ou Streptomyces, pour citer quelques exemples (Benoit et al. 2015; Ola et al. 2013; 

Wu et al. 2015). Ces exemples de co-cultures seront détaillées dans la partie 5. Il existe 

également des co-cultures impliquant des microorganismes plus originaux, notamment dans le 

cadre de l'étude des interactions naturelles ou de la recherche de nouvelles molécules d'intérêt 

pour lutter contre des pathogènes (Halecker et al. 2020). 

4.2 Différents types de co-cultures 

Il est possible de jouer sur différents paramètres d’une co-culture afin d’influer sur la croissance 

et le développement des microorganismes ainsi que leur éventuelle production. Ces paramètres 

peuvent être de l’ordre physique (température, agitation, durée de culture) mais aussi 

biochimique (type et composition du milieu) voire biologique (quantité, ratio et synchronisation 

ou non de l’inoculation). 
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4.2.1 Co-cultures impliquant des espèces similaires jusqu’à des genres différents 

Différents modèles de co-culture peuvent exister ; si certains sont très utilisés en médecine, 

impliquant des co-cultures de cellules animales ou humaines différenciées (Arnold et al. 2001), 

cette revue de l’état de l’art porte sur les co-cultures impliquant exclusivement des 

microorganismes. 

Dans la littérature, des descriptions de la co-culture entre deux microorganismes appartenant 

au même groupe taxonomique (c'est-à-dire bactérie-bactérie ou champignon-champignon) 

(Bertrand et al. 2013; Srivastava et al. 2018) ou à des groupes différents (par exemple bactérie-

champignon) se retrouvent (Ola et al. 2013; Wu et al. 2015). Il existe également des co-cultures 

impliquant des protozoaires comme les amibes (Evstigneeva et al. 2009), ou des microalgues 

(Zhang, Hu 2012). Chaque configuration présente des avantages et des inconvénients, 

notamment concernant le type de comportement entre les microorganismes, le type de 

production engendré, et la possibilité de cultiver ces microorganismes ensemble (Baré et al. 

2010). Des co-cultures de populations très différentes peuvent conduire à des interactions plus 

complexes, comme la formation de modèles (pattern formation : ici auto-organisation de 

cellules en des structures complexes et ordonnées) ou la création de symbioses (Lorincz et al. 

2010). 

Il est ainsi tout à fait possible de mettre en place des co-cultures impliquant plusieurs 

populations – pouvant aller jusqu’à plus d’une dizaine de partenaires – bien que la configuration 

la plus représentée soit deux populations différentes. L’augmentation du nombre de populations 

différentes a aussi un impact sur la complexité de la co-culture. Ceci peut par exemple mener à 

la création d’une communauté microbienne artificielle où l’on peut observer des relations 

synergiques – comme le développement de conditions favorables à la croissance de certains 

partenaires – et des relations négatives – inhibition de l’activité métabolique d’un partenaire 

par exemple – entre les différents partenaires impliqués (Kato et al. 2005; Mee et al. 2014). 

4.2.2 Niveau de contact entre les organismes co-cultivés 

La co-culture étant une mise en présence de différentes populations de cellules, le contact entre 

les cellules est un paramètre qu’il est possible d’influencer. Si l’option la plus souvent choisie 

est une co-culture avec un contact direct entre les différentes populations de cellules, il existe 

des alternatives modulant ainsi le contrôle et le suivi des interactions entre les populations. Les 

productions des co-cultures peuvent alors être en contact grâce à un milieu liquide (Sabra et al. 

2010) ou par des échanges gazeux (Weber et al. 2007), tandis que les microorganismes eux-
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mêmes sont séparés (Figures 6A et 6B). Ce type d’interface impacte le mode de communication 

entre les cellules et permet la co-culture d’organismes très différents. 

Dans le cas alternatif où les populations sont en contact (Figure 6C), la symétrie entre les 

populations est un critère souvent retenu, avec des taux de croissance et des besoins en 

nutriments similaires. Si au contraire, des populations très différentes sont considérées, ces 

dernières peuvent être cultivées séparément dans des conditions différentes afin d’atteindre le 

développement désiré avant inoculation des partenaires dans le même milieu. Les conditions 

de culture – comme le milieu – sont alors un facteur important pour le développement de tous 

les partenaires, et leur sélection un point crucial pour la réalisation des co-cultures (Klitgord, 

Segrè 2010). Il est également possible d’envisager la création de consortia où il existe un 

contrôle de croissance entre les populations à travers la communication entre cellules (Biliouris 

et al. 2012), ou une auxotrophie pour un élément du milieu (Chuang et al. 2010) et de ce fait 

empêcher une population de prendre le dessus sur l’autre. 

 

Figure 6 : Exemples de niveaux de contact entre des populations de cellules mises en co-

culture : A) Les cellules peuvent être séparées mais leurs productions peuvent s’échanger dans 

un même milieu, B) Les cellules peuvent être séparées et cultivées dans des conditions 

différentes, et échanger des productions gazeuses, C) Les cellules peuvent être en contact dans 

le même milieu et leurs productions s’échanger. 
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4.2.3 Type de milieu 

Le milieu de culture est donc un paramètre qui a son importance dans les co-cultures. Dans le 

cas de co-cultures où les populations sont en contact direct, il est nécessaire d’avoir des 

conditions de culture au minimum compatibles avec le développement des différentes 

populations. Dans le cas des microorganismes qui ont été isolés de consortia symbiotiques par 

exemple, leurs conditions de croissance d’origine seront idéales. Si la co-culture est 

synthétique, il est alors nécessaire de trouver des conditions de culture convenant à tous les 

partenaires. Il est possible d’envisager l’utilisation d’un milieu de culture adapté à la croissance 

d’un des deux partenaires (Yen et al. 2015), ou un mélange des conditions adaptées aux 

différents partenaires (Zhang et al. 2014). L’ajout d’un élément manquant (notamment une 

source de glucose ou d’azote) peut permettre la croissance d’un partenaire dans un milieu de 

culture dans lequel il ne pouvait pas se développer (Fifani et al. 2022). 

Le milieu de culture en lui-même peut être liquide (Rateb et al. 2013), incluant des modèles de 

culture submergée (Flores et al. 2010), solide sur milieu gélosé (Bertrand et al. 2014) ou bien 

utilisant un substrat pauvre en eau libre habituellement observé en fermentation en milieu solide 

(Moussa et al. 2020), ou une matrice sur laquelle les cellules peuvent se développer de façon 

compartimentalisée comme un hydrogel par exemple (Johnston et al. 2020). 

Le volume dans lequel la co-culture est réalisée est un paramètre déterminé par l’application 

souhaitée de cette dernière. Il influence en effet la croissance des microorganismes et la 

production de métabolites. Par exemple, si l’on veut réaliser un criblage et déterminer des 

conditions nécessaires pour obtenir un système donné, une plus petite échelle est préférable. 

L’échelle du millilitre est la plus représentée, mais il existe des modèles de culture de l’ordre 

du microlitre, comme ceux impliquant la microfluidique (Balagaddé et al. 2008; Burmeister, 

Grünberger 2020), des systèmes de plaque 96 puits (Chen et al. 2021), ou des microgouttes sur 

des boites de Petri (Byun et al. 2013). L’échelle du nanolitre peut même être utilisée afin de 

réaliser des tests à haut débit (Park et al. 2011). 

Si l’objectif de la co-culture est la production, de plus grands volumes sont utilisés, notamment 

dans des bioréacteurs. L’échelle du litre est alors considérée (Buzzini 2001). Cependant, 

l’homogénéité du milieu de culture n’est pas garantie dans de grands volumes, dans lesquels 

l’agitation n’est pas la même partout. Aussi, le volume du réacteur peut influencer la viabilité 

des cellules (Shou et al. 2007). Des co-cultures sont tout de même rapportées à l’échelle pilote 

de 400 à 1000 L (Priya et al. 2015). 
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4.2.4 Densité de la population : jouer sur l’inoculation 

Un autre paramètre modulable de la co-culture est la densité de chaque population et le rapport 

entre elles, ainsi que le moment et l’ordre de l’inoculation (Chen et al. 2019). Les ratios 

d’inoculations peuvent être testés dans le cas de co-cultures synthétiques par rapport à l’objectif 

de l’étude ; un certain ratio peut amener à la domination d’un type de cellules par rapport à un 

autre, voire à son élimination (Goers et al. 2014). En outre, selon la durée de la co-culture 

(système stable de plusieurs populations ou durée courte), ce ratio est plus ou moins important. 

Aussi, les consortia naturels peuvent être réduits et redéfinis dans des conditions industrielles 

afin d’éviter ce genre de problématique (Valdez-Vazquez, Poggi-Varaldo 2009). Ces données 

peuvent également modifier les performances de la co-culture, comme la production de 

métabolites d’intérêt (Buzzini 2001) ou la dégradation de composés (Chen et al. 2019). 

4.2.5 Echelle de temps de la co-culture 

Selon les objectifs attendus de la co-culture, l’échelle de temps est encore un paramètre qu’il 

faut prendre en compte. Celle-ci peut être très courte, si l’on veut uniquement étudier des 

interactions entre cellules : de l’ordre de quelques minutes ou de quelques heures. Dans le cas 

de la production de molécules, des systèmes plus stables sont recherchés, avec des temps de 

culture pouvant aller jusqu’à plusieurs semaines (Shou et al. 2007). Si l’objectif est une 

évolution particulière de la co-culture, par exemple si toutes les populations doivent survivre, 

le modèle gagne en complexité et demande une optimisation. Certaines configurations, comme 

par exemple le déplacement de colonies bactériennes de microgoutte en microgoutte afin de 

parer à un appauvrissement des ressources (en oxygène, en nutriments), permettent de garder 

des co-cultures stables plus longtemps, allongeant ainsi la durée de culture (Byun et al. 2013). 

La production de métabolites est dépendante de la durée de la co-culture mais également du 

moment choisi pour réaliser l’extraction ou l’observation de l’activité. Aussi, certains 

métabolites sont uniquement produits au départ de la co-culture, tandis que d’autres sont 

produits durant toute la co-culture, voire plus tardivement ou sur une durée plus longue 

(Bertrand et al. 2014; Azzollini et al. 2018). 

Cependant, l’échelle de temps des co-cultures n’est pas toujours bien explorée ou même 

optimisée, avec la plupart des co-cultures décrites à l’échelle des heures ou des jours, sans que 

les systèmes ne soient cultivés plus longtemps, alors que l’évolution des populations et la 

production de métabolites sont dépendantes de la durée de la culture (Arora et al. 2020). 
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5. Microorganismes et biocontrôle 

Dans le cadre de ce projet, les interactions recherchées sont celles entre des bactéries et des 

champignons plus particulièrement, dans l’optique d’engendrer notamment des interactions 

antagonistes. Comme cela a été discuté précédemment, les interactions antagonistes, comme la 

prédation, l’amensalisme, la compétition ou le parasitisme, engendrent la production de 

métabolites tels que des antibiotiques, des toxines, ou encore des enzymes lytiques afin 

d’enrayer la croissance de l’antagoniste ou d’entrer en compétition pour les nutriments 

disponibles (Tengku Norsalwani et al. 2012). Les co-cultures bactéries-champignons présentent 

l’intérêt d’augmenter la complexité des interactions générées, et donc de moduler la production 

de métabolites secondaires par les partenaires (Liu, Kakeya 2020). 

Un certain nombre de genres sont étudiés pour leur activité biologique, notamment 

antifongique ; c’est le cas des genres Bacillus, ou Pseudomonas, connus pour leur production 

de lipopeptides (Fiore et al. 2008; Mejri et al. 2018), Streptomyces, qui produit des antibiotiques 

parmi d'autres métabolites secondaires intéressants (Hobbs et al. 1990) ou Trichoderma, un 

champignon qui est également un mycoparasite (Benítez et al. 2004). Ces genres sont bien 

connus et ont de nombreuses utilisations non seulement dans le biocontrôle mais aussi dans le 

domaine médical. Aspergillus est un autre genre étudié notamment comme pathogène cible pour 

les tests antifongiques (Zhao et al. 2013) mais aussi comme producteur de puissants métabolites 

secondaires antifongiques (Brzezinska, Jankiewicz 2012). Cela est aussi le cas pour Fusarium, 

notamment Fusarium oxysporum, dont les espèces non pathogènes sont utilisées dans le cadre 

du biocontrôle (Fravel et al. 2005). 

Dans la recherche de composés antifongiques, d’autres genres et espèces peuvent être 

considérés, comme par exemple les endophytes, qui peuvent protéger la plante grâce à plusieurs 

mécanismes, dont la production de métabolites secondaires entre autres (O’Brien 2017), ou des 

microorganismes de la rhizosphère, qui peuvent également être impliqués dans la protection de 

plantes (Al-Askar, Rashad 2010; Jog et al. 2014). Les effets de ces microorganismes peuvent 

également être combinés, dans des systèmes potentiellement existant dans la nature, comme la 

co-inoculation d’AMF et de PGPR (Jaizme-Vega et al. Núñez 2006; Krzyzaniak et al. 2021). 

Les genres fongiques et bactériens considérés dans cette étude sont ceux reconnus pour leur 

activité antifongique, notamment contre Fusarium ; leur utilisation en biocontrôle et leur 

capacité à être co-cultivés seront discutés. 
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5.1 Champignons utilisés dans le biocontrôle 

Le règne des Fungi est extrêmement diversifié, avec un nombre d’espèces estimé à plusieurs 

millions dans le monde (Blackwell 2011), et parmi ces espèces, moins de 10 % ont été décrites 

taxonomiquement (Hibbett et al. 2016; Knowles et al. 2022). Parmi les Fungi étudiés, la 

proportion de ceux dont les métabolites secondaires sont connus est estimée à 7 % (Bills, Gloer 

2017). Aussi, avec plus de 90 % de Fungi non connus, et une majorité écrasante de métabolites 

secondaires à découvrir, les Fungi représentent une source particulièrement attrayante de 

diversité métabolique (Knowles et al. 2022). 

Les Fungi sont des microorganismes privilégiés dans la lutte contre les pathogènes fongiques. 

Ils ont en effet la capacité de produire une grande diversité de métabolites secondaires et 

d’enzymes lytiques pour interagir avec leur environnement, dont d’autres Fungi peuvent faire 

partie. De plus, bien que beaucoup de Fungi soient des pathogènes de plantes ou humains, une 

grande partie d’entre eux, dont les levures, sont impliqués dans des processus de fermentation 

comme la fabrication du pain, d’alcools, de fromage ou de sauce soja par exemple (Nout, Aidoo 

2011). Cela fait de ces Fungi des microorganismes d’intérêt car ils ne présentent pas de toxicité 

pour les humains. 

5.1.1 Trichoderma 

a. Généralités sur Trichoderma 

Le genre Trichoderma appartient à la division des ascomycètes et à la famille des Hypocreaceae 

(Esposito, Silva 1998). Ses espèces se présentent sous la forme caractéristique de colonies à la 

croissance rapide, de couleur initiale blanche ou hyaline et verdissant avec le temps (Figure 7). 

En outre, ces colonies ont un aspect floculant ou touffu et compact (Rifai 1969). Ce champignon 

est ubiquiste, et se retrouve dans quasiment tous les types de sols et dans des habitats naturels 

contenant de la matière organique. Aussi, il est endophyte en surface et dans les racines des 

plantes (Bailey et al. 2008), mais également sur le bois en décomposition (Esposito, Silva 1998). 

Son potentiel d’agent de biocontrôle a été décrit pour la première fois dans les années 1930, où 

il est rapporté que Trichoderma a parasité un certain nombre de pathogènes fongiques, dont 

Rhizoctonia solani, Phytophthora parasitica, Pythium spp., Rhizopus spp. et Sclerotium rolfsii 

(Weindling 1932). 
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Figure 7 : A) Prise de vue d’une colonie de Trichoderma harzianum sur PDA, échelle 1,5 mm ; 

B) Conidiophores de Trichoderma rosulatum après 40 jours de croissance, échelle 10 µm ; C) 

Conidies de Trichoderma rosulatum, échelle 5 µm (B, C : Zhu, Zhuang 2015). 

b. Biocontrôle par Trichoderma 

Les mécanismes impliqués dans le biocontrôle par Trichoderma sont variés, et font de lui un 

agent de biocontrôle particulièrement attrayant. Ces derniers incluent le mycoparastisme, 

l’antibiose, la compétition pour les nutriments, l’induction des défenses et la promotion de la 

croissance de la plante (Howell 2003). 

Le mycoparasitisme, par définition, est un mécanisme d’antagonisme direct entre un 

champignon et un pathogène fongique ; l’endophyte pénètre dans le pathogène qui lui sert alors 

de source de nutriments (Jeffries 1995). Ce mycoparasitisme peut concerner des champignons 

vivants ; dans ce cas, le parasite utilise la cible vivante comme vecteur de nutriments dans une 

situation de biotrophie, mais il peut également se dérouler dans un contexte de nécrotrophie. 

Dans ce cas, le parasite se nourrit des restes du champignon. Trichoderma, en tant que 

mycoparasite, peut produire un panel d’enzymes de dégradation, telles que les chitinases, les β-
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1,3-glucanases et les protéases, qui permettent de dégrader la paroi des champignons 

(Markovich, Kononova 2003). 

Ce champignon produit également des métabolites secondaires impliqués dans l’antibiose, donc 

à effet antibiotique. Un grand nombre de ces métabolites ont été décrits dans la littérature 

(Vinale et al. 2014; Reino et al. 2008). Ils peuvent être classés en trois catégories : les 

antibiotiques volatiles, les composés solubles dans l’eau et les peptaibols (Ghisalberti, 

Sivasithamparam 1991). Parmi les antibiotiques volatiles, il existe par exemple la 6-pentyl-α-

pyrone (6PP), qui est décrite comme ayant une activité antifongique contre un grand nombre 

de phytopathogènes fongiques dont Botrytis cinerea, et Fusarium moniliforme (Degani et al. 

2021; Pezet et al. 1999; El-Hasan et al. 2007). Elle joue un rôle dans l’inhibition de la croissance 

mycélienne et de la germination des spores (Scarselletti, Faull 1994). Les koninginines sont un 

autre type de métabolites secondaires découvert chez Trichoderma koningii (Cutler et al. 1989). 

Plusieurs koninginines sont connues comme ayant une activité antifongique, comme la 

koninginine D, qui est capable d’inhiber notamment la croissance de F. oxysporum, R. solani, 

Gaeumannomyces graminis var. tritici (Dunlop et al. 1989). Les peptaibols quant à eux sont 

des NRP (peptides non ribosomiques) linéaires ayant une activité antibactérienne et 

antifongique (S. Daniel, Filho 2007; Szekeres et al. 2005). Ils peuvent induire une mort 

programmée des cellules chez des pathogènes fongiques (Shi et al. 2012) ainsi que la résistance 

systémique chez les plantes. Trois peptaibols isolés de Trichoderma koningii, des 

trichokonines, ont ainsi montré une activité antimicrobienne contre plusieurs pathogènes, dont 

plusieurs formae speciales de F. oxysporum, B. cinerea, et R. solani et plusieurs bactéries à 

Gram positif (Xiao-Yan et al. 2006). Une grande diversité de métabolites secondaires possédant 

des activités antifongiques, tels que des lactones, des stéroïdes ou encore des trichothécènes 

sont aussi produits par Trichoderma (Khan et al. 2020). 

Trichoderma a également une activité de compétition avec les champignons phytopathogènes, 

et produit à cet effet des sidérophores, par exemple, comme l’acide harzianique, afin de chélater 

le fer du sol (Vinale et al. 2013). Ces molécules peuvent aussi avoir des activités antifongiques 

(Vinale et al. 2009). 

Enfin, Trichoderma a une action élicitrice des défenses de la plante via l’induction de 

l’accumulation dans la plante de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS) (Palmieri et al. 2012), et 

la modification de l’expression des gènes impliqués dans la défense des plantes (Perazzolli et 

al. 2011). Il promeut aussi la croissance de la plante en modifiant ses profils hormonaux et en 

induisant la production de protéines impliquées par exemple dans la photosynthèse (Harman et 
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al. 2004). De plus, certaines molécules produites par Trichoderma qui ont des effets 

antibiotiques présentent également des effets bénéfiques pour les plantes, comme 

l’harzianolide, produit par Trichoderma harzianum, qui a augmenté le taux de croissance de 

jeunes plants de tomates d’un facteur 2,5 après une application à 0,1 ppm (Cai et al. 2013).  

c. Produits de biocontrôle dérivés de Trichoderma 

En France, un grand nombre de produits de biocontrôle impliquant des souches de Trichoderma 

existent sur le marché, et sont composés d’espèces comme T. asperellum, T. atroviride, T. 

gamsii et T. harzianum (Tableau 2). 

Tableau 2 : Antifongiques commerciaux de biocontrôle dérivés de Trichoderma autorisés en 

France (selon la Liste des produits phytopharmaceutiques du biocontrôle générée par le 

Ministère de l’Agriculture et de la Souveraineté alimentaire datant du 20 mai 2022). Seuls les 

produits phytopharmaceutiques de référence sont représentés. 

Nom commercial Substance active (souche) Pathogène cible 

BLINDAR 
Trichoderma asperellum ICC012 

Trichoderma gamsii ICC080 

Armillaria, champignons 

(pythiacées), esca et black 

dead arm, maladies fongiques, 

pourridiés 

XEDAVIR 

Trichoderma asperellum ICC012 

Trichoderma asperellum T25 

Trichoderma asperellum TV1 

Champignons autres que 

pythiacées, champignons 

(pythiacées), Verticillium 

T34 Biocontrol Trichoderma asperellum T34 

Fusarium oxysporum f.sp. 

dianthi, Pythium 

aphanidermatum 

ESQUIVE WP Trichoderma atroviride I-1237 
Black dead arm, esca, 

eutypiose 

TRI-SOIL Trichoderma atroviride I-1237 

Champignons autres que 

pythiacées (Fusarium foetens), 

champignons (pythiacées), 

maladies des taches brunes 

(Rhizoctonia spp.) 

TRI-WALL Trichoderma atroviride I-1237 Esca, black dead arm 

VINTEC Trichoderma atroviride SC1 
Black dead arm, esca, 

eutypiose, pourriture grise 

TUSAL 
Trichoderma atroviride T11 

Trichoderma asperellum T25 

Champignons (autres que 

pythiacées), champignons 

(pythiacées) 
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TRIANUM-G 
Trichoderma harzianum Rifai T22 

Trichoderma harzianum Rifai ITEM-908 

Champignons autres que 

pythiacées, champignons 

(pythiacées), maladies 

fongiques 

TRIANUM-P 
Trichoderma harzianum Rifai T22 

Trichoderma harzianum Rifai ITEM-908 

Champignons autres que 

pythiacées, champignons 

(pythiacées), maladies 

fongiques 

 

d. Co-cultures impliquant Trichoderma pour le biocontrôle 

Trichoderma étant un genre producteur d’un grand nombre d’enzymes et de métabolites 

secondaires d’intérêt et étant connu pour son antagonisme envers les champignons pathogènes, 

il est souvent étudié dans le cadre de co-cultures. 

La co-culture de Trichoderma avec des champignons est courante, notamment pour la 

production d’enzymes lytiques spécifiques de la dégradation de substrats solides ligneux 

(Sperandio, Filho 2021). Ces cocktails enzymatiques sont souvent utilisés pour la production 

de sources d’énergie comme l’éthanol et le glucose à partir de biomasses 

lignocellulosiques (Chen et al. 2019). La mesure des activités enzymes lignocellulolytiques 

dans une co-culture en milieu submergé d’une souche recombinante de Trichoderma reesei et 

d’une souche naturelle d’Aspergillus niger, a montré une augmentation de 10 % de l’activité 

cellobiohydrolase, 40 % pour l’endoglucanase, et 739 % pour la β-glucanase, par rapport à 

l’activité enzymatique détectée chez T. reesei seul (Zhao et al. 2018). La co-culture fongique 

de Trichoderma avec des pathogènes est un moyen d’identification de nouveaux agents de 

biocontrôle ; une souche de Trichoderma asperellum isolée d’un sol rhizosphérique a ainsi pu 

inhiber la croissance et la germination de spores de plusieurs Fusarium phytopathogènes par la 

production d’enzymes lytiques (chitinases et β-1,3,glucanase) (Win et al. 2021). 

Trichoderma est également décrit dans des co-cultures avec des bactéries, en particulier 

appartenant au genre Bacillus. La co-culture de Trichoderma asperellum et Bacillus 

amyloliquefaciens a induit la surexpression de gènes liés à la sporulation, les métabolites 

secondaires, le mycoparasitisme, les enzymes et les antioxydants chez Trichoderma asperellum 

(Karuppiah et al. 2019). L’optimisation de la co-culture entre Trichoderma atroviride et 

Bacillus subtilis, pour que les deux partenaires puissent se développer, a quant à elle permis 

une production différentielle de métabolites par rapport aux monocultures, et le filtrat de culture 

a montré une activité antifongique contre Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea et Fusarium 



Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 

_______________________________________________________ 

43 

 

graminearum (Li et al. 2020). Des résidus de maïs ont été fermentés par une co-culture de 

Trichoderma harzianum et Pseudomonas fluorescens, et appliqués comme protection de grain 

de maïs, ce qui a conduit à la réduction de jusqu’à 80 % de l’incidence des maladies racinaires 

durant la croissance du maïs, contre 60 % en présence d’un antifongique de synthèse (Atalla et 

al. 2020). 

5.1.2 Aspergillus 

a. Généralités sur Aspergillus 

Aspergillus est un autre genre de champignons appartenant également aux ascomycètes, et 

membre de la famille des Trichocomaceae et parmi ceux-ci des Aspergillaceae (Houbraken, 

Samson 2011). Il est présent dans une grande diversité d’habitats, comme les sols, les plantes 

vivantes comme les résidus végétaux mais aussi les habitats marins. Bien que ce genre soit 

principalement connu à cause de ses espèces pathogènes comme Aspergillus fumigatus ou 

encore Aspergillus flavus et sa production de mycotoxines – comme les aflatoxines – il a une 

importance dans beaucoup de procédés de fermentation alimentaire, même ancestraux, et 

nombre de ses espèces sont utilisées en biotechnologie pour la production d’antibiotiques, 

d’acides organiques ou d’enzymes (Samson et al. 2014). 
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Figure 8 : A) Prise de vue d’une colonie d’Aspergillus oryzae sur PDA, échelle 1 cm ; B) Prise 

de vue d’une colonie d’Aspergillus oryzae sur PDA, échelle 1,5 mm ; C) Conidiophore 

d’Aspergillus ochraceus, échelle 10 µm (Samson et al. 2014). 

Le genre Aspergillus peut se reconnaitre généralement grâce à ses conidiophores (Figure 8C), 

qui ont une forme caractéristique avec de grands stipes à paroi épaisse se terminant en une 

vésicule gonflée sur laquelle se développent les conidies (Pitt, Hocking 1985). Le 

développement mycélien des espèces d’Aspergillus diffère notamment par les couleurs 

observables et peut aider à l’identification : Aspergillus niger est de teinte noire, Aspergillus 

flavus, Aspergillus oryzae tendent vers le vert et Aspergillus candidus se présente sous la forme 

de colonies blanches. Cependant, comme pour tout microorganisme, l’identification 

morphologique n’est pas suffisante, et ces critères ne sont pas toujours fiables, et l’identification 

basée sur les séquences est à utiliser (Samson et al. 2007). 

b. Biocontrôle par Aspergillus 

De par sa nature de pathogène de beaucoup de ses espèces, le biocontrôle contre Aspergillus est 

très étudié. C’est le cas pour Aspergillus niger, cause de pourriture noire chez plusieurs 

végétaux, dont le biocontrôle par Trichoderma a montré jusqu’à 86,2 % d’inhibition du 
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champignon (Gajera et al. 2011). De même, des champignons phytopathogènes producteurs de 

mycotoxines comme Aspergillus flavus et ses sous-espèces (Gourama, Bullerman 1995) font 

l’objet d’études de biocontrôle pour l’inhibition de leur croissance et de leur production 

d’aflatoxines (Reddy et al. 2009).  

Cependant, des souches non aflatoxinogènes d’Aspergillus flavus sont également utilisées dans 

la lutte contre la production d’aflatoxines par ces pathogènes. Ces souches permettent non 

seulement une croissance diminuée du pathogène (Khan et al. 2021) mais aussi réduisent la 

production d’aflatoxine (Ehrlich 1987). Une application au champ de souches non toxinogènes 

d’Aspergillus flavus a résulté en une baisse de la concentration en aflatoxines dans le maïs, et 

une augmentation de la colonisation des plantes par ces espèces par rapport à celles productrices 

d’aflatoxines (Dorner 2009). Ces souches entrent en compétition pour les nutriments 

lorsqu’elles sont mises en présence l’une de l’autre (Cotty et al. 2007; Probst et al. 2011). En 

outre, l’effet antagoniste des souches AF- (non productrice d’aflatoxines) pourrait également 

être lié à la production de composés organiques volatiles tels que le 3-octanone, le 2,3-

dihydrofurane, ou décane, qui ont tous conduit à l’inhibition de la production d’aflatoxines par 

les souches AF+ (Moore et al. 2021). Un autre mécanisme impliqué dans l’inhibition de la 

production de ces mycotoxines pourrait se mettre en place à travers un contact entre le 

pathogène et son antagoniste (Damann Jr. 2015). Une espèce non toxinogène d’Aspergillus 

oryzae, très proche d’Aspergillus flavus phylogénétiquement (Chang 2019) et mise en œuvre 

dans la fermentation alimentaire du soja, est aussi utilisée dans le biocontrôle d’Aspergillus 

flavus (Alshannaq et al. 2018). 

Par ailleurs, la production de composés antibactériens et antifongiques dérivés de pyranone a 

été montrée chez Aspergillus candidus (Elaasser et al. 2011). La fermentation de riz par ce 

champignon a conduit à la production de métabolites dont la terphénylline possédant une 

activité antioxydante (Yen et al. 2003). Aspergillus est également connu pour sa large 

production d’enzymes lytiques, pouvant dégrader des polysaccharides de paroi végétale, dont 

des endoglucanases, β-glucosidases, cellobiohydrolases (Tsang et al. 2009; de Vries, Visser 

2001). Ces enzymes sont utilisées dans des processus industriels (Cologna et al. 2018), et dans 

le biocontrôle de champignons phytopathogènes. Une β-glucanase issue d’Aspergillus niger a 

ainsi montré une activité inhibitrice contre Fusarium oxysporum et Penicillium digitatum (El-

Shora et al. 2021). Le potentiel de biocontrôle de plusieurs espèces d’Aspergillus a été testé 

contre Macrophomina phaseolina. Lors de cette étude, Aspergillus flavipes s’est révélé être le 

plus performant et une analyse GC-MS de ses productions a permis de mettre en évidence la 
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synthèse de plusieurs métabolites connus pour des activités antimicrobiennes, dont le décane, 

l’undécane, ou encore le 1-nonadécène (Khan, Javaid 2021). La combinaison de plusieurs 

espèces d’Aspergillus endophytes isolés de feuilles de Moringa (Aspergillus alabamensis, 

Aspergillus tubingensis et Aspergillus oryzae) a conduit à l’inhibition du développement de 

Fusarium oxysporum sur des plants de tomates, une réduction de l’incidence de la maladie 

allant jusqu’à plus de 85 %, et une meilleure croissance de la plante, en comparaison avec les 

témoins non inoculés avec Aspergillus (Aldinary et al. 2021). 

Dans le biocontrôle en France, aucun produit dérivé d’Aspergillus n’existe sur le marché. 

Cependant, à l’international, certains BCA dérivés d’Aspergillus flavus non toxinogène existent 

(Dorner, Lamb 2006). 

c. Co-cultures impliquant Aspergillus 

Comme cela a été discuté dans la partie précédente, des co-cultures de souches AF- et AF+ 

montrent l’inhibition de la production d’aflatoxines voire l’inhibition de la croissance des 

souches AF+, et une domination des souches AF-. Des co-cultures avec d’autres champignons, 

comme Trichoderma, ont été menées afin d’induire la production d’enzymes lytiques par ce 

dernier, ou par Aspergillus lui-même (Sperandio, Filho 2021). Le potentiel de biocontrôle 

d’Aspergillus est également exploité à travers des co-cultures avec des champignons 

phytopathogènes (Khan, Javaid 2021). 

Des co-cultures entre Aspergillus et des bactéries ont également été entreprises. La co-culture 

d’Aspergillus versicolor avec Bacillus subtilis a permis la synthèse de huit métabolites 

cryptiques non produits dans les monocultures respectives (Abdelwahab et al. 2018). 

L’interaction rapprochée entre Aspergillus nidulans et plusieurs actinomycètes isolés du sol a 

mené à la découverte de la production de novo de polykétides aromatiques par Aspergillus 

nidulans en la présence de Streptomyces hygroscopicus, uniquement quand les deux 

microorganismes pouvaient physiquement interagir (Schroeckh et al. 2009). La co-culture 

d’Aspergillus flavipes avec Streptomyces sp. a stimulé la production par A. flavipes de 

cytochalasans, qui présentent une activité antibactérienne et ont inhibé la croissance de 

Streptomyces sp., et dont la production dépendait là encore du contact physique entre les deux 

partenaires de co-culture (Yu et al. 2016). 

La co-culture n’induit pas nécessairement des productions de novo de métabolites secondaires : 

en co-cultivant Aspergillus terreus et Bacillus subtilis ou Bacillus cereus, il a été possible 

d’induire la production de dérivés de butyrolactone par Aspergillus terreus, dont certains ont 
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montré une faible activité antibactérienne contre Bacillus cereus. La co-culture d’Aspergillus 

terreus et Streptomyces coelicolor ou Streptomyces lividans n’a par contre pas provoqué la 

synthèse de nouveaux métabolites secondaires (Chen et al. 2015). 

5.1.3 Autres exemples de champignons 

Un grand nombre de champignons présentent un intérêt dans la lutte contre les pathogènes 

fongiques et/ou dans la production de métabolites d’intérêt. Parmi ceux-ci, les champignons 

existant dans les écosystèmes proches des plantes peuvent être considérés, notamment les 

endophytes ou les épiphytes et plus largement les champignons de la rhizosphère. Dans les 

parties précédentes, les genres étudiés Trichoderma et Aspergillus, répandus dans toutes sortes 

d’habitats, contiennent tous les deux des espèces endophytes qui sont utilisées en biocontrôle. 

Les microorganismes endophytes, dont certains champignons font partie, se définissent par un 

cycle de vie dont tout ou une partie se déroule à l’intérieur des tissus d’une plante. Ces 

microorganismes peuvent avoir une relation neutre ou bénéfique avec leur hôte végétal 

(Backman, Sikora 2008). Les épiphytes se développent et vivent à la surface des plantes, et 

peuvent être éliminés par lavage de la surface végétale ou par sa stérilisation - au contraire des 

endophytes (Santamaría, Bayman 2005). Les endophytes et les épiphytes représentent une 

diversité d’activités et de mécanismes d’intérêt dans la protection des plantes. 
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Figure 9 : A) Prise de vue d’une colonie de Cladosporium cladosporioides sur PDA, échelle 1 

cm ; B) Prise de vue d’une colonie de Cladosporium cladosporioides sur PDA, échelle 1,5 mm ; 

C) Conidiophores et chaîne de conidies de Cladosporium aphidis in vitro, échelle 10 µm 

(Bensch et al. 2012). 

Cladosporium est un ascomycète, appartenant à la famille des Davidiellaceae. Il est 

reconnaissable par son mycélium d’aspect vert à brun/noir et des conidies allongées (Figure 9). 

Le genre est cosmopolite et se retrouve dans les sols, les plantes et résidus végétaux. De 

nombreuses espèces de Cladosporium sont communément des endophytes ou des phylloplanes 

(Bensch et al. 2012). Cladosporium n’est pas un agent pathogène pour l’être humain, cependant 

il peut causer des allergies respiratoires. Certaines de ses espèces sont des pathogènes de plantes 

(Schubert 2005), mais Cladosporium est aussi étudié pour sa production de métabolites, 

notamment à activité antimicrobienne (Wang, et al. 2016). 
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Figure 10 : A) Prise de vue d’un étalement de Pseudozyma aphidis DSM 1247 sur NB, échelle 

5 mm ; B) Morphologie de Pseudozyma aphidis en culture liquide YM à 30 °C, échelle 10 µm 

(Kitamoto 2019). 

Le genre Pseudozyma regroupait auparavant des champignons causant des maladies du 

charbon. Ces champignons sont des basidiomycètes, appartenant à la sous-division des 

Ustilaginomycotina. Pseudozyma en particulier appartient à l’ordre des Ustilaginales. Il 

présente une croissance similaire à celle des levures et peut développer des pseudohyphes 

(Figure 10). Comme cela a été susmentionné, Pseudozyma est un phytopathogène, et peut 

également être un pathogène opportuniste de l’Homme. Le genre Pseudozyma, dont de 

nombreuses espèces sont épiphytes, a connu une reclassification en 2015 (Wang et al. 2015) : 

certaines espèces ont été transférées dans le genre Ustilago, d’autres dans le genre 

Moesziomyces, Triodiomyces, Sporisorium ou encore Langdonia. Cependant, des publications 

parues après 2015 utilisent encore le nom Pseudozyma, avec une éventuelle mention de la 

nouvelle classification (Srivastava et al. 2021).  

a. Exemples d’utilisation en biocontrôle 

Les microorganismes se développant à proximité, à la surface, ou à l’intérieur des plantes 

présentent un certain nombre de modes d’action exploitables dans la protection des plantes et 

dans le biocontrôle : la compétition, le parasitisme, l’antibiose et l’induction des défenses de la 

plante ainsi que la promotion de sa croissance. Toutes ces interactions existent dans la nature 

au sein de consortia complexes (Whipps 2001; Porras-Alfaro, Bayman 2011; Srivastava et al. 

2021). Aussi, un certain nombre de champignons existant dans ces écosystèmes ont été étudiés 

pour leur potentiel de biocontrôle et leur activité antifongique notamment. 
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Les endophytes par exemple peuvent protéger les plantes via un certain nombre d'actions : la 

stimulation de la croissance des plantes (avec la production d'analogues d'hormones régulatrices 

de croissance et de composés volatils qui stimulent la croissance), l'induction de mécanismes 

de défense des plantes (production d'éliciteurs qui induisent l'expression de gènes impliqués 

dans les voies de défense), la sécrétion d'enzymes qui dégradent les polysaccharides (comme 

les chitinases, les glucanases, les protéases et les cellulases), la production d'antibiotiques, le 

développement de biofilms, la compétition pour les nutriments et l'inactivation des 

phytotoxines de l'agent pathogène (O’Brien 2017). 

Le potentiel antifongique de l’endophyte Cladosporium cladosporioides a été testé contre 

différents pathogènes fongiques et comparé à des fongicides du commerce. Différents 

métabolites ont été extraits et identifiés dont la cladosporine et des dérivés. La cladosporine a 

montré une aptitude à l’inhibition de croissance entre 90,1 et 92,7 % pour différentes espèces 

de Colletotrichum (Wang et al. 2013), efficacité supérieure à celle de l’azoxystrobine (fongicide 

de synthèse) à la même concentration de 30 µM. De même, des champignons endophytes et de 

la rhizosphère ont été isolés de vignes et ont démontré une activité remarquable contre plusieurs 

pathogènes fongiques causant des maladies du bois de la vigne : Diplodia seriata, 

Neofusicoccum parvum et Phaeomoniella chlamydospora. Parmi ces champignons, plusieurs 

souches de Clonostachys rosea ont montré les inhibitions les plus importantes ; cette activité 

est due à du mycoparasitisme et la sécrétion de métabolites inhibant la croissance de ceux-ci 

(Silva-Valderrama et al. 2021). 

Dans une campagne d’isolement réalisée sur la flore épiphytique de grains de raisins, six 

souches de levures ont été retenues pour leur activité inhibitrice sur Aspergillus carbonarius et 

Aspergillus niger (Bleve et al. 2006). Certaines souches, dont Issatchenkia terricola, ont 

totalement inhibé la croissance de ces pathogènes dans un test de compétition pour les 

nutriments. Pseudozyma, pris dans le sens pré-2015, est un genre connu et étudié pour sa 

production de métabolites secondaires ayant une activité antimicrobienne. Pseudozyma 

flocculosa (syn. Anthracocystis flocculosa), par exemple, produit un glycolipide possédant une 

activité antifongique, la flocculosine (Mimee et al. 2005). Outre la production de molécules 

ayant une activité antifongique, les extraits de Pseudozyma aphidis (syn. Moesziomyces 

aphidis) possèdent un pouvoir anti-germinatif et inhibiteur de croissance sur certains 

phytopathogènes, comme Botrytis cinerea et Alternaria brassicicola (Buxdorf et al. 2013). 
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b. Exemples de co-cultures impliquant d’autres champignons 

L’étude des co-cultures entre champignons endophytes est elle aussi une source de nouveaux 

métabolites actifs. Cette voie de découverte est cependant encore nouvelle et peu de co-cultures 

entre champignons endophytes sont décrites (Knowles et al. 2022). La co-culture sur boîte des 

endophytes Alternaria tenuissima et Nigrospora sphaerica a conduit à la production de 

polykétides antifongiques dont le stemphyperylénol par A. tenuissima, inhibant la croissance 

de N. sphaerica. En outre, ces composés n’ont eu aucun effet phytotoxique pour les cellules de 

l’hôte d’A. tenuissima (Smallanthus sonchifolius) (Chagas et al. 2013). Nigrospora oryzae et 

Beauveria bassiana, tous deux endophytes de Dendrobium officinale, ont été co-cultivés en 

milieu liquide pour examiner la diversité potentielle des métabolites produits. Ainsi, cinq 

nouvelles azaphilones dont une présentant une activité antimicrobienne sélective contre 

Beauveria bassiana et B. subtilis ont été isolées et identifiées (Zhang et al. 2018). 

Les champignons endophytes sont également étudiés dans le cadre de co-cultures avec des 

bactéries. La co-culture d’un champignon endophyte de Sapium ellipticum, Chaetomium sp. 

avec Bacillus subtilis a conduit à l’augmentation de la production de métabolites déjà présents 

mais aussi à la production de novo de sept métabolites connus et cinq nouvelles molécules. Un 

des composés uniquement présents dans la co-culture a montré une activité antibactérienne 

faible contre B. subtilis (Akone et al. 2016). De même, la co-culture de l’endophyte Fusarium 

tricinctum avec Streptomyces lividans a conduit à la production par F. tricinctum de plusieurs 

composés cryptiques non présents dans les cultures axéniques, dont des nouveaux dimères de 

naphthoquinones et dérivés de latéropyrone, mais aussi des composés connus dont la 

mycotoxine zéaralénone. Plusieurs composés antibiotiques dont la latéropyrone, des 

depsipeptides et un lipopeptide ont été produits en plus grande quantité (Moussa et al. 2019). 

5.2 Bactéries 

Les bactéries sont une véritable ressource de molécules à applications variées. Elles se 

retrouvent dans toutes sortes d’habitats, sur terre, dans l’eau, dans les sols, à l’interface et à 

l’intérieur des êtres vivants, dont les plantes et les humains. Elles produisent un grand nombre 

de métabolites leur permettant d’interagir avec leur environnement, mais qui sont aussi d’intérêt 

pour les humains : des enzymes lytiques, une grande variété de métabolites secondaires 

possédant des activités biologiques comme des antibiotiques, des lipopeptides ou des 

sidérophores (Keswani et al. 2020). 
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Une grande partie des bactéries étudiées pour leur activité bénéfique sur les plantes, dont leur 

antagonisme envers des phytopathogènes fongiques, sont les PGPR. Ces bactéries, se 

développant dans la rhizosphère, peuvent coloniser celle-ci, la surface de la racine ou 

rhizoplane, et la racine elle-même (Gray, Smith 2005). Un grand nombre de genres ont été 

identifiés comme étant des PGPR, mais Bacillus et Pseudomonas en représentent la majorité 

(Podile, Kishore 2006). Parmi les autres genres significativement importants dans la synthèse 

de métabolites secondaires d’intérêt se retrouvent Streptomyces et les actinomycètes en général 

qui peuvent aussi être des PGPR, et dont les métabolites trouvent des applications historiques 

en médecine mais également dans le biocontrôle (Viaene et al. 2016). Les bactéries lactiques 

(LAB) dont le genre Lactobacillus, impliquées dans des fermentations ont également un intérêt 

dans la protection des plantes contres des pathogènes fongiques dont des producteurs de 

mycotoxines, tels qu’A. flavus, A. fumigatus, P. expansum ou F. culmorum (Linares-Morales et 

al. 2018). 

5.2.1 Bacillus 

a. Généralités sur Bacillus 

Le genre Bacillus appartient à l’embranchement des Firmicutes et à la famille des Bacillaceae. 

Ce sont des bactéries à Gram positif, qui se présentent sous la forme de bacilles. Bacillus a la 

caractéristique particulière de produire des endospores lorsqu’il est soumis à des conditions 

défavorables (Zeigler, Perkins 2009). Il se caractérise par des cellules allongées, souvent 

motiles (Figure 11). Bacillus subtilis est l’espèce modèle du genre Bacillus, et a été décrit dès 

la fin du 19e siècle (Cohn 1872). Le genre Bacillus se retrouve dans des environnements et 

habitats variés, comme les sols, les milieux aquatiques, les végétaux, la nourriture ou le système 

gastrointestinal d’animaux et d’insectes (Nicholson 2002). Bien que le genre regroupe certains 

pathogènes humains (Bacillus anthracis ou Bacillus cereus) (Kolstø et al. 2009), plusieurs 

espèces de Bacillus sont des PGPR. De ce fait Bacillus est étudié pour son activité 

antimicrobienne, notamment antifongique, dans la lutte contre les phytopathogènes. 
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Figure 11 : A) Cellules de Bacillus subtilis, échelle 2 µm ; B) Cellules de Bacillus 

licheniformis, échelle 2 µm (A, B : Logan, Vos 2015) ; C) Prise de vue d’un étalement de 

Bacillus subtilis sur NB, échelle 5 mm. 

b. Utilisation de Bacillus en biocontrôle 

L’activité biologique de Bacillus est permise par la production de métabolites secondaires qui 

peuvent attaquer les pathogènes et entrer en compétition avec eux, mais aussi qui peuvent 

stimuler la croissance et les défenses des plantes. Dans ces composés se retrouvent des 

lipopeptides, antibiotiques, COV, bactériocines, sidérophores et polykétides (Stein 2005; 

Ongena, Jacques 2008; Kai et al. 2009; Bharucha et al. 2013). 

Les lipopeptides sont des peptides non ribosomiques (NRP) synthétisés par des NRPS (enzymes 

de synthèse des peptides non ribosomiques) (Ongena, Jacques 2008). Parmi ces molécules, les 

surfactines, les iturines et les fengycines sont très bien décrites pour leurs activités. Ces 

molécules sont impliquées dans la formation de biofilms par Bacillus, dans la signalisation pour 

les cellules de plantes, mais aussi dans des activités antifongiques et antibactériennes (Penha et 

al. 2020). L’activité antifongique contre des champignons phytopathogènes, notamment 

Gaeumannomyces graminis, de souches de Bacillus isolées de sol rhizosphérique a été testée et 
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reliée à la production notamment de lipopeptides appartenant aux familles de l’iturine, la 

fengycine et la surfactine (Yang et al. 2018). Les lipopeptides appartenant à cette famille ont 

déjà montré une efficacité contre un grand nombre de champignons phytopathogènes, dont A. 

flavus, F. oxysporum, Mucor sp. ou encore Alternaria alternata avec une réduction de la 

croissance mycélienne et des symptômes de nécrose sur fruit (Dimkić et al. 2013). La surfactine 

possède des propriétés surfactantes et intervient principalement dans la formation de biofilms 

par Bacillus et dans l’induction de résistance chez les plantes (Ongena, Jacques 2008). Elle 

améliore également l’activité antifongique de l’iturine en favorisant son absorption et sa 

dispersion (Maget-Dana et al. 1992). Les iturines et les fengycines sont celles impliquées dans 

l’activité antagoniste que Bacillus peut démontrer, en induisant la réponse de défense des 

plantes et leur résistance systémique (Ongena et al. 2007), mais aussi en interagissant avec les 

composants de la membrane des champignons et en y formant des pores (Deleu et al. 2005; 

Maget-Dana, Peypoux 1994). 

Les bactériocines sont d’autres molécules biologiquement actives produites par Bacillus, dont 

la plupart appartiennent au groupe des lantibiotiques, des peptides modifiés post-traduction et 

contenant de la lanthionine (Abriouel et al. 2011). La subtiline et la nisine, tous deux des 

lantibiotiques proches structurellement, présentent une activité antimicrobienne notamment 

contre un large spectre de bactéries à Gram positif. Ces bactériocines forment des pores dans la 

membrane cellulaire de leurs cibles (Parisot et al. 2008; Breukink et al. 1999; Kordel, Schüller, 

Sahl 1989). L’amylocyclicine, produite par Bacillus amyloliquefaciens, présente par exemple 

des activités antibactériennes contre des bactéries à Gram positif, dont plusieurs appartenant au 

genre Bacillus, mais pas contre des bactéries à Gram négatif (Scholz et al. 2014). Les 

sidérophores produits par Bacillus, comme ceux produits par Trichoderma, interviennent dans 

la compétition pour les nutriments ; ainsi la production par Bacillus subtilis d’un sidérophore a 

conduit à la réduction de l’incidence de fusariose vasculaire sur des plants de poivre et a 

également promu la croissance de la plante ainsi que son rendement de près de 50 % (Yu et al. 

2011). Les COV, quant à eux, sont des molécules lipophiles de faible masse moléculaire ; ils 

sont impliqués dans des communications sans contact entre organismes, ainsi que des activités 

antimicrobiennes (Kai et al. 2009). Des COV produits par Bacillus amyloliquefaciens ont inhibé 

la croissance de Botrytis cinerea, Alternaria brassicicola, Alternaria brassicae et Sclerotinia 

sclerotiorum, et ont eu un effet positif sur la croissance des racines d’A. thaliana (Asari et al. 

2016) ; leur activité d’inhibition de croissance et de germination contre F. oxysporum a 

également été rapportée (Yuan et al. 2012). Bacillus produit également des enzymes lytiques, 
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dont des chitinases (Chang et al. 2003; Gomaa 2012; Huang et al. 2005), qui présentent des 

activités antifongiques contre plusieurs pathogènes tels que F. oxysporum, Botrytis elliptica A. 

flavus, A. niger ou Pythium ultimum. 

c. Produits de biocontrôle dérivés de Bacillus 

De par sa grande diversité de modes d’actions, Bacillus se trouve dans de nombreuses 

applications sur le marché du biocontrôle en France, avec comme représentants principaux 

Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis avec un grand nombre de 

pathogènes fongiques cibles (Tableau 3). 

Tableau 3 : Antifongiques commerciaux de biocontrôle dérivés de Bacillus autorisés en France 

(selon la Liste des produits phytopharmaceutiques du biocontrôle générée par le Ministère de 

l’Agriculture et de la Souveraineté alimentaire datant du 20 mai 2022). Seuls les produits 

phytopharmaceutiques de références et de seconde gamme (produit de référence mis sur le 

marché dans une autre gamme) sont représentés. 

Nom commercial Substance active (souche) Pathogènes cibles 

TAEGRO Bacillus amyloliquefaciens FZB24 Bactérioses, Pleiochaeta, 

Mildiou, Oïdium, Botrytis 

cinerea, Sclerotinia 

INTEGRAL PRO Bacillus amyloliquefaciens MBI600 Champignons autres que 

pythiacées, Phoma 

(Leptospheria maculans) 

SERIFEL Bacillus amyloliquefaciens MBI600 Botrytis cinerea, 

champignons autres que 

pythiacées, B. cinerea, 

Sclerotinia, Trichoderma 

aggressivum 

AMYLO-X WG Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum 

D747 

Bactérioses, feu bactérien, 

Botrytis, Penicillium, 

Monilinia, Oïdium, 

Sclerotinia, Stemphylium 

AMYLO-X JARDIN Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum 

D747 

Oïdium, B. cinerea, 

Monilinia, Sclerotinia, 

Penicillium, Stemphylium, 

feu bactérien, bactériose 

VALCURE Bacillus amyloliquefaciens ssp. plantarum 

D747 

Champignons (autre que 

pythiacées), champignons 
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(pythiacées), maladies 

fongiques 

BALLAD Bacillus pumilus QST 2808 Alternaria, Oïdium, 

Sclerotinia 

SONATA Bacillus pumilus QST 2808 Oïdium 

MILDORE Bacillus subtilis IAB/BS03 Mildiou, Oïdium, Venturia 

inaequalis 

HARMONIX TURF DEFENSE Bacillus subtilis QST 713 Anthracnose, Sclerotinia 

homeocarpa, Fusarium, 

helminthosporioses, 

pyraculariose, Rhizoctonia 

SERENADE ASO Bacillus subtilis QST 713 Anthracnose, bactérioses, 

Fusarium oxysporum, 

Penicillium, Spilocaea 

oleaginea, Cercospora, 

Monilinia, Oïdium, B. 

cinerea, Pythium sp., 

Rhizoctonia solani, 

Sclerotinia, Stemphylium 

SERENADE BIOFUNGICIDE Bacillus subtilis QST 713 B. cinerea, Trichoderma 

agressivum f. europaeum 

SERENADE MAX Bacillus subtilis QST 713 Anthracnose, bactérioses, 

Botrytis, Cercospora, feu 

bactérien, Oïdium, 

Monilinia, Sclerotinia, 

Venturia, Fusicladium 

TEXIO Bacillus subtilis QST 713 Monilinia, Oïdium, B. 

cinerea, Sclerotinia, 

Stemphylium, 

champignons (autres que 

pythiacées) 

TEXIO WP Bacillus subtilis QST 713 B. cinerea, Sclerotinia 

 

d. Co-cultures impliquant Bacillus en biocontrôle 

La co-culture entre Bacillus et d’autres microorganismes peut être notamment utilisée dans le 

secteur de l’énergie. C’est le cas de la co-culture entre Bacillus thermoamylovorans et quatre 

souches anaérobies de Clostridium pour la production de biocarburants et de biohydrogène 

(Chang et al. 2008). La co-culture bactérienne de Bacillus a été aussi décrite comme un moyen 
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de biodégradation, pour par exemple la dégradation de pétrole non raffiné (Tao et al. 2017), ou 

de pesticides comme l’endosulfan (Awasthi et al. 2003). L’activité antimicrobienne de 

beaucoup de ces co-cultures confirme l’intérêt de l’utilisation de Bacillus dans ce genre 

d’application : la co-culture de B. subtilis avec B. pumilus, a engendré l’inhibition de plusieurs 

bactéries et champignons, dont S. aureus, E. coli, B. cereus, L. monocytogenes, A. ochraceus et 

P. roqueforti, alors que les monocultures de ces bactéries n’a pu inhiber que certains de ces 

microorganismes (S. aureus, E. coli, B cereus, A. ochraceus) (Ouoba et al. 2007). La co-culture 

de B. amyloliquefaciens avec une souche recombinante de Corynebacterium glutamicum 

surproduisant de la proline a amélioré la production de lipopeptides par B. amyloliquefaciens 

et son activité antifongique contre B. cinerea (Chen et al. 2022). 

Comme cela a pu être vu dans les parties précédentes, avec les différents champignons exposés, 

Bacillus, notamment Bacillus subtilis, est un partenaire de co-culture privilégié dans les co-

cultures bactériennes et fongiques, avec des études portant sur des interactions entre Bacillus et 

Trichoderma notamment (Fifani et al. 2022; Karuppiah et al. 2019; Li et al. 2020), ou encore 

Bacillus et Aspergillus (Benoit et al. 2015; Chen et al. 2015). La co-culture de B. 

amyloliquefaciens, avec T. asperellum, en milieu liquide a montré une production plus 

importante de composés antimicrobiens, dont l’acide 4-hydroxybenzoïque, l’acide nicotinique 

ou encore l’acide indole-3-acétique (Wu et al. 2018). B. subtilis, co-cultivé avec l’endophyte 

Pestalotiopsis sp., a produit plusieurs nouveaux composés dont de nouveaux sesquiterpénoïdes, 

et a retardé la croissance du champignon ; les deux partenaires ont même présenté des profils 

de production différents en HPLC en co-culture par rapport aux monocultures (Liu et al. 2017). 

5.2.2 Pseudomonas 

a. Généralités sur Pseudomonas 

Le genre Pseudomonas appartient à la division des protéobactéries, et à la famille des 

Pseudomonadaceae (Peix et al. 2018). Ce sont des bactéries à Gram négatif, se présentant sous 

la forme de bacilles non sporulants. Pseudomonas contient des espèces pathogènes pour les 

humains, comme Pseudomonas aeruginosa, (Wu et al. 2015) ou phytopathogènes, comme 

Pseudomonas syringae (Xin et al. 2018). Cependant, ce genre regroupe également des PGPR 

comme Pseudomonas fluorescens, ce qui le rend particulièrement attrayant à étudier dans le 

cadre de la protection des plantes (David et al. 2018). Comme Bacillus, Pseudomonas est une 

bactérie qui peut se développer dans un grand nombre d’habitats comme les sols, les milieux 

aquatiques, les animaux et les végétaux (Winsor, Brinkman 2014). Aussi, étant capable 

d’interagir avec une grande variété d’organismes et d’environnements, les mécanismes d’action 
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de Pseudomonas font l’objet de nombreuses études, notamment dans une optique de biocontrôle 

(Weller 2007). 

b. Utilisation de Pseudomonas en biocontrôle 

En tant que genre bactérien abritant un grand nombre d’espèces qui sont des PGPR, Les 

mécanismes impliqués dans le biocontrôle par Pseudomonas sont très similaires à ceux existant 

chez Bacillus. Pseudomonas produit notamment des molécules bioactives telles que des 

antibiotiques, des sidérophores, des COV (Santoyo et al. 2012; Saraf et al. 2014), ainsi que des 

lipopeptides (Raaijmakers et al. 2010). 

Initialement, les lipopeptides cycliques de Pseudomonas ont été classés en quatre familles selon 

leur structure : les viscosines, les amphisines, les tolaasines et les syringomycines (Nybroe, 

Sørensen 2004) ; cependant cette classification est devenue moins claire après que plusieurs 

autres types de lipopeptides ne rentrant pas dans les catégories structurelles décrites ont été 

découverts, notamment des lipopeptides linéaires comme les syringofactines de Pseudomonas 

syringae pv. tomato (Berti et al. 2007). Aussi les lipopeptides de Pseudomonas peuvent 

maintenant être classés en lipopeptides cycliques courts ou longs selon la chaîne de 

l’oligopeptide qui les compose et en lipopeptides linéaires (Götze, Stallforth 2020). Leur 

activité antimicrobienne repose sur des interactions entre leur structure et les membranes des 

cibles, créant ainsi des pores. Plusieurs lipopeptides de Pseudomonas ont été rapportés comme 

ayant des propriétés antifongiques en particulier (Geudens, Martins 2018) : la nunamycine et la 

nunapeptine isolées d’une souche de Pseudomonas sp. ont montré une activité antimicrobienne, 

notamment contre l’oomycète Pythium aphanidermatum (nunapeptine) et le basidiomycète R. 

solani (nunamycine) (Michelsen et al. 2015). La syringomycine E, produite par Pseudomonas 

syringae, a réduit l’incidence de la pourriture verte des agrumes, causée par Penicillium 

digitatum (Bull et al. 1998). 

Des molécules antibiotiques produites par différentes espèces de Pseudomonas, ont également 

vu leur activité antifongique rapportée : le 2,4-diacétylphloroglucinol isolé de souches de P. 

fluorescens provenant de différents sols où des arachides sont cultivées a montré une activité 

contre Sclerotium rolfsii, un pathogène de ces plantes, allant jusqu’à 75 % d’inhibition (Asadhi 

et al. 2013). La pyrrolnitrine, produite par Pseudomonas chlororaphis, a prouvé son efficacité 

contre Rhizoctonia solani et F. graminearum en inhibant leur développement mycélien (Park 

et al. 2011). En outre, Pseudomonas produit également des enzymes lytiques comme les 

chitinases et les β-1,3-glucanases qui lui permettent de digérer la chitine des parois cellulaires 

de champignon ou le glucane et les utiliser comme source de carbone (Gooday 1990; Leah et 



Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 

_______________________________________________________ 

59 

 

al. 1991). Une souche de Pseudomonas fluorescente a ainsi montré une activité antifongique 

contre R. solani via la sécrétion de chitinase et de β-1,3-glucanase, conduisant à des 

déformations du mycélium et une accumulation du contenu cytoplasmique (Arora et al. 2008). 

La production de COV possédant une activité antifongique a été rapportée chez plusieurs 

espèces de Pseudomonas ; ces composés, tels que le benzothiazole, le cyclohexanol ou le 

demethyl trisulfide, peuvent inhiber la croissance et la germination de plusieurs pathogènes 

fongiques dont Sclerotinia sclerotiorum (Fernando et al. 2005). Pseudomonas produit 

également des sidérophores, comme la pyoverdine ou la pyochéline (Braud et al. 2010). Une 

souche rhizosphérique de P. aeruginosa produisant un sidérophore a montré une activité 

antifongique contre R. solani en l’absence de FeCl3, soit en conditions de stress, suggérant que 

son antagonisme dépend de la production de sidérophore (Sasirekha, Srividya 2016). 

c. Produits de biocontrôle dérivés de Pseudomonas 

En France, seules deux souches de Pseudomonas sont autorisées en biocontrôle, P. 

chlororaphis MA342 contre Armillaria, un agent du pourridié, et Pseudomonas sp. DSMZ 

13134 (Tableau 4). 

Tableau 4 : Antifongiques commerciaux de biocontrôle dérivés de Pseudomonas autorisés en 

France (selon la Liste des produits phytopharmaceutiques du biocontrôle générée par le 

Ministère de l’Agriculture et de la Souveraineté alimentaire datant du 20 mai 2022). 

Nom commercial Substance active (souche) Pathogène cible 

ROTSTOP Pseudomonas chlororaphis MA342 Armillaria 

CERALL Pseudomonas sp. DSMZ 13134 Champignons autres que 

pythiacées 

 

d. Co-culture impliquant Pseudomonas 

Pseudomonas est un genre utilisé couramment en co-culture. Pseudomonas putida et 

Pseudomonas fluorescens ont été co-cultivés pour la biodégradation efficace et non 

préférentielle de composés organiques volatiles toxiques (BTEX) (Shim et al. 2002). P. segetis, 

une PGPR isolée de la rhizosphère de Salicornia europaea, co-cultivée avec différents 

pathogènes bactériens a révélé une activité antibactérienne via du quorum quenching 

(dégradation de N-acylhomosérine lactones impliquées dans la détection du quorum ou quorum 

sensing) contre Dickeya solani, Pectobacterium atrosepticum and P. carotovorum (Rodríguez 

et al. 2020). Certaines co-cultures de Pseudomonas sont utilisées dans l’optique de 

biofertilisation, comme l’association d’une souche de Pseudomonas sp. et de Serratia sp. 
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solubilisant le phosphate qui a significativement amélioré la germination, le poids sec et la 

longueur des feuilles d’Allium cepa L. (Blanco-Vargas et al. 2020). 

Plusieurs co-cultures entre Pseudomonas et des champignons ont été décrites. Dans le domaine 

médical, A. fumigatus co-cultivé avec P. aeruginosa, a induit une production plus importante 

d’une métalloprotéase élastase qui pourrait être impliquée dans des mécanismes de compétition 

et de cytotoxicité (Smith et al. 2015). La co-culture entre F. oxysporum et P. aeruginosa a 

conduit à la synthèse de la molécule de détection du quorum 2-heptyl-4-hydroxy-quinolone et 

d’alcaloïdes antifongiques, l’acide phenazine-1-carboxylique (PCA) et le phenazine-1-

carboxamide (PCN), non présents dans la culture axénique de P. aeruginosa (Moussa et al. 

2020). Dans une approche plus originale, la co-culture entre des microorganismes issus de 

graines de gazon et un de ses pathogènes fongiques Clareeridia paspali a permis d’isoler une 

souche de Pseudomonas alcaligenes qui a également inhibé la croissance de Magnaporthe 

oryzae (Wang et al. 2022). 

5.2.3 Streptomyces 

a. Généralités sur Streptomyces 

Le genre Streptomyces appartient à l’embranchement des Actinobactéries, et à la famille des 

Streptomycetaceae (Anderson, Wellington 2001). Ces bactéries sont à Gram positif, aérobies 

et produisent du mycélium, se faisant ainsi appeler bactéries filamenteuses. Elles produisent 

également des spores (Figure 12). Les Streptomyces sont encore une fois un genre ubiquiste, se 

retrouvant au sein de toutes sortes d’environnements, tels que les sols, dont les rhizosphères, 

les végétaux, ou les milieux marins. Ces bactéries peuvent être extrémophiles, capables de 

survivre dans des conditions de température, de pH, teneur en sel ou pression extrêmes 

(Sivalingam et al. 2019). 
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Figure 12 : A) Prise de vue de Streptomyces coelicolor M145 sur MYM, échelle 1,5 mm ; B) 

Prise de vue de Streptomyces sp. S0162 sur MYM, échelle 1,5 mm ; C) Chaîne de spores de 

Streptomyces griseus (MEB), échelle 2 µm ; D) Spores lisses de Streptomyces niveus (MEB), 

échelle 0,25 µm (C, D : Kämpfer 2015). 

La production d’antibiotiques par Streptomyces découverte dans les années 1940 avec la 

streptothricine, en a fait une bactérie privilégiée dans l’étude de production de métabolites 

secondaires (Waksman 1943). Parmi les Streptomyces connus et employés pour leur production 

d’antibiotique, S. griseus a été le premier Streptomyces utilisé pour la production industrielle 

de la streptomycine, et S. coelicolor est le plus utilisé dans des études génétiques (de Lima 

Procópio et al. 2012). Aussi, la très grande majorité des antibiotiques découverts durant ces 

dernières décennies (80 %) proviennent d’actinomycètes et principalement de Streptomyces. 

Près de deux tiers des antibiotiques naturels proviennent de Streptomyces, comme la 

kanamycine, le chloramphénicol, ou encore la vancomycine. Cependant, le potentiel de 

production de Streptomyces surpasse largement ce qui est observé en laboratoire ; en estimant 

le nombre de composés antimicrobiens existant dans le genre Streptomyces à 150 000, 

seulement 3 % ont été identifiés (Watve et al. 2001). Comme Bacillus et Pseudomonas, les 
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Streptomyces sont des PGPR et des endophytes répandus, ajoutant à leur intérêt déjà existant 

(Viaene et al. 2016). 

b. Utilisation de Streptomyces en biocontrôle 

Streptomyces produit une très grande diversité de métabolites secondaires utilisables dans le 

biocontrôle, dont un large spectre d’antibiotiques, de COV, d’enzymes chitinolytiques et de 

sidérophores (Vurukonda et al. 2018). 

Streptomyces produit des chitinases impliquées dans des activités antagonistes, et plusieurs 

espèces ont été étudiées pour leur production de chitinase (Blaak, Schrempf 1995; Gangwar et 

al. 2016; Tsujibo et al. 2000). S. violasceusniger a par exemple montré une activité antifongique 

contre Phanerochaete chrysosporium sur milieu solide, et l’activité antifongique était toujours 

présente après récupération de surnageant provenant d’une culture de S. violasceusniger en 

présence de chitine et test de ce surnageant sur le champignon. Une endochitinase s’est révélée 

être la source de l’activité antifongique observée (Shekhar et al. 2006). Une chitinase produite 

par S. aureofaciens a montré une activité antifongique contre Colletotrichum musae et F. 

oxysporum notamment, avec une inhibition de la germination des spores de F. oxysporum ainsi 

que de la croissance de ses hyphes (Taechowisan et al. 2003b). Une des chitinases produites 

par S. coelicolor a inhibé significativement la croissance mycélienne de T. reesei, T. viride, 

Mucor javanicus et F. solani et légèrement celle d’A. niger, F. oxysporum et B. cinerea (Kawase 

et al. 2006). 

Les antibiotiques produits par Streptomyces sont étudiés pour leur activité antifongique 

(Schrey, Tarkka 2008), comme la filipine III produite par Streptomyces miharaensis. Cette 

molécule a montré une activité particulièrement importante contre Colletotrichum 

gloeosporioides, mais aussi F. oxysporum, A. niger, et Alternaria mali (Kim et al. 2012). Son 

efficacité in planta a également été étudiée, et elle a présenté une activité similaire au bénomyl 

(fongicide de synthèse appartenant à la famille des carbamates) et a pu réduire la sévérité de la 

maladie jusqu’à 100 %. La nystatine, produite par Streptomyces noursei, est un antibiotique 

dont l’activité antifongique est connue et dont la synthèse a également été étudiée (Brautaset et 

al. 2000). La nystatine est ainsi habituellement utilisée dans les tests antifongiques comme 

témoin ou comme inhibiteur de la croissance de champignons dans des conditions de laboratoire 

(Shariffah-Muzaimah et al. 2015). Les Streptomyces produisent également des lipopeptides 

possédant une activité antibiotique, comme A54145 produit par Streptomyces fradiae (Miao et 

al. 2006). 
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Les COV produits par Streptomyces ont eux aussi une activité exploitable dans le biocontrôle : 

les COV produits par S. alboflavus ont permis l’inhibition de la croissance mycélienne, la 

sporulation et la germination de conidies d’A. flavus, causant une déformation des conidies et 

des hyphes du champignon. Les plus actifs dans cette inhibition ont été le diméthyle trisulfide 

et le benzenamine. En outre, ces COV ont inhibé la production de la mycotoxine aflatoxine B1 

en régulant les gènes impliqués dans sa biosynthèse (Yang et al. 2019). Dans une autre étude, 

les COV de S. alboflavus ont inhibé la croissance de plusieurs champignons, dont F. 

moniliforme, A. niger, A. ochraceus et P. citrinum. Parmi ces COV, le diméthyle disulfide a 

inhibé jusqu’à 100 % de la croissance mycélienne et la sporulation de F. moniliforme (Wang et 

al. 2013a). Les sidérophores de Streptomyces ont eux aussi un potentiel de biocontrôle : la 

production de sidérophores par des Streptomyces endophytes fait partie de leur activité 

antifongique observée contre A. alternata (Verma et al. 2011). Plus récemment, l’implication 

de la production de sidérophores par Streptomyces sichuanensis dans l’inhibition de la race 

tropicale 4 de F. oxysporum f. sp. cubense (Foc TR4) a été prouvée ; S. sichuanensis a 

également montré une capacité à réduire de façon significative l’infection de Foc TR4 dans les 

plants de banane et les symptômes de la maladie (Qi et al. 2022). 

c. Produits de biocontrôle issus de Streptomyces 

Un seul produit de biocontrôle issu de Streptomyces est disponible sur le marché français, et 

son efficacité est rapportée contre Fusarium (Tableau 5). 

Tableau 5 : Antifongique commercial de biocontrôle dérivé de Streptomyces autorisé en 

France (selon la Liste des produits phytopharmaceutiques du biocontrôle générée par le 

Ministère de l’Agriculture et de la Souveraineté alimentaire datant du 20 mai 2022).  

Nom commercial Substance active (souche) Pathogène cible 

MYCOSTOP 
Streptomyces K61  

(anciennement Streptomyces griseoviridis) 

Champignons (pythiacées 

et autres) 

Efficace contre Fusarium 

sp. 

 

d. Co-cultures impliquant Streptomyces en biocontrôle 

Comme cela a été vu précédemment, le potentiel de production de Streptomyces n’étant pas 

révélé dans les conditions de recherche habituellement utilisées, la co-culture peut être un 

moyen de découvrir de nouveaux métabolites ou d’induire la production de métabolites par 

Streptomyces (Ibrahimi et al. 2020). La co-culture d’un Streptomyces issu d’un milieu marin et 
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de Bacillus mycoides a par exemple conduit à la production de dérivés de tryptamine algicides, 

dont des bacillamides, non détectés en monocultures (Yu et al. 2015). Plusieurs Streptomyces 

issus de sols rouges (sols acides, riches en argile et en fer et oxides d’aluminium) ont été cultivés 

avec différentes bactéries contenant de l’acide mycolique ; ces co-cultures ont conduit à 

l’induction de la synthèse de plusieurs nouveaux composés, dont des polykétides et un 

sidérophore. Certaines co-cultures ont également présenté une activité antimicrobienne contre 

T. viride, M. luteus et E. coli (Wang et al. 2021). 

La co-culture de Streptomyces lunalinharesii avec R. solani a conduit à l’élicitation de 

métabolites secondaires inhibant la croissance mycélienne de R. solani non détectés en culture 

axénique, dont une possible anisomycine qui est une pyrrolidine antibiotique, et un sidérophore, 

la desferrioxamine E (Maimone et al. 2021). La co-culture entre Streptomyces rochei, un 

actinomycète marin, et Rhinocladiella similis a conduit à la production de métabolites 

secondaires de novo par S. rochei, dont les acides gras borrelidines J et K, qui ont montré une 

activité antibactérienne contre S. aureus. (Yu et al. 2019). Une souche de Streptomyces sp. 

isolée d’un amendement organique a montré, lors d’une co-culture avec F. verticillioides, une 

inhibition du pathogène ainsi que de la production de fumonisine, une mycotoxine, par ce 

dernier avec une inhibition maximale de 97,4 % dans des cultures de 5 jours (Nguyen et al. 

2020). L’analyse métabolomique de l’interaction entre les deux microorganismes a montré une 

possible affectation de la paroi cellulaire de F. verticillioides, de sa synthèse protéique et de sa 

production d’énergie par Streptomyces sp. notamment. 

5.2.4 Les bactéries lactiques 

a. Généralités sur les bactéries lactiques 

Les bactéries lactiques (lactic acid bacteria ou LAB) sont caractérisées par la production d’acide 

lactique comme produit catabolique majoritaire du glucose. Elles sont typiquement 

aérotolérantes, organotrophes et se présente sous la forme de coques ou de bacilles (Figure 13) 

(König, Fröhlich 2017). Les LAB appartiennent principalement à l’ordre des Lactobacillales, 

dans la classe des Bacilli tandis que Bifidobacterium appartient à la classe des actinobactéries. 

Parmi les LAB appartenant aux Lactobacillales existe la famille des Lactobacillaceae à laquelle 

les Lactobacillus, Paralactobacillus et Pediococcus appartiennent. Le genre Lactobacillus est 

l’un des genres les plus importants impliqués dans la microbiologie alimentaire et l’alimentation 

humaine, du fait de son action de conservation des aliments ainsi que ses vertus probiotiques. 

Les LAB sont présentes dans des environnements riches en nutriments, tels que les végétaux et 

fruits en décomposition, les produits laitiers, la viande fermentée et toute une diversité 
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d’aliments, ainsi que des muqueuses humaines et animales. Elles sont impliquées dans de 

nombreux processus de fermentation, pour les produits laitiers comme la fabrication de yaourt, 

de fromage, de kéfir (Sieuwerts et al. 2008) ou les légumes comme pour le kimchi (Chang et 

al. 2010). 

 

Figure 13 : Micrographes à contraste de phase montrant différentes morphologies de LAB : A) 

Cellules de Lactobacillus minor ; B) Lactobacillus fermentum, échelle 10 µm (Hammes, Hertel 

2015). 

Les LAB ont des propriétés antagonistes contre les bactéries et les champignons pathogènes et 

sont idéales pour le développement de BCA après la récolte de denrées alimentaires du fait de 

leur absence de production de composés toxiques pour les humains (Linares-Morales et al. 

2018). 

b. Utilisation des Lactobacillus dans le biocontrôle 

La production de peptides antimicrobiens, comme la bactériocine, d’acides gras et d’acides 

organiques par les LAB est la principale source de leur activité antifongique et constitue un 

grand intérêt dans la conservation des aliments et le biocontrôle post récolte (Schnürer, 

Magnusson 2005). En 2003, l’isolement de plus de 1200 souches de LAB provenant de 

différents environnements, notamment de matériel végétal comme des feuilles, des tiges et des 

fleurs, a été entrepris. Parmi ces souches, 10 % ont montré une activité antifongique, et 42 ont 

été retenues. Ces isolats possèdent une activité en particulier contre A. fumigatus, A. nidulans, 

F. sporotrichioides, P. commune et la levure R. mucilaginosa (Magnusson et al. 2003). Les 

composés actifs de quatre souches, appartenant aux genres Lactobacillus et Pediococcus, ont 

été identifiés comme étant des dipeptides cycliques, cyclo(Phe-Pro) et cyclo(Phe-4-OH-Pro), 

et de l’acide phényllactique.  
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L’acide phényllactique (PLA) est décrit dans plusieurs autres études rapportant l’activité 

antifongique de LAB, notamment de Lactobacillus. L. plantarum produit par exemple du PLA 

en plus de dipeptides cycliques ; le PLA produit a une activité antifongique synergique avec un 

des deux dipeptides, le cyclo(LPhe–L-Pro) (Ström et al. 2002). Aussi le PLA a démontré sa 

capacité à inhiber la croissance de plusieurs champignons comme Fusarium sp., A. niger, A. 

ochraceus, dont des espèces mycotoxinogènes comme A. flavus, P. verrucosum et P. citrinum 

(Lavermicocca et al. 2003). Plusieurs souches de Lactobacillus ont été étudiées pour leur 

potentiel antifongique, et parmi elles, les plus efficaces étaient L. acidophilus pour lequel 

aucune production de PLA n’a été détectée et L. casei, le meilleur producteur de PLA. Les 

Lactobacillus étudiés ont été particulièrement efficaces contre B. cinerea (Cortés-Zavaleta et 

al. 2014). 

Les bactériocines sont des peptides produits par les LAB qui sont couramment étudiés pour leur 

activité antimicrobienne, comme la nisine, utilisée pour son activité contre les bactéries à Gram 

positif notamment (De Vuyst, Leroy 2007). Lactobacillus pentosus produit un peptide similaire 

à la bactériocine, la pentocine, qui a montré un effet fongistatique contre C. albicans et a causé 

le développement de pseudohyphes chez la levure (Okkers et al. 1999). Un acide gras hydroxylé 

produit par la conversion d’acide linoléique par Lactobacillus hammesii a montré une activité 

antifongique contre A. niger et P. roqueforti, probablement via son interaction avec leur 

membrane (Black et al. 2013). 

c. Co-culture impliquant des bactéries lactiques 

Une co-culture connue dans l’utilisation historique des LAB est la co-culture entre 

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus et Streptococcus thermophilus pour la fabrication 

des yaourts, dans une interaction positive induisant une coopération entre les microorganismes 

qui résulte en une acidification plus importante, un meilleur développement de S. thermophilus, 

la stimulation de la production de composés aromatiques, et l’augmentation de la stabilité du 

produit final entre autres, améliorant le rendement de la fermentation lactique (Herve-Jimenez 

et al. 2009). La production de bactériocine par des LAB s’est montrée inductible par la co-

culture bactérienne (Chanos, Mygind 2016) ; la plantaricine A produite par L. plantarum a vu 

sa production induite par la co-culture de ce lactobacille avec L. sanfranciscensis et 

Pediococcus pentosaceus ; L. plantarum a montré une activité antibactérienne contre ses 

partenaires de culture (Di Cagno et al. 2010). 

Les LAB sont souvent co-cultivées avec des levures dans le cadre de fermentations alimentaires 

comme la fabrication du pain au levain (Gobbetti et al. 1994). Des LAB ont été testées pour 
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leur activité antifongique contre des pathogènes de la fève de cacao ; pour ce faire, un criblage 

en plusieurs phases a été réalisé. Les LAB présentant l’activité la plus intense contre les 

pathogènes fongiques ont été sélectionnées pour une co-culture avec ces derniers sur des fèves 

de cacao. Lactobacillus fermentum, co-cultivé avec A. flavus, Gibberella moniliformis et P. 

citrinum a ainsi inhibé à 100 % le développement de ces pathogènes sur les fèves de cacao 

(Romanens et al. 2019). L’effet antagoniste de LAB a également été rapporté contre F. 

graminearum ; L. plantarum, confronté à ce pathogène, a inhibé sa croissance et d’autant plus 

par confrontation directe des cellules vivantes de L. plantarum avec F. graminearum (jusqu’à 

79 % d’inhibition après 7 jours d’incubation) en comparaison avec le surnageant de culture 

filtré (42 %). La production de mycotoxine par le champignon (zéaralénone) a également été 

significativement réduite par la co-culture avec L. plantarum (Ben Salah-Abbès et al. 2021). 

Tous ces exemples confirment l’intérêt d’une co-culture entre une bactérie et un champignon 

afin d’induire la production de métabolites secondaires à activité antifongique. Toutes les 

approches ne résultent pas des mêmes objectifs. Dans certains cas de co-culture, comme celles 

impliquant Bacillus et Trichoderma, les co-cultures conduisent souvent à la production de 

métabolites utilisés ensuite pour leur activité éventuelle contre des pathogènes ou la production 

d’enzymes utilisables en biotechnologie. L’autre cas de figure principal de ces co-cultures, qui 

est observé dans le cas des co-cultures impliquant des LAB, est une co-culture directe avec le 

pathogène cible, dans le but de faire directement produire des métabolites antifongiques par 

l’antagoniste, dans une situation créée de compétition, prédation ou de parasitisme. L’intérêt de 

la plupart des microorganismes présentés comme possibles candidats à des co-cultures est aussi 

leur rôle déjà omniprésent dans des processus de biotechnologie ou leur absence de toxicité 

pour les humains. Les microorganismes discutés ici ne représentent pas la totalité de ce qui 

existe dans les co-cultures, mais ils constituent une grande diversité de métabolites et de modes 

d’action possibles dans une optique de biocontrôle souhaitant éviter des molécules à action et 

cible unique. 
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6. Objectif de la thèse 

L’étude bibliographique proposée dans ce chapitre a démontré l’intérêt de la réalisation de co-

cultures afin de découvrir de nouvelles activités antifongiques dans le cadre de biocontrôle pour 

lutter contre des phytopathogènes, en particulier appartenant au genre Fusarium, et notamment 

des co-cultures impliquant des bactéries et des champignons pour la diversité d’activités qui 

peuvent en découler. L’objectif poursuivi est de garder cette diversité d’activités en se focalisant 

sur la production d’un cocktail de molécules possédant des activités antifongiques et 

éventuellement pouvant apporter un effet bénéfique aux plantes. 

Aussi, le but de cette étude est de cribler des co-cultures champignon-bactérie, afin de 

déterminer si les surnageants de co-culture testés présentent une activité antifongique accrue 

contre un champignon filamenteux (F. oxysporum) et une levure (S. cerevisiae) par rapport aux 

monocultures correspondantes. Le choix des cibles des tests d’activité antifongique s’est porté 

sur F. oxysporum étant un représentant d’un taxon phytopathogène très important, comme cela 

a été discuté précédemment, et sur S. cerevisiae qui est habituellement considéré dans les tests 

d’activité antifongique comme champignon unicellulaire modèle. 

Le choix raisonné des micro-organismes adéquats sur la base de critères sélectionnés sera 

examiné, ainsi que les conditions de culture appropriées choisies dans la littérature. Ensuite, 

dans le cadre d'un criblage primaire des activités antifongiques, des microfermentations, 

conduites dans un microbioréacteur, impliquant dix monocultures (cinq bactéries et cinq 

champignons) et vingt-cinq co-cultures mises en œuvre et les tests d’activité antifongique de 

diffusion sur gélose de leurs surnageants seront décrits. Enfin, la culture de champignons-

bactéries sélectionnés dans des conditions de mise à l'échelle pour un criblage secondaire de 

l'activité antifongique des surnageants, concentrés par lyophilisation, sera étudiée. Les 

métabolites secondaires ainsi que les protéines et peptides présents dans les surnageants de co-

culture retenus pour leur activité antifongique et les monocultures constitutives seront enfin 

caractérisés dans une dernière partie. 
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1. Introduction 

L’étude bibliographique a introduit l’idée au cœur de cette thèse : la mise en place de co-

cultures impliquant des partenaires bactériens et fongiques afin de découvrir de nouvelles 

activités antifongiques, en induisant des interactions qui ne se retrouveraient pas en 

monoculture. Afin d’engendrer une diversité d’activités, de modes d’action et par conséquent, 

de métabolites produits, l’exploration des co-cultures s’est portée sur un criblage d’association 

de plusieurs couples de microorganismes – bactéries et champignons. 

Ce chapitre traite de la sélection raisonnée des microorganismes utilisés dans cette thèse, en 

partant de la mise en place des critères de décision, puis l’étude de la bibliographie jusqu’au 

choix des conditions de cultures adaptées au développement des microorganismes sélectionnés. 

2. Critères de sélections des souches et recherche 

bibliographique 

2.1 Critères de choix pour la mise en place de co-cultures 

Les critères retenus afin de réaliser les différents objectifs de la thèse sont les suivants : 

- Une activité antifongique connue : il est en effet préférable de travailler avec des 

microorganismes dont l'activité antifongique est connue au niveau de l’espèce ou du 

genre. L’activité reconnue vis-à-vis de des phytopathogènes appartenant au genre 

Fusarium a été également considérée ; 

- La possibilité d’identifier les molécules potentiellement antifongiques est également à 

prendre en compte. En effet, l'objectif final de ce travail est d’évaluer les spécificités 

des co-cultures par rapport aux monocultures et d'identifier des molécules 

éventuellement produites de façon différentielle ; 

- Les conditions de culture : il est important de questionner la possibilité de cultiver les 

souches, notamment en co-cultures. En effet, les conditions de croissance des deux 

partenaires doivent être compatibles ; 

- L’originalité des souches sélectionnées : il demeure un intérêt pour des souches moins 

connues, constituant donc un réservoir de molécules inexplorées ou insuffisamment 

explorés encore.  
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2.2 Etude bibliographique 

A partir des critères décris dans la partie 2.1, une recherche des microorganismes pertinents 

pour la thèse a été réalisée. 

Les recherches de microorganismes ont été réalisées grâce aux moteurs de recherche Web of 

Science, Scopus et Google Scholar. Les mots clés utilisés étaient liés à l’activité antifongique 

des microorganismes (« antifungal activity », « antifungal metabolites »), l’activité spécifique 

contre Fusarium (« Fusarium », « Fusarium head blight ») et l’éventuelle présence de co-

cultures (« co-culture », « microorganism co-culture »). Les publications sélectionnées – au 

nombre de 54 – ont permis de constituer deux tableaux (Tableaux 6 et 7) regroupant un certain 

nombre de catégories : le genre et l’espèce considérés pour leur activité antifongique, la ou les 

cibles étudiées, la ou les molécules produites et la méthode utilisée pour leur identification, et 

les conditions de culture utilisées (milieu et température).  

A partir d’une sélection large, l’application des critères a permis de recentrer l’étude sur quatre 

genres de champignons (Tableau 6) et trois genres de bactéries (Tableau 7). Le genre Fusarium 

est considéré également comme cible.  

Au départ, une diversité initiale plus importante avait été explorée, avec comme critère la 

production de métabolites antifongiques. Cela avait mené à l’identification d’un grand nombre 

de candidats potentiels à la co-culture, dont une dizaine de genres bactériens et plus d’une 

vingtaine de genres fongiques. Les genres écartés l’ont été principalement du fait de 

l’incompatibilité de culture avec d’autres microorganismes : c’est le cas par exemple de 

Microbispora, une actinobactérie thermophile produisant des chitinases et des indoles à activité 

antimicrobienne mais étant cultivée à des températures élevées (37 à 45 °C) (Savi et al. 2015; 

Nawani et al. 2002). 

En particulier, le genre Lactobacillus a été décrit dans la synthèse bibliographique car très 

connu pour son utilisation notamment dans la conservation après récolte des denrées 

alimentaires (Muhialdin et al. 2011). Leur potentiel de production de métabolites secondaires 

d’intérêt est bien connue. Cependant, en comparaison avec tous les autres genres qui sont 

aérobies, les Lactobacillus sont aérotolérants ou anaérobies stricts. Cette caractéristique peut 

rendre leur manipulation et leur culture plus complexes, notamment avec d’autres 

microorganismes aérobies comme les champignons filamenteux. Aussi, bien que ce genre ait 

fait l’objet d’une recherche pour son activité antifongique et notamment contre Fusarium, il n’a 

pas été retenu. 
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Tableau 6 : Les genres fongiques considérés après recherche bibliographique : genre Trichoderma, Aspergillus, Cladosporium et Pseudozyma.  

Genre Espèce Cibles connues Molécule potentiellement antifongique Conditions de culture Référence 

Identité (ou 

mécanisme) 

Méthode de détection Température Milieu 

Trichoderma Trichoderma sp.   Sidérophores, 

chitinases 

peptaibols 

      (Benítez et al. 

2004) 

Trichoderma 

harzianum 

Sphaerotheca fusca 

Botrytis cinerea 

        (Elad et al. 2004) 

Fusarium oxysporum 

Colletotrichum capsici 

Colletotrichum truncatum 

Gloesercospora sorghi  

Enzymes lytiques 

(endochitinase, 

exochitinase, 

glucanase), 

métabolites 

secondaires 

transporteurs 

RT-qPCR 28°C 

(isolement) 

PDA (confrontation) 

Milieu liquide Czapek-

Dox Broth (isolement) 

(Sharma et al. 

2017) 

Bacillus subtilis 

Enterococcus faecium 

Escherichia coli 

Mycobacterium smegmatis 

Staphilococcus aureus 

Pseudomonas vulgaris 

Pseudomonas aeruginosa 

Candida albicans 

Candida glabrata 

Candida rugosa 

Candida tropicalis 

Cryptococcus neoformans 

Alternaria solani 

Aspergillus fumigatus 

Botrytis cinerea 

Colletotrichum acutatum 

Fusarium oxysporum 

    25°C PDA 

PDB/CYS80 (suspension 

de spores) 

(Vizcaino et al. 

2005) 

  Endochitinase     PDA 

Milieu SM + 0.2% (w/v) 

chitine colloïdale ou 5% 

glucose (activité 

chitinolytique) 

(Viterbo et al. 

2001) 

Trichoderma 

gamsii 

Fusarium graminearum 

Fusarium culmorum 

Chitinase HPLC (inhibition de 

DON par Trichoderma) 

24°C PDA 

Gélose à l'avoine 

(Matarese et al. 

2012) 
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RT-PCR (expression 

chitinases) 

Trichodrema 

velutinum 

Fusarium graminearum 

Fusarium culmorum 

Mycoparasitisme HPLC (inhibiton de 

DON par Trichoderma) 

RT-PCR (expression 

chitinases) 

24°C PDA 

Gélose à l'avoine 

(Matarese et al. 

2012) 

Trichoderma 

atroviride 

Rhizoctonia solani Chitinase (42 kDa)   25°C Milieu Czapeck-Dox (Harighi et al. 

2007) 

Cf Trichoderma harzianum 

(Vizcaíno et al.) 

Sans Pseudomonas vulgaris 

Colletotrichum acutatum 

Alternaria solani 

Fusarium oxysporum 

+ Saccharomyces cerevisiae 

Aspergillus niger 

      PDA 

PDB/CYS80 (suspension 

de spores) 

(Vizcaino et al. 

2005) 

Trichoderma 

longibrachiatum 

Cf Trichoderma harzianum 

(Vizcaíno et al.) 

Sans Alternaria solani 

Fusarium oxysporum 

+ Saccharomyces cerevisiae 

Aspergillus niger 

 
  25°C PDA 

PDB/CYS80 (suspension 

de spores) 

(Vizcaino et al. 

2005) 

Trichoderma 

asperellum 

Botrytis cinerea Exo-α-1,3-glucanase 

mycoparasitisme 

MALDI-TOF MS 

RT-PCR 

  Milieu minimum de 

Mandel 

+ 2% glucose 

Milieu minimum de 

Mandel + une autre 

source de carbone (0.5% 

de parois cellulaires de B. 

cinerea) 

(Sanz et al. 2005) 

Cf. Trichoderma harzianum 

(Vizcaíno et al.) 

Sans Pseudomonas aeruginosa 

Alternaria solani 

Colletotrichum acutatum 

+ Aspergillus niger 

 
  25°C PDA 

PDB/CYS80 (suspension 

de spores) 

(Vizcaino et al. 

2005) 

Cladosporium Cladosporium 

cladosoporioides 

Colletotrichum acutatum 

Colletotrichum fragariae 

Cladosporine 

Isocladosporine 

5’-hydroxyasperentine 

HPLC 24°C PDA 

Milieu blé déchiqueté 

(Wang et al. 

2013) 
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Colletotrichum gloeosporioides 

Phomopsis viticola 

5’,6-diacetyl 

cladosporine 

Cladosporium 

tenuissimum 

Phytophthora capsici 

Pythium ultimum 

    25°C PDA (Paul et al. 2007) 

Aspergillus Aspergillus 

terreus 

  Dérivés de 

butyrolactone :  

isobutyrolactone II 

4-O-

demethylisobutyrolact

one II 

HPLC 

LC-MS 

co-culture at 

23°C 

Gélose malt 

Milieu riz (co-culture 

avec Bacillus) 

Milieu levure malt + lait 

de riz 

Milieu riz (co-culture 

avec Streptomyces) 

(Chen et al. 2015) 

Aspergillus 

nidulans 

Candida albicans Flavonoïdes 

acides gras 

amides 

GC-MS 25°C YNB (Meenambiga, 

Rajagopal 2018) 

Aspergillus niger Aspergillus flavus 

Aspergillus fumigatus 

Fusarium oxysporum 

Fusarium solani 

Trichosporon beigelii 

Candida albicans 

Saccharomyces cerevisiae 

Peptide (avec 6 

cystéines) 

RP-HPLC 

MALDiMS 

(détermination de la 

masse moléculaire) 

30°C YPD (Gun Lee et al. 

1999) 

Fusarium oxysporum f. sp. 

Lycopersici 

Asperazine 

nigerone 

LCMS   GPYB (meilleure activité 

antifongique) 

(Zulqarnain et al. 

2020) 

Aspergillus 

oryzae 

Coprinus cinereus Asperfurane       (Pfefferle et al. 

1990) 

Pseudozyma Pseudozyma 

flocculosa 

Sphaerotheca fuliginea Acides gras 

(9-heptadecenoïque 

6-methy-9-

heptadecenoïque) 

RP-HPLC/détecteur à 

barrette de diode (PDA) 

25°C PDA 

PDB 

(Avis et al. 2001) 

Candida albicans 

Candida glabrata 

Candida lusitaniae 

Saccharomyces cerevisiae 

Trichosporon asahii 

Candida krusei 

Candida parapsilosis  

Cryptococcus neoformans  

Flocculosine 

(glycolipide) 

      (Mimee et al. 

2005) 

Podosphaera xanthii 

Botrytis cinerea 

  20/22° YNB (Hammami et al. 

2011) 
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Tableau 7 : Les genres bactériens considérés après recherche bibliographique : genres Bacillus, Pseudomonas, et Streptomyces.  

Genre Espèce Cible Molécule Conditions de culture Référence 

Nom genre/espèce Identité (ou 

mécanisme) 

Analytique Température Milieu 

Bacillus Bacillus sp. Aspergillus niger 

Pythium 

Botrytis cinerea 

Fusarium oxisporum 

Peptides 

(iturine A, Tas A, 

flagelline) 

RP-HPLC/MS 

(NH4)2SO4 fractionnement, 

Sephadex G-75, 

chromatographie d'échange 

d'anions, SDS-PAGE 

MALDI-TOF 

37°C 

(Température 

optimale) 

Milieu LB (Zhao et al. 2013) 

Fusarium oxysporum 

Aspergillus niger 

Sidérophores chromatographie sur couche 

mince 

30°C Milieu gélosé CAS 

Chrome Azurol S 

(isolement) 

milieu acide succinique 

(production de 

sidérophores) 

(Bharucha et al. 

2013) 

Bacillus 

amyloliquefaciens 

Rhizoctonia solani 

Fusarium oxysporum 

Lipopeptides (iturine 

A) 

HPLC 37°C gélose tryptone soja 

no. 3S/PDB 

(Murata et al. 

2013) 

Cf Bacillus sp. Zhao et 

al. (2013) 

Lipopeptides (iturine 

A, Tas A, flagelline) 

RP-HPLC/MS 

(NH4)2SO4 fractionnement, 

Sephadex G-75, 

chromatographie d'échange 

d'anions, SDS-PAGE 

MALDI-TOF 

37°C 

(Température 

optimale) 

Milieu LB (Zhao et al. 2013) 

Fusarium oxysporum 

f. sp. cubense 

COV 

(benzènes: 

benzothiazoles phénol 

et 2,3,6-

trimethylphénol 

composé groupe 

alkyle 

cétones: 2-nonanone, 

2-décanone) 

SPME 

GC-MS 

28°C Milieu MS modifié 

([wt/vol] agar, 1.5% 

[wt/vol] sucrose, et 0.4% 

[wt/vol] TSA) 

(Yuan et al. 2012) 

Fusarium 

graminearum 

    25°C TSBA/5 

Milieu minimum salé 

(M9) 

(acide tartrique (1 g/L 

choline bitartrate), urée 

(1.26 g/L)) 

(Schisler et al. 

2002) 
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Fusarium oxysporum Lipopeptide 

(fengycine) 

Bacillomycine D 

RP-HPLC 

MS (ionisation par 

electronébuliseur en mode ion 

positif) 

30°C Milieu GB liquide 

Milieu Landy 

(production lipopeptide) 

(Xu et al. 2013) 

Bacillus simplex Fusarium spp. 

Fusarium oxysporum 

Chitinase 

Cellulase 

Pectinase 

Xylanase (alpha-N-

arabinofuranosidase) 

Protéase 

  30°C Milieu tryptone extrait 

de levure 

Milieu LB 

Gélose V8 (test d'activité 

antifongique) 

(Khan et al. 2018) 

Bacillus subtilis Zymoseptoria tritici Lipopeptides 

(mycosubtiline, 

surfactine, fengycine) 

HPLC-MS   Milieu liquide glucose 

peptone 

((14.3 g L−1 dextrose, 

7.1 g L−1 bacto peptone, 

et 1.4 g L−1 extrait de 

levure) complété par des 

lipopeptides (test 

d'activité antifongique) 

(Mejri et al. 2018) 

Fusarium spp. Chitinase 

Cellulase 

Pectinase 

Xylanase (alpha-N-

arabinofuranosidase) 

Protease 

  30°C Milieu tryptone extrait 

de levure 

Milieu LB 

Gélose V8 (test d'activité 

antifongique) 

(Khan et al. 2018) 

Fusarium oxysporum     25°C TSBA/5 

Milieu minimum salé 

(M9) 

(acide tartrique (1 g/L 

choline bitartrate), urée 

(1.26 g/L)) 

(Schisler et al. 

2002) 

Bacillus thuringiensis Aspergillus flavus 

Aspergillus niger 

Aspergillus terreus 

Rhizoctonia sp. 

Rhizoctonia solani 

Trichoderma 

harzianum 

Trichoderma viride 

Fusarium oxysporum 

Fusarium sp. 

Penicillum 

chrysogenum 

Pythium sp. 

Chitinases   30°C Gélose chitine colloïdale (Gomaa 2012) 
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Ralstonia 

solanacearum 

Rhizopus sp. 

Verticillium sp. 

Bacillus licheniformis Cf Bacillus 

thuringiensis (Gomaa) 

Chitinases   30°C Gélose chitine colloïdale (Gomaa 2012) 

Bacillus vallismortis Fusarium 

graminearum 

Alternaria alternata 

Rhizoctonia solani 

Cryphonectria 

parasitica 

Phytophthora capsici 

Bacillomycine D (n-

C14), Bacillomycine 

D (iso-C15) 

RP-HPLC 

UV + MS détection 

30°C Pomme de terre sucrose 

(avec ou sans agar) 

(Zhao et al. 2010) 

Pseudomonas Pseudomonas 

mosselii 

Cylindrocladium 

floridanum 

Cylindrocladium 

scoparium 

Sarocladium oryzae 

Rhizoctonia solani 

Botrytis cinerea 

Macrophomina 

phaseolina 

Pestalothia thea 

Colletotrichum 

falcatum 

Colletotrichum capsici 

Colletotrichum 

gleosporoides 

Magnaporthe grisea 

Fusarium oxysporum 

f.sp. cubense 

F. oxysporum f.sp. 

vasinfectum 

Protéase 

Sidérophore 

HPLC (métabolites produits) 27-28°C Gélose d'isolement de 

Pseudomonas (isolement 

depuis la rhizosphère) 

Gélose King B 

Gélose CAS (production 

de sidérophores) 

Gélose carboxy-methyl 

cellulose (production de 

cellulases) 

(Jha et al. 2009) 

Pseudomonas 

plecoglossicida 

Cf Pseudomonas 

mosselii (Jha et al.) 

Protéase 

Sidérophore 

HPLC (métabolites produits) 27-28°C Gélose d'isolement de 

Pseudomonas (isolement 

depuis la rhizosphère) 

Gélose King B 

Gélose CAS (production 

de sidérophores) 

Gélose carboxy-methyl 

cellulose (production de 

cellulases) 

(Jha et al. 2009) 
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Pseudomonas putida Fusarium oxysporum 

f. sp. Dianthi 

Pseudobactine 

(sidérophore) 

HPLC gel filtration 27°C 

24°C 

(pseudobactin) 

KB agar 

succinate medium 

(pseudobactin) 

RS medium 

(Duijff et al. 1993) 

Pseudomonas sp. Fusarium oxysporum 

f. sp. Dianthi 

Pseudobactine 

(sidérophore) 

HPLC gel filtration 27°C 

24°C 

(pseudobactin) 

KB agar 

succinate medium 

(pseudobactin) 

RS medium 

(Duijff et al. 1993) 

Pseudomonas 

fluorescents 

Colletotrichum 

falcatum  

Chitinases SDS-PAGE 27°C 

28°C (chitin 

medium) 

KB medium 

chitin (1 %), peptone 

(2%) and glycerol (1 %) 

medium 

(Viswanathan, 

Samiyappan 2001) 

Rhizoctonia solani Pigments fluorescents 

Antibiotiques 

HCN 

Sidérophores 

UV Spectrum analysis (purified 

antifungal compounds) 

28°C nutrient broth 

potato dextrose broth 

basal medium + 0,15% 

colloidal chitin from crab 

shell (chitinase) 

King's B medium with 

4.4 g glycine I-1 

(cyanide) 

CAS agar (siderophore) 

PDA and nutrient agar 

(antibiotics) 

PDA (fluorescent 

pigments) 

(Pal et al. 2000) 

Pseudomonas 

chlororaphis 

Fusarium culmorum phenazine-1-

carboxamide 

phenazine-1-

carboxylic acid 

sidérophore 

(pyoverdine) 

pyrrolnitrine 

HPLC, spectre UV 28°C Milieu pomme de terre 

Milieu LC : Modification 

du milieu LB 

Milieu King B 

Milieu minéral : 

modification du milieu 

standard SSM 

(Shtark et al. 2003) 

Pseudomonas 

fluorescens 

Phytophthora spp. antibiotiques HPTLC 28°C Milieu King B (Koche et al. 2012) 

Pseudomonas 

syringae 

Candida albicans pseudomycines (A-D) RPLC     (Harrison et al. 

1991) 

Candida albicans 

Candida kefir 

Candida krusei 

Candida lusitaniae 

Candida parapsilosis 

Candida rugosa 

Candida tropicalis 

lipodepsinonapeptides 

(syringomycine E, 

syringotoxine B, 

syringostatine A) 

    Milieu RPMI avec L-

glutamate sans 

bicarbonate de sodium 

(Sorensen et al. 

1996) 
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Cryptococcus 

neoformans 

Saccharomyces 

cerevisiae 

Aspergillus fumigatus 

Mucor spp. 

Microsporum spp. 

Trichophyton spp. 

Pseudomonas 

viridiflava 

Candida albicans 

Cryptococcus 

neoformans 

Candida glabrata 

Candida kefir 

Candida parapsilopsis 

Cryptococcus 

neoformans 

Eomycines HPLC 

MS 

RMN 

23°C 

27°C 

Milieu King B 

(isolement) 

Milieu PD 

(Miller et al. 1998) 

Streptomyces Streptomyces sp. Fusarium 

graminearum 

    28°C 

37°C 

gélose tryptone soja 

YPDA 

gélose extrait de malt 

inoculation d'un milieu 

blé gélosé (après un 

milieu tryptone soja 

liquide) 

(Palazzini et al. 

2007) 

Aspergillus niger 

Penicillium 

chrysogenum 

Microsporum gypseum 

Chitinase 

dérivés cycle pyrrole 

HPLC (acides organiques) 

GC-MS / 1H-NMR (métabolites 

antifongiques) 

30°C gélose d'isolement 

d'actinomycètes, 

casamino 

gélose extrait de glucose, 

gélose amidon caséine et 

gélose eau extrait de 

levure (isolement) 

milieu minium 

(production d'acides 

organiques - phosphate) 

gélose amidon caséine 

(activité antifongique) 

(Jog et al. 2014) 

Colletotrichum musae 

Fusarium oxysporum 

    30°C gélose acide humique - 

vitamine (isolement de 

tissus végétaux) 

Milieu ISP-2 medium 

(activité antifongique) 

(Taechowisan et al. 

2003a) 

Alternaria brassicicola 

Colletotrichum 

gloeosporioides 

Sidérophores 

(catéchols, 

hydroxamate) 

  28°C gélose acide humique - 

vitamine, gélose à 

l'avoine, gélose amidon 

(Khamna et al. 

2009) 
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Fusarium oxysporum  

Penicillium digitatum 

Sclerotium rolfsii 

caséine (isolement) 

Milieu ISP-2 

(purification) 

gélose extrait de levure 

et de malt (activité 

antifongique) 

Milieu substrats CAS 

avec Gaus No.1 modifié 

(sidérophores) 

Streptomyces 

alboflavus 

Fusarium moniliforme 

Aspergillus flavus 

Aspergillus ochraceus 

Aspergillus niger 

Penicillum citrinum 

COV 

(2-méthylisobornéol) 

HS-SPME (récupération des 

COV) 

GC-MS (analyse des COV) 

28°C Milieu/Gélose 

synthétique Gause 

(Wang et al. 

2013b) 

Streptomyces 

malaysiensis 

Stagonospora nodorum Malayamicine       (Li et al. 2008) 

Streptomyces lydicus Pythium ultimum 

Aphanomyces euteiches 

Rhizoctonia solani 

Fusarium solani 

Fusarium oxysporum 

Phymatotrichum 

omnivorum  

    30°C Gélose de sporulation 

Milieu liquide extrait de 

levure casaminoacides 

(croissance mycélienne) 

(Yuan, Crawford 

1995) 

Streptomyces griseus Fusarium oxysporum 

Alternaria alternate 

Rhizoctonia solani 

Fusarium solani 

Aspergillus flavus 

Chitinases   28°C Milieu YMA (Anitha, Rabeeth 

2010) 

Streptomyces 

hygroscopicus 

Colletotrichum 

gloeosporioides 

Sclerotium rolfsii 

Chitinases 

β-1,3-glucanase  

métabolites 

secondaires 

thermostables 

  28°C gélose amidon caséine 

(isolement) 

Milieu ISP-2 

(purification) 

Milieu ISP-3 

(sporulation) 

(Prapagdee et al 

2008) 

Streptomyces 

olivaceoviridis 

  Chitinases   30°C 

(extraction 

d'ARN) 

milieu complet 

milieu minimum + 

chitine de carapace de 

crabe colloïdale ou en 

grain ou du glucose 

jusqu'à une concentration 

finale de 1 % 

(Blaak, Schrempf 

1995) 

Streptomyces 

aureofaciens 

Colletotrichum musae 

Fusarium oxysporum 

Chitinase SDS-PAGE (pureté de 

l'enzyme) 

30°C milieu basal avec de la 

chitine colloïdale 

(Taechowisan et al. 

2003b) 
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Bipolaris sp. 

Drechslera sp. 

Rhizoctonia sp. 

Sclerotium sp. 

Candida albicans 

Streptomyces 

coelicolor 

  Chitinases       (Kawase et al. 

2006) 

Streptomyces pilosus   Sidérophore 

(ferrichrome, 

ferrichrysine, acide 

rhodotulique) 

      (Müller et al. 1984) 

Streptomyces 

ambofaciens 

Bacillus subtilis 

Bacillus cereus 

Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 

Erwinia carotovora 

Pseudomonas syringae 

pv. actinidiae 

Alstonia solanacearum 

Xanthomonas oryzae 

pv. oryzae 

antibiotiques : 

ambobactine 

(depsipetide cyclique 

télomycine-like) 

      (Wei et al. 2015) 

Streptomyces 

hydrogenans ou 

Streptomyces 

violascens 

Colletotrichum 

gloeosporioides 

Colletotrichum 

acutatum 

Alternaria mali 

Alternaria alternata 

Alternaria brassicicola 

Cladosporium 

herbarum 

Exserohilum sp. 

Fusarium oxysporum f. 

sp. dianthi 

Fusarium moniliformae 

Cercospora sp. 

 
Bioautographie 28°C 

peut croître de 

20 à 35 °C 

Milieu SCNA (gélose 

amidon caséine nitrate) 

Milieu ISP 

(caractérisation de la 

souche) 

Milieu liquide SCN 

(milieu graine et 

production) 

(Kaur, Manhas 

2014) 

(S. hydrogenans) 

Alternaria alternata 

Alternaria citri 

Aspergillus niger  

Botryodiplodia 

theobromae 

Colletotrichum 

gloeosporioides 

Fusarium oxysporum 

Métabolites 

extracellulaires (de 

type polyène) 

chromatographie sur couche 

mince 

bioautographie 

30°C gélose Streptomyces 

gélose M93 

Milieu ISP 

(caractéristiques de 

culture) 

(Choudhary et al 

2015) 

(S. violascens) 
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Geotrichum candidum 

Lasodiplodia 

theobromae 

Phoma sp.  

Penicillium sp. 

Phomopsis sp. 

Phomopsis mangiferae 

Rhizopus stolonifer 

  Chitinase (65 kDa) HPLC 

SDS-PAGE 

30°C 

28°C 

(production) 

Milieu YMG 

(maintenance) 

Milieu CCA (criblage) 

Milieu X (production) 

(Gangwar et al. 

2016) 

(S. violascens) 
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Comme cela est observé sur le tableau 6, un certain nombre de champignons correspondent aux 

critères désirés. Il est important de noter que seuls les microorganismes de classe 1 (non 

pathogènes pour l’Homme) sont retenus dans les tableaux. Néanmoins, certains champignons 

de classe 2, tel qu’Aspergillus fumigatus, ont également été considérés du fait de leur activité 

antifongique (Li et al. 2012).  

Un genre en particulier ressort parmi les champignons : Trichoderma, qui a été décrit dans la 

synthèse bibliographique pour son efficacité en tant qu’agent de biocontrôle. Aspergillus est 

également à retenir. Les genres bactériens Bacillus, Pseudomonas et Streptomyces tableau 7, 

eux aussi connus comme étant des BCA ou des producteurs de molécules à activité d’intérêt, 

apparaissent comme de très bons candidats dans le cadre de cette étude. Certaines espèces 

n’apparaissent pas sur le tableau, comme Pseudomonas aeruginosa ou Bacillus cereus, toutes 

deux très étudiées pour leurs activités antimicrobiennes (Kumar et al. 2005; Chang et al. 2003), 

mais appartenant à des classes de microorganismes pathogènes. 

Des recherches préliminaires ont mis en avant la présence de genres d’intérêt chez les 

actinomycètes (embranchement Actinobacteria) non Streptomyces. Bien que dans la recherche 

d’activité antimicrobienne, le genre Streptomyces soit très représenté, du fait de son abondance 

dans la nature et de son fort potentiel de production, il existe également des études basées sur 

les autres genres appartenant aux actinomycètes. La diversité des genres est particulièrement 

importante, mais il est possible de citer certains actinomycètes produisant des chitinases (El-

Tarabily 2003), des sidérophores (Fang et al. 2021) ou encore des antibiotiques (Tanvir et al. 

2016). 

Les genres choisis à l’issue de cette recherche bibliographique sont donc au nombre de sept : 

quatre champignons (Trichoderma, Aspergillus, Cladosporium et Pseudozyma) et trois 

bactéries (Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces). En outre, un intérêt spécifique pour les co-

cultures impliquant un pathogène et les interactions pouvant en découler, notamment 

antagonistes, a conduit à l’ajout du genre Fusarium dans les co-cultures considérées. De même, 

comme il a été avancé précédemment, les actinomycètes, dont les Streptomycètes font partie, 

sont producteurs de métabolites d’intérêt pour le biocontrôle de maladies fongiques. De ce fait, 

un neuvième genre a été ajouté sous la forme de la considération des actinomycètes non 

Streptomyces ; une souche environnementale appartenant au genre Dietzia a été retenue dans 

ce but. 
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3. Sélection des souches, des milieux de cultures et premières 

mises en œuvre. 

3.1 Sélection des souches 

Ainsi, le choix final des microorganismes destinés à la co-culture s'est porté sur dix espèces à 

la fois bien connues pour leurs activités antifongiques (les bactéries Bacillus subtilis et 

Streptomyces coelicolor et le champignon Trichoderma harzianum), ou appartenant à des 

genres étudiés de manière approfondie pour les métabolites secondaires d'intérêt (les bactéries 

Pseudomonas syringae, Streptomyces sp, Dietzia sp. et les champignons Aspergillus oryzae, 

Pseudozyma aphidis, Cladosporium cladosporioides, Fusarium oxysporum). 

Certaines des souches choisies sont issues de campagnes d’isolement de microorganismes 

menées au laboratoire : Streptomyces sp. S0162, Dietzia sp. DM01, Cladosporium 

cladosporioides PNF6 et Fusarium oxysporum BRCR7 (Tableau 8). Celles-ci présentent un 

intérêt tout particulier notamment du point de vue de la diversité apportée dans cette étude, et 

par conséquent de l’originalité. Ces souches ont été ajoutées à la sélection car les campagnes 

d'isolement environnemental donnent souvent des résultats très intéressants en matière 

d'activité antimicrobienne (Khamna,et al. 2009). En effet, ces campagnes permettent la 

découverte de nouvelles activités ou de molécules intéressantes et en particulier selon les 

origines de l'isolement. Il s'agit souvent de microorganismes isolés à partir de plantes. Par 

exemple, il a été montré dans une étude que 191 souches de microorganismes ont été isolées du 

riz (Oryza sativa L.) et ont été identifiées comme 96 streptomycètes et 95 actinomycètes non 

streptomycètes. 68,6 % des bactéries isolées ont montré une faculté d’inhibition d'au moins un 

champignon testé parmi F. oxysporum, R. solani et Helminthosporium oryzae (Mingma, 

Duangmal 2018). Dans une autre étude, des champignons endophytes ont été isolés d'Aralia 

elata et d'Aralia continentalis, et 42,9 % des champignons testés pour leur activité antifongique 

ont montré une activité contre au moins un des six champignons testés parmi Alternaria panax, 

B. cinerea, C. gloeosporioides, F. oxysporum, Phytophthora capsici et P. ultimum (Paul et al. 

2007). 
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Compte tenu de l’ensemble de ces critères, les souches retenues pour la thèse sont décrites dans 

le tableau ci-après. 

Tableau 8 : Origine des souches utilisées dans la thèse.  

Souches Origine Références Utilisation 

Souches bactériennes 

Bacillus subtilis 

ATCC 21332 

American Type Culture Collection https://genomes.atcc.org/genomes

/b9410be67b4244eb? 

Co-culture 

Pseudomonas 

syringae DSM 

10604 

Leibniz Institute, DSMZ-German 

Collection of Microorganisms and Cell 

Cultures GmbH 

GenBank: DQ318866.1 Co-culture 

Dietzia sp. 

DM01 

Souche environnementale isolée d’eaux 

usées 

/ Co-culture 

Streptomyces 

coelicolor M145 

 GCA_000203835.1 Co-culture 

Streptomyces 

sp. S0162 

Souche environnementale isolée de bois en 

décomposition 

/ Co-culture 

Souches fongiques 

Pseudozyma 

aphidis DSM 

1247 

Leibniz Institute, DSMZ-German 

Collection of Microorganisms and Cell 

Cultures GmbH 

https://www.dsmz.de/collection/c

atalogue/details/culture/DSM-

1247 

Co-culture 

Trichoderma 

harzianum Rifai 

MUCL 29707 

Belgian Co-ordinated Collection of Micro-

organisms, Mycothèque de l’Université 

catholique de Louvain 

(Gallou, Cranenbrouck, Declerck 

2009) 

Co-culture 

Aspergillus 

oryzae UMIP 

1042.72 

Centre de ressources biologiques de 

l’Institut Pasteur, Collection des 

Champignons de l’Institut Pasteur 

(Jimenez-Quero et al. 2016) Co-culture 

Cladosporium 

cladosporioides 

PNF6 

 / Co-culture 

Fusarium 

oxysporum 

BRCR7 

Souche environnementale isolée de bois en 

décomposition 

/ Co-

culture/cible 

Saccharomyces 

cerevisiae DSM 

1333 

Leibniz Institute, DSMZ-German 

Collection of Microorganisms and Cell 

Cultures GmbH 

https://www.dsmz.de/collection/c

atalogue/details/culture/DSM-

1333 

Cible 

 

Une des souches répertoriées dans le tableau 8 n’a pas fait l’objet de la sélection détaillée dans 

cette partie ; il s’agit de Saccharomyces cerevisiae DSM 1333. L’espèce S. cerevisiae a été 

choisie uniquement comme cible, et non pas comme partenaire de co-culture, car c’est un 

organisme modèle souvent étudié dans des tests d’activité antifongique (Rao et al. 2010). 

3.2 Milieu de culture pour des co-cultures 

A partir des recherches bibliographiques portant sur les microorganismes à sélectionner, un 

critère spécifique est ressorti et a fait l’objet d’un second processus de sélection. Il s’agit des 

milieux de culture. En effet, lors de la recherche de métabolites secondaires, il est parfois 

nécessaire de faire varier la composition du milieu de culture (Frisvad 2012), et cela est encore 

plus vrai si l’on considère la mise en œuvre de co-cultures. Les conditions de culture (milieu de 
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culture inclus) faisaient partie des critères de choix des microorganismes, cependant le milieu 

de culture en lui-même n’a pas été considéré dans le détail. Il est pourtant un point crucial dans 

la mise en place de co-cultures en milieu liquide : les partenaires doivent pouvoir être cultivés 

ensemble, et leur développement doit donc pouvoir avoir lieu dans un même milieu. Après le 

choix des microorganismes, il a donc été nécessaire de sélectionner des milieux viables pour la 

réalisation de co-cultures. 

Trois types de milieu ont été évalués : un milieu « standard », utilisé habituellement pour la 

culture et la propagation de chaque microorganisme considéré ; un milieu riche, dont la 

composition permet la croissance des microorganismes sans carence et un milieu minimum, qui 

comporte les éléments chimiques strictement nécessaires à la croissance des microorganismes.  

Les milieux standards ont été choisis en fonction de ce qui était le plus utilisé dans la littérature 

(Tableaux 6 et 7) : LB (10 g/L Tryptone, 5 g/L Extrait de levure, 5 g/L NaCl) pour Bacillus 

subtilis ATCC 21332, Dietzia maris ; King’s Broth KB (20 g/L Protéose peptone, 1,5 g/L 

Hydrogénophosphate dipotassique, 1,5 g/L Sulfate de magnésium heptahydraté) pour 

Pseudomonas syringae DSM 10604 ; GYM – Glucose Yeast extract Malt extract medium (4 

g/L Glucose, 4 g/L Extrait de levure, 10 g/L Extrait de malt) pour Streptomyces coelicolor 

M145 ; MYM – Maltose Yeast extract Malt extract medium (4 g/L Maltose, 4 g/L Extrait de 

levure, 10 g/L Extrait de malt) pour Streptomyces sp. S0162 ; PDB – Potato Dextrose Broth (4 

g/L Extrait de pomme de terre, 20 g/L Dextrose) pour Trichoderma harzianum Rifai MUCL 

29707, Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Pseudozyma aphidis DSM 1247, Cladosporium 

cladosporioides PNF6, Fusarium oxysporum BRCR7. 

Les milieux riches ont été utilisés pour la co-culture (Nutrient Broth NB : 10 g/L Peptone ; 10 

g/L Extrait de bœuf, 5 g/L NaCL, et LB). Un milieu minimum modifié a également été utilisé 

pour la co-culture : le GMM ou Glucose minimum medium (Barratt et al 1965) modifié avec la 

moitié de NaNO3 dans le milieu remplacé par du NH4Cl (Tableau 9). Pour les milieux solides, 

les compositions étaient les mêmes que celles des milieux liquides, avec un ajout de 15 g/L 

d’agar. 
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Tableau 9 : Composition détaillée du milieu GMM (glucose minimum medium) utilisée dans 

cette étude. 

Solution de sels x20 

NaNO3 60 g/L 

NH4Cl 60 g/L 

KCl 10,4 g/L 

MgSO4.7H2O 10,4 g/L 

KH2PO4 30,4 g/L 

Solution d’oligo-éléments x 500 dans 100 mL d’eau distillée 

ZnSO4.7H2O 2.2 g 

H3BO3 1,1 g 

MnCl2.4H2O 0,5 g 

FeSO4.7H2O 0,5 g 

CoCl2.6H2O 0,16 g 

CuSO4.5H2O 0,16 g 

(NH4)6Mo7O24.4H2O 0,11 g 

EDTA 5 g 

Milieu GMM pour 100 mL 

Solution de sels x20 5 mL 

Solution d’oligo-éléments x500 0,2 mL 

Solution de glucose 10 % 10 mL 

Eau distillée 85 mL 

 

Les spores des microorganismes sporulants ont été récoltées après culture pendant 4 à 7 jours 

de ces microorganismes sur un milieu solide (PDA pour les champignons ou MYM pour 

Streptomyces sp. S0162 et Streptomyces coelicolor M145). Les boites de Petri ont été remplies 

avec 5 mL d’une solution stérile d’eau physiologique (0,9 % NaCl) et quelques gouttes de 

Tween 80, afin de complètement recouvrir le microorganisme. Ensuite, un étaleur stérile a été 

utilisé pour frotter la surface de la boite, et la solution de spores obtenue a été filtrée à travers 

du Miracloth stérile (Merck Millipore, KGaA, Darmstadt, Allemagne). La solution de spores a 

ensuite été diluée dans 50 % v/v de Glycérol, et les spores ont été comptées avec une cellule de 

Thoma, puis conservées à -80 °C. 
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Les milieux standards ont été identifiés et choisis à partir des tableaux 6 et 7. Les milieux riche 

et minimum ont également été choisis dans la littérature, comme milieux ayant été utilisés en 

co-culture entre bactéries et champignons (Karuppiah et al. 2019; Fifani et al. 2022). L’intérêt 

de l’utilisation de milieux riche et minimum est aussi de jouer sur la production des métabolites 

secondaires, avec soit la fourniture d’un milieu possédant tous les nutriments nécessaires au 

développement des microorganismes (VanderMolen et al. 2013) ou celle d’un milieu minimum 

ou limitant (Schwarz et al. 2021). Cette optique est couramment utilisée dans les méthodes 

OSMAC, afin d’activer des clusters de gènes biosynthétiques (BGC) et d’induire la production 

de métabolites secondaires cryptiques. Ici, l’objectif était donc d’intégrer une condition de 

milieu riche et une condition de milieu minimum afin de maximiser la possibilité d’observer de 

nouvelles activités. Les différents milieux sélectionnés pour chaque microorganisme ont été 

résumés dans le tableau 10.  
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Tableau 10 : Milieux sélectionnés après étude de la bibliographie : milieux standards LB, KB, 

MYM, GMM, PDB, milieu riche NB, et milieu minimum GMM modifié. Les milieux riche et 

minimum sont destinés à tous les microorganismes, et les milieux standards aux 

microorganismes correspondants. 

Souche Milieu standard Milieu riche Milieu minimum 

Bacillus subtilis ATCC 

21332 
LB 

NB GMM modifié 

Pseudomonas syringae 

DSM 10604 
KB 

Dietzia sp. DM01 LB 

Streptomyces coelicolor 

M145 
MYM/GMM 

Streptomyces sp. S0162 MYM 

Pseudozyma aphidis 

DSM 1247 

PDB 

Trichoderma harzianum 

Rifai MUCL 29707 

Aspergillus oryzae UMIP 

1042.72 

Cladosporium 

cladosporioides PNF6 

Fusarium oxysporum 

BRCR7 

 

3.3 Essais préliminaires  

Afin de tester la croissance des microorganismes dans les différents milieux (standard, riche et 

minimum), ils ont été cultivés dans des tubes de volume de 5 mL. Les tubes contenant le milieu 

standard, riche ou minimum ont été soit inoculés avec une colonie de bactérie (B. subtilis ATCC 

21332, P. syringae DSM 10604, Dietzia sp. DM01) ou de champignon (P. aphidis DSM 1247) 

soit avec des spores de bactérie (S. coelicolor M145, Streptomyces sp. S0162) ou de 

champignon (T. harzianum Rifai MUCL 29707, C. cladosporioides PNF6, A. oryzae UMIP 

1042.72). Ces tubes ont ensuite été incubés pendant une semaine jusqu’à une vingtaine de jour 

pour les champignons, à 29 °C, agitation 120 rpm dans un incubateur-agitateur Multitron 

(INFORS HT, Suisse), jusqu’à atteindre une phase de croissance stationnaire. La DO600 des 
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échantillons a été lue avec un spectrophotomètre photoLab® 6100 VIS (WTW, Xylem 

Analytics GmbH, Allemagne). 

Les premiers tests ont eu pour objectif de dénoter un développement des microorganismes dans 

des conditions sélectionnées afin de mettre en place les expériences de co-cultures dans des 

conditions adéquates de culture.  

 

Figure 14 : Exemples de mise en culture de champignons pour les tests de croissance dans les 

milieux standard, riche et minimum (ici PDB, NB et GMM respectivement), pour T.h. : 

Trichoderma harzianum Rifai MUCL 29707, A.o. : Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, P.a. : 

Pseudozyma aphidis DSM 1247 et C.c. : Cladosporium cladosporioides PNF6. 

Le suivi de croissance a été possible via observations visuelles et suivi de DO600. Pour certains 

microorganismes ; comme les champignons filamenteux (Figure 14), le suivi de croissance par 

la DO600 n’était pas applicable, comme cela est notable avec C. cladosporioides PNF6, qui s’est 

principalement développé sur les parois du tube de culture. Cependant, ce premier suivi a 

permis d’avoir une indication du développement des différents microorganismes dans les 

milieux sélectionnés.  

  



Chapitre 2 : Sélection des microorganismes 

_______________________________________________________ 

93 

 

 

 

Figure 15 : Exemples de suivi de croissance par DO600 de différents microorganismes (Bacillus 

subtilis ATCC 21332, Pseudomonas syringae DSM 10604, Trichoderma harzianum Rifai 

MUCL 29707 et Cladosporium cladosporioides PNF6) dans les milieux choisis standards 

(respectivement LB, KB et PDB), riche (NB) et minimum (GMM).  

La figure 15 montre le développement de certains microorganismes dans les différents milieux 

choisis. Pour les bactéries B. subtilis ATCC 21332 et P. syringae DSM 10604, un bon 

développement est observé dans les milieux standards (LB et KB : DO600 maximale de 2,84 et 

1,76 respectivement), ainsi que dans le milieu riche NB (DO600 maximale de 2,22 et 1,71 

respectivement). Dans le milieu GMM, il y a bien développement des bactéries. Cependant, il 

est très minime et n’atteint pas une DO600 de 1 même après plusieurs jours. Ce type de 

développement a également été observé pour Dietzia sp. DM01 ; les seules bactéries qui ont 

montré un développement satisfaisant dans le milieu GMM ont été Streptomyces sp. S0162 et 

S. coelicolor M145. Néanmoins, dans le cas du développement des Streptomyces et des 

champignons, bien que la croissance observée soit sous forme de mycélium et non 
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planctonique, il a été possible d’observer une évolution de la DO600 en rapport avec les 

observations de croissance (Figure 15). Cependant, la croissance sous forme de pellets ou sur 

les parois du tube ne permet pas une évaluation spectrométrique précise (exemple de C. 

cladosporioides PNF6). Aussi, les champignons ont tous montré un développement dans les 

trois milieux. 

Ces manipulations préliminaires ont en outre pu montrer que le milieu LB a permis le 

développement de tous les microorganismes tout comme le milieu NB, et a été retenu comme 

deuxième condition de milieu riche. Ces expériences ont également permis de confirmer la 

température choisie (29 °C) pour toutes les monocultures et co-cultures. Le milieu minimum 

étudié, le milieu GMM modifié, a permis une faible croissance des microorganismes non 

filamenteux mais une excellente croissance des microorganismes filamenteux. Il a donc été 

utilisé pour Streptomyces coelicolor M145, Streptomyces sp. S0162 et les champignons.  

Les milieux riches dans lesquels les microorganismes ont tous pu se développer ont une 

composition riche – extrait de levure et tryptone pour LB, et extrait de bœuf et peptone pour 

NB. Pour le milieu minimum, les bactéries non filamenteuses ont montré un développement 

réduit en comparaison avec les microorganismes filamenteux. L’ajout de la forme d’azote 

(NH4Cl) utilisée dans d’autres milieux bactériens (M9) et privilégiée par les microorganismes 

lorsqu’elle est présente dans le milieu n’a pas permis d’améliorer leur croissance (Recous, 

Mary, Faurie 1990). Il est possible que l’ammonium disponible ne l’ait pas été en quantité 

suffisante, et que les conditions de l’assimilation du nitrate n’aient pas été optimale (comme 

par exemple une limitation en oxygène) (Nakano, Hulett 1997; Hernandez et al. 1991). Par 

exemple, la mise en place d’une co-culture entre un organisme capable d’assimiler le nitrate, 

comme Trichoderma harzianum, et un autre ne le pouvant pas, comme Bacillus velezensis, a 

été décrite dans la littérature (Fifani et al. 2022). Cependant, le milieu GMM n’a pas été retenu 

pour les conditions de co-culture car B. subtilis ATCC 21332, P. syringae DSM 10604 et 

Dietzia sp. DM01 s’y sont peu développées, montrant toutes une DO600 inférieure à un même 

après plusieurs jours.  
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4. Conclusion 

A l’issue de la recherche bibliographique entreprise afin de déterminer un nombre fini de 

microorganismes et de décider de conditions de cultures satisfaisantes pour la réalisation de co-

cultures, il a été possible d’arrêter un choix sur cinq bactéries, cinq champignons et trois 

conditions de milieux. 

Les cinq bactéries considérées sont Bacillus subtilis ATCC 21332, Pseudomonas syringae 

DSM 10604, Dietzia sp. DM01, Streptomyces coelicolor M145 et Streptomyces sp. S0162. Les 

cinq champignons sont Pseudozyma aphidis DSM 1247, Trichoderma harzianum Rifai MUCL 

29707, Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Cladosporium cladosporioides PNF6 et Fusarium 

oxysporum BRCR7. En outre, le champignon filamenteux issu de l’environnement Fusarium 

oxysporum BRCR7 a été choisi comme cible des tests d’activité antifongique, avec la levure 

Saccharomyces cerevisiae DSM 1333. 

Des essais de croissance préliminaires ont conduit au choix de deux milieux riches NB et LB 

dans lesquels tous les microorganismes ont présenté un développement, et un milieu minimum, 

GMM modifié, dans lequel seuls les microorganismes filamenteux (les Streptomyces et 

champignons) ont montré un développement satisfaisant. La température choisie pour les 

cultures est de 29 °C, pour laquelle tous les microorganismes ont montré une croissance 

satisfaisante et l’agitation sera adaptée aux différentes conditions de volume de fermentation 

qui seront amenées dans le chapitre suivant. 



 

 

CHAPITRE 3 : CRIBLAGES PRIMAIRE ET 

SECONDAIRE DES MICROORGANISMES 

CHOISIS POUR LEUR ACTIVITE 
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1. Introduction 

Les souches et les conditions de culture ayant été choisies dans le chapitre précédent, la 

deuxième phase de la thèse, celle du criblage, a pu être mise en place. 

Pour cela, une étude en deux étapes a été entreprise : un premier criblage a été mené en très 

petits volumes, grâce à un microbioréacteur. Les résultats obtenus à l’issue de ce criblage ont 

permis de travailler avec les couples de microorganismes les plus performants lors d’un second 

criblage en plus grands volumes. Ainsi, des tests en conditions liquides et solides ont permis 

d’affiner le choix des couples d’intérêt. 

Aujourd'hui, la recherche de nouvelles activités antifongiques nécessite des champs d'étude plus 

larges et cela peut être réalisé grâce au criblage. Cela permet par exemple, notamment avec des 

méthodes automatisées d'inoculation ou de test, d'optimiser les conditions de culture ou les 

productions de métabolites (Jansen et al. 2021). Le criblage de la production de métabolites 

implique souvent la microfermentation à l'aide de microbioréacteurs, permettant de multiples 

cultures parallèles dans des volumes plus petits (Wewetzer et al. 2015). Aussi, la décision de 

réaliser un criblage en microbioréacteur a été prise, dans une optique de pouvoir multiplier les 

combinaisons de microorganismes et de suivre leur développement en temps réel. 

Ce criblage a pour objectif de tester des couples pour leur activité antifongique dans les 

conditions de culture déterminées. Les couples en question sont les associations des souches 

sélectionnées (cinq bactéries et cinq champignons), conduisant à vingt-cinq co-cultures testées 

dans un maximum de trois conditions de milieu. A l’issue de ce criblage, les couples possédant 

les meilleures activités antifongiques ont été criblés dans un second temps en conditions de 

fioles. 
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2. Matériels et méthodes 

2.1 Matériel bactérien et fongique 

Le matériel bactérien et fongique utilisé dans ce chapitre est le même que celui décrit dans le 

chapitre 2 partie 3.1. 

2.2 Conditions de culture 

Les conditions de culture et de récupération des spores sont les mêmes décrites chapitre 2 partie 

3.2. Toutes les cultures ont été en outre réalisées à l’obscurité. La quantification des 

microorganismes non-sporulants a été réalisée via la mesure de la DO600 pour Bacillus subtilis 

ATCC 21332, Pseudomonas syringae DSM 10604, Dietzia sp. DM01 et Pseudozyma aphidis 

DSM 1247 (Figure 16). Des cultures de 24 h de ces quatre microorganismes, réalisées dans 

leurs milieux standards respectifs ont été diluées cinq fois de façon successive, au demi (1/10, 

1/20, 1/40, 1/80, 1/160). Les cellules ont ensuite été comptées sur une cellule de Thoma. 

 

 

Figure 16 : Courbe d’étalonnage obtenues après mesure de DO600 et comptage de cellules pour 

Bacillus subtilis ATCC 21332, Pseudomonas syringae DSM 10604, Dietzia sp. DM01 et 

Pseudozyma aphidis DSM 1247. 
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Le meilleur coefficient de détermination est retrouvé avec Dietzia sp. DM01 (R2 = 0,9974). Ces 

courbes ont ensuite été utilisées pour déterminer le volume nécessaire à prélever pour inoculer 

5.105 cellules pour une pré-culture de ces micro-organismes à une DO600 donnée. 

2.3 Criblage primaire : Conditions de microfermentation 

Les monocultures et les co-cultures bactéries-

champignons ont été tout d’abord réalisées 

dans un microbioréacteur (BioLector, m2p-

labs, GmbH, Germany) illustré figure 17. 

Dans les co-cultures, l'inoculation du matériel 

bactérien et fongique a été effectuée 

simultanément. L'inoculum était de 5.105 

cellules pour les microorganismes qui ont été 

pré-cultivés (B. subtilis ATCC 21332, P. 

syringae DSM 10604, Dietzia sp. DM01 et P. 

aphidis DSM 1247) et de 5.105 spores lorsque cela était pertinent (pour les champignons 

filamenteux et les streptomycètes) dans un volume de milieu de 1,5 mL. La croissance des 

micro-organismes a été suivie directement avec le micro-bioréacteur, qui permet un suivi en 

temps réel par diffusion de la lumière ou light scattering. Les cultures ont été incubées pendant 

4 jours dans des plaques à puits ronds BioLector de 48 puits à 1000 rpm et 29 °C avec une 

humidité fixe de 85 %. Il a été vu dans des expériences préliminaires (Chapitre 1, partie 3.3) 

que cette température favorisait la croissance de tous les micro-organismes choisis. À la fin des 

cultures, les plaques utilisées dans le microbioréacteur ont été centrifugées à 4255 x g dans des 

rotors à godets oscillants (S6096 Swing-Bucket Aluminum Rotor with Microplates, Allegra® 

X-30, Beckman Coulter, Etats-Unis) pendant 15 min. Les surnageants ont ensuite été recueillis 

et filtrés sur 0,45 µm (Filtre MultiScreenHTS-HV, Merck-Millipore, Allemagne). Les filtrats 

ont ensuite été utilisés pour les tests d'activité antifongique.  

2.4 Criblage secondaire pour les activités antifongiques 

Des co-cultures avec les microorganismes sélectionnés lors du criblage primaire (les souches 

environnementales Streptomyces sp. S0162, Dietzia sp. DM01, Fusarium oxysporum BRCR7, 

Cladosporium cladosporioides PNF 6, et Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Trichoderma 

harzianum Rifai MUCL 29707, Bacillus subtilis ATCC 21332, Pseudomonas syringae DSM 

10604, Pseudozyma aphidis DSM 1247) ont été réalisées dans des flacons Erlenmeyer de 250 

mL, avec un volume de culture 50 mL, à 29 °C et 120 rpm (Multitron INFORS HT, Suisse). 

Figure 17 : BioLector (m2p-labs) utilisé 

dans cette étude. 
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L'inoculum a été de 5.105 spores ou de 5.105 cellules comme décrit dans la partie 2.2. Les 

microorganismes ont été cultivés pendant 5 jours, et leur croissance a été suivie visuellement 

chaque jour. Dans un second temps, des co-cultures ont été réalisées dans les mêmes conditions 

mais avec des fioles de 500 mL et 50 mL de milieu. Ces co-cultures ont été réalisées avec les 

souches ayant présenté les meilleures activités en co-culture, soit les souches 

environnementales Streptomyces sp. S0162, Cladosporium cladosporioides PNF 6 ; et 

Aspergillus oryzae UMIP 1042. 72, Pseudomonas syringae DSM 10604, Pseudozyma aphidis 

DSM 1247), à 29 °C et 90 rpm. 

À la fin de l’expérience, les cultures ont été recueillies dans des tubes Falcon de 50 mL et 

centrifugées à 4713 x g pendant 15 min (Centrifugeuse Allegra® X-15R, Beckman Coulter). 

Les culots microbiens ont été récupérés pour mesurer la masse sèche : lavés trois fois à l’eau 

MilliQ puis déposés dans des coupelles en aluminium préalablement tarées, ils ont été séchés à 

105 °C pendant 48 h et pesés dans une balance de précision (XPE105 DeltaRange®, Mettler 

Toledo, Etats-Unis). Les surnageants de culture ont quant à eux été échantillonnés et filtrés sous 

vide à travers un filtre RC de 0,2 µm. Les surnageants filtrés ont été utilisés pour des tests 

antifongiques sur des plaques d'agar. Une partie des surnageants a été concentrée (jusqu'à 20 

mL pour un échantillon) par lyophilisation (LABCONCO FreeZone 2.5, Etats-Unis) pendant 

48 h. La poudre obtenue a ensuite été remise en suspension dans de l'eau ultrapure jusqu'au 

volume souhaité pour concentrer les échantillons, x 5, x 10, x 20 (jusqu'à 1 mL). Les 

surnageants concentrés ont été utilisés pour les tests antifongiques. 

2.5 Tests d’activité antifongique 

2.5.1 Détermination de la concentration minimale inhibitrice (CMI) d’un 

antifongique témoin 

L’amphotéricine B a été utilisée comme témoin positif pour les activités antifongiques. Une 

CMI a été déterminée contre S. cerevisiae DSM 1333 et F. oxysporum BRCR7 sur boîte et en 

milieu liquide. Sur boite, la cible a été étalée (100 µL de S. cerevisiae DSM 1333 dilué à une 

DO600 de 0,2 et 5.105 spores de F. oxysporum BRCR7), et un puits creusé dans la gélose. 100 

µL d’une solution d’amphotéricine B ont été ajoutés à différentes concentrations : entre 32 

µg/mL et 0,06 µg/mL pour S. cerevisiae DSM 1333 et entre 16 µg/mL et 0,03 µg/mL pour F. 

oxysporum BRCR7, avec des dilutions deux à deux. Les boites sont incubées à 25 °C pendant 

3 jours. L’inhibition de S. cerevisiae DSM 1333 sur boîte a été observée jusqu’à une 

concentration d’amphotéricine de 2 µg/mL, avec un léger ralentissement de croissance à 1 



Chapitre 3 : Criblage 

_______________________________________________________ 

102 

 

µg/mL. Pour F. oxysporum BRCR7, l’inhibition n’est visible que jusqu’à une concentration de 

8 µg/mL (Tableau 11). 

La CMI a également été déterminée en milieu liquide sur microplaques 96 puits, en suivant le 

même modèle de dilution pour les deux cibles, avec 80 µL d’amphotéricine B à la concentration 

choisie et 100 µL de cible diluée à une DO600 de 0,4. Pour S. cerevisiae DSM 1333, la 

microplaque a été incubée pendant 30 min à 25 °C et agitée à 120 rpm, avec l’amphotéricine B 

avant lecture sur spectrophotomètre. L’inhibition de la croissance de S. cerevisiae DSM 1333 

par l’amphotéricine B en milieu liquide est déterminée de 32 µL/mg à 1 µL/mg. Pour F. 

oxysporum BRCR7, l’incubation avec l’amphotéricine B s’est réalisée sur 24 h à 25 °C et 120 

rpm. L’inhibition de croissance du champignon est observée pour les concentrations 16 µg/mL 

à 4 µg/mL (Tableau 11). 

Tableau 11 : CMI de l’amphotéricine B déterminées pour Saccharomyces cerevisiae DSM 

1333 et Fusarium oxysporum BRCR7 en milieu solide et liquide. 

Cible CMI Milieu solide  

(µg/mL) 

CMI Milieu liquide 

(µg/mL) 

S. cerevisiae DSM 1333 2 1 

F. oxysporum BRCR7 8 4 

 

2.5.2 Tests d’activité antifongique sur boîte 

60 mL de PDA (1 % d'agar) ont été versés dans des plaques carrées de 12 x 12 cm. Le 

microorganisme cible a été étalé sur la plaque, soit avec des billes de verre stériles (pour S. 

cerevisiae DSM 1333), soit avec un étaleur stérile (pour F. oxysporum BRCR7). La culture de 

S. cerevisiae DSM 1333 a été diluée à une DO600 de 0,2. 5.105 spores de F. oxysporum BRCR7, 

ont été utilisées. 100 µL des surnageants précédemment recueillis ont ensuite été ajoutés dans 

les puits creusés dans la plaque. Les plaques ont été incubées à 25 °C pendant quatre jours et 

observées chaque jour. 

2.5.3 Tests d’activité antifongique en milieu liquide 

Une partie des surnageants lyophilisés a été conservée afin de les tester contre F. oxysporum 

BRCR7 en milieu liquide. Ils ont été resuspendus dans un volume de milieu PDB stérile 

identique au volume initial de lyophilisat. Les fioles ainsi inoculées ont ensuite été incubées 

pendant 2 ou 5 jours dans un incubateur agitateur (Multitron, INFORS HT) à 25 °C et 120 rpm. 
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Après interruption des cultures, elles ont subi le même traitement que les matières sèches 

microbiennes dans la partie 2.4 afin de déterminer la matière sèche de F. oxysporum BRCR7.  

Afin de déterminer le comportement de F. oxysporum BRCR7 dans les milieux choisis pour les 

tests antifongiques, la croissance de F. oxysporum BRCR7 a été suivie en duplicat en milieu 

PDB et en milieu LB lyophilisé puis resuspendu dans un même volume de PDB pour 

comparaison avec les tests antifongiques réalisés en milieu liquide. Le champignon a été cultivé 

dans les mêmes conditions que celles des tests d’activité antifongique en milieu liquide. La 

croissance du champignon a été suivie pendant 7 jours, avec des prélèvements pour la 

détermination des matières sèches matin et soir espacées de 7 h les quatre premiers jours et une 

dernière mesure le 7ème jour au matin.  

 

 

Figure 18 : Croissance de Fusarium oxysporum BRCR7 (matières sèches en g/L) dans le milieu 

PDB et le milieu LB lyophilisé resuspendu dans du PDB, pendant 7 jours. 
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On peut remarquer dans la figure 18 que la croissance de F. oxysporum BRCR7 est plus 

importante en milieu LB resuspendu dans PDB qu’en PDB seul. En outre, la production de 

pigments rose à rouge est observée en PDB. Ces pigments sont absents dans le milieu LB 

resuspendu dans PDB. 

2.6 Cytométrie en flux 

L'activité des surnageants sur la cible S. cerevisiae DSM 1333 a également été étudiée par 

cytométrie en flux, en plus des tests d’activité sur boîte.  

Une préculture de S. cerevisiae DSM 1333 a été lancée à partir du prélèvement d’une colonie 

fraîche, à 30 °C pendant 48 h, dans un incubateur agitateur à 180 rpm. La préculture a été diluée 

jusqu'à une DO600 de 1, afin de préparer plusieurs échantillons : un témoin de croissance (S. 

cerevisiae DSM 1333 seul), un témoin positif avec de l’amphotéricine B à 2 µg/mL (cf. partie 

2.5.1) et des échantillons de test avec les surnageants concentrés x 20 de Streptomyces sp. S0162 

et A. oryzae UMIP 1042.72 ainsi que leur co-culture en milieu LB. Ces surnageants ont été 

ajoutés à un volume de 250 µL. 1 mL de chaque échantillon a été prélevé et dilué dix fois dans 

le tampon McIlvaine (tampon citrate-phosphate - 3,53 mL acide citrique et 16,47 mL Na2HPO4) 

à pH 7. Les échantillons ont ensuite été centrifugés pendant 4 min. à 10 000 rpm. Le surnageant 

a été éliminé, et le culot a été resuspendu dans le tampon McIlvaine. Les cellules ont été 

doublement marquées avec du CFDA-SE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) et 

de l’iodure de propidium (IP), afin d’évaluer l’activité estérase des cellules et l’intégrité de leur 

membrane, respectivement. En effet, l’IP se fixe à l’ADN après pénétration de membranes 

endommagées (Díaz et al. 2010), aussi des cellules dont l’intégrité membranaire est 

compromise montreront une fluorescence rouge liée à l’IP. Le CFDA-SE quant à lui pénètre 

dans des cellules viables et devient fluorescent lorsqu’il est clivé par une activité estérase. 

1 mL de suspension contenant les cellules de S. cerevisiae DSM 1333 diluées est marqué avec 

20 µL de CFDA-SE (Chemchrom V8, Biomérieux) dilué dix fois dans de l’acétone, incubé à 

37 °C pendant 20 min puis marqué avec 10 µL d’une solution commerciale d’IP (Sigma-

Aldrich), et incubé pendant 10 min. La suspension ainsi marquée est centrifugée pour éliminer 

les marqueurs dans le milieu, puis analysée avec un cytomètre en flux Sysmex CyFlow® Space 

(Partec, France) équipé d’un laser d’argon de 488 nm et quatre filtres : un FSC, SSC, tous deux 

combinés avec un collecteur de diode, un filtre passeur de bande de 536 nm (526 à 546 nm) 

afin de collecter la fluorescence verte de la carboxyfluorescéine (chaîne FL1) et un filtre passeur 

de bande de 670 nm afin de collecter la fluorescence rouge de PI (chaîne FL2) avec des tubes 
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photomultiplicateurs. L’acquisition des données et leur analyse sont réalisées avec le logiciel 

FloMax® (version 2.9, Partec, France).  

En parallèle des mesures en cytomètre, des mesures de DO600 ont été réalisées pour chaque 

échantillon avec un spectrophotomètre (Cary 60 UV-Vis, Agilent Technologies, Etats-Unis) et 

les données ont été récupérées avec le logiciel Advanced Reads (Agilent Technologies). 
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3. Résultats 

3.1 Criblage primaire des surnageants de co-cultures pour leur activité 

antifongique 

Dix mono- et vingt-cinq co-cultures ont été mises en œuvre dans un microbioréacteur 

(BioLector, figure 19). Ce dispositif a permis le suivi de la croissance de tous les 

microorganismes par diffusion de la lumière (light scattering). 

 

 

Figure 19 : Culture en BioLector et criblage primaire. A) Exemple d’un plan de plaque ; B) 

Photo d’une plaque après 4 jours de culture ; C) exemple d’un test d’activité antifongique contre 

Saccharomyces cerevisiae.  

 

A 
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Figure 20 : Exemples de graphes de suivi de biomasse sur le BioLector : comparaisons entre 

des monocultures (Streptomyces sp. S0162, Pseudozyma aphidis DSM 1247, Bacillus subtilis 

ATCC 21332, Pseudomonas syringae DSM 10604, Dietzia sp. DM01 et Streptomyces 

coelicolor M145) cultivées dans deux plaques différentes dans le milieu NB. 

Les microfermentations se sont avérées reproductibles, avec une évolution de la biomasse qui 

est restée similaire entre les duplicatas des mêmes conditions (Figure 20, Annexe A). Les co-

cultures ont été menées avec succès dans les milieux riches choisis, NB et LB, et dans le milieu 
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minimal GMM (Figure 19B). L'aspect visuel le plus évident était la production de pigments, 

que l'on peut remarquer sur l'image figure 19B. Une autre observation était la présence de pellets 

ou de croissance mycélienne indiquant le développement de champignons et le milieu montrant 

des signes de trouble, indiquant le développement de bactéries. Le trouble seul peut être observé 

par exemple dans le puits C1 de la figure 19B, pour la co-culture de B. subtilis + P. aphidis. Un 

exemple de trouble associé à la croissance mycélienne peut être observé dans le puits D3, pour 

la co-culture de Dietzia sp. + C. cladosporioides. Les monocultures peuvent être observées du 

puits C6 au puits F8, et montrent des exemples visibles de nébulosité (C6-E6) et de 

développement mycélien (C7-F7). 

Dans certains cas spécifiques, comme le développement de P. aphidis DSM 1247 qui ressemble 

à une croissance planctonique (de levure) à la fois visuellement et avec l'évaluation de la 

biomasse (Figure 20), la distinction de sa croissance avec des bactéries qui ont également une 

croissance planctonique comme B. subtilis ATCC 21332, P. syringae DSM 10604 ou Dietzia 

sp. DM01 (même si Dietzia sp. présente une coloration rose après quelques jours de croissance) 

peut être difficile à effectuer, comme cela est observé dans les puits C1 (B. subtilis + P. aphidis), 

B2 (P. syringae + P. aphidis), ou A3 (Dietzia sp. + P. aphidis), par rapport aux puits de 

monoculture C6 (B. subtilis ATCC 21332), D6 (P. syringae DSM 10604), E6 (Dietzia sp. 

DM01) et B7 (P. aphidis DSM 1247). 

Dans les milieux riches (LB et NB), vingt-deux des vingt-cinq co-cultures ont montré un 

développement différent de la monoculture, alors qu'il s'agissait de neuf co-cultures sur dix dans 

le milieu GMM (le milieu minimal). Globalement, 88,3 % des co-cultures, sur un total de 

soixante conditions de co-cultures, ont présenté un développement différent des monocultures 

correspondantes, indiquant ainsi une co-culture effective (Annexe A). 
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Figure 21 : A. Diamètres d'inhibition (mm) observés avec les surnageants des différentes 

monocultures et co-cultures cultivées dans différents milieux (NB, LB et GMM) dans un 

microbioréacteur, déposés dans des puits sur des plaques de gélose. B. Plaques de gélose 

utilisées pour cribler l'activité antifongique des surnageants contre Saccharomyces cerevisiae 

(en haut) et Fusarium oxysporum (en bas). 

Les surnageants générés avec le microbioréacteur ont été utilisés pour réaliser des tests 

antifongiques contre un champignon filamenteux (F. oxysporum) et une levure (S. cerevisiae) 

(Figure 21). Sur les vingt-cinq co-cultures testées, treize ont montré une activité antifongique 

qui a été mesurée par les diamètres d'inhibition sur les plaques d'agar (Figure 21B). Sur ces 

treize co-cultures, quatre ont montré une activité sur différents milieux dans les conditions 

choisies ; contre S. cerevisiae : P. syringae + A. oryzae, Streptomyces sp. + A. oryzae, 

Streptomyces sp. + C. cladosporioides, et contre F. oxysporum et S. cerevisiae : S. coelicolor + 

F. oxysporum (Figure 21A). En particulier, un trait très intéressant est observé pour deux 

couples, en milieu LB et contre S. cerevisiae : P. syringae + A. oryzae et Streptomyces sp. + A. 

oryzae présentent des diamètres d'inhibition de 16 mm et 15 mm, respectivement, alors que 

leurs monocultures constitutives affichent des diamètres d’inhibition de 2 mm (P. syringae 

DSM 10604), 2 mm (Streptomyces sp. S0162) et 0 mm (A. oryzae UMIP 1042.72). Dans quatre 

cas, l’absence d’activité d’un partenaire en monoculture est constatée : P. aphidis DSM 1247, 

A. oryzae UMIP 1042.72, F. oxysporum BRCR7 et C. cladosporioides PNF6. 
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Il est également intéressant de noter que si certaines co-cultures n'étaient pas observables par le 

suivi de la croissance des microorganismes, elles ont tout de même montré une augmentation 

de l'activité par rapport aux monocultures correspondantes : c'est par exemple le cas de P. 

syringae + P. aphidis, un couple dont la croissance observée ressemble à la monoculture de P. 

syringae DSM 10604 (Figure 19 et Annexe A), les monocultures correspondantes étaient toutes 

deux inactives contre F. oxysporum alors que la co-culture a montré une activité contre le 

champignon filamenteux (Figure 21A). Le milieu qui a révélé le plus de résultats pour l'activité 

antifongique était en outre le LB pour S. cerevisiae (huit surnageants de culture dans ce milieu 

montrent une activité) suivi du LB pour F. oxysporum et du NB pour S. cerevisiae (quatre 

surnageants de culture dans chacun de ces milieux montrent une activité). A l’issue de ce 

premier criblage, il a été décidé de continuer à travailler avec les milieux riches NB et LB, qui 

globalement ont permis une croissance de tous les micro-organismes et ont montré une 

meilleure activité antifongique que le milieu minimum GMM dans les conditions choisies 

(quatre surnageants de culture générés dans ce milieu ont montré une activité contre S. 

cerevisiae, et aucun contre F. oxysporum). En outre, seuls dix couples ont été retenus pour la 

suite de l’expérience : ceux-ci ont été sélectionnés à partir de plusieurs critères : 

- Co-cultures présentant une meilleure activité qu’en monoculture ; 

- Originalité : un ou deux partenaires peu ou pas utilisés en co-culture / en biocontrôle 

(par rapport à Pseudomonas, Trichoderma, Bacillus, Aspergillus, Streptomyces) ou 

issus de l’environnement ; 

- Effet antifongique contre F. oxysporum. 

Ces critères de sélection ont permis d’attribuer un score (croissant selon le nombre de critères 

remplis par un couple) à chaque couple, conduisant à la sélection des couples suivants : 

-  Streptomyces sp. S0162 + A. oryzae UMIP 1042.72, 

- B. subtilis ATCC 21332 + P. aphidis DSM 1247, 

- P. syringae DSM 10604 + A. oryzae UMIP 1042.72, 

- P. syringae DSM 10604 + C. cladosporioides PNF6, 

- P. syringae DSM 10604 + F. oxysporum BRCR7, 

- Dietzia sp. DM01 + T. harzianum Rifai MUCL 29707, 

- Streptomyces sp. S0162 + C. cladosporioides PNF6, 

- B. subtilis ATCC 21332 + T. harzianum Rifai MUCL 29707, 

- P. syringae DSM 10604 + P. aphidis DSM 1247, 
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- Dietzia sp. DM01 + C. cladosporioides PNF6. 

3.2 Criblage secondaire 

3.2.1 Criblage secondaire des co-cultures sélectionnées 

Les dix couples retenus à l’issue du criblage primaire en BioLector ont été cultivés en fioles de 

250 mL dans des volumes de 50 mL, dans les milieux NB et LB et leur activité a été testée 

contre F. oxysporum et S. cerevisiae. Avec l’augmentation des volumes de culture, il a été 

possible de concentrer les surnageants par lyophilisation. Aussi tous les résultats présentés ici 

sont issus de surnageants concentrés 20 fois (Figure 22). 
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Figure 22 : A) Diamètres d’inhibition observés avec des surnageants concentrés (x 20) générés 

dans les milieux NB et LB contre Saccharomyces cerevisiae et Fusarium oxysporum. Les 

surnageants proviennent des dix co-cultures sélectionnées à l’issue du premier criblage 

(Bacillus subtilis + Pseudozyma aphidis, Bacillus subtilis + Trichoderma harzianum, 

Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae, Pseudomonas syringae + Pseudozyma aphidis, 

Pseudomonas syringae + Cladosporium cladosporioides, Pseudomonas syringae + Fusarium 

oxysporum, Dietzia sp. + Trichoderma harzianum, Dietzia sp. + Cladosporium 

cladosporioides, Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae et Streptomyces sp. + Cladosporium 

cladosporioides). B) Photos de boites de Petri utilisées pour cribler l’activité antifongique des 
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surnageants concentrés (cibles Saccharomyces cerevisiae à gauche et Fusarium oxysporum à 

droite). 

Contre S. cerevisiae, des activités pour les co-cultures suivantes  sont observées : P. syringae + 

A. oryzae (générée dans le milieu LB : 35,5 mm, dans le milieu NB : 27 mm), P. syringae + P. 

aphidis (Milieu LB : 10,5 mm), P. syringae + F. oxysporum (Milieu LB : 6,5 mm), Dietzia sp. 

+ T. harzianum (Milieu LB : 11,5 mm, Milieu NB : 5 mm), Streptomyces sp. + A. oryzae (Milieu 

LB : 33,5 mm, Milieu NB : 25 mm) et Streptomyces sp. + C. cladosporioides (Milieu LB : 10 

mm, Milieu NB : 6 mm). 

Les activités suivantes sont observées contre la cible F. oxysporum: B. subtilis + P. aphidis 

(Milieu LB : 13 mm, Milieu NB : 16 mm), P. syringae + A. oryzae (Milieu LB : 30 mm, Milieu 

NB : 27 mm), P. syringae + P. aphidis (Milieu LB : 16 mm, Milieu NB : 4,5 mm), P. syringae 

+ F. oxysporum (Milieu LB : 4 mm, Milieu NB : 4,5 mm), Dietzia sp. + T. harzianum (Milieu 

LB : 14 mm, Milieu NB : 14,5 mm), Streptomyces sp. + A. oryzae (Milieu LB : 24 mm, Milieu 

NB : 24,5 mm) et Streptomyces sp. + C. cladosporioides (Milieu LB : 17 mm, Milieu NB : 21,5 

mm).  

En revanche, même si ces co-cultures avaient montré une activité lors du criblage primaire en 

BioLector, B. subtilis + T. harzianum, P. syringae + C. cladosporioides et Dietzia sp. + C. 

cladosporioides ne montrent cette fois-ci aucune activité ni contre S. cerevisiae, ni contre F. 

oxysporum. 

Sept couples sur les dix sélectionnés ont montré une activité dans les nouvelles conditions 

introduites ici. Afin de réduire le panel de couples testés dans le criblage secondaire, une 

sélection supplémentaire a été réalisée, sur la base d’un critère d’originalité. 

3.2.2 Réflexion sur l’originalité des co-cultures 

Des recherches de mots clés dans les moteurs de recherche de publication (Web of Science, 

SCOPUS, Google Scholar) ont été entreprises afin de garder à l’esprit le facteur d’originalité 

pour la sélection des couples les plus pertinents. Ces résultats étant très similaires en termes de 

conclusions, seuls les résultats de recherche dans WOS sont présentés ici.  

 



Chapitre 3 : Criblage 

_______________________________________________________ 

114 

 

 

Figure 23 : Recherches par mots clés sur Web of Science (effectuées en juin 2021) : genres 

sélectionnés + mots clés choisis (« biocontrôle », « métabolite secondaire », « antifongique ») 

et co-cultures choisies + « co-culture ». 
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Ces recherches (Figure 23) montrent qu’un très grand nombre de publications sur WOS 

contiennent les mots clés Bacillus et Pseudomonas (plus de 150 000 résultats pour chaque 

genre), suivi par Aspergillus (plus de 70 000 résultats). Les genres ressortant dans le moins de 

résultats – et par conséquent les plus originaux – sont Cladosporium (5 816 résultats), 

Pseudozyma (400 résultats) et Dietzia (377 résultats). Si l’on ajoute le terme « biocontrôle » 

aux recherches de mots clés, Bacillus et Pseudomonas restent en tête (avec plus de 4 000 

résultats chacun) suivi de près par Trichoderma et Fusarium (plus de 3 300 résultats chacun). 

Là encore, les genres les moins représentés sont Cladosporium (160 résultats), Pseudozyma (55 

résultats) et Dietzia (2 résultats). 

En s’intéressant à la description des métabolites secondaires produits par les différents genres 

retenus (« métabolite secondaire »), les genres Aspergillus et Streptomyces sont en tête (plus de 

2800 et plus de 2400 résultats respectivement), suivis par Pseudomonas et Fusarium (1808 et 

1720 résultats respectivement). Les mêmes trois genres se retrouvent en bas du classement 

(Cladosporium – 165 résultats, Dietzia – 15 résultats, Pseudozyma – 3 résultats). Enfin, avec le 

mot clé « antifongique », le genre Aspergillus arrive en tête (plus de 12 000 résultats), suivi par 

Fusarium (5 800 résultats). Cladosporium (659 résultats), Pseudozyma (44 résultats), Dietzia 

(3 résultats) sont encore les genres apparaissant le moins dans la recherche. 

La recherche des genres associés révèle que les « couples » les plus étudiés dans la littérature 

impliquent le plus souvent un des genres les plus étudiés en général et en biocontrôle 

(Pseudomonas, Bacillus et Trichoderma) et un des genres les plus recherchés en antifongique 

(Aspergillus et Fusarium). Aussi, les trois couples les plus représentés sont Pseudomonas + 

Aspergillus (plus de 3 600 résultats), Pseudomonas + Fusarium (plus de 2 600 résultats) et 

Bacillus + Trichoderma (plus de 1 500 résultats). Dietzia + Cladosporium (1 résultat) et Dietzia 

+ Trichoderma (aucun résultat) arrivent en dernier. En ajoutant le terme « co-culture » à ces 

couples, les couples arrivant en premier sont Pseudomonas + Aspergillus (26 résultats) et 

Streptomyces + Aspergillus (20 résultats), qui sont les deux couples les plus performants du 

criblage primaire et du criblage secondaire. En outre, cinq couples ne présentent aucun résultat 

de recherche : Bacillus + Pseudozyma, Pseudomonas + Pseudozyma, Dietzia + Trichoderma, 

Dietzia + Cladosporium et Streptomyces + Cladosporium ; cela est en accord avec le fait que 

les genres Cladosporium, Pseudozyma et Dietzia ne présentaient que très peu de résultats même 

sans mots clés supplémentaires. 

A l’issue de ces travaux révélant l’originalité des co-cultures, l’étude a été poursuivie avec une 

validation du criblage secondaire, avec des conditions de culture légèrement différentes 
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(volumes plus importants, agitation et humidité modifiées). Les cultures montrant une activité 

intéressante, c’est-à-dire contre les deux cibles, dans au moins une condition de milieu, sont 

celles qui ont été gardées par la suite. 

Après ces tests d’activité supplémentaires, six couples ont été choisis en fonction de l'intensité 

de leur activité contre S. cerevisiae et F. oxysporum, et de l'originalité des souches considérées 

(se concentrant ainsi en particulier sur les souches environnementales) : P. syringae + P. 

aphidis, P. syringae + A. oryzae, P. syringae + F. oxysporum, Dietzia sp. + T. harzianum, 

Streptomyces sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. cladosporioides, avec ainsi les deux 

couples les plus performants (P. syringae + A. oryzae et Streptomyces sp. + A. oryzae) qui sont 

également les plus représentés dans la littérature, un couple avec deux genres très décrits (P. 

syringae + F. oxysporum) mais avec une souche environnementale de Fusarium oxysporum, et 

trois couples qui seraient totalement nouveaux d’après les recherches effectuées : P. syringae 

+ P. aphidis, Dietzia sp. + T. harzianum et Streptomyces sp. + C. cladosporioides. 

3.3 Validation du criblage secondaire pour des activités antifongiques 

3.3.1 Suivi du développement des microorganismes 

Pour toutes les monocultures et co-cultures décrites dans cette partie, un suivi visuel du 

développement des microorganismes a été réalisé. Il est ainsi possible de commenter sur le 

développement différentiel ou non des microorganismes en co-culture. 

 



Chapitre 3 : Criblage 

_______________________________________________________ 

117 

 

 

Figure 24 : Exemple de développement de monocultures (Cladosporium cladosporioides 

PNF6, Streptomyces sp. S0162 et Aspergillus oryzae UMIP 1042.72) et de co-cultures 

(Streptomyces sp. + Cladosporium cladosporioides et Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae) 

après 5 jours de croissance en milieu LB. 

La figure 24 montre des exemples de croissance des différentes mono- et co-cultures en milieu 

LB. En particulier, dans les exemples décrits, C. cladosporioides PNF6 s’est développé sous 

forme de pellets d’une taille d’environ 3 mm et d’un marron-vert sombre, et a légèrement coloré 

le milieu. Streptomyces sp. S0162 a montré un développement sous forme de pellets blancs de 

très petite taille (< 1 mm) et a coloré le milieu d’une teinte ambrée. Enfin, A. oryzae UMIP 

1042.72 a montré un développement sous forme de pellets blancs irréguliers, de taille pouvant 

aller jusqu’à plus de 5 mm. En ce qui concerne les co-cultures, Streptomyces sp. + C. 

cladosporioides a montré un développement très similaire à Streptomyces sp. S0162 avec une 

coloration légèrement différente (plus ou moins marron) et la présence de pellets blancs plus 

gros (de plusieurs mm de long) et irréguliers. Le développement de Streptomyces sp. + A. oryzae 

observé ressemble fortement à A. oryzae UMIP 1042.72, avec la présence additionnelle de 

pellets de très petite taille (<< 1 mm). 

Les développements observés sont résumés dans le tableau 12. 
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Tableau 12 : Développement des co-cultures après 5 jours de culture dans les milieux LB et 

NB. 

Culture Milieu LB Milieu NB 

P. syringae + P. aphidis Aspect indifférenciable des 

monocultures 

Aspect indifférenciable des 

monocultures 

P. syringae + A. oryzae Développement privilégié d’A. 

oryzae 

Développement des deux 

partenaires 

P. syringae + F. oxysporum Développement privilégié de 

F. oxysporum 

Développement privilégié de 

F. oxysporum 

Dietzia sp. + T. harzianum Développement des deux 

partenaires 

Développement privilégié de 

T. harzianum 

Streptomyces sp. + A. oryzae Développement privilégié d’A. 

oryzae 

Développement privilégié 

d’A. oryzae 

Streptomyces sp. + 

C. cladosporioides 

Développement privilégié de 

Streptomyces sp. 

Développement privilégié de 

Streptomyces sp. 

 

Globalement, les comportements des co-cultures sont similaires dans les deux milieux. Dans 

certaines co-cultures, un seul des deux partenaires présente un développement majoritaire ; il 

s’agit pour la plupart des couples du partenaire fongique (F. oxysporum, A. oryzae, ou T. 

harzianum). Dans le cas de Streptomyces sp. + C. cladosporioides, c’est le partenaire bactérien 

qui prend le dessus, comme ce qui a pu être vu sur la figure 24. Un développement des deux 

partenaires est observé pour Dietzia sp. + T. harzianum en milieu LB et pour P. syringae + A. 

oryzae en milieu NB. 

3.3.2 Tests d’activité antifongique en milieu gélosé 

a. Premiers tests d’activité antifongique en milieu gélosé 

Les six couples sélectionnés ont été cultivés en fioles en milieu LB et NB, dans un volume de 

50 mL comme les tests réalisés en 3.2.1. Les surnageants générés ont été concentrés 5, 10, ou 

20 fois et des tests antifongiques ont ensuite été réalisés.  

Avec les deux milieux utilisés, les surnageants de monoculture de Dietzia sp. DM01 et T. 

harzianum Rifai MUCL 29707 ainsi que ceux de la co-culture Dietzia sp. + T. harzianum n’ont 

montré aucune activité contre les cibles considérées. Aussi ces surnageants ne seront pas 
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discutés dans cette partie ; seuls les cinq couples ayant montré une activité ainsi que leurs 

monocultures respectives sont présentés dans la figure 25. 
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Figure 25 : Diamètres d'inhibition (mm) des différents surnageants filtrés et concentrés (x 20 - 

A, B ; x 10 - C, D ; et x 5 - E, F) des cultures réalisées en milieu LB (les monocultures : 

Pseudomonas syringae DSM 10604, Streptomyces sp. S0162, Pseudozyma aphidis DSM 1247, 

Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Cladosporium cladosporioides PNF6, Fusarium oxysporum 

BRCR7 et les co-cultures : Pseudomonas syringae + Pseudozyma aphidis, Pseudomonas 

syringae + Aspergillus oryzae, Pseudomonas syringae + Fusarium oxysporum, Streptomyces 

sp. + Aspergillus oryzae, Streptomyces sp. + Cladosporium cladosporioides) contre 

Saccharomyces cerevisiae (A, C, E) et Fusarium oxysporum (B, D, F) sur des plaques de gélose 

PDA. Des lettres différentes (a-f) dans la même rangée indiquent des différences statistiques (P 

< 0,10, test de Student). 

Dans les figures 25A, C et E, une activité contre S. cerevisiae a été observée avec la majorité 

des surnageants concentrés. Une augmentation de la taille des diamètres d'inhibition peut être 

observée en fonction de l'augmentation de la concentration du surnageant, tant pour les co-

cultures que pour les monocultures. Quatre des six monocultures testées présentent une activité 

contre S. cerevisiae dans les conditions choisies : P. syringae DSM 10604 (3,5-5,5-6,5 mm), 

Streptomyces sp. S0162 (3 mm), A. oryzae UMIP 1042.72 (5,5-19,5-28,5 mm) et C. 

cladosporioides PNF6 (1 mm). De nombreuses co-cultures ont également présenté des activités 

inhibitrices contre S. cerevisiae. Pour deux couples en particulier, des différences significatives 

(P < 0,1) ont été observées par rapport aux monocultures : P. syringae + P. aphidis (5,0-6,5-

11,0 mm), P. syringae + F. oxysporum (4,5-7,5-11,0 mm). La co-culture de Streptomyces sp. + 

C. cladosporioides (2,3-4,0-4,3 mm) montre cependant des résultats relativement similaires à 

la monoculture de Streptomyces sp. seule, avec une activité qui persiste encore avec la 

diminution de la concentration. P. syringae + A. oryzae (15,5-24,0-27,5 mm) et Streptomyces 

sp. + A. oryzae (14,5-25,0-29,0 mm) présentent des activités similaires à celles de A. oryzae 

seul, mais les diamètres d'inhibition sont plus grands à des concentrations plus faibles. 

En ce qui concerne l'activité contre F. oxysporum (25B, D et F), alors qu'aucune activité n'a été 

observée pour C. cladosporioides PNF6, toutes les autres monocultures et co-cultures ont 

montré une activité antifongique (fongistatique) : P. syringae DSM 10604 (6-9,5-14,5 mm), P. 

aphidis DSM 1247 (10-15,5-17,5 mm), A. oryzae UMIP 1042.72 (12-18,5 mm), F. oxysporum 

BRCR7 (7,5-8,5-10 mm) et Streptomyces sp. S0162 (2-3-9,5 mm). Des différences 

significatives (P < 0,1) pour les co-cultures suivantes (par rapport à leurs monocultures 

respectives) peuvent être observées : P. syringae + A. oryzae (14-21-25 mm), Streptomyces sp. 

+ C. cladosporioides (17,5-18-21,5 mm) et Streptomyces sp. + A. oryzae (17,5-27-32,5 mm). 
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L'activité la plus intense contre F. oxysporum est donc observée avec la co-culture de 

Streptomyces sp. + A. oryzae. Tant cette co-culture que celle de Streptomyces sp. + C. 

cladosporioides présentent une activité plus importante que l'activité combinée des 

monocultures correspondantes, ce qui est particulièrement remarquable pour cette dernière co-

culture où C. cladosporioides seul ne présente aucune activité contre F. oxysporum.  

Une activité synergique de l'association de monocultures en co-cultures a pu être déduite de ces 

résultats, notamment pour Streptomyces sp. + C. cladosporioides contre F. oxysporum. Dans 

les concentrations inférieures de surnageant, cette synergie peut également être notée pour 

Streptomyces sp. + A. oryzae (14,5 mm) et P. syringae + A. oryzae (15,5) à une concentration 

x 5. Pour les concentrations plus élevées et l'activité montrée contre S. cerevisiae, l'effet de la 

co-culture semble être additif plutôt que synergique. 

Des tests ont également été réalisés avec les surnageants générés dans le milieu NB. Cependant, 

l’activité observée est moins intense et dans le cas de la cible S. cerevisiae, seuls les couples 

Streptomyces sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. cladosporioides ont montré une activité. 
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Figure 26 : Diamètres d'inhibition (mm) des différents surnageants filtrés et concentrés (x20 - 

A, B ; x10 - C, D ; et x5 - E) des cultures réalisées en milieu NB (les monocultures : 

Pseudomonas syringae DSM 10604, Streptomyces sp. S0162, Pseudozyma aphidis DSM 1247, 

Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Cladosporium cladosporioides PNF6, Fusarium oxysporum 

BRCR7 et les co-cultures : Pseudomonas syringae + Pseudozyma aphidis, Pseudomonas 

syringae + Aspergillus oryzae, Pseudomonas syringae + Fusarium oxysporum, Streptomyces 

sp. + Aspergillus oryzae, Streptomyces sp. + Cladosporium cladosporioides) contre 

Saccharomyces cerevisiae (A, C) et Fusarium oxysporum (B, D, E) sur des plaques de gélose 

PDA. Des lettres différentes (a-f) dans la même rangée indiquent des différences statistiques (P 

< 0,10, test de Student). 

Dans les figures 26A et C, les activités contre S. cerevisiae sont en effet moindres, en outre, il 

n’y aucune activité en-dessous de la concentration x 10. Seuls Streptomyces sp. S0162, A. 

oryzae UMIP 1042.72, Streptomyces sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. cladosporioides 

montrent une activité à la concentration x 20. Streptomyces sp. + A. oryzae (13-10,5 mm) 

présente la plus forte activité, mais qui n’est significativement différente que de Streptomyces 

sp. seul (4,5-0 mm), et d’A. oryzae UMIP 1042.72 (12-6 mm) à la concentration x 10. En ce qui 

concerne Streptomyces sp. + C. cladosporioides (3-0 mm), son activité est significativement 

différente de C. cladosporioides PNF6 seul (0-0 mm) mais pas de Streptomyces sp. (4,5-0 mm). 

Dans les figures 26B, C et E, une absence d’activité est remarquée pour P. syringae DSM 

10604, P. aphidis DSM 1247, C. cladosporioides PNF6 et Streptomyces sp. + A. oryzae, quelle 

que soit la concentration. Parmi les co-cultures présentant une activité, P. syringae + A. oryzae 

(11,5-6-1 mm) et P. syringae + P. aphidis (5,5-9,5-5,5 mm) présentent les meilleures activités, 

significativement différentes des deux partenaires correspondants (P. syringae DSM 10604, A. 

oryzae UMIP 1042.72 – 12-3,5-0 mm – et P. aphidis DSM 1247 respectivement) à la 

concentration x 10 et la concentration x 5 pour P. syringae + P. aphidis et présentant une 

tendance à être supérieures aux autres concentrations. La co-culture P. syringae + F. oxysporum 

(4,5-6-1,5 mm), bien que présentant une activité plus faible, est significativement supérieure à 

P. syringae DSM 10604 et F. oxysporum BRCR7 seuls (2-1-0 mm). Enfin, Streptomyces sp. + 

C. cladosporioides (7,5-5-0 mm) est significativement différent de C. cladosporioides PNF6 

seul aux concentrations x 20 et x 10, et de Streptomyces sp. S0162 à la concentration x 10. 
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Dans la condition de milieu NB, les co-cultures présentant une activité antifongique synergique 

ne sont observables que contre F. oxysporum et sont P. syringae + P. aphidis et P. syringae + 

F. oxysporum. 

L'étape de microfermentation a permis de cribler plusieurs conditions de milieu en parallèle et 

d'observer les activités antifongiques avec des surnageants de culture filtrés, ramenant le 

nombre de co-cultures d'intérêt de vingt-cinq à treize. Cinq co-cultures ont été sélectionnées 

pour une mise à l'échelle en fioles et un test d'activité antifongique avec des surnageants 

concentrés. Les co-cultures les plus prometteuses résultant de cette étude sont P. syringae + P. 

aphidis, P. syringae + A. oryzae, Streptomyces sp. + C. cladosporioides, et Streptomyces sp. + 

A. oryzae, dans la condition de milieu LB, qui sont la plupart des co-cultures testées et quatre 

des treize premières sélectionnées après l'étape de microfermentation. Elles ont toutes présenté 

une activité constante contre F. oxysporum, qui était un critère discriminant, et contre S. 

cerevisiae. 

b. Seconds tests antifongiques en milieu gélosé 

A l’issue des tests d’activité antifongique réalisés en milieu NB et LB, le milieu retenu a été le 

LB. Des nouveaux tests d’activité ont été réalisés afin d’affiner le processus de décision. Les 

conditions de culture ont été modifiées dans un souci de répétabilité (culture de 50 mL dans une 

fiole de 500 mL contre 50 mL dans 250 mL précédemment). 
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Figure 27 : Diamètres d'inhibition (mm) des différents surnageants filtrés et concentrés (x 20) 

des cultures réalisées en milieu LB (les monocultures : Pseudomonas syringae DSM 10604, 

Streptomyces sp. S0162, Pseudozyma aphidis DSM 1247, Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, 

Cladosporium cladosporioides PNF6 et les co-cultures : Pseudomonas syringae + Pseudozyma 

aphidis, Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae, Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae, 

Streptomyces sp. + Cladosporium cladosporioides) contre Saccharomyces cerevisiae (A) et 

Fusarium oxysporum (B) sur des plaques de gélose PDA. Des lettres différentes (a-h) dans la 

même rangée indiquent des différences statistiques (P < 0,05, test de Student). 

Dans ce test supplémentaire réalisé avec les quatre couples retenus à la fin du criblage afin de 

les départager sur la base de leur activité (Figure 27), une différence moins marquée est 

observée entre les co-cultures et les monocultures. Ce comportement est peut-être dû au 

changement de volume de fiole, qui a changé la surface de contact du milieu avec l’air ainsi 

que le paramètre d’agitation. 
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Contre S. cerevisiae, Streptomyces sp. S0162 et C. cladosporioides PNF6 ne présentent aucune 

activité ; la co-culture Streptomyces sp. + C. cladosporioides est active contre S. cerevisiae (4,3 

mm) et est significativement différente des monocultures. Les co-cultures présentant les 

meilleures activités sont Streptomyces sp. + A. oryzae (34,8 mm) qui est significativement 

supérieure à A. oryzae UMIP 1042.72 (29,5 mm) et Streptomyces sp ; P. syringae + A. oryzae 

(20,2 mm) qui est significativement inférieure à A. oryzae UMIP 1042.72 seul, bien que 

significativement supérieure à celle des bactéries (P. syringae DSM 10604 – 10,5 mm). P. 

syringae + P. aphidis (8,7 mm) présente une activité significativement inférieure à celle de P. 

syringae DSM 10604, et une activité significativement supérieure à celle de P. aphidis DSM 

1247 (0,8 mm). 

Contre F. oxysporum, C. cladosporioides PNF6 n’a, une fois encore, montré aucune activité. 

Les meilleures performances se retrouvent chez Streptomyces sp. + A. oryzae (30,2 mm), chez 

A. oryzae UMIP 1042.72 (26,3 mm) et Streptomyces sp. + C. cladosporioides (23 mm). 

L’activité sur boîte de la première co-culture est encore significativement supérieure à celles 

d’A. oryzae et Streptomyces sp. (21,2 mm) ; pour la deuxième co-culture, elle n’est pas 

significativement différente de Streptomyces sp. S0162 mais significativement supérieure à C. 

cladosporioides PNF6. La même observation peut être faite pour les co-cultures P. syringae + 

A. oryzae (20,1 mm), moins performante qu’A. oryzae UMIP 1042.72 mais significativement 

supérieure à P. syringae DSM 10604 (12,7 mm), et P. syringae + P. aphidis (17,8 mm), qui est 

uniquement supérieure à P. syringae DSM 10604 significativement (P. aphidis DSM 1247 – 

20 mm). 

Pour toutes les co-cultures testées, une activité répétable mais pas nécessairement supérieure à 

celle observée en monocultures est confirmée : seule l’activité Streptomyces sp. + A. oryzae 

demeure significativement supérieure à celle des monocultures. 

Au vu des résultats observés dans les deux séries de tests d’activité antifongique réalisés avec 

six puis quatre couples de microorganismes, il a été décidé de garder trois couples : 

Streptomyces sp. + A. oryzae et P. syringae + A. oryzae sur la base de la connaissance sur ces 

couples ainsi que de leur activité, que ce soit contre S. cerevisiae ou contre F. oxysporum, mais 

aussi Streptomyces sp. + C. cladosporioides, qui a montré une activité synergique dans la 

condition de fioles de 250 mL et une activité à tendance supérieure aux monocultures contre F. 

oxysporum. P. syringae + P. aphidis présente également un intérêt, cependant le couple n’a pas 

été retenu pour la suite des expériences afin de se focaliser sur les couples les plus performants. 
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3.3.3 Suivi du développement des microorganismes en mono- et co-culture par 

mesure de matière sèche 

a. Première étape 

En parallèle des tests d’activité nécessitant la génération de surnageants, la masse sèche des 

différentes cultures a été mesurée en fin de culture, afin de déterminer s’il y avait des différences 

entre les monocultures et les co-cultures au niveau du développement, et si cela avait un lien 

éventuel avec les activités antifongiques observées. 

 

 

Figure 28 : Matières sèches (g/L) obtenues à l’issue des mono (les bactéries Pseudomonas 

syringae DSM 10604, Dietzia sp. DM01, et Streptomyces sp. S0162 et les champignons 

Pseudozyma aphidis DSM 1247, Trichoderma harzianum Rifai MUCL 29707, Aspergillus 

oryzae UMIP 1042.72, Cladosporium cladosporioides PNF6 et Fusarium oxysporum BRCR7) 

et co-cultures (Pseudomonas syringae + Pseudozyma aphidis, Pseudomonas syringae + 

Fusarium oxysporum, Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae, Dietzia sp. + Trichoderma 
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harzianum, Streptomyces sp. + Cladosporium cladosporioides et Streptomyces sp. + 

Aspergillus oryzae) générées en milieu LB (A) et NB (B). Des lettres différentes (a-i) dans la 

même rangée indiquent des différences statistiques (P < 0,10, test de Student). 

Sur la figure 28, des développements différentiels peuvent être notés selon les milieux, avec 

globalement des moyennes de matière sèche plus élevées dans le milieu NB, culminant à 4,23 

g/L pour F. oxysporum BRCR7 en milieu NB (contre 2,46 g/L pour la même souche en milieu 

LB) et à 3,12 g/L pour A. oryzae UMIP 1042.72 en milieu LB (contre 2,51 g/L pour la même 

souche en milieu NB). Une plus grande variabilité des matières sèches est en outre observée 

dans le milieu LB. 

Dans le milieu LB, les co-cultures présentent toutes une masse sèche inférieure ou égale à celle 

du champignon impliqué mais supérieure à celle de la bactérie, sauf dans le cas de la co-culture 

Dietzia sp. + T. harzianum (1,63 g/L), où la masse sèche est significativement supérieure à celle 

de Dietzia sp. DM01 (0,42 g/L) et montre une tendance à être supérieure à celle de T. harzianum 

Rifai MUCL 29707 (1,40 g/L) et dans celui de Streptomyces sp. + C. cladosporioides (0,99 

g/L) dont la masse sèche est inférieure à celle de Streptomyces sp. S0162 (2,20 g/L) et C. 

cladosporioides PNF6 (2,02 g/L). Dans le milieu NB, la même tendance est observée, avec 

cependant Streptomyces sp. + A. oryzae (2 g/L) qui présente une masse sèche inférieure aux 

monocultures respectives Streptomyces sp. S0162 (2,73 g/L) et A. oryzae UMIP 1042.72 (2,51 

g/L) et Streptomyces sp. + C. cladosporioides (3,17 g/L) qui présente une masse sèche 

supérieure à Streptomyces sp. S0162 et C. cladosporioides PNF6 (1,86 g/L). Généralement, 

dans les co-cultures, le champignon se développe moins bien qu’en monoculture.  

Les surnageants qui ont montré l’activité la plus intense dans le milieu LB par exemple sont A. 

oryzae UMIP 1042.72, P. syringae + A. oryzae et Streptomyces sp. + A. oryzae contre S. 

cerevisiae et P. syringae + A. oryzae, Streptomyces sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. 

cladosporioides contre F. oxysporum. Au niveau du développement de ces microorganismes et 

co-cultures, A. oryzae UMIP 1042.72 présente le meilleur développement, et Streptomyces sp. 

+ A. oryzae (2,40 g/L) présente un bon développement bien qu’inférieur à celui d’A. oryzae 

seul. P. syringae + A. oryzae (1,13 g/L) et Streptomyces sp. + C. cladosporioides présentent 

une masse sèche beaucoup plus faible. Globalement la présence d’activité n’apparaît pas 

corrélée à la quantité de microorganismes qui s’est développée mais bien à une interaction entre 

le microorganisme et le milieu, voire son partenaire de culture dans le cas des co-cultures.  
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b. Deuxième étape 

De la même façon que pour les tests en milieu gélosé, les mesures de matière sèche ont été 

répétées avec les couples sélectionnées lors de la première phase de tests, cultivés dans 50 mL 

de milieu LB dans une fiole de 500 mL. 

 

Figure 29 : Matières sèches (g/L) obtenues à l’issue des mono (les bactéries Pseudomonas 

syringae DSM 10604 et Streptomyces sp. S0162 et les champignons Pseudozyma aphidis DSM 

1247, Aspergillus oryzae UMIP 1042.72 et Cladosporium cladosporioides PNF6) et co-cultures 

(Pseudomonas syringae + Pseudozyma aphidis, Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae, 

Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae, et Streptomyces sp. + Cladosporium cladosporioides) 

générées en milieu LB. Des lettres différentes (a-d) dans la même rangée indiquent des 

différences statistiques (P < 0,05, test de Student). 

Le milieu LB, dans lequel les co-cultures et monocultures ont montré les meilleures activités, 

demeure un milieu où il y a beaucoup de variabilité de développement (figure 29). Cela est 

particulièrement vrai pour A. oryzae UMIP 1042.72, qui reste le microorganisme qui se 

développe le mieux dans le milieu LB même avec le changement de condition (1,78 g/L). Les 

mêmes observations que dans la partie précédente peuvent être faites, avec cependant un 

meilleur développement de Streptomyces sp. + A. oryzae (1,47 g/L) qui montre une masse sèche 

proche et non significativement différente de Streptomyces sp. S0162 (1,50 g/L) et d’A. oryzae 

UMIP 1042.72. Globalement, un développement moins important des microorganismes est en 

outre observé, ce qui semble être directement causé par le changement de volume de fiole et 

d’agitation, aucun autre paramètre n’ayant été modifié. 
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3.4 Tests d’activité antifongique en milieu liquide 

3.4.1 Première phase de tests 

En parallèle des tests d’activité antifongique sur milieu gélosé, des tests en milieu liquide ont 

été réalisés. Tout d’abord sur la première sélection de couples après criblage primaire : P. 

syringae + P. aphidis, P. syringae + A. oryzae, P. syringae + F. oxysporum, T. harzianum + 

Dietzia sp., Streptomyces sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. cladosporioides dans les 

milieux riches LB et NB (Figure 30).  

 

 

Figure 30 : Matières sèches (g/L) de Fusarium oxysporum BRCR7 obtenues après 5 jours à 

l’issue des tests d’activité antifongique en milieu liquide à partir de surnageants de 

monocultures (les bactéries Pseudomonas syringae DSM 10604, Dietzia sp. DM01, et 

Streptomyces sp. S0162 et les champignons Pseudozyma aphidis DSM 1247, Trichoderma 

harzianum Rifai MUCL 29707, Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Cladosporium 
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cladosporioides PNF6 et Fusarium oxysporum BRCR7) et co-cultures (Pseudomonas syringae 

+ Pseudozyma aphidis, Pseudomonas syringae + Fusarium oxysporum, Pseudomonas syringae 

+ Aspergillus oryzae, Dietzia sp. + Trichoderma harzianum, Streptomyces sp. + Cladosporium 

cladosporioides et Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae) générés dans les milieux LB (A) et 

NB (B) et lyophilisés puis resuspendus dans un milieu PDB. Des lettres différentes (a-h) dans 

la même rangée indiquent des différences statistiques (P < 0,10, test de Student). 

Une matière sèche plus faible de F. oxysporum BRCR7 à l’issue du test résulte d’un 

développement moindre du champignon et donc d’une activité du surnageant. Que ce soit en 

milieu LB ou NB, une forte activité est observée pour A. oryzae UMIP 1042.72 (LB : 0,41 g/L, 

NB : 1,62 g/L) et Streptomyces sp. + A. oryzae (LB : 0,06 g/L, NB : 1, 15 g/L) ; le 

développement de F. oxysporum est toujours significativement inférieur à celui observé pour 

toutes les autres cultures, à part P. syringae + A. oryzae mais uniquement en milieu LB (LB : 

0,67 g/L, NB : 2,76 g/L). Le surnageant de F. oxysporum BRCR7 semble présenter une légère 

activité contre F. oxysporum en milieu NB (LB : 3,50 g/L, NB : 2,96 g/L) en comparaison avec 

le reste. Le surnageant qui présente le moins d’activité est celui de Dietzia sp. DM01, pour 

lequel F. oxysporum montre le plus de développement tous surnageants confondus (LB : 4,56 

g/L, NB : 4,57 g/L). 

Aucune co-culture ne présente d’activité significativement différente de ses deux monocultures 

constituantes dans ce test : le développement de F. oxysporum BRCR7 en présence du 

surnageant de Streptomyces sp. + A. oryzae montre seulement une tendance à être inférieur à A. 

oryzae et est significativement inférieur à Streptomyces sp. S0162 (LB : 3,73 g/L, NB : 3,95 

g/L) tous milieux confondus. Le développement de F. oxysporum en présence des surnageants 

de P. syringae + P. aphidis (2,58 g/L) et P. syringae + F. oxysporum (2,90 g/L) générés en 

milieu LB, montre une tendance à être inférieur aux monocultures constitutives (P. syringae 

DSM 10604 : 4,13 g/L, P. aphidis DSM 1247 : 3,50 g/L, F. oxysporum BRCR7 : 3,50 g/L). 

Globalement, les activités sont plus marquées, comme en milieu gélosé, avec les surnageants 

générés en milieu LB. Ce qui ressort également de ces tests est la forte efficacité d’A. oryzae 

UMIP 1042.72 et des co-cultures l’impliquant, notamment Streptomyces sp. + A. oryzae. Tous 

les surnageants semblent présenter une activité antifongique contre F. oxysporum BRCR7 

(matière sèche significativement différente des témoins LB – 5,90 g/L et NB – 5,35 g/L) mais 

cela pourrait également être dû à un épuisement du milieu. 
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Le pourcentage d’inhibition a pu être calculé à partir des formules suivantes : 

𝑃𝑜𝑢𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒 𝑖𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑡𝑖𝑜𝑛 = (1 −
𝑀𝑆 𝑠𝑢𝑟𝑛𝑎𝑔𝑒𝑎𝑛𝑡

𝑀𝑆 𝑚𝑖𝑙𝑖𝑒𝑢
) ∗ 100 

𝑃𝑟𝑜𝑝𝑎𝑔𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑑′𝑒𝑟𝑟𝑒𝑢𝑟

= (
100

𝑀𝑆 𝑚𝑖𝑙𝑖𝑒𝑢
∗ 𝐸𝑇 𝑠𝑢𝑟𝑛𝑎𝑔𝑒𝑎𝑛𝑡) + (

100 ∗ 𝑀𝑆 𝑠𝑢𝑟𝑛𝑎𝑔𝑒𝑎𝑛𝑡

𝑀𝑆 𝑚𝑖𝑙𝑖𝑒𝑢2
∗ 𝐸𝑇 𝑚𝑖𝑙𝑖𝑒𝑢) 

Avec MS surnageant : la moyenne des matières sèches de F. oxysporum BRCR7 obtenues en 

présence des différents surnageants de mono- et co-cultures et ET surnageant : l’écart type de 

cette moyenne, MS milieu : la moyenne des matières sèches obtenues avec le témoin (LB ou 

NB) et ET milieu : l’écart type de cette moyenne. Les pourcentages d’inhibition sont présentés 

dans la figure 31. 
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Figure 31 : Pourcentage d’inhibition obtenus à partir de matières sèches (g/L) de Fusarium 

oxysporum BRCR7 obtenues après 5 jours de croissance en présence des différents surnageants 

de monocultures (les bactéries Pseudomonas syringae DSM 10604, Dietzia sp. DM01, et 

Streptomyces sp. S0162 et les champignons Pseudozyma aphidis DSM 1247, Trichoderma 

harzianum Rifai MUCL 29707, Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Cladosporium 

cladosporioides PNF6 et Fusarium oxysporum BRCR7) et co-cultures (Pseudomonas syringae 

+ Pseudozyma aphidis, Pseudomonas syringae + Fusarium oxysporum, Pseudomonas syringae 

+ Aspergillus oryzae, Dietzia sp. + Trichoderma harzianum, Streptomyces sp. + Cladosporium 

cladosporioides et Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae générés dans les milieux LB (A) et 

NB (B) et lyophilisés puis resuspendus dans un milieu.  

Ces pourcentages d’inhibition confirment ce qui a été observé précédemment : les activités 

antifongiques des surnageants générés dans le milieu NB sont inférieures à celles en milieu LB, 

avec un maximum à 99 % d’inhibition pour Streptomyces sp. + A. oryzae en milieu LB et 78,5 
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% pour le même couple en milieu NB. En milieu liquide, aucune activité de co-culture n’est 

supérieure à celle des deux partenaires seuls. Cependant, le couple Streptomyces sp. + A. oryzae 

présente toujours la tendance d’une activité supérieure à A. oryzae UMIP 1042.72, qui montre 

la deuxième meilleure activité et la meilleure activité parmi les monocultures (milieu LB : 93 

%, milieu NB : 69,7 %). 

3.4.2 Deuxième phase de tests 

Des tests supplémentaires d’activité antifongique contre F. oxysporum BRCR7 en milieu 

liquide ont été réalisés cette fois sur une période de deux et cinq jours, utilisant les surnageants 

des co-cultures montrant l’activité antifongique la plus intense sur boîte (Streptomyces sp. + C. 

cladosporioides, Streptomyces sp. + A. oryzae, P. syringae + A. oryzae), générés en milieu LB.  

 

 

Figure 32 : Matières sèches (g/L) de Fusarium oxysporum BRCR7 obtenues après 2 jours (A) 

et 5 jours (B) de croissance à l’issue de tests d’activité antifongique en milieu liquide à partir 
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de surnageants de monocultures (les bactéries Pseudomonas syringae DSM 10604 et 

Streptomyces sp. S0162 et les champignons Aspergillus oryzae UMIP 1042.72 et Cladosporium 

cladosporioides PNF6) et co-cultures (Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae, 

Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae, et Streptomyces sp. + Cladosporium cladosporioides) 

générés dans le milieu LB et lyophilisés puis resuspendus dans un milieu PDB. Des lettres 

différentes (a-g) dans la même rangée indiquent des différences statistiques (P < 0,05, test de 

Student). L’amphotéricine B a été utilisé comme témoin positif aux concentrations 2, 4, 8 et 16 

µg/mL, et le milieu LB resuspendu dans du PDB comme témoin de croissance. 

Grâce aux tests réalisés à deux stades de croissance différents, il est possible d’observer une 

activité différentielle dans le temps (Figure 32). Au bout de deux jours, la plupart des 

surnageants ont une activité nette contre F. oxysporum : A. oryzae UMIP 1042.72 (0,05 g/L) et 

Streptomyces sp. + A. oryzae (0,09 g/L), qui étaient ceux présentant l’activité la plus intense 

que ce soit sur boîte ou en milieu liquide, mais aussi Streptomyces sp. S0162 et Streptomyces 

sp. + C. cladosporioides pour lesquels aucune croissance du champignon n’est observée. Les 

activités les plus faibles apparaissent pour P. syringae DSM 10604 (2,53 g/L) et C. 

cladosporioides PNF6 (5,84 g/L) ; cependant, pour tous les surnageants, un développement de 

F. oxysporum inférieur à celui dans le LB seul est observé. Les quatre concentrations 

d’amphotéricine présentent aussi une inhibition de croissance similaire à celle observée pour 

les meilleures activités de surnageants. 

Cependant, après cinq jours de croissance, l’inhibition de F. oxysporum n’est significative que 

pour A. oryzae UMIP 1042.72 (2,22 g/L), Streptomyces sp. + A. oryzae (1,57 g/L) et P. syringae 

+ A. oryzae (3,46 g/L). Pour Streptomyces sp. S0162 (9,87 g/L) et Streptomyces sp. + C. 

cladosporioides (9,03 g/L), F. oxysporum a quasiment rattrapé son retard de croissance. De 

même, pour les témoins amphotéricine B, seules les concentrations 8 (2,53 g/L) et 16 µg/L (0 

g/L) montrent un effet d’inhibition significatif. 

Les pourcentages d’inhibition de croissance ont également été déterminés à partir des données 

obtenues sur le développement (matière sèche) de F. oxysporum. 
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Figure 33 : Pourcentage d’inhibition obtenus à partir de matières sèches (g/L) de Fusarium 

oxysporum BRCR7 obtenues après 2 jours (A) et 5 jours (B) de croissance en présence des 

différents surnageants de monocultures (les bactéries Pseudomonas syringae DSM 10604 et 

Streptomyces sp. S0162 et les champignons Aspergillus oryzae UMIP 1042.72 et Cladosporium 

cladosporioides PNF6) et co-cultures (Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae, 

Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae, et Streptomyces sp. + Cladosporium cladosporioides) 

générés dans le milieu LB et lyophilisés puis resuspendus dans un milieu PDB. L’amphotéricine 

B a été utilisé comme témoin positif aux concentrations 2, 4, 8 et 16 µg/mL, et le milieu LB 

resuspendu dans du PDB comme témoin de croissance. 

En se focalisant sur les pourcentages d’inhibition de croissance après deux jours (Figure 33A), 

il est notable qu’ils sont pour la plupart supérieurs à 98 % (pour Streptomyces sp. S0162 – 100 

%, A. oryzae UMIP 1042.72 – 99,4 %, Streptomyces sp. + A. oryzae – 98,8 %, Streptomyces 

sp. + C. cladosporioides – 100 % et les témoins amphotéricine B). C. cladosporioides PNF6 
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seul n’inhibe la croissance de F. oxysporum qu’à hauteur de 24,7 % et P. syringae DSM 10604 

à 67,4 % par rapport à 87,4 % pour P. syringae + A. oryzae. Après cinq jours (Figure 33B), les 

pourcentages d’inhibitions sont tous réduits. Cependant, ils restent élevés pour A. oryzae UMIP 

1042.72 (83,4 %) et Streptomyces sp. + A. oryzae (88,2 %), ainsi que P. syringae + A. oryzae 

(74,1 %). L’inhibition par Streptomyces sp. S0162 (26 %) devient similaire à celle par C. 

cladosporioides PNF6 (15,4 %) et la co-culture inhibe plus F. oxysporum (32,3 %) mais pas de 

façon significative par rapport aux monocultures. 

Globalement, aucune co-culture ne montre une activité significativement supérieure aux deux 

monocultures constitutives. Cependant, après 5 jours, l’inhibition par Streptomyces sp. + A. 

oryzae montre une tendance à être supérieure à celle par A. oryzae seul. Les activités observées 

confirment cependant l’intérêt des différentes co-cultures sélectionnées, qui continuent à 

montrer une activité contre F. oxysporum, similaire voire supérieure à l’amphotéricine B à des 

concentrations élevées (2, 4 ou 8 µg/mL). 

3.5 Cytométrie en flux 

Des tests d’activité antifongiques utilisant des surnageants d’A. oryzae UMIP 1042.72, 

Streptomyces sp. S0162 et Streptomyces sp. + A. oryzae générés en milieu LB et lyophilisés ont 

également été réalisés avec S. cerevisiae comme cible. La nature non filamenteuse et non 

sporulante de ce microorganisme a permis de réaliser un suivi sur 48 h de l’activité des 

surnageants. 

En même temps que les cultures, un suivi de DO600 a permis de mettre en relation les résultats 

obtenus en cytométrie en flux, notamment le décompte d’événements et les observations de 

densité optique. 
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Figure 34 : Prises de vues des cellules de Saccharomyces cerevisiae observées au microscope 

(grossissement x 400) après 48 h de croissance en présence d’amphotéricine B à 2 µg/mL et 

des surnageants de culture d’Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Streptomyces sp. S0162 et 

Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae. Un témoin de croissance, sans surnageant ou molécule 

antifongique, est également présenté. 

La figure 34 montre le développement de S. cerevisiae pour chaque condition du test. Il est ainsi 

possible de distinguer plusieurs cas de figure : en présence du surnageant de Streptomyces sp 

en monoculture, S. cerevisiae croît de façon identique au témoin : DO600 = 22 (témoin : 21,3). 

L’amphotéricine B inhibe clairement la croissance de S. cerevisiae avec une densité des cellules 

beaucoup plus faible ; cependant, comme pour ce qui a été observé contre F. oxysporum, cette 

inhibition est transitoire et après 48 h est moins marquée qu’après 24 h (DO600 = 1,57 après 24 

h et DO600 = 10 après 48 h). Pour A. oryzae UMIP 1042.72, le même développement moins 

important de S. cerevisiae est observé (DO600 = 3,63). Pour tous ces échantillons, l’aspect de S. 

cerevisiae, bien que sa densité varie, reste le même, et l’on peut même observer des cellules en 

bourgeonnement. Dans le cas de S. cerevisiae mis en présence du surnageant de Streptomyces 

sp. + A. oryzae, la densité est non seulement amoindrie (DO600 = 2,05), mais l’intégrité des 

cellules est également atteinte, avec une taille beaucoup plus petite. Ces observations peuvent 
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être faites avec l’amphotéricine B (taille plus petite des cellules notamment) et A. oryzae mais 

pas de façon aussi appuyée qu’avec la co-culture. 

 

Figure 35 : Résultats de cytométrie en flux après 24 et 48 h, avec un échantillon témoin de 

croissance, un témoin Amphotéricine B (2 µg/mL), et trois échantillons contenant les 

surnageants lyophilisés d’Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, de Streptomyces sp. S0162 et de 

la co-culture Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae.  

La cytométrie en flux a permis un suivi de l’état des cellules de S. cerevisiae plus en détail 

(Figure 35). Les résultats présentés sont ceux après avoir retiré les cellules non marquées par le 

CFDA-SE ou l’IP, qui représentent de 5,1 à 26,6 % du total pour chaque échantillon. Le 

marquage observé confirme ce qui a été observé au microscope : le témoin croissance a une 

majorité de cellules marquées au CFDA-SE (96,6 %) – des cellules vivantes et actives 

métaboliquement ; le même constat est fait pour S. cerevisiae en présence du surnageant 

Streptomyces sp. S0162 (94,7 % de cellules marquées au CFDA-SE). Pour les deux 

échantillons, une petite portion de cellules sont marquées au CFDA-SE et à l’IP, et sont donc 

fragilisées (3,2 % pour le témoin et 4,7 % avec Streptomyces sp. S0162). Avec l’amphotéricine 

B, 53,2 % de cellules sont uniquement marquées au CFDA-SE, et 46,5 % de cellules 

doublement marquées. Le même type de profil est constaté avec A. oryzae UMIP 1042.72, pour 

lequel 58,3 % des cellules sont vivantes et 38,4 % endommagées. Cependant, le nombre de 

cellules uniquement marquées à l’IP (endommagées et dont le métabolisme n’est plus actif, 

donc mortes) atteint 3,3 %, largement supérieur aux valeurs notées pour les autres échantillons 

(témoin : 0,23 %, amphotéricine B : 0,34 % et Streptomyces sp. S0162 : 0,58 %). Enfin, en 

présence du surnageant issu de la co-culture de Streptomyces sp. et A. oryzae, S. cerevisiae 
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montre le plus faible taux de cellules vivantes (24,5 %) et une majorité de cellules 

endommagées (72,3 %). Le pourcentage des cellules mortes atteint une valeur similaire à ce qui 

est observé pour A. oryzae, 3,2 %. Ces résultats sont en accord avec ce qui a été observé au 

microscope (Figure 34), avec un aspect endommagé des cellules très visible par rapport aux 

autres échantillons. 

On peut également noter que le pourcentage de cellules non marquées (qui peuvent 

correspondre notamment à des débris cellulaires) est le plus élevé pour l’échantillon 

Streptomyces sp. S0162 (26,6 % du total) et le plus bas pour le témoin (5,1 %) avec entre les 

deux A. oryzae UMIP 1042.72 (15,4 %), l’amphotéricine B (10,4 %) et la co-culture (6,7 %). 

Les tests réalisés en cytométrie en flux ont permis de confirmer une activité contre S. cerevisiae 

des surnageants d’A. oryzae UMIP 1042.72 et de Streptomyces sp. S0162 ainsi que de leur co-

culture, qui est similaire voire meilleure que l’amphotéricine B à 2 µg/mL. En outre, le 

surnageant de co-culture semble avoir une activité qui cible plus particulièrement la paroi des 

cellules de S. cerevisiae (plus qu’A. oryzae seul ou que l’amphotéricine B). 
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4. Discussion 

Dans cette étude, il était nécessaire de réaliser plusieurs co-cultures simultanément tout en 

surveillant leur développement et en le comparant aux monocultures correspondantes. Les 

microbioréacteurs tels que le BioLector (m2p lab) ont déjà été utilisés pour cultiver à la fois des 

bactéries (Gupta et al. 2017) et des champignons en monocultures (Raulo et al. 2021). Il est 

possible de suivre la croissance des microorganismes et de réaliser un nombre important de 

cultures (48 en BioLector) avec différentes conditions en parallèle. Dans les investigations 

rapportées, le BioLector a été utilisé pour réaliser de multiples mono- et co-cultures en parallèle, 

et pour générer des surnageants dont les activités antifongiques ont été criblées.  

Le suivi de la croissance des microorganismes impliqués dans les monocultures et les co-

cultures a été possible grâce à des observations visuelles associées et à une supervision en temps 

réel de la biomasse à travers le microbioréacteur (Jansen et al. 2021). Le basidiomycète P. 

aphidis, a montré une croissance de type levure et s'est très rarement développée sous forme de 

mycélium dans les conditions choisies, ce qui est conforme à la littérature (Gafni et al. 2015). 

Cela a gêné l'observation de la co-culture à la fois visuellement et par le suivi de l'évolution de 

la biomasse, car la différence entre le développement planctonique de P. aphidis DSM 1247 et 

celui du partenaire bactérien n'était pas distinguable (Figure 19). Cependant, pour de nombreux 

couples impliquant P. aphidis DSM 1247, comme P. syringae + P. aphidis, contre F. 

oxysporum BRCR7, la co-culture a montré une activité accrue par rapport aux monocultures 

dans les tests d'activité antifongique sur gélose, ce qui prouve le développement des deux 

partenaires bien qu'il ne soit pas observable dans les conditions choisies (Figure 21). 

Le test de diffusion en gélose est largement utilisé pour caractériser l'activité antimicrobienne 

(Vizcaino et al. 2005), et en particulier l'activité antifongique (Paul et al. 2007). Il est bien 

adapté au criblage de l'activité antifongique globale présente dans les surnageants de mono ou 

co-culture, en évitant de considérer séparément chaque métabolite produit. En outre, ce type de 

tests permet d'examiner les activités antifongiques additives et synergiques présentes dans les 

métabolites secondaires sécrétés. L'utilisation de la méthode de diffusion en gélose pose 

cependant encore quelques limites, car ce qui est observé en plus de l'efficacité de l'inhibition 

est également lié à la diffusion des molécules produites dans la gélose, influencée par le poids 

moléculaire des molécules ainsi que par leur hydrophobie (Murray 2015). 

En parallèle des tests sur milieu gélosé, des tests en milieu liquide ont été réalisé. Ceux-ci 

apportent des informations supplémentaires quant au comportement des molécules présentes 
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dans les surnageants de culture. En effet, dans un milieu liquide agité, la diffusion des molécules 

actives n’est plus un facteur limitant, le milieu étant homogénéisé. Aussi, certaines activités 

peuvent donc apparaître plus importantes que sur boîte. C’est le cas par exemple pour le couple 

Streptomyces sp. + A. oryzae qui présente une inhibition quasi-totale de la croissance de F. 

oxysporum BRCR7 et S. cerevisiae en milieu liquide après 5 jours ou 48 h respectivement 

(Figures 31 et 34) mais aussi pour l’amphotéricine B, qui, bien qu’étant un composé 

antifongique, diffuse très mal dans l’agar du fait de sa faible solubilité dans l’eau (Howarth et 

al. 1975). Aussi, utilisés en complément de tests en milieu gélosé, les tests en milieu liquide 

permettent d’affiner l’analyse. 

Les tests en milieu liquide ont en outre mis en évidence l’activité limitée dans le temps de 

Streptomyces sp. S0162 et Streptomyces sp. + C. cladosporioides, qui après 48 h montrent une 

inhibition totale de F. oxysporum BRCR7 qui est perdue après 5 jours de test, tandis que 

l’activité d’A. oryzae UMIP 1042.72, Streptomyces sp. + A. oryzae ou P. syringae + A. oryzae 

est plus stable sur cette période de temps (Figure 33). En outre, le développement de F. 

oxysporum BRCR7 à 5 jours, après les deux jours d’inhibition totale par Streptomyces sp. S0162 

et Streptomyces sp. + C. cladosporioides, s’est montré similaire à celui du champignon seul au 

bout de trois jours (Figure 18). Ce type d’activité transitoire a déjà été décrit dans la littérature : 

d’abord une absence de développement de la cible est tout d’abord observé puis la colonisation 

des zones d’inhibition se produit (Csutak et al. 2013). Cette perte d’inhibition peut être due à la 

dégradation des molécules produites, par exemple par le microorganisme ciblé (Sugawara et al. 

2019). Globalement, les tests en milieu liquide ont permis d’affiner les conclusions faites en 

milieu gélosé, et de déterminer de façon plus précise des activités transitoires qui n’étaient pas 

observables sur milieu solide. Ils ont aussi confirmé l’activité très intense et durable de la co-

culture Streptomyces sp. + A. oryzae et de la culture d’A. oryzae UMIP 1042.72 seul. 

Le développement des microorganismes en co-culture peut ressembler au développement 

observé pour les monocultures (Figure 24 et tableau 12). Par exemple, la co-culture 

Streptomyces sp. + A. oryzae présente un développement majoritaire du champignon, et un 

développement beaucoup plus faible de la bactérie. En outre, la matière sèche de la co-culture 

était toujours inférieure à celle du champignon seul. Aussi, A. oryzae UMIP 1042.72 pourrait 

avoir produit des métabolites et des enzymes antagonistes à Streptomyces sp. S0162, ce qui a 

diminué fortement sa croissance et a par exemple inhibé la production de pigments que l’on 

peut voir en monoculture (Figure 24) mais Streptomyces sp. S0162 s’étant tout de même 

développé, il a peut-être également pu inhiber le développement d’A. oryzae UMIP 1042.72, ce 
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qui expliquerait la quantité de matière sèche inférieure à celle d’A. oryzae. Au contraire, dans 

le cas de Dietzia sp. DM01 et T. harzianum Rifai MUCL 29707 en milieu LB où les deux 

partenaires présentent un développement visible et une masse sèche légèrement supérieure à T. 

harzianum Rifai MUCL 29707 (Figure 28A), un développement normal des deux 

microorganismes peut être supposé dans le cadre d’une interaction neutre ou même positive. 

Cela peut se confirmer par l’absence d’activité antifongique sur boîte de cette co-culture. 

Après le criblage primaire, six couples ont été sélectionnés et leurs co-cultures réalisées dans 

des flacons. Les surnageants obtenus ont été concentrés et leur activité antifongique testée 

(Figures 25 et 26). Comme dans cette étude, un comportement dose-réponse a été 

précédemment examiné dans la littérature (Cantrell et al. 2005), où l’on peut voir que la 

modification de la dose n'équivaut pas nécessairement à une modification de l'activité. Ceci est 

en accord avec les résultats obtenus, surtout lorsque ceux du criblage primaire et secondaire 

sont comparés. En effet, en règle générale, la concentration inférieure de surnageant utilisée (x 

5) (Figures 25 et 26) n'a pas présenté de diamètres d'inhibition significativement différents par 

rapport à l'échantillon non concentré (Figure 21). De plus, en comparant des monocultures très 

actives dans le milieu LB comme A. oryzae UMIP 1042.72 à des co-cultures comme 

Streptomyces sp. + A. oryzae, la co-culture est restée active même à des concentrations plus 

faibles (x 5) par rapport à la monoculture dans les mêmes conditions (Figure 25). Cela laisse 

supposer une production différentielle de métabolites par la co-culture par rapport à la 

monoculture, car il y a une nette différence dans la diffusion des surnageants dans les mêmes 

conditions de gélose. Les molécules peuvent également passer de l'inhibition de la croissance à 

son renforcement en fonction de la concentration ou de la cible (Fokialakis et al. 2006). Cela 

peut expliquer le comportement très différent du surnageant d'A. oryzae UMIP 1042.72 dans 

les deux criblages. De plus, la concentration du surnageant ayant été effectuée par 

lyophilisation, le profil des métabolites du surnageant peut avoir été modifié par rapport aux 

échantillons non concentrés (Palacios et al. 2014). Cela peut ajouter aux différences entre les 

échantillons non concentrés et les échantillons concentrés.  

Les conditions de culture utilisées peuvent également avoir un effet sur l'activité observée 

(Miao et al. 2006) : c'est notamment le cas pour A. oryzae UMIP 1042.72 qui n'a montré aucune 

activité lorsqu'il était cultivé seul dans le BioLector (Figure 21), mais qui a montré beaucoup 

plus d'activité dans des flacons, notamment contre F. oxysporum BRCR7 (Figures 25 et 33), 

dans des volumes plus importants. C'est une voie possible pour améliorer l'activité des 

monocultures et des co-cultures.  
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En outre, il a été observé que les activités des mêmes microorganismes n’étaient pas les mêmes 

selon le milieu utilisé, bien que les milieux NB et LB soient tous les deux riches et aient des 

compositions relativement similaires. De plus, le développement de F. oxysporum BRCR7 a 

été très différent dans un milieu PDB et un milieu LB lyophilisé puis resuspendu dans du PDB : 

la masse fongique qui s’est développée est supérieure en LB et il y a une absence de sécrétion 

de pigments rose et rouge caractéristiques de la croissance de F. oxysporum BRCR7 en PDB 

solide ou liquide. Il a été montré que la source des nutriments pour les microorganismes 

influence le type de métabolites produits ainsi que leur quantité ; c’est le cas par exemple de la 

production de lipopeptides par Bacillus amyloliquefaciens dont la nature et la proportion change 

selon la source de carbone (Singh et al. 2014). Le champignon marin Arthrinium saccharicola 

cultivé dans différentes conditions de milieu a pu montrer une activité biologique plus élevée 

dans un milieu riche en carbone et un développement plus rapide dans un milieu riche en azote 

(Miao et al. 2006). 

Des co-cultures impliquant les genres Aspergillus et Streptomyces ont été décrites dans 

plusieurs études : la production d'alcaloïdes par A. fumigatus lorsqu'il est co-cultivé avec 

Streptomyces peucetius en milieu liquide a été décrite (Zuck et al. 2011). De même, il a été 

montré que la co-culture d'A. flavipes et de Streptomyces sp. isolés d'un habitat marin induisait 

la production de cytochalasans par A. flavipes (Yu et al. 2016). Des co-cultures impliquant les 

genres Pseudomonas et Aspergillus ont également été étudiées. Par exemple, une co-culture 

entre P. aeruginosa et A. fumigatus a entraîné l'inhibition de la croissance de P. aeruginosa et 

la réduction de la formation de biofilms par la production d'un métabolite secondaire, la 

gliotoxine, par A. fumigatus (Reece et al. 2018). Cependant, ni P. syringae + A. oryzae ni 

Streptomyces sp. + A. oryzae n'ont été décrits ensemble en co-culture. Par ailleurs, il est 

intéressant de noter que si elles ont été étudiées séparément (Wang et al. 2013) pour leur activité 

antifongique ou dans différentes co-cultures (Zuck et al. 2011; Srivastava et al. 2018), 

Streptomyces sp. + C. cladosporioides n'ont pas encore été décrites ensemble pour leur activité 

antifongique en co-culture. Cela fait des candidats sélectionnés pour la co-culture des choix très 

convaincants. 

Lors du criblage primaire, les co-cultures de Streptomyces sp. + A. oryzae et P. syringae + A. 

oryzae ont montré, dans les surnageants non concentrés, une activité beaucoup plus élevée que 

leurs co-cultures respectives (Figure 21). Cela peut indiquer une synergie et/ou une induction 

génique du ou des gènes codant pour la ou les molécules ayant des effets antifongiques. En 

particulier, dans le criblage primaire et secondaire, Streptomyces sp. + C. cladosporioides 
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montre une activité synergique contre F. oxysporum BRCR7 tandis que Streptomyces sp. + A. 

oryzae et P. syringae + A. oryzae semblent posséder une activité antifongique additive, en 

particulier dans les concentrations plus élevées, par rapport à leurs monocultures respectives 

(Figure 25). Ainsi, la stratégie de co-culture bactérie-champignon semble particulièrement 

efficace pour inhiber la croissance de F. oxysporum in vitro. 

Bien que la nature des métabolites produits par les différentes mono- et co-cultures n’a pas été 

déterminée, il est possible de supposer au moins un des modes d’action existants dans la co-

culture Streptomyces sp. + A. oryzae. En effet, l’étude de son activité et de celle de ses 

monocultures constitutives via la cytométrie en flux (Figure 35) aide à l’interprétation. La 

cytométrie en flux telle qu’elle est utilisée dans ce chapitre, permet un suivi des cellules 

vivantes, via la détection d’activité estérase avec le marqueur CFDA-SE qui pénètre dans les 

cellules via diffusion et sert de substrat aux estérases intracellulaires. Clivé par les estérases 

intracellulaire, il émet une fluorescence qui est détectée par le cytomètre (Díaz et al. 2010; 

Lyons 1999). L’iodure de propidium (IP), qui est un autre marqueur fluorescent, se lie aux 

acides nucléiques ; il ne peut pénétrer que dans les cellules dont la membrane a été endommagée 

(Díaz et al. 2010). Les cellules marquées par le CFDA-SE et l’IP sont donc encore vivantes 

mais leur membrane a été endommagée. 

D’après les résultats présentés dans la figure 35, A. oryzae UMIP 1042.72 et l’amphotéricine B 

ont tous deux montré une activité liée à une fragilisation des cellules de S. cerevisiae, du fait de 

la grande proportion de cellules doublement marquées. Un des modes d’action de 

l’amphotéricine B est la formation de pores dans la membrane des cellules ciblées ; ce mode 

d’action n’est cependant pas nécessairement la cause directe de la mort des cellules (Baginski, 

Czub 2009). Cela correspond à ce qui a été observé au bout de 48 h pour S. cerevisiae : presque 

la moitié des cellules sont endommagées, cependant cette fragilisation n’est pas la cause directe 

ou immédiate de la mort des cellules. Les mêmes observations peuvent être faites pour 

l’échantillon A. oryzae UMIP 1042.72 et celui de la co-culture, qui présente plus de 72 % de 

cellules endommagées. Aussi la fragilisation de la membrane de S. cerevisiae semble être un 

des modes d’action d’A. oryzae UMIP 1042.72 et de la co-culture l’impliquant.  
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5. Conclusion 

Vingt-cinq co-cultures sélectionnées via l’étude de la littérature (Chapitre 2, partie 2.2) ont été 

testées pour leur activité antifongique. Sur les vingt-cinq, treize ont montré une activité lors de 

l’étape de criblage primaire en microbioréacteur. Le nombre de co-cultures et de conditions de 

milieu testées a été réduit grâce à la recherche d’originalité des couples et à travers un second 

criblage d’activité sur boîte mais aussi en milieu liquide. 

A l’issue de ces différents criblages, trois couples ont été retenus pour leur activité dans le 

milieu LB : P. syringae + A. oryzae, Streptomyces sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. 

cladosporioides. Ce sont les co-cultures qui ont montré l’activité la plus intense et régulière et 

qui ont également, pour deux d’entre elles, montré une activité supérieure à celle des 

monocultures (Streptomyces sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. cladosporioides). Aussi, 

en milieu liquide, ces deux co-cultures ont montré les activités les plus intense, bien que celle 

de Streptomyces sp. + C. cladosporioides ne soit que transitoire, supposant une possible 

dégradation par la cible des métabolites antifongiques produits ; le même comportement est 

observé pour l’amphotéricine B, un antifongique très utilisé contre F. oxysporum et contre S. 

cerevisiae. Enfin, les tests effectués en cytométrie en flux pour la co-culture Streptomyces sp. 

+ A. oryzae et ses monocultures constitutives montrent une activité plus intense de la co-culture 

contre S. cerevisiae en comparaison avec A. oryzae UMIP 1042.72 (Streptomyces sp. S0162 ne 

présentant aucune activité dans ces conditions), et permet de supposer qu’un des modes d’action 

de la co-culture est la fragilisation des membranes de la cible, par la formation de pores. Les 

résultats obtenus dans ce chapitre valident bien des activités antifongiques ; en outre, la 

variabilité induite par le temps de culture et le temps d’exposition aux surnageants dans les tests 

antifongiques est très importante. Cet aspect n’est pas maîtrisé et n’a pas fait l’objet d’une 

optimisation, ce qui explique les résultats variables observés tout au long du chapitre. 

Ce chapitre a pu montrer que la stratégie de criblage en deux phases combinant des 

microfermentations lors du criblage primaire suivie de la culture en fioles et de la concentration 

des surnageants peut être une approche efficace afin de trouver de nouvelles activités 

antifongiques chez des co-cultures. 
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1. Introduction 

Les deux criblages réalisés afin de déterminer l’activité antifongique des co-cultures choisies 

ont permis de sélectionner trois couples présentant un potentiel antifongique significatif : P. 

syringae + A. oryzae, Streptomyces sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. cladosporioides. 

La diversité des tests entrepris a permis de commencer à supposer des activités différentielles 

des couples et d’éventuels modes d’action. 

Cependant, la production de molécules par les mono- et les co-cultures n’a pas encore été 

élucidée. Or, un des objectifs de la thèse est de caractériser la production de molécules et 

particulièrement de composés antifongiques en co-culture, celle-ci conduisant éventuellement 

à l’explication d’une activité différentielle observée dans le chapitre précédent. 

Dans ce chapitre, l’intérêt s’est porté sur le potentiel de production des différents 

microorganismes considérés, par l’étude de leurs clusters de gènes codant pour des métabolites 

secondaires. Puis, les métabolites effectivement produits et sécrétés en mono- et en co-culture 

ont été étudiés via une analyse LC-MS Q-TOF, et confrontés à des bases de données de 

molécules pour une possible identification. Enfin, une analyse protéomique et peptidomique 

d’un couple en particulier, P. syringae + A. oryzae (ainsi que les monocultures constitutives) a 

été réalisée, afin de tenter de comprendre et d’expliquer le comportement des deux souches en 

co-culture. 
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2. Matériels et méthodes 

2.1 Caractéristiques du génome 

Pour l’extraction de l’ADN, trois kits d’isolement d’ADN génomique ont été utilisés. Pour 

l’extraction de l’ADN de Streptomyces sp. S0162 et P. syringae DSM 10604, le kit GenEluteTM 

Bacterial Genomic DNA (Sigma Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Allemagne) et pour 

l’extraction de l’ADN de C. cladosporioides PNF6, le kit DNeasy® Powersoil® (Qiagen, 

Allemagne) ont été utilisés compte tenu des caractéristiques pariétales. L’ADN extrait pour 

chacune des souches a été quantifié par un spectrophotomètre ND-1000 NanoDrop. Il a été 

séquencé par Novogene (Novogene Co., Ltd. Grande Bretagne).  

Le traitement des données après le séquençage a été réalisé à l’URCA par Ludovic Besaury. 

Les librairies de séquençage shotgun de l'ADN du génome entier ont été préparées à l'aide du 

kit Nextera XT (Illumina), et un séquençage paired-end de 2×150 pb a été réalisé à l'aide d'un 

instrument NextSeq500 d'Illumina. Les données de séquençage ont été filtrées en fonction de 

la qualité des reads obtenus en utilisant le logiciel FastQC (Andrews 2010), découpées avec 

PrinseqLite (Schmieder, Edwards 2011) et assemblées de novo avec SPAdes (Bankevich et al. 

2012). La qualité et la teneur en % en GC des génomes a été déterminée avec le logiciel Quast 

(Gurevich et al. 2013). Les séquences génomiques de Streptomyces sp. S0162, P. syringae DSM 

10604 et C. cladosporioides PNF6 ont été soumises au serveur antiSMASH 6.0 (Blin et al. 

2021) afin d'identifier les gènes codant potentiellement pour des métabolites secondaires 

bioactifs. 

2.2 Analyses en LC-MS Q-TOF 

2.2.1 Préparation et analyse des échantillons 

1 mL de surnageants de culture lyophilisés (P. syringae DSM 10604, Streptomyces sp. S0162, 

C. cladosporioides PNF6, A. oryzae UMIP 1042.72 et P. syringae + A. oryzae, Streptomyces 

sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. cladosporioides) et de milieu LB stérile (témoin) ont 

été resuspendus dans 50 µL d’eau MilliQ et 50 µL de SSA à 10 % (m/v), ainsi que 100 µL 

d’éthanol, les concentrant ainsi 5 fois. Ils ont été laissés 1 heure à 4 °C afin de faire précipiter 

les protéines, puis centrifugés à 10 000 g pendant 10 minutes à 4 °C. Pour chaque échantillon 

traité, le surnageant a été récupéré et filtré sur un filtre seringue en RC à 0,2 µm. Les 

échantillons ainsi préparés ont ensuite été passés en LC-MS Q-TOF. 

Les analyses LC-MS Q-TOF ont été réalisées à l’URD ABI à Pomacle par Abdouramane Dosso 

et Fanny Brunissen. Une chaine UHPLC Agilent Technologies 1290 (Santa Clara, CA, USA) 
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couplée à un détecteur à barrette de diodes (PDA) et à un spectromètre de masse 6545 QToF 

(Wilmington, Etats-Unis) a été utilisée. 

Les chromatogrammes ont été enregistrés et traités avec le logiciel Agilent MassHunter 

Workstation Data Acquisition version B.08.00. Les composés ont été séparés par une colonne 

Zorbax Eclipse plus C18 (1,8 μm, 50 × 2.1 mm ; Agilent Technologies, Etats-Unis). L'élution 

a été réalisée à l'aide d'une phase mobile composée d’eau ultrapure avec 0,1 % d’acide formique 

(solvant A), et d'acétonitrile avec 0,1 % d’acide formique (solvant B) selon le gradient suivant : 

5 % B de 0 à 0,5 min, 10 % B de 0,5 à 4 min, plateau de 10 % B de 4 à 9 min, 25 % B de 9 à 

13 min, 30 % B de 13 à 14 min, plateau pendant 1 min de 30 % B, ensuite montée à 100 % B 

de 15 à 17 min avec un plateau de 2 min, retour aux conditions initiales de 19 à 20 min. La 

colonne était chauffée à 40 °C avec un débit de 400 µL/min et un volume d’injection de 1 µL. 

La détection en UV a été réalisée aux longueurs d’onde suivantes : 320, 280, 254 et 210 nm. 

L’acquisition des données a été faite en MS en mode ESI positive. Les paramètres du détecteur 

de masse sont les suivants : température du gaz 325 °C, débit du gaz 8 L/min, pression du 

nébuliseur 35 psi, tension du fragmenteur 120 V et le Vcap 1500 V. Comme gaz de 

désolvatation et de nébulisation, l’azote N2 (> 99,5 %) a été utilisé. Les mesures de masses 

précises (< 5 ppm) ont été réalisées en utilisant l’ion à m/z 922,00979 [M+H]+ comme lock 

mass (ion de référence).  

2.2.2 Traitement des données 

Les données obtenues à l’issue de ces analyses ont été traitées à l’aide du logiciel Agilent 

MassHunter Qualitative Workflows version B.08.00. Les 50 pics les plus intenses ont été 

retenus pour chaque échantillon et une identification des pics a été réalisée à partir de 

l’algorithme Compound Discovery. En se basant sur la distribution de l’amas isotopique de 

chaque pic et la parité de l’azote, il a été attribué à chaque pic une formule brute. Des essais de 

correspondance de chaque formule brute putative ont été effectués à partir des bases de données 

enrichies par les résultats des analyses réalisées à l’URCA. Lorsqu’aucune correspondance avec 

les bases de données natives de l’URD ABI n’a été trouvée, des recherches sur la base de 

données ChemSpider ont été conduites et les 10 premières formules IUPAC trouvées 

(classement par nombre de références existant pour une molécule donnée) répertoriées. A partir 

de celles-ci, les familles de molécules ou groupements ressortant de façon majoritaire parmi les 

10 premiers résultats ont été compilés. Les formules brutes identifiées dans les échantillons qui 

ont été retrouvées dans le milieu LB ont été retirées pour l’interprétation des résultats. 
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2.3 Analyses protéomiques et peptidomiques 

Ces analyses ont été réalisées à l’UMRt BioEcoAgro à Lille par Barbara Deracinois et 

Christophe Flahaut. Les expériences NanoLC-Orbitrap ont été réalisées par CLIC-Imaging, le 

centre de spectrométrie de masse du laboratoire PRISM (INSERM U1192) de l'Université de 

Lille. Le CLIC-Imaging a été financé par le SIRIC ONCOLille (subvention INCa-DGOS-

Inserm 6041), la Région Nord-Pas de Calais (France) et l'Université de Lille. 

Les échantillons utilisés ont été préparés de la même façon que ceux envoyés pour l’analyse 

des métabolites : 1 mL de surnageant de culture de P. syringae DSM 10604, A. oryzae UMIP 

1042.72 et P. syringae + A. oryzae ainsi que du milieu LB stérile incubé dans les mêmes 

conditions que les cultures ont été lyophilisés pendant 24 heures. 

2.3.1 Séparation de la partie protéique et de la partie peptidique par 

chromatographie d’exclusion stérique 

Un millilitre de chaque surnageant a été lyophilisé puis repris dans 500 µl d’eau ultra pure avant 

dilution au demi dans le solvant chromatographique constitué de 30 % ACN et 0.1 % TFA et 

enfin centrifugé 5 min à 10 000 x g. La partie protéique a été séparée de la partie peptidique par 

chromatographie d’exclusion stérique après injection de 500 µl des surnageants dilués sur une 

colonne Superdex® 30 Increase 10/300 GL (plage de fractionnement de 100 à 7 000 Da, Cytiva) 

sur un système chromatographique ÄKTA pure 25M (Cytiva). L’élution des protéines/peptides 

a été réalisée à un débit de 0,5 mL.min-1 en mode isocratique et suivie à 214 nm pendant 60 

min. Deux fractions ont été récoltées : la fraction protéique et la fraction peptidique 

correspondant respectivement aux volumes d’élution allant de 7 à 14 min et de 14 à 26 min. 

Après fractionnement, les fractions récoltées ont été séchées par évaporation centrifuge (miVac, 

Gene Vac, Ipswich, Royaume-Uni) pendant 3 h à 45 °C. 

2.3.2 Préparation de la partie protéique avant analyse LC-MS/MS 

Les fractions protéiques ont été dissoutes dans du bicarbonate d'ammonium à 25 mM, réduites 

(dithiothréitol 5 mM, 5 min à 80 °C), alkylées (iodoacétamide 3 mM, 20 min à 20 °C) et 

digérées par un mélange trypsine/Lys-C à 3 ng/µL pendant 3 h à 37 °C et à nouveau pendant 

16 h à 37°C, puis centrifugées pendant 10 min à 8000 × g. Le culot a été retiré et les surnageants 

ont été soumis à une analyse UPLC-MS/MS. 

2.3.3 Identification des protéines et des peptides par UPLC-MS/MS 

Les peptides ont été dessalés avec un dispositif Millipore® ZipTips C18 (Millipore, Burlington, 

VT Etats-Unis). La phase C18 a été lavée avec de l'ACN à 100% puis équilibrée avec du TFA 
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à 0,1 %. Les peptides contenant du TFA à 0,1 % ont été liés aux embouts de pipette ZipTipC18 

par 10 cycles d’aspiration / refoulement puis les embouts ont été lavés cinq fois avec 10 μL de 

TFA à 0,1 % pour éliminer le matériel non lié, et enfin élués deux fois avec 10 μL d'acétonitrile 

à 50 %. Les éluats ont été séchés et dissous dans 20 μL de solution d'acétonitrile / acide formique 

(2 %/0,1 %) (bain à ultrasons 5 min). 

Les échantillons ont été séparés à un débit de 300 nL/min, par un système chromatographique 

en ligne en phase inverse (système Easy-nLC 1000 UPLC, Thermo Scientific, Waltham, USA) 

équipé d'une pré-colonne Proxeon (100 µm de diamètre interne x 2 cm, Thermo Scientific) et 

d'une colonne C18 (Acclaim PepMap 100 C18, 75 µm ID x 50 cm, Thermo Scientific). L'éluant 

LC a été électrosprayé directement à partir de la colonne analytique et une tension de 1,7 kV a 

été appliquée via la jonction liquide de la source du nanospray. Le système chromatographique 

était relié à un spectromètre de masse Q Exactive (Thermo Scientific) réglé pour acquérir un 

top 10 MS² dans un mode dépendant des données. Les balayages ont été effectués à un pouvoir 

de résolution de 70 000 FWHM (m/z 400), en mode positif et en utilisant une cible de contrôle 

automatique du gain de 5e6. L'état de charge par défaut a été fixé à 2, les états de charge non 

attribués et +1 ont été rejetés et l'exclusion dynamique a été activée pendant 20 s. La plage de 

balayage a été fixée à 300-1600 m/z. Pour le ddMS², la plage de balayage était comprise entre 

200 et 2 000 m/z, un microscan a été acquis à 17 500 FWHM et une fenêtre d'isolement de 4,0 

m/z a été utilisée. 

Les recherches dans les bases de données ont été effectuées à l'aide des bases de données 

UniProtKB / Swiss-Prot et/ou UniProtKB / TrEMBL restreintes à l'organisme Pseudomonas (7 

644 563 entrées au 1er mars 2022), à l'organisme Aspergillus oryzae (11 894 entrées au 18 

février 2022) ou à l'organisme Bos Taurus (6 015 entrées au 31 janvier 2022) via le logiciel 

PEAKS® Studio XPro (Bioinformatics Solutions Inc., Waterloo, Canada). Une tolérance de 

masse de 35 ppm et une tolérance MS/MS de 0,2 Da étaient autorisées. Les recherches d'identité 

peptidique ont été effectuées en notifiant le choix de la trypsine comme enzyme et trois sites de 

clivage manqués autorisés ou sans notifier le choix de l'enzyme pour l'analyse respectivement 

protéomique ou peptidomique. L'oxydation variable de la méthionine a également été prise en 

compte. La pertinence des identités des protéines et des peptides a été jugée en fonction de leur 

score d'identification PEAKS® Studio (taux de fausse découverte (FDR) < 1 %). 

Des voies fonctionnelles ont été attribuées aux protéines et peptides identifiés via l’utilisation 

de la plateforme KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa, Goto 2000) 

et MIPS (Munich Information Center for Protein Sequences) (Mewes et al. 2002). Chaque 
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protéine et peptide ont été ainsi entrés dans ces bases de données afin de déterminer leur 

correspondance à différents niveaux, sur la base de 10 voies fonctionnelles retenues :  

- Métabolisme ;  

- Synthèse protéique ;  

- Energie ;  

- Transport ;  

- Organisation cellulaire ;  

- Adressage des protéines ;  

- Défense des cellules, mort cellulaire, vieillissement ;  

- Croissance, division des cellules et synthèse d’ADN ;  

- Transcription ;  

- Inconnu/non caractérisé.  
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3. Résultats 

3.1 Potentiel de production des différents microorganismes 

La taille du génome des différentes souches séquencées est donnée dans le tableau 13. 

Tableau 13 : Taille du génome et taux de GC pour chaque microorganisme considéré : 

Streptomyces sp. S0162, Pseudomonas syringae DSM 10604, Cladosporium cladosporioides 

PNF6. 

Souche Taille du génome 

(pb) 

GC mol% 

Streptomyces sp. S0162 8 535 194 71,8 

P. syringae DSM 10604 6 080 284 58,9 

C. cladosporioides PNF6 34 002 207 52,4 

 

La teneur en GC de 71,8 mol% de la souche environnementale S0162 est conforme à la teneur 

moyenne en GC des espèces du genre Streptomyces (66-78 %) (Kämpfer 2015). La même 

observation peut être faite pour la teneur en GC de C. cladosporioides PNF6, également une 

souche environnementale (NCBI). En outre, il est à noter que la souche Streptomyces sp. S0162 

a été identifiée comme une nouvelle espèce par l’URCA et pourrait posséder un profil de 

métabolites secondaires unique étant donné l'évolution spécifique qui lui est liée. Cependant, 

sa caractérisation ne fera pas l'objet d'une étude ici. 

L'analyse in silico des métabolites secondaires par antiSMASH a prédit la présence de 49 

clusters de gènes biosynthétiques pour Streptomyces sp. S0162, 22 pour P. syringae DSM 

10604 et 27 pour C. cladosporioides PNF6 (Annexe B, tableaux B-1 à B-3). 

Pour Streptomyces sp. S0162 (Annexe B, tableau B-1), les types de métabolites secondaires les 

plus prédits sont les NRPS (quatorze clusters) et les polykétides synthases de type I (neuf 

clusters). Sur 49 clusters, neuf ont été prédits avec une similarité de 100 % ; ils incluent des 

gènes connus qui produisent un sidérophore (desferrioxamine B), des NRP + polykétides 

(tétramate polycyclique macrolactame ou PTM), de la mélanine, un polykétide (alkyrésorcinol), 

un terpène (isorenieratene), des peptides synthétisés par la voie ribosomique et modifiés post-

traduction (RiPP – deux lanthipeptides et de la keywimysine), et de l’éctoïne. Aussi, 12 clusters 

sur les 49 n’ont pas pu être comparés à des clusters codant pour des molécules déjà connues, 

dont par exemple un autre sidérophore, un terpène ou deux RiPP-like. 
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Pour P. syringae DSM 10604 (Annexe B, tableau B-2), les types de métabolites secondaires les 

plus prédits parmi les 22 clusters sont également les NRPS (treize clusters) suivis par les NRPS-

like (six clusters). Six clusters ont été prédits avec une similarité de 100 % ; ceux-ci incluent 

plusieurs NRP, dont la nunapeptine/nunamycine, trois rhizomides (A, B ou C), un 

xenotetrapeptide et un NRP + polykétide, la syringoline A. Seuls quatre clusters n’ont pas été 

comparés à des clusters codant pour des molécules déjà connues. 

Enfin, pour C. cladosporioides PNF6 (Annexe B, tableau B-3), les types de métabolites 

secondaires les plus prédits parmi les 27 clusters sont les NRPS-like (huit clusters), suivies de 

polykétides synthases de type I (sept clusters) et de NRPS (sept clusters). Un seul cluster a été 

prédit avec une similarité de 100 %, un polykétide (mélanine). Pour ce microorganisme, la 

majorité des clusters (23 sur 27) n’ont pu être comparés à des clusters déjà connus. Parmi eux 

se retrouvent les NRPS et NRPS-like mentionnées précédemment, ainsi que des terpènes. 

3.2 Métabolites produits 

3.2.1 Comparaison des spectres 

Plusieurs spectres ont été obtenus à l’issue des analyses en LC-MS Q-TOF (Annexe B, figures 

B-1 à B-7). Ceux-ci permettent de mettre en évidence le fait que le profil de sécrétion de 

métabolites des co-cultures ressemble principalement à un des deux partenaires : celui de P. 

syringae + A. oryzae ressemble à A. oryzae UMIP 1042.72 seul, tout comme celui de 

Streptomyces sp. + A. oryzae. Celui de Streptomyces sp. + C. cladosporioides ressemble, quant 

à lui, à Streptomyces sp. S0162 seul. 

3.2.2 Métabolites sécrétés par les différentes cultures 

a. Production en monocultures 

Le profil de production des microorganismes a pu être étudié et est décrit dans la figure ci-

après. 
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Figure 36 : Répartition des familles putatives de métabolites secondaires dans les monocultures 

des bactéries P.s. : Pseudomonas syringae DSM 10604 et S0162 : Streptomyces sp. S0162, 

déterminées par LC-MS Q-TOF : A) Molécules produites par Pseudomonas syringae DSM 
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10604 seul sur un total de 46 pics. B) Molécules produites par Streptomyces sp. S0162 seul sur 

un total de 47 pics. 

Dans le cas des deux bactéries (Figure 36), des profils de production très différents sont 

observés : pour P. syringae DSM 10604, la majorité des molécules sont inconnues (18/46), 

c’est-à-dire que la formule brute déterminée ne correspond à aucune molécule dans les bases 

de données étudiées. Le deuxième type de molécule le plus abondant sont les amides (7/46). 

Pour Streptomyces sp., la majorité des molécules sécrétées sont des acides carboxyliques et 

dérivés (12/48), suivies par des molécules inconnues (10/48), puis des peptides et dérivés 

d’acide aminé (8/48). Globalement, moins de molécules inconnues sont observées pour 

Streptomyces sp. S0162, mais elles représentent tout de même plus d’1/5 du total. En outre, une 

vitamine produite par Streptomyces sp. S0162 en particulier a pu être identifiée à partir de la 

base de données utilisée : l’acide pantothénique ou vitamine B5 qui est aussi un dérivé d’acide 

carboxylique, de formule C9H17NO5. 
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Figure 37 : Répartition des familles putatives de métabolites secondaires dans les monocultures 

des champignons A.o. : Aspergillus oryzae UMIP 1042.72 et C.c. : Cladosporium 

cladosporioides PNF6, déterminées par LC-MS Q-TOF : A) Molécules produites par 
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Aspergillus oryzae UMIP 1042.72 seul sur un total de 47 pics. B) Molécules produites par 

Cladosporium cladosporioides PNF6 seul sur un total de 44 pics. 

Dans le cas des monocultures de champignons (Figure 37), la majorité des métabolites sécrétés 

par A. oryzae UMIP 1042.72 sont des acides carboxyliques et dérivés (16/47), suivies par des 

molécules inconnues (9/47). Pour C. cladosporioides PNF6, la majorité des composés sont des 

molécules inconnues (19/44), et plus d’un dixième des pics n’ont pas pu être identifiés (aucune 

correspondance en m/z à une formule brute). C. cladosporioides PNF6 produit également une 

quantité importante d’acides carboxyliques (8/44). 

b. Production des co-cultures 

Les profils des métabolites secondaires sécrétés par les trois co-cultures sélectionnées ont 

ensuite été étudiés. 

P. syringae DSM 10604 + A. oryzae UMIP 1042.72 

 

Figure 38 : Répartition des molécules produites dans la co-culture Pseudomonas syringae + 

Aspergillus oryzae ; P.s. : molécules également retrouvées dans le surnageant de la monoculture 

de Pseudomonas syringae DSM 10604, A.o. : molécules également retrouvées dans le 

surnageant de la monoculture de Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, P.s. et A.o. : molécules 

retrouvées dans le surnageant des monocultures de Pseudomonas syringae DSM 10604 et 

Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Co-culture : molécules présentes uniquement dans la co-

culture. 
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On peut noter dans la figure 38 que les molécules sécrétées dans la co-culture de P. syringae + 

A. oryzae sont majoritairement retrouvées dans la production d’A. oryzae UMIP 1042.72 en 

monoculture (25/46). Une très faible proportion se retrouve chez P. syringae DSM 10604 (2/46) 

et aucune molécule ne se retrouve chez les deux partenaires. L’autre proportion importante de 

molécules représente celles qui ne sont retrouvées qu’en co-culture (19/46). 

 

Figure 39 : Répartition des familles putatives de métabolites secondaires produites dans la co-

culture Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae et les monocultures Pseudomonas syringae 

DSM 10604 et Aspergillus oryzae UMIP 1042.72 seules.  

Dans la figure 39, la majorité des molécules (toutes cultures confondues sans regroupement des 

molécules identiques) sont des acides carboxyliques et dérivés, ainsi que des molécules 

inconnues. La plupart des familles retrouvées chez P. syringae DSM 10604, A. oryzae UMIP 

1042.72 et leur co-culture sont ces dernières, mais aussi des peptides et dérivés d’acide aminé, 

des amides, et des amines. En outre, certaines familles sont uniquement présentes dans une 

culture ou éventuellement deux, comme les amines, uniquement présents dans les surnageants 

de la monoculture d’A. oryzae UMIP 1042.72 et la co-culture. 
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Figure 40 : Répartition des familles putatives de métabolites secondaires dans la co-

culture Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae : A) P.s. + A.o. : tous les pics considérés 

(46). B) Seuls les pics détectés uniquement dans la co-culture sont considérés (19). 

1

16

2

7
2

1
1

8

1
6

1

P.s. + A.o.

ion acide carboxylique/carboxylate

amide peptide/dérivé d'acide aminé

ose/oside carbamate/acide carbamique

azole amine

ester molécule inconnue

pic non identifié

4

5

11
1

1

5

1

Nouveaux uniquement en co-culture

acide carboxylique/carboxylate peptide/dérivé d'acide aminé

ose/oside carbamate/acide carbamique

amine ester

molécule inconnue pic non identifié

A 

B 



Chapitre 4 : Analyse des surnageants 

_______________________________________________________ 

164 

 

Si l’on considère l’ensemble des familles de métabolites secondaires sécrétés dans la co-culture 

(Figure 40A), soit 46 molécules, un profil très similaire à celui d’A. oryzae UMIP 1042.72 seul 

est observé, avec une majorité d’acides carboxyliques et de dérivés (16/46), et un nombre 

important de peptides et dérivés d’acide aminé (7/46). Cependant, dans le surnageant de la co-

culture P. syringae + A. oryzae, un nombre plus important d’amines est observé (8/46) par 

rapport à la monoculture A. oryzae UMIP 1042.72 seule (3/47) (Figure 37A). 

Dans les pics uniquement observés en co-culture (Figure 40B), certaines familles de molécules 

sont majoritaires : les peptides et dérivés d’acide aminé (5/19), les molécules inconnues (5/19) 

et les acides carboxyliques et dérivés (4/19). D’autres familles se retrouvent, mais en quantité 

beaucoup moins importante, comme un ose/oside, un dérivé d’ester, un dérivé de carbamate, 

ou encore un dérivé d’amine. En outre, le seul pic non identifié observé en co-culture n’est pas 

détecté dans les monocultures correspondantes. Enfin, une seule molécule a été identifiée de 

façon nominative à travers la base de données : elle a été produite en co-culture uniquement, et 

sa formule brute C10H9NO2 correspondrait à celle de l’acide indole-3-acétique ou auxine, qui 

est un dérivé d’acide carboxylique. 

Streptomyces sp. S0162 + A. oryzae UMIP 1042.72 

 

Figure 41 : Répartition des molécules produites dans la co-culture Streptomyces sp. + 

Aspergillus oryzae ; S0162 : molécules présentes chez Streptomyces sp. S0162, A.o. : 

molécules présentes chez Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, S0162 et A.o. : molécules 

présentes chez Streptomyces sp. S0162 et chez Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Co-culture : 

molécules présentes uniquement dans la co-culture. 
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Dans la figure 41, une bonne partie des molécules sécrétées en co-culture sont là encore 

produites par A. oryzae UMIP 1042.72 (18/48), ou bien par Streptomyces sp. S0162 et A. oryzae 

UMIP 1042.72 (9/48). En outre, une seule molécule présente en co-culture est retrouvée 

uniquement dans la monoculture de Streptomyces sp. S0162. Au total, 20 molécules sur 48 se 

retrouvent uniquement en co-culture, en proportion majoritaire, témoignant encore de la 

synthèse de composés n’étant pas détectés dans les monocultures correspondantes. 

 

Figure 42 : Répartition des familles putatives de molécules produites dans la co-culture 

Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae et les monocultures Streptomyces sp. S0162 et 

Aspergillus oryzae UMIP 1042.72 seules.  

Dans la figure 42 la majorité des molécules retrouvées dans toutes les cultures confondues sont 

encore une fois les acides carboxyliques et dérivés, les molécules inconnues, et les peptides et 

dérivés d’acide aminé. De plus, en considérant les familles ayant plus de cinq pics, des amides 

et des amines sont retrouvés, comme pour le couple précédent, ainsi que des azoles. En outre, 

un grand nombre de familles/groupes se retrouve uniquement dans une culture, en particulier 

chez Streptomyces sp. S0162 (Figure 36B) où l’on retrouve quatre familles/groupes non 

présentes dans la co-culture ou même chez A. oryzae UMIP 1042.72 (Figure 37A). 
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Figure 43 : Répartition des familles putatives dans la co-culture Streptomyces sp. + Aspergillus 

oryzae : A) Tous les pics considérés (48). B) Seuls les pics détectés uniquement dans la co-

culture sont considérés (20). 
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En considérant la co-culture dans son ensemble (Figure 43A), un profil de production similaire 

à A. oryzae UMIP 1042.72 seul est encore observé (Figure 37A). En effet, la majorité des 

métabolites détectés en co-culture Streptomyces sp. + A. oryzae appartiennent aux acides 

carboxyliques (14/48) suivies par les molécules inconnues (10/48) puis des amines (7/48) dont 

le nombre est plus important en co-culture que dans les monocultures (3/48 chez A. oryzae 

UMIP 1042.72 et 1/47 chez Streptomyces sp. S0162 (Figures 37A et 36B respectivement). Dans 

les molécules uniquement retrouvées en co-culture (Figure 43B), les acides carboxyliques sont 

absents : l’intégralité de ces acides est en effet retrouvée chez A. oryzae UMIP 1042.72 en 

monoculture et pour certains également chez Streptomyces sp. S0162 ; la majorité des 

molécules sont inconnues (9/20), suivies par des carbamates et dérivés (2/20) et des peptides et 

dérivés d’acide aminé (2/20). Parmi toutes les molécules synthétisées de novo, la synthèse et la 

sécrétion d’un sidérophore uniquement en co-culture, la desferrioxamine E ou nocardamine 

peut être notée, de formule C27H48N6O9. 

Streptomyces sp. S0162 + C. cladosporioides PNF6 

 

Figure 44 : Répartition des molécules produites dans la co-culture Streptomyces sp. + 

Cladosporium cladosporioides ; S0162 : molécules présentes chez Streptomyces sp. S0162, 

C.c. : molécules présentes chez Cladosporium cladosporioides PNF6, S0162 et C.c. : molécules 

présentes chez Streptomyces sp. S0162 et chez Cladosporium cladosporioides PNF6, Co-

culture : molécules présentes uniquement dans la co-culture. 

Dans la figure 44, plus de la moitié des molécules détectées sont présentes uniquement en co-

culture (25/48). 19 molécules sur 48 sont également présentes chez Streptomyces sp. S0162 et 
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le reste des molécules (4/48) se retrouvent chez Streptomyces sp. S0162 et chez C. 

cladosporioides PNF6. Aucun des principaux métabolites secondaires sécrétés dans la co-

culture n’est retrouvé que chez C. cladosporioides PNF6. La majorité des molécules identifiées 

en co-culture se retrouvent dans le surnageant de monoculture de la bactérie (Streptomyces sp. 

S0162) contrairement aux deux co-cultures précédentes où la majorité des molécules se 

retrouvaient dans le surnageant de monoculture du champignon (A. oryzae). 

 

Figure 45 : Familles putatives des molécules produites dans la co-culture Streptomyces sp. + 

Cladosporium cladosporioides et les monocultures Streptomyces sp. S0162 et Cladosporium 

cladosporioides PNF6 seules.  

Dans la figure 45, la majorité des métabolites sécrétés (toutes cultures confondues) sont là 

encore des acides carboxyliques et dérivés, des molécules inconnues et des peptides et dérivés 

d’acide aminé ; à ceux-ci peuvent être ajoutés les amides et les cétones et corps cétoniques. 

Globalement, la co-culture est celle qui montre le plus grand nombre de familles/groupes non 

retrouvés dans les monocultures, avec trois groupes qui ne sont pas détectés chez Streptomyces 

sp. S0162 ou C. cladosporioides PNF6 seuls : les alkyles, azoles et hydrazines. 
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Figure 46 : Répartition des familles putatives dans la co-culture Streptomyces sp. + 

Cladosporium cladosporioides : A) Tous les pics considérés (48). B) Seuls les pics détectés 

uniquement dans la co-culture sont considérés (25). 
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Si l’on considère la co-culture dans son ensemble (Figure 46A), un profil de types de molécules 

similaire à celui de Streptomyces sp. S0162 seul peut être observé. Dans la co-culture, une 

majorité d’acides carboxyliques (16/48), puis de peptides et dérivés d’acide aminé (8/48) peut 

être observée. Seules 4 molécules sont inconnues dans la co-culture, contre 19 chez C. 

cladosporioides PNF6 et 10 chez Streptomyces sp. S0162 seuls. Cependant, en considérant les 

molécules uniquement présentes dans la co-culture, les 4 molécules inconnues ne sont pas 

détectées dans les monocultures, faisant d’elles le deuxième groupe le plus important après les 

acides carboxyliques et dérivés (8/25). Plusieurs molécules ont pu être identifiées à travers les 

bases de données dans cette co-culture ; l’acide pantothénique produit par Streptomyces sp. 

S0162 est aussi produit dans cette co-culture (alors qu’il n’est pas retrouvé dans la co-culture 

Streptomyces sp. + A. oryzae), et une autre vitamine a pu être identifiée. Il s’agit de la niacine 

ou vitamine B3, qui est un autre acide carboxylique, de formule C6H5NO2. En outre, une autre 

molécule a été identifiée comme pouvant être un métabolite secondaire, la benarthine, un 

peptide de formule C17H25N5O7. 

Globalement, bien que peu de molécules aient été identifiées grâce à la recherche dans les bases 

de données, il est tout de même possible de noter des profils de métabolites sécrétés en co-

cultures qui apparaissent similaires à une des deux monocultures, soit le champignon A. oryzae 

UMIP 1042.72 pour Streptomyces sp. + A. oryzae et P. syringae + A. oryzae ; soit la bactérie 

Streptomyces sp. S0162 pour la co-culture Streptomyces sp. + C. cladosporioides. Dans le cas 

de la co-culture Streptomyces sp. + A. oryzae, près de la moitié des métabolites nouvellement 

produits étaient inconnus dans les bases de données. Enfin, certains métabolites ont été 

identifiés à travers les bases de données et ne sont détectés qu’en co-culture : l’auxine chez P. 

syringae + A. oryzae, la desferrioxamine E chez Streptomyces sp. + A. oryzae et la niacine et la 

benarthine chez Streptomyces sp. + C. cladosporioides. 
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3.3 Analyses protéomiques 

Les analyses protéomique et peptidomique ont uniquement été réalisées pour les surnageants 

des monocultures P. syringae DSM 10604 et A. oryzae UMIP 1042.72 ainsi que pour la co-

culture P. syringae + A. oryzae ; en effet les deux souches sont de collection, leurs génomes 

sont séquencés, ce qui permet l’identification des protéines et peptides (origine et séquence). 

 

Figure 47 : Nombre de hits peptidiques et protéiques en considérant : P.s. : le surnageant de 

monoculture de Pseudomonas syringae DSM 10604, A.o. : le surnageant de monoculture de 

Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Co-culture : le surnageant de la co-culture P.s. + A.o., Co-

culture Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae, P.s. : les protéines et peptides sécrétés par 

Pseudomonas syringae DSM 10604 en co-culture, Co-culture A.o. : les protéines et peptides 

sécrétés par Aspergillus oryzae UMIP 1042.72 en co-culture. 

Dans la figure 47, 13 peptides et protéines sont détectés dans le surnageant de la monoculture 

P. syringae DSM 10604. Ces peptides et protéines correspondent à des séquences protéiques 

connues du genre Pseudomonas ; dans le cas d’A. oryzae UMIP 1042.72, 14 sont retrouvés. En 

co-culture, ce nombre est très supérieur, culminant à 103 correspondances, dont 61 étant 

identifiées comme provenant de P. syringae DSM 10604, et 42 sécrétées par A. oryzae UMIP 

1042.72. 

En s’intéressant aux voies fonctionnelles dans lesquelles sont impliqués ces peptides et 

protéines, des informations intéressantes peuvent être retrouvées, tout d’abord dans le cas de P. 

syringae DSM 10604 et A. oryzae UMIP 1042.72 en monoculture. 
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Figure 48 : Voies fonctionnelles auxquelles appartiennent les protéines et peptides synthétisés 

en monoculture par Pseudomonas syringae DSM 10604 (A) et Aspergillus oryzae UMIP 

1042.72 (B) seules. 
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Dans la figure 48, le détail des voies fonctionnelles permet d’observer que la majorité des 

protéines et peptides retrouvées dans les surnageants des deux monocultures correspondent à 

des protéines impliquées dans le métabolisme et la synthèse protéique, avec respectivement six 

et quatre hits sur 13 y correspondant pour P. syringae DSM 10604 et cinq et quatre hits sur 14 

y correspondant pour A. oryzae UMIP 1042.72. En outre, dans le surnageant de la monoculture 

P. syringae DSM 10604, des protéines sécrétées en rapport avec la croissance de la bactérie 

(1/13) et l’adressage des protéines (2/14) ont pu être identifiées tandis qu’A. oryzae UMIP 

1042.72 exprime en monoculture des protéines des voies fonctionnelles de l’énergie (2/14) et 

du transport (1/14) en plus de la défense des cellules (2/14) sous-entendant la présence d’un 

stress. 

 

Figure 49 : Voies fonctionnelles auxquelles appartiennent les protéines et peptides synthétisés 

par la co-culture Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae. 

Dans la co-culture P. syringae + A. oryzae (Figure 49), les sécrétions protéiques et peptidiques 

appartiennent majoritairement aux voies fonctionnelles du métabolisme (22/103), de la 
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synthèse protéique (19/103) et de l’adressage des protéines (19/103) qui étaient des voies 

fonctionnelles déjà présentes en monoculture. Cependant, de nouvelles voies sont apparues, 

telles que la défense des cellules (13/103), l’organisation cellulaire (5/103). En particulier, 4 

hits correspondent à des protéines dont l’activité n’a pas encore été caractérisée. 

 

 

Figure 50 : Voies fonctionnelles auxquelles appartiennent les peptides et protéines identifiés 

comme étant synthétisés par Pseudomonas syringae DSM 10604 et Aspergillus oryzae UMIP 

1042.72 lorsqu’ils sont en co-culture. 
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Pour chacun des microorganismes impliqués dans la co-culture, la figure 50 présente le détail 

des protéines et de peptides sécrétées dans le surnageant de co-culture. Des réponses 

différentielles des microorganismes en co-culture sont ainsi observées, par rapport aux 

monocultures mais aussi entre eux. P. syringae DSM 10604 présente une majorité de hits 

correspondant à l’adressage des protéines (14/61), la synthèse protéique (12/61), mais aussi le 

métabolisme (11/61) et la défense des cellules (11/61). Il apparait qu’en co-culture, P. syringae 

DSM 10604 exprime des protéines impliquées dans la synthèse et le contrôle de protéines ainsi 

que vers une réponse à un stress. 

Dans le cas d’A. oryzae UMIP 1042.72, les protéines impliquées dans le métabolisme sont 

particulièrement exprimées lors de la co-culture (11/42), suivie par l’expression de protéines 

impliquées dans la synthèse protéique (7/42) et la production d’énergie par le champignon 

(6/42). La croissance et la division des cellules représente une part plus importante chez le 

champignon que chez P. syringae DSM 10604 (4/42 contre 1/61 pour P. syringae DSM 10604). 

En outre, A. oryzae UMIP 1042.72 présente des peptides et protéines appartenant à la voie de 

la transcription. Aussi, A. oryzae UMIP 1042.72 semble se tourner vers la synthèse de 

métabolites ainsi que la croissance ; il montre également une réponse au stress, cependant 

moindre en comparaison avec P. syringae DSM 10604 (4/42 contre 11/61). 
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Figure 51 : Voies fonctionnelles auxquelles appartiennent les peptides et protéines identifiés 

comme étant synthétisés par Pseudomonas syringae DSM 10604 et Aspergillus oryzae UMIP 

1042.72 uniquement dans la co-culture. 

Si l’on s’intéresse à présent aux protéines uniquement détectées en co-culture (Figure 51), pour 

P. syringae DSM 10604, les protéines et peptides synthétisés sont majoritairement liés à la 

défense des cellules (11/48) et à l’adressage des protéines (13/48), confirmant la mise en place 

d’une réponse particulièrement liée au contrôle des protéines et à la protection de P. syringae 

DSM 10604 en présence d’A. oryzae UMIP 1042.72. Pour ce dernier, le métabolisme ressort 

en premier (9/28), suivi de la croissance et de la division des cellules (4/28) ainsi que l’adressage 

des protéines. En outre, une protéine non caractérisée est retrouvée. Aussi la réponse d’A. 

oryzae UMIP 1042.72 en présence de P. syringae DSM 10604 semble être la synthèse de 

métabolites ou l’activation de voies métaboliques en particulier et la croissance du champignon.  

Il est possible, en plus de ces observations liées aux voies fonctionnelles, de regarder plus en 

détail ce qui a été sécrété par les différents microorganismes en monoculture et en co-culture 

(Tableau 14). 
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Tableau 14 : Nombres de hits liés aux différentes voies fonctionnelles pour Pseudomonas syringae DSM 10604 et Aspergillus oryzae UMIP 

1042.72 en monoculture, en co-culture, ainsi que les nouvelles sécrétions uniquement retrouvées en co-culture. 

Voies fonctionnelles P.s. seul A.o. seul P.s. co-

culture 

A.o. co-

culture 

P.s. co-

culture NU 

A.o. co-

culture NU 

Métabolisme       

Métabolisme des composés carbonés et des glucides       

Utilisation des composés carbonés et des glucides 3 3 3 6 1 5 

Autres activités de métabolisme des composés carbonés et des glucides    1  1 

Métabolisme des acides aminés       

Biosynthèse des acides aminés 1   1       

Dégradation des acides aminés (catabolisme)       2   2 

Métabolisme des vitamines, cofacteurs et groupes prosthétiques           

Biosynthèse des vitamines, cofacteurs et groupes prosthétiques   1         

Métabolisme des nucléotides        

Dégradation des polynucléotides     1   1   

Autres activités de métabolismes des nucléotides   1         

Métabolisme des lipides, acides gras et isoprénoïdes     4   4   

Synthèse protéique       

Protéines ribosomiques 4 2 8 1     

Traduction        

Initiation      2   2   
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Elongation   2 2 5 2   

Autres activités de traduction    1  1 

Défense des cellules, mort cellulaire, vieillissement        

Réponse de stress   2 10 4 10   

Réparation d'ADN     1   1   

Energie        

Respiration   2 2 6 2 3 

Glycolyse et gluconéogénèse     1   1   

Autres activités de génération d'énergie     2   2   

Transport        

ATPase membranaire   1         

Transporteurs ABC     1 1 1 1 

Autres transporteurs     2   2   

Organisation cellulaire         

Organisation de la paroi cellulaire     1 2 1 2 

Organisation de la membrane plasmique     2   2   

Croissance et division des cellules, synthèse d'ADN       

Synthèse et réplication d'ADN     1   1   

Recombinaison et réparation de l'ADN 1           

Bourgeonnement, polarité des cellules et formation de filaments       2   2 

Contrôle du cycle cellulaire et mitose       2   2 
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Transcription          

Synthèse d'ARNt       1   1 

Autres activités de transcription    1  1 

Adressage des protéines       

Repliement et stabilisation des protéines 2   9 2 8 2 

Transport des protéines     1   1   

Protéolyse 2   1 3   3 

Autres activité d’adressage des protéines   4  4  

Inconnu/non caractérisé     2 2 2 2 

Total 13 14 61 42 48 28 
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Dans le tableau 14, comme dans les figures précédentes, la co-culture a induit l’activation de 

voies fonctionnelles très diversifiées pour P. syringae DSM 10604 et A. oryzae UMIP 1042.72. 

L’une des voies majoritaires est l’utilisation des composés carbonés et des glucides pour les 

deux microorganismes, que ce soit en mono- ou en co-culture. En outre, le métabolisme des 

lipides et des acides gras prend également de l’importance chez P. syringae DSM 10604 en co-

culture. Quant à A. oryzae UMIP 1042.72, son métabolisme s’oriente vers la dégradation des 

acides aminés en co-culture. Dans le détail de la synthèse protéique, qui est une autre voie 

fonctionnelle importante pour P. syringae DSM 10604 et A. oryzae UMIP 1042.72, une 

importance des protéines ribosomiques pour P. syringae DSM 10604 est remarquée, que ce soit 

en co-culture ou en monoculture, tandis que la traduction (avec des facteurs d’élongation) est 

plus représentée chez A. oryzae UMIP 1042.72. Si l’on s’intéresse à la défense des cellules, la 

réponse de P. syringae DSM 10604 en co-culture est en rapport avec un stress subi mais aussi 

avec la réparation d’ADN ; pour A. oryzae UMIP 1042.72, seule une réponse au stress est 

observée. Pour l’énergie, l’activité majoritaire pour A. oryzae UMIP 1042.72 est dans la 

respiration cellulaire que ce soit en mono- ou co-culture, tandis que pour P. syringae DSM 

10604, la co-culture impacte l’ensemble des voies énergétiques impliquées depuis la glycolyse 

et la gluconéogénèse jusqu’à la respiration. La voie fonctionnelle de l’organisation cellulaire, 

qui apparaît uniquement en co-culture, met également en jeu des protéines et peptides de la 

paroi cellulaire pour A. oryzae UMIP 1042.72, et de la paroi et de la membrane cellulaire pour 

P. syringae DSM 10604. La croissance cellulaire chez P. syringae DSM 10604 concerne les 

voies fonctionnelles de la synthèse et réplication de l’ADN en co-culture (et de la 

recombinaison et réparation de l’ADN en monoculture) ; dans le cas d’A. oryzae UMIP 

1042.72, elle concerne la multiplication cellulaire en particulier (bourgeonnement des cellules, 

mitose). Pour l’adressage des protéines, l’activité majoritaire retrouvée chez P. syringae DSM 

10604 en monoculture et pour laquelle le plus de protéines et peptides en co-culture sont 

retrouvés est le repliement des protéines, tandis que chez A. oryzae UMIP 1042.72, l’activité 

majoritaire et nouvelle en co-culture est une activité de protéolyse. Une activité de transcription 

est en outre uniquement retrouvée chez A. oryzae UMIP 1042.72 en co-culture, impliquant entre 

autres la synthèse d’ARNt. 

L’étude des protéines et peptides synthétisés par le couple P. syringae + A. oryzae en co-culture 

a pu montrer une activité différente entre les deux microorganismes, indiquant une réponse de 

stress, une synthèse de protéines accrue ainsi qu’un travail sur le repliement de ces dernières 

chez P. syringae DSM 10604, impliquant un certain nombre de protéines chaperons et de 



Chapitre 4 : Analyse des surnageants 

_______________________________________________________ 

181 

 

chaperonines, tandis qu’en co-culture A. oryzae UMIP 1042.72 présente une respiration 

cellulaire accrue, mais aussi une multiplication des cellules, et une activité de protéolyse et de 

dégradation d’acides aminés.   
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4. Discussion 

A travers les études de clusters, il a été possible de déterminer un potentiel de production de 

microorganismes chez Streptomyces sp. S0162, C. cladosporioides PNF6 et P. syringae DSM 

10604. Streptomyces sp. S0162 a présenté le plus de clusters codant pour des métabolites 

secondaires, ce qui est attendu pour une souche appartenant à ce genre (Omura et al. 2001). 

Parmi les clusters identifiés se retrouvent des NRPS et des PKS (polykétides synthases), qui 

sont respectivement impliquées dans la synthèse de NRP et de polykétides, métabolites 

secondaires connus pour leurs activités antimicrobiennes (Esmaeel et al. 2018). En particulier, 

des clusters correspondent, parmi les pourcentages de similarité égaux à 100 % à des molécules, 

à la synthèse de molécules possédant des activités biologiques diverses. C’est le cas des PTM, 

connus comme étant des métabolites secondaires cryptiques notamment chez plusieurs espèces 

de Streptomyces dont Streptomyces griseus (Luo et al. 2013), et qui possèdent des activités 

cytotoxiques et antimicrobiennes (Hou et al. 2020). Les alkylrésorcinols sont quant à eux des 

métabolites secondaires possédant des activités antioxydantes, d’inhibition de croissance, 

notamment microbienne, et pouvant interagir avec les protéines ainsi que les membranes des 

microorganismes (Stasiuk, Kozubek 2010). Les deux lanthipeptides identifiés chez 

Streptomyces sp. S0162 sont impliqués dans la synthèse de mycélium (Ueda et al. 2002) et dans 

des possibles activités antibiotiques. La keywimysine, un autre RiPP, est un peptide lasso qui 

peut avoir une activité antimicrobienne (Maksimov, Link 2014). Le terpène isoréniératène est 

un caroténoïde qui a des propriétés antioxydantes (Krügel et al. 1999). L’ectoïne est une 

molécule avec des propriétés osmoprotectrices. La mélanine, également retrouvée ici, possède 

une activité protectrice contre de nombreux stress environnementaux, tels que la radiation, les 

températures extrêmes, la sècheresse, l’exposition aux métaux lourds ou encore le stress 

oxydatif (Li et al. 2018). La desferrioxamine B est quant à elle un sidérophore (Barona-Gómez 

et al. 2004). Plusieurs sidérophores se retrouvent dans les clusters identifiés, même pour des 

niveaux bas de similarité, comme la coelicheline (Barona-Gómez et al. 2004) ou un des clusters 

ne se retrouvant pas dans ceux connus chez Streptomyces (Annexe B, tableau B-1). 

Dans les molécules décrites, des activités liées à la réponse à des stress (osmotique, de chaleur, 

d’oxydation) se retrouvent. En outre, des molécules liées à des interactions antagonistes 

possédant des activités antimicrobiennes ou antibiotiques sont également identifiées. Un grand 

nombre de ces clusters ne codent pas pour des molécules connues et décrites chez d’autres 

Streptomyces, mais appartiennent à des types similaires à ceux décrits, ce qui fait de 
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Streptomyces sp. S0162 un excellent candidat pour la recherche de métabolites secondaires 

grâce à la co-culture (Ibrahimi et al. 2020; Yu et al. 2019). 

Dans le cas de P. syringae DSM 10604, la majorité des métabolites secondaires connus 

correspondant aux clusters identifiés sont des NRP ou des polykétides. La nunapeptine et la 

nunamycine, deux NRP sont identifiés avec certitude et présentent des activités antifongiques. 

Il a été montré que leur synthèse est induite par la présence de champignons consécutivement 

à la détection de molécules carbonées issues de ces derniers (Christiansen et al. 2020; Hennessy 

et al. 2017). Les rhizomides sont d’autres NRP connus pour leurs activités antitumorales et 

activités antimicrobiennes (Wang et al. 2018). La syringoline est un NRP facteur de virulence 

de P. syringae pour lequel une activité d’inhibition du protéasome des eucaryotes a été 

rapportée (Krahn et al. 2011). Enfin, les xénotétrapeptides, également NRP, ont été retrouvés 

et synthétisés chez plusieurs bactéries, cependant leur activité n’est pas connue (Kegler et al. 

2014; Liu et al. 2021). Parmi les autres NRP se retrouvent plusieurs métabolites secondaires 

possédant une activité antifongique. C’est par exemple le cas de la fragine qui peut inhiber la 

croissance des plantes (Tamura et al. 1967) et possède également une activité antifongique 

notamment contre F. solani (Jenul et al. 2018; Sieber et al. 2020). Un autre exemple est la 

pyoverdine, un sidérophore fluorescent produit par plusieurs espèces de Pseudomonas (Visca 

et al. 2007) dont P. syringae (Taguchi et al. 2010). Plusieurs clusters de P. syringae DSM 10604 

ont été déterminés comme codant pour cette molécule, avec cependant une similarité faible (de 

3 % à 12 %). Contrairement à Streptomyces sp. S0162, les clusters ne codant pas pour des 

métabolites secondaires connus sont peu nombreux. En effet, la souche de P. syringae DSM 

10604 est bien décrite et étudiée. Ces clusters correspondent par exemple à la réponse à un 

stress osmotique pour le cluster NAGGN, impliqué dans la synthèse de N-γ-acetylglutaminyl 

glutamine 1-amide (Seip et al. 2011) ou à des molécules signal comme les hserlactones – 

homosérine lactones – impliquées dans le quorum sensing (Winson et al. 1995) et donc dans 

les interactions entre la bactérie et son environnement. 

La mélanine chez C. cladosporioides est reconnue pour son rôle de protection contre les stress 

environnementaux. Ce métabolite secondaire est également lié à la persistance des spores et des 

sclérotes de champignon dans l’environnement ainsi que la virulence des phytopathogènes et 

la pénétration de leurs appressoria dans les plantes (Butler et al. 2005). D’autres métabolites 

secondaires peuvent être supposés sur la base des clusters reconnus chez C. cladosporioides 

PNF6 : la cercosporine est une toxine photosensibilisante retrouvée chez des champignons 

phytopathogènes (Daub, Ehrenshaft 2000). La monacoline K ou lovastatine est un 
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hypolipidémiant dont l’activité antifongique via la régulation de la synthèse d’ergostérol a été 

rapportée (Zhou et al. 2018). La néosartorine a elle été étudiée pour son activité antibactérienne 

à large spectre contre des bactéries à Gram positif (Ola et al. 2014). La majorité des clusters 

chez C. cladosporioides PNF6 codent cependant pour des métabolites secondaires inconnus. 

Néanmoins, beaucoup de clusters pourraient correspondre à la synthèse de NRP, dont des 

possible lipoprotéines ou des sidérophores. Aussi ses interactions avec d’autres 

microorganismes pourraient conduire à la synthèse de nouveaux composés qui n’ont pas encore 

été décrits. 

Dans le cas d’A. oryzae, aucune recherche de clusters codant pour des métabolites secondaires 

n’a été réalisée. En effet, ce champignon étant couramment utilisé dans des processus de 

fermentation, ses productions métaboliques sont très bien décrites (Frisvad et al. 2018). Il a un 

profil de production similaire à celui d’A. flavus, mais ne produit pas de mycotoxines est n’est 

pas pathogène (Barbesgaard et al. 1992). Les métabolites sécrétés par A. oryzae sont donc 

similaires aux productions des espèces d’Aspergillus utilisées en biocontrôle décrites dans la 

synthèse bibliographique (Chapitre 1 partie 5.1.2). Parmi les métabolites secondaires présentant 

des activités antifongiques, l’asperfurane inhibe la synthèse de la chitine (Pfefferle et al. 1990) 

et le flufurane (Lee et al. 2016) possède également une activité antifongique (Evidente et al. 

2009). L’acide heptelidique ou acide koningique est un sesquiterpène antibiotique dont la 

production a été également identifiée chez A. oryzae (Shinohara et al. 2019; Lee et al. 2016). 

Un inhibiteur des protéases à cystéine, la kojistatine (un NRP-polykétide), peut aussi être 

produit par A. oryzae (Sato et al. 1996) permettant donc une protection contre une protéolyse 

non maîtrisée ou extérieure, les protéases à cystéine se retrouvant dans une grande variété 

d’organismes dont des virus ou des bactéries (Turk et al. 2002). L’acide kojique, qui a été le 

premier métabolite secondaire identifié chez A. oryzae possède des activités antibiotiques et 

antioxydantes et est un inhibiteur de la tyrosinase, impliquée dans la synthèse de mélanine 

(Terabayashi et al. 2010; Cabanes et al. 1994). Les miyakamides, molécules antibiotiques, 

pourraient également être produites par des NRPS chez A. oryzae (Kjærbølling et al. 2020). Le 

séquençage et l’annotation des gènes d’A. oryzae par Machida et al. a en outre permis de mettre 

en avant la diversité et la capacité de production de ce champignon par rapport aux autres 

Aspergilli, comprenant un grand nombre de gènes codant pour des enzymes impliquées dans la 

dégradation de toxines, des enzymes hydrolytiques, des cytochromes P450 ou encore des 

protéases, protéinases et peptidases (Machida et al. 2005). Aussi, A. oryzae présente, comme 

les autres microorganismes sélectionnés, un grand nombre de métabolites secondaires pouvant 
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être produits lors d’interactions avec d’autres microorganismes ou avec un environnement 

présentant des conditions de stress pour le champignon. 

Les résultats des analyses de BGC ainsi que les apports bibliographiques dans la discussion 

confirment que les souches microbiennes sont des réservoirs de métabolites secondaires dont 

la synthèse est encore méconnue mais dont le potentiel est certain d’après les approches de 

bioinformatique. Cela s’observe avec Streptomyces sp. S0162 et C. cladosporioides PNF6 tout 

particulièrement. 

Les analyses en Q-TOF ont pu mettre en évidence un certain nombre de familles et groupes se 

retrouvant dans les différentes mono- et co-cultures : les acides carboxyliques, peptides et autres 

dérivés d’acides aminés, les amides et les amines. Ce type de molécules se retrouve très souvent 

dans les productions de microorganismes, comme cela a pu être vu dans les paragraphes 

précédents ainsi que la synthèse bibliographique. En particulier, un certain nombre de 

métabolites bioactifs et notamment antifongiques possèdent des groupements acides 

carboxyliques, comme l’acide heptelidique produit par A. oryzae (Lee et al. 2016) ou l’acide 

phenazine-1-carboxylique produit par P. aeruginosa (Moussa et al. 2020). En outre, des 

métabolites antioxydants comme les vitamines sont aussi des acides carboxyliques. En ce qui 

concerne les peptides et autres dérivés, un très grand nombre de NRP ont été rapportés dans ce 

chapitre comme pouvant être synthétisés par P. syringae DSM 10604, Streptomyces sp. S0162 

et C. cladosporioides PNF6, ainsi que par A. oryzae via la littérature, possédant également des 

activités antibiotiques ou antifongiques. Des RiPP ont également été décrits, comme les 

lanthipeptides. Les molécules contenant des amides et des amines ont également été décrites 

pour leur activité antimicrobienne, souvent en tant que dérivés d’autres molécules bioactives 

comme des amines ou amides d’alcaloïdes par exemple (Zhang et al. 2012). 

Les carbamates sont des familles de molécules qui sont largement utilisées comme pesticides. 

Dans nos travaux, ils ne sont retrouvés que chez les bactéries en monoculture et les co-cultures ; 

ceux présents en co-culture ne le sont pas en monoculture pour Streptomyces sp. + A. oryzae et 

P. syringae + A. oryzae, ce qui suppose une synthèse de novo de ces composés en présence d’A. 

oryzae. Les carbamates, bien que rares dans la nature, peuvent être produits par des 

microorganismes, par exemple chez une espèce de Streptomyces produisant un alcaloïde 

carbamate possédant une activité antibactérienne (Fang et al. 2021). Certains groupes de 

molécules ne se retrouvent que dans les surnageants de co-cultures, comme un ester chez P. 

syringae + A. oryzae et Streptomyces sp. + A. oryzae, et des alkyles, hydrazines et azoles chez 

Streptomyces sp. + C. cladosporioides. Les esters sont eux-mêmes des dérivés d’acide 
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carboxylique. Un grand nombre de molécules antifongiques possèdent une fonction ester (Xu 

et al. 2022; Pinto et al. 2017), ou leur estérification est étudiée pour une amélioration de leur 

solubilité (Howarth et al. 1975). Les fonctions alkyles se retrouvent également dans plusieurs 

composés antifongiques, avec la longueur de la chaîne alkyle ayant une influence sur l’activité 

observée (Suárez-Quiroz et al. 2013; Li et al. 2005). Les hydrazines et hydrazides se retrouvent 

assez rarement dans la nature, mais peuvent tout de même être produits par des 

microorganismes (Le Goff, Ouazzani 2014) dont des bactéries comme Streptomyces (Matsuda 

et al. 2018). Plusieurs molécules contenant des groupes hydrazines ont montré une très bonne 

activité antifongique (Li et al. 2016; Lv et al. 2020; Zhang et al. 2021). Enfin, les azoles se 

retrouvent classiquement dans les fongicides chimiques, mais sont également synthétisés par 

des microorganismes (Fontana 2010). Leur activité antifongique est bien décrite et une synergie 

avec des produits naturels tels que les huiles essentielles a été rapportée (Tullio et al. 2019; J. 

Wang et al. 2021).  

L’étude des principaux métabolites secondaires détectés en Q-TOF dans les surnageants de 

mono- et de co-cultures s’est principalement intéressée à la détermination de la formule brute 

de ces composés, et l’identification de ses composés dans les bases de données de molécules 

s’est limitée à 10 composés par formule brute. Très peu d’identifications ont pu être réalisées 

sur la base des formules brutes, malgré l’enrichissement des bases de données par les 

métabolites secondaires discutés précédemment. Plusieurs métabolites secondaires sont 

uniquement détectés en co-culture, tels que l’auxine, chez P. syringae + A. oryzae, le 

sidérophore desferrioxamine E chez Streptomyces sp. + A. oryzae, et la vitamine B3 ainsi que 

la bénarthine chez Streptomyces sp. + C. cladosporioides. La production d’auxine a déjà été 

rapportée chez des espèces de Pseudomonas, et notamment chez P. syringae (Glickmann et al. 

1998). En plus d’être une hormone promouvant la croissance des plantes, l’auxine a une activité 

antimicrobienne et notamment antifongique contre des phytopathogènes (Khare, Arora 2010). 

La desferrioxamine E est un acide hydroxamique et sidérophore tout comme la desferrioxamine 

B dont la production par Streptomyces sp. S0162 avait été prédite grâce à la détermination de 

clusters de gènes synthétisant des métabolites secondaires. Aussi, il est possible que le cluster 

de gènes identifié comme codant pour un sidérophore 100 % similaire à la desferrioxamine B 

ait été impliqué dans la synthèse de la desferrioxamine E. Ce sidérophore a déjà été identifié 

dans une autre co-culture de Streptomyces lunalinharesii et Rhizoctonia solani (Maimone et al. 

2021) où la croissance du champignon R. solani a été inhibée par S. lunalinharesii. En outre, la 

desferrioxamine E retrouvée en co-culture a été produite par S. lunalinharesii. Les 
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desferrioxamines, principaux sidérophores produits par Streptomyces, ont été décrites pour leur 

activité antifongique (Jarmusch et al. 2021). La vitamine B3 est un composé antioxydant, 

également reconnu pour son aptitude à inhiber certaines activités microbiennes comme la 

production de métabolites notamment (Jin et al. 2022). La vitamine B5 a aussi été identifiée 

chez Streptomyces sp. S0162 et Streptomyces sp. + C. cladosporioides, cependant non détectée 

chez Streptomyces sp. + A. oryzae supposant une inhibition de sa production ou sa dégradation 

par le champignon. Enfin, la bénarthine est un métabolite secondaire connu pour son activité 

antibactérienne, par l’inhibition de la pyroglutamyl peptidase (Aoyagi et al. 1992). Aussi, les 

métabolites identifiés ainsi que les familles de molécules uniquement retrouvées dans les co-

cultures possèdent des activités biologiques, supposant un certain type d’interaction, qui semble 

antagoniste entre la bactérie et le champignon, avec des métabolites liés à des activités 

antifongiques ou antioxydantes, ou encore à une compétition entre les deux partenaires de 

culture. 

Les surnageants de P. syringae DSM 10604, de A. oryzae UMIP 1042.72 et de leur co-culture 

ont fait l’objet d’analyses supplémentaires, pour la détermination des protéines et peptides 

sécrétés en co-culture mais également lors de la monoculture de la bactérie et du champignon. 

A travers une étude des voies fonctionnelles auxquelles les protéines et peptides appartenaient, 

il a été possible de déterminer qu’en monoculture et en co-culture, les comportements d’A. 

oryzae UMIP 1042.72 et P. syringae DSM 10604 sont très différents. En monoculture, les deux 

microorganismes présentent des voies fonctionnelles orientées vers le métabolisme des 

composés carbonés et la synthèse protéique. En co-culture, les profils observés sont différents. 

La co-culture de P. syringae DSM 10604 et A. oryzae UMIP 1042.72 induit par exemple 

l’expression par P. syringae DSM 10604 de protéines liées à la réponse au stress. En particulier, 

l’alkyl hydroxyde réductase sert de protection contre le stress oxydatif (Panmanee, Hassett 

2009). Un ensemble de protéines chaperons retrouvées également en co-culture, les protéines 

GrpE et DnaK – qui sont habituellement en association avec DnaJ, non identifiée dans cette 

étude – sont impliquées dans la réponse aux stress, notamment osmotique et lié aux 

températures élevées ; elles régulent également la synthèse de lipopeptides chez P. putida 

(Dubern et al. 2005) et de sidérophores chez P. fluorescens (Song et al. 2014). Un certain 

nombre de protéases sont également synthétisées par P. syringae DSM 10604 en co-culture, 

dont des protéases caséinolytiques ; la protéase caséinolytique ClpP chez P. fluorescens régule 

la synthèse des lipopeptides (de Bruijn, Raaijmakers 2009). Il est possible qu’en plus d’un rôle 

de régulation de stress, les nombreuses protéines produites en co-culture soient liées à la 
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synthèse de lipopeptides, pouvant ainsi expliquer la proportion importante de peptides et 

dérivés synthétisés de novo dans la co-culture (Figure 40B). La peptidyl-prolyl cis-trans 

isomérase, une autre protéine chaperon uniquement retrouvée dans la co-culture, a été rapportée 

comme éliciteur de défense des plantes contre des pathogènes fongiques (Shumilina et al. 2006; 

Voinova et al. 2021). La réponse d’A. oryzae UMIP 1042.72 à la co-culture avec P. syringae 

DSM 10604 se traduit chez le champignon par la production de protéines liées à la synthèse 

d’ADN et la multiplication cellulaire. Les seules protéines liées à une réponse de stress qui sont 

produites sont des HSP et des chaperonines, aussi retrouvées en monoculture. Il est intéressant 

de noter que chez les deux microorganismes, des protéines liées à l’organisation de la paroi 

cellulaire (des mannoprotéines chez A. oryzae UMIP 1042.72) ou de la membrane plasmique 

(de possibles lipoprotéines chez P. syringae DSM 10604) sont retrouvées, supposant une lyse 

cellulaire de chaque partenaire. Chez les deux microorganismes en co-culture, l’apparition de 

protéines non caractérisées ou ayant une activité inconnue est observée, supposant que 

l’expression de gènes restés silencieux en monoculture serait induite par la mise en présence et 

le contact de P. syringae DSM 10604 et d’A. oryzae UMIP 1042.72. Globalement, les 

comportements observés chez les deux microorganismes mènent à l’hypothèse suivante : en co-

culture, dans les conditions choisies, A. oryzae UMIP 1042.72 prend le dessus sur P. syringae 

DSM 10604, présentant une meilleure croissance et une production en outre de molécules 

pouvant dégrader les acides aminés et les protéines. P. syringae DSM 10604 montre une 

synthèse protéique importante, un métabolisme tourné vers les lipides et acides gras, et une 

réponse de stress importante, dont les composants pourraient être impliqués dans la régulation 

de la synthèse de lipopeptides à possible activité antifongique. Les deux microorganismes 

produiraient des métabolites pouvant dégrader la paroi cellulaire et/ou la membrane plasmique, 

expliquant les mannoprotéines et lipoprotéines qui sont retrouvées en co-culture. Cette 

hypothèse se vérifie par le fait que le profil de production de métabolites par P. syringae + A. 

oryzae ressemble à celui d’A. oryzae UMIP 1042.72, et que la majorité des molécules trouvées 

en co-culture sont soit aussi présentes chez A. oryzae UMIP 1042.72 soit synthétisées de novo 

en co-culture. 
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5. Conclusion 

Les différentes analyses réalisées dans ce chapitre sur les couples bactérie-champignon les plus 

performants déterminés dans le chapitre de criblage ont apporté un grand nombre 

d’informations : tout d’abord, le potentiel de production de métabolites secondaires des souches 

considérées. Les analyses en Q-TOF ont ensuite permis de déterminer qu’une grande partie des 

métabolites considérés en co-culture étaient synthétisé de novo, et que la majorité des 

métabolites sécrétés étaient des acides carboxyliques, des dérivés de peptides ou des molécules 

inconnues, dont la formule brute ne correspondait à aucune référence dans les bases de données 

étudiées. C’est particulièrement le cas pour les souches environnementales Streptomyces sp 

S0162 et C. cladosporioides PNF6 qui, en considérant également leur potentiel de production 

déterminé par étude de leurs BCG, apparaissent comme prometteuses dans le cadre de la 

poursuite de ces études. En outre, pour chaque co-culture, certaines familles ou fonctions n’ont 

pas été détectées en monoculture. 

En particulier, plusieurs molécules connues pour leur activité antifongique ou antimicrobienne 

ont été uniquement identifiées en co-culture sur la base de leur formule brute : de l’auxine chez 

P. syringae + A. oryzae, un sidérophore, la desferrioxamine E, chez Streptomyces sp. + A. 

oryzae (dont la production a pu être prédite par analyse de clusters) et la niacine et la bénarthine 

chez Streptomyces sp. + C. cladosporioides. La synthèse de novo de tels composés 

biologiquement actifs a été possible grâce aux interactions entre les différents microorganismes 

impliqués en co-culture. La nature de leurs activités – antioxydantes, antifongiques ou 

antibactériennes – implique des interactions antagonistes générées en co-culture. 

Enfin, l’étude protéomique et peptidique d’une seule co-culture, P. syringae + A. oryzae, a 

permis de comprendre un peu mieux les interactions entre les deux microorganismes ; les voies 

fonctionnelles auxquelles correspondent les différentes protéines et peptides uniquement 

synthétisés et sécrétés en co-culture supposent une interaction antagoniste, où A. oryzae UMIP 

1042.72 a pris le dessus, mais également où P. syringae DSM 10604 et sa machinerie cellulaire 

sont encore actifs. 

Les résultats montrent pour toutes les co-cultures une activation possible de clusters de gènes 

silencieux, avec la présence de métabolites inconnus en Q-TOF et de protéines non caractérisées 

en protéomique. 
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1. Conclusion générale 

Le biocontrôle se présente depuis plusieurs années, et ce de plus en plus, comme une solution 

de première ligne pour remplacer les fongicides de synthèse : il offre en effet des moyens de 

lutte possédant une bonne efficacité sans les inconvénients retrouvés chez les fongicides de 

synthèse comme la résistance, la toxicité et la rémanence dans l’environnement. De plus, dans 

la lutte contre F. oxysporum et F. graminearum, deux phytopathogènes majeurs, les solutions 

de biocontrôle demeurent un avantage crucial là où la plupart des alternatives restent les bonnes 

pratiques agricoles plutôt que des fongicides de synthèse, dont l’efficacité est de moins en 

moins importante. 

En particulier, les métabolites produits par les microorganismes suscitent un intérêt toujours 

grandissant, de par leurs applications nombreuses. Leur utilisation dans le biocontrôle afin de 

lutter contre les phytopathogènes fongiques est de plus en plus développée, notamment grâce à 

la découverte de nouvelles souches dans l’environnement et de nouvelles molécules bioactives 

néfastes pour les pathogènes mais sans effet voire ayant des effets bénéfiques pour les plantes. 

Ici, l’intérêt s’est porté sur la co-culture de bactéries et de champignons dans l’objectif de 

trouver de nouvelles activités antifongiques contre une souche de F. oxysporum et de levure (S. 

cerevisiae). La première étape de cette étude a porté sur le choix des microorganismes qui 

seraient mis en co-culture, ceux-ci sélectionnés sur la base d’un état de l’art sur ce qui est utilisé 

en biocontrôle, notamment contre des espèces pathogènes de Fusarium. Cette sélection a mené 

au choix raisonné de cinq souches bactériennes (Bacillus subtilis ATCC 21332, Pseudomonas 

syringae DSM 10604, Dietzia sp. DM01, Streptomyces coelicolor M145 et Streptomyces sp. 

S0162) et cinq souches fongiques (Pseudozyma aphidis DSM 1247, Trichoderma harzianum 

Rifai MUCL 29707, Aspergillus oryzae UMIP 1042.72, Cladosporium cladosporioides PNF 6 

et Fusarium oxysporum BRCR7), ainsi qu’au choix de trois conditions de milieux dans lesquels 

tout ou partie des microorganismes pouvaient se développer, deux milieux riches (NB et LB) 

et un milieu minimum (GMM) afin d’induire des comportements différentiels de production.  

Les co-cultures en microbioréacteur lors de la première phase de criblage se sont révélées plus 

actives que les monocultures contre les cibles choisies ; treize co-cultures sur vingt-cinq ont 

montré une activité contre au moins une des deux cibles. Après la deuxième phase de criblage, 

trois couples particulièrement performants ont été retenus : P. syringae + A. oryzae, 

Streptomyces sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. cladosporioides. En particulier, 

Streptomyces sp. + C. cladosporioides a montré une activité synergique contre F. oxysporum, 
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et Streptomyces sp. + A. oryzae additive. Cette synergie et cette additivité n’ont pas été 

retrouvées après modification de l’agitation de la culture, dénotant l’influence des conditions 

de culture sur la production de métabolites secondaires par les différents microorganismes 

impliqués. De plus, l’activité de Streptomyces sp. + A. oryzae en milieu liquide contre F. 

oxysporum est stable dans le temps, jusqu’à cinq jours. Dans le cas de Streptomyces sp. + C. 

cladosporioides, une activité d’inhibition totale est observée à deux jours en milieu liquide mais 

n’est plus détectée après cinq jours. L’activité antifongique de Streptomyces sp. + C. 

cladosporioides est passagère, cependant très intense (jusqu’à 100 % d’inhibition observée à 

deux jours), suggérant une dégradation des molécules causant cette activité. Il est également à 

noter que cette activité est retrouvée, de façon identique chez Streptomyces sp. S0162, 

supposant une activité inhibitrice issue de la bactérie. De même, A. oryzae UMIP 1042.72 

présente une activité antifongique très intense, à deux et cinq jours, cependant Streptomyces sp. 

+ A. oryzae reste plus actif après cinq jours. La co-culture P. syringae + A. oryzae, malgré une 

activité très importante, demeure moins active que A. oryzae UMIP 1042.72 en monoculture. 

La cytométrie en flux a apporté l’information, pour Streptomyces sp. + A. oryzae, qu’une partie 

du mécanisme d’activité antifongique est liée à la fragilisation de la membrane de S. cerevisiae 

possiblement par la formation de pores. 

L’analyse des clusters de gènes codant pour des métabolites secondaires chez Streptomyces sp. 

S0162, C. cladosporioides PNF6 et P. syringae DSM 10604 a mis en évidence la production 

potentielle d’un grand nombre de métabolites possédant des propriétés de protection contre des 

stress mais aussi des activités antifongiques. En outre, et cela est particulièrement vrai pour 

Streptomyces sp. S0162 et C. cladosporioides, un grand nombre de ces clusters codent pour des 

molécules non connues, révélant un potentiel de production de métabolites d’intérêt nouveaux 

très importants. 

Via une étude des métabolites produits par les monocultures et les co-cultures sélectionnées 

après l’étape de criblage, il a été possible d’identifier, sur la base de leur formule brute, plusieurs 

métabolites secondaires produits uniquement en co-culture : l’auxine, par P. syringae + A. 

oryzae, le sidérophore desferrioxamine E par Streptomyces sp. + A. oryzae et dont la production 

avait été prédite par l’étude des clusters biosynthétiques, et la niacine et la bénarthine par 

Streptomyces sp. + C. cladosporioides. Aussi l’étude protéomique et peptidomique de P. 

syringae + A. oryzae a montré un comportement différentiel de P. syringae DSM 10604 et d’A. 

oryzae UMIP 1042.72, avec l’un présentant une réponse de stress et l’autre un focus sur le 

développement et la dégradation de protéines. Les résultats de métabolomique et protéomique 
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laissent supposer que P. syringae DSM 10604 a synthétisé des lipopeptides en présence d’A. 

oryzae UMIP 1042.72, qui en retour a produit des protéases et protéines dégradant les acides 

aminés. 

Globalement, les co-cultures impliquant A. oryzae UMIP 1042.72 ont montré des activités sur 

boîte et en milieu liquide similaires à celles d’A. oryzae seul. De plus, cette activité est réduite 

en présence de P. syringae DSM 10604 et généralement améliorée en présence de Streptomyces 

sp. S0162. Cette dernière observation peut être expliquée pour Streptomyces sp. + A. oryzae, 

couple pour lequel le développement de Streptomyces sp. S0162 est entravé, tandis qu’A. oryzae 

UMIP 1042.72 se développe relativement normalement. En outre, la plupart des métabolites 

produits dans ces co-cultures sont également produits par A. oryzae UMIP 1042.72 seul. Le 

type d’interaction ainsi recréé dans ces co-cultures est une interaction antagoniste, où le 

développement d’A. oryzae UMIP 1042.72 est peu impacté (matière sèche de la co-culture 

légèrement inférieure à celle de la monoculture seule) mais le développement de la bactérie 

fortement inhibé. Les bactéries produisent tout de même des métabolites secondaires, comme 

la desferrioxamine E ou l’auxine en réponse à la présence d’A. oryzae UMIP 1042.72. P. 

syringae DSM 10604 présente une réponse suggérant la mise en place d’une défense contre A. 

oryzae UMIP 1042.72. Dans le cas de Streptomyces sp. + C. cladosporioides, c’est la bactérie 

qui prend le dessus, et le développement de C. cladosporioides PNF6 semble presque 

complètement inhibé. Cette co-culture ne produit pas les métabolites secondaires produits par 

le champignon seul. Cependant, un grand nombre de métabolites sont produits de novo dans la 

co-culture, suggérant une influence de la présence de C. cladosporioides PNF6 dans la réponse 

métabolique de Streptomyces sp. S0162. En outre, la co-culture de Streptomyces sp. + C. 

cladosporioides résulte en un effet synergique par rapport aux monocultures. L’effet observé 

est fongistatique et passager, témoignant de la production par Streptomyces sp. S0162 d’une ou 

de plusieurs molécules inhibant la croissance de façon très marquée mais se faisant dégrader 

soit par F. oxysporum soit par les conditions extérieures (température, agitation, …). 
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2. Perspectives 

Ce projet a ainsi permis d’étudier de multiples interactions entre des bactéries et des 

champignons, dans l’optique de la production de molécules antifongiques. Une perspective 

immédiate serait l’étude des productions protéiques et peptidiques des deux autres couples les 

plus performants Streptomyces sp. + A. oryzae et Streptomyces sp. + C. cladosporioides, afin 

de décrypter les interactions mises en place, bien que celles-ci soient clairement antagonistes là 

encore. D’autres interactions n’ont pas conduit à la production d’activité antifongique et n'ont 

pas non plus montré une quelconque inhibition de croissance chez les microorganismes 

impliqués : c’est le cas de Dietzia sp. DM01 et T. harzianum Rifai MUCL 29707, dont 

l’interaction semblait relativement neutre voire peut-être bénéfique.  

En plus de ces études protéomiques supplémentaires, il serait intéressant d’étudier l’activité des 

couples sélectionnés contre d’autres champignons pathogènes, comme par exemple 

Zymoseptoria tritici, un autre phytopathogène ayant des conséquences économiques et 

écologiques importantes sur le blé. Ceci afin de déterminer si l’activité antifongique observée 

est à large spectre ; l’inhibition d’autres champignons voire de bactéries potentiellement 

bénéfiques aux plantes serait également intéressante à étudier, afin de déterminer si les 

molécules produites seraient néfastes à l’environnement immédiat de la plante que l’on désire 

protéger. 

L’objectif de ce projet était de produire des cocktails de molécules actives contre les 

champignons, notamment Fusarium. Cet objectif a été atteint. Si l’un des apports majeurs de 

cette thèse est le fait que beaucoup de molécules n’ont été retrouvées qu’en co-culture – dont 

certaines de celles identifiées – peu de molécules ont été identifiées, et celles qui le sont l’ont 

été sur la base de leur formule brute. Aussi, un travail supplémentaire en HPLC et en RMN 

serait intéressant à réaliser, d’une part pour étudier les productions des co-cultures et fractionner 

les cocktails de molécules, et d’autre part pour élucider la structure des métabolites qui seraient 

les plus actifs.  

Il serait également intéressant de travailler à l’optimisation de l’activité antifongique de ces co-

culture. Une première possibilité d’optimisation serait l’étude de l’inoculation des 

microorganismes. A une inoculation égale (5.105 spores et 5.105 cellules) et simultanée, c’est-

à dire l’option choisie dans cette thèse, un certain type de développement a été observé. 

Cependant, comme cela a été vu dans la synthèse bibliographique (Chapitre 1 partie 4.2), 

l’inoculation en co-culture peut être différée dans le temps ou dans les proportions 
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d’inoculation, et cela influence le comportement des microorganismes ainsi mis en présence 

l’un de l’autre. Il serait par exemple intéressant d’étudier le comportement en co-culture d’A. 

oryzae UMIP 1042.72 inoculé en proportion inférieure à P. syringae DSM 10604 ou 

Streptomyces sp. S0162 ou bien après ces bactéries. Une autre voie d’optimisation pourrait être 

le travail sur les conditions de culture. Comme il a pu être observé, la montée en échelle 

présentée dans ce travail, bien que minime, a induit des différences d’activité chez les 

microorganismes – par exemple aucune activité observée chez A. oryzae UMIP 1042.72 en 

microbioréacteur, mais il présente l’une des meilleures activités en fioles. En outre, la 

modification de la taille des fioles et donc de l’agitation des cultures a également causé une 

modification des profils d’activité. Enfin, il a pu être observé que le milieu riche NB ou LB 

causait une activité antifongique différentielle chez les monocultures et co-cultures. Aussi, 

plusieurs paramètres peuvent être influencés afin d’optimiser cette production : avec un milieu 

fixe où des activités antifongiques intenses ont été observées, tel que le LB, il est possible de 

travailler sur le volume de culture, l’agitation ou encore la température afin de déterminer la 

meilleure activité antifongique pour un couple donné. 

En se projetant plus loin avec les cocktails de molécules produits par les co-cultures les plus 

performantes, l’objectif final étant un produit de biocontrôle, une étude de toxicité des cocktails 

serait également à envisager. Leurs effets sur les plantes, sur d’autres microorganismes, sur des 

invertébrés ou encore sur des mammifères seraient donc à étudier. Leur éventuelle rémanence 

dans l’environnement également, ainsi que leur stabilité en tant que produit de biocontrôle. En 

effet, il a déjà été observé qu’une co-culture (Streptomyces sp. + C. cladosporioides) présente 

une activité inhibitrice très intense mais transitoire (de même pour Streptomyces sp. S0162), 

aussi une possible stabilisation de ces molécules est envisageable, par formulation du produit 

ou, si les molécules actives sont connues, par synthèse et fonctionnalisation chimique, ceci dans 

le but de garantir une activité in planta ou au champ d’une durée déterminée et désirée pour son 

action contre des phytopathogènes fongiques. 
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A. Informations complémentaires du chapitre 3 

Ces annexes correspondent aux courbes de croissance des monocultures et co-cultures en 

BioLector (Chapitre 3 partie 3.1). Elles comprennent les conditions de milieu riche (LB et NB) 

ainsi que le milieu minimum (GMM) et incluent les deux répétitions réalisées. 

Elles sont présentées comme dans la publication sur les travaux de criblage pour une activité 

antifongique : Mephane E., Imatoukene N., Heuson E., Lopez M., Phalip V. : Screening for 

antifungal activities produced by bacteria-fungi co-cultures through microfermentations – 

Soumission prévue en octobre 2022 dans Frontiers in Microbiology. 
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Tableau A-1 : Courbes de croissance des 10 microorganismes sélectionnés dans les trois conditions de milieu (NB, LB, GMM) dans le BioLector. 

Espèce Milieu NB Milieu LB Milieu GMM 

B. subtilis ATCC 

21332 

  

 

P. syringae DSM 

10604 
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Dietzia sp. DM01 

  

 

S. coelicolor 

M145 

   

Streptomyces sp. 
S0162 
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P. aphidis DSM 

1247 

   

T. harzianum 

Rifai MUCL 

29707 

   

A. oryzae UMIP 

1042.72 
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C. 

cladosporioides 

PNF6 

   

F. oxysporum 
BRCR7 
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Tableau A-2 : Courbes de croissance des 10 microorganismes sélectionnés dans les trois conditions de milieu (NB, LB, GMM) dans le BioLector : 

2nd run. 

Espèce Milieu NB Milieu LB Milieu GMM 

B. subtilis 

ATCC 21332 

  

 

P. syringae 

DSM 10604 
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Dietzia sp. 
DM01 

  

 

S. coelicolor 

M145 

   

Streptomyces sp. 
S0162 
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P. aphidis DSM 

1247 

   

T. harzianum 

Rifai MUCL 

29707 

   

A. oryzae UMIP 

1042.72 
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C. 

cladosporioides 

PNF6 

   

F. oxysporum 

BRCR7 
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Tableau A-3 : Développement observé des co-cultures réalisées dans le BioLector. Les courbes de croissance montrent le développement des 

microorganismes dans les puits contenant la bactérie et le champignon testés, dans les milieux riches (LB, NB) et minimum (GMM) pour les co-

cultures impliquant les Streptomyces. 

Co-culture Milieu NB Milieu LB Milieu GMM 

B. subtilis ATCC 

21332 + P. 

aphidis DSM 

1247 

  

 

B. subtilis ATCC 

21332 + T. 

harzianum Rifai 

MUCL 29707 
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B. subtilis ATCC 

21332 + A. oryzae 

UMIP 1042.72 

  

 

B. subtilis ATCC 

21332 + C. 

cladosporioides 

PNF6 

  

 

B. subtilis ATCC 

21332 + F. 

oxysporum 

BRCR7 
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P. syringae DSM 

10604 + P. 

aphidis DSM 

1247 

  

 

P. syringae DSM 

10604 + T. 

harzianum Rifai 

MUCL 29707 

  

 

P. syringae DSM 

10604 + A. oryzae 

UMIP 1042.72 

  

 



Annexe A 

_______________________________________________________ 

264 

  

P. syringae DSM 

10604 + C. 

cladosporioides 

PNF6 

  

 

P. syringae DSM 

10604 + F. 

oxysporum 

BRCR7 

  

 

Dietzia sp. DM01 

+ P. aphidis DSM 

1247 
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Dietzia sp. DM01 

+ T. harzianum 

Rifai MUCL 

29707 

  

 

Dietzia sp. DM01 

+ A. oryzae UMIP 

1042.72 

  

 

Dietzia sp. DM01 

+ C. 

cladosporioides 

PNF6 
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Dietzia sp. DM01 

+ F. oxysporum 

BRCR7 

  

 

S. coelicolor 

M145 + P. 

aphidis DSM 

1247 

   

S. coelicolor 

M145 + T. 

harzianum Rifai 

MUCL 29707 
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S. coelicolor 

M145 + A. oryzae 

UMIP 1042.72 

   

S. coelicolor 

M145 + C. 

cladosporioides 

PNF6 

   

S. coelicolor 

M145 + F. 

oxysporum 

BRCR7 
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Streptomyces sp. 

S0162+ P. 

aphidis DSM 

1247 

   

Streptomyces sp. 

S0162 + T. 

harzianum Rifai 

MUCL 29707 

   

Streptomyces sp. 

S0162 + A. oryzae 

UMIP 1042.72 
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Streptomyces sp. 

S0162 + C. 

cladosporioides 

PNF6 

   

Streptomyces sp. 

S0162 + F. 

oxysporum 

BRCR7 
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Tableau A-4 : Développement observé des co-cultures réalisées dans le BioLector. Les courbes de croissance montrent le développement des 

microorganismes dans les puits contenant la bactérie et le champignon testés, dans les milieux riches (LB, NB) et minimum (GMM) pour les co-

cultures impliquant les Streptomyces, 2nd run. 

Co-culture Milieu NB Milieu LB Milieu GMM 

B. subtilis ATCC 

21332 + P. 

aphidis DSM 

1247 

  

 

B. subtilis ATCC 

21332 + T. 

harzianum Rifai 

MUCL 29707 
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B.subtilis ATCC 

21332 + A. oryzae 

UMIP 1042.72 

  

 

B. subtilis ATCC 

21332 + C. 

cladosporioides 

PNF6 

  

 

B. subtilis ATCC 

21332 + F. 

oxysporum 

BRCR7 
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P. syringae DSM 

10604 + P. 

aphidis DSM 

1247 

  

 

P. syringae DSM 

10604 + T. 

harzianum Rifai 

MUCL 29707 

  

 

P. syringae DSM 

10604 + A. oryzae 

UMIP 1042.72 
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P. syringae DSM 

10604 + C. 

cladosporioides 

PNF6 

  

 

P. syringae DSM 

10604 + F. 

oxysporum 

BRCR7 

  

 

Dietzia sp. DM01 

+ P. aphidis DSM 

1247 
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Dietzia sp. DM01 

+ T. harzianum 

Rifai MUCL 

29707 

  

 

Dietzia sp. DM01 

+ A. oryzae UMIP 

1042.72 

  

 

Dietzia sp. DM01 

+ C. 

cladosporioides 

PNF6 
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Dietzia sp. DM01 

+ F. oxysporum 

BRCR7 

  

 

S. coelicolor 

M145 + P. 

aphidis DSM 

1247 

   

S. coelicolor 

M145 + T. 

harzianum Rifai 

MUCL 29707 
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S. coelicolor 

M145 + A. oryzae 

UMIP 1042.72 

   

S. coelicolor 

M145 + C. 

cladosporioides 

PNF6 

   

S. coelicolor 

M145 + F. 

oxysporum 

BRCR7 
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Streptomyces sp. 

S0162 + P. 

aphidis DSM 

1247 

   

Streptomyces sp. 

S0162 + T. 

harzianum Rifai 

MUCL 29707 

   

Streptomyces sp. 

S0162 + A. oryzae 

UMIP 1042.72 
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Streptomyces sp. 

S0162 + C. 

cladosporioides 

PNF6 

   

Streptomyces sp. 

S0162 + F. 

oxysporum 

BRCR7 
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B. Informations complémentaires du chapitre 4 

Ces annexes correspondent aux résultats avancés dans le chapitre 4 : tableaux de BGC 

déterminés à l’URCA pour Streptomyces sp. S0162, C. cladosporioides PNF6 et P. syringae 

DSM 10604 (Chapitre 4 partie 3.1), ainsi qu’aux spectres réalisés en Q-TOF pour les co-

cultures et monocultures suivantes (Chapitre 4 partie 3.2.1) : 

- Les monocultures : P. syringae DSM 10604, Streptomyces sp. S0162, A. oryzae UMIP 

1042.72, C. cladosporioides PNF6 ; 

- Et les co-cultures : P. syringae + A. oryzae, Streptomyces sp. + A. oryzae et 

Streptomyces sp. + C. cladosporioides 
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Tableau B-1 : Tableau des BGC codant pour des métabolites secondaires identifiés chez Streptomyces sp. S0162. 

Identified secondary metabolite regions using strictness 'relaxed' 
  

Region Type From To Most similar known cluster Similarity 

Region 4.1 siderophore 137,21
8 

148,996 desferrioxamin B Other 100% 

Region 7.1 T1PKS,NRPS 1 46,492 SGR PTMs NRP + Polyketide 100% 

Region 7.4 melanin 279,94
2 

290,442 melanin Other 100% 

Region 7.5 T3PKS 322,60
9 

349,054 alkylresorcinol Polyketide 100% 

Region 11.2 lanthipeptide-class-iii 136,60
5 

159,223 AmfS RiPP:Lanthipeptide 100% 

Region 25.3 terpene 79,661 105,263 isorenieratene Terpene 100% 

Region 27.1 ectoine 47,82 58,218 ectoine Other 100% 

Region 32.1 lassopeptide 35,784 58,469 keywimysin RiPP 100% 

Region 42.1 lanthipeptide-class-ii 17,592 39,416 SRO15-3108 RiPP:Lanthipeptide 100% 

Region 18.2 NRPS 84,119 131,402 streptobactin NRP 94% 

Region 18.1 melanin,NRPS 12,012 63,031 coelichelin NRP 81% 

Region 9.1 terpene 259,01
5 

285,587 hopene Terpene 69% 

Region 20.1 lanthipeptide-class-iii 74,619 97,336 catenulipeptin RiPP:Lanthipeptide 60% 

Region 56.1 T1PKS 1 4,219 griseochelin Polyketide 53% 

Region 11.1 NRPS,ladderane,other,T
3PKS,terpene 

1 86,78 ishigamide NRP + Polyketide 50% 

Region 12.1 NRPS,betalactone 244,23
6 

275,076 ulleungmycin NRP 50% 

Region 3.2 T2PKS,oligosaccharide 213,11 285,586 cytorhodin Polyketide 47% 

Region 1.1 NRPS,T1PKS,NRPS-like 250,97
6 

323,605 stenothricin NRP:Cyclic 
depsipeptide 

40% 
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Region 10.2 NRPS 257,84
8 

283,424 ulleungmycin NRP 33% 

Region 25.4 NRPS,T1PKS,thiopeptide
,LAP 

109,62
8 

144,534 lactazole RiPP:Thiopeptide 33% 

Region 22.1 T1PKS,butyrolactone 5,149 71,656 argimycin PI / argimycin PII / 
nigrifactin / argimycin PIV / 
argimycin PV / argimycin PVI / 
argimycin PIX 

Polyketide:Modular 
type I 

24% 

Region 54.1 T1PKS 1 4,404 aculeximycin Polyketide 23% 

Region 5.1 NRPS-like 120,24
1 

163,699 diazaquinomycin A / 
diazaquinomycin E / 
diazaquinomycin F / 
diazaquinomycin G 

Other:Shikimate-
derived 

20% 

Region 1.2 terpene 428,67
4 

449,741 steffimycin D Polyketide:Type II + 
Saccharide:Hybrid/
tailoring 

19% 

Region 5.2 betalactone 342,97
5 

362,487 asukamycin Polyketide:Type II 19% 

Region 25.1 terpene 1 19,761 elaiophylin Polyketide 16% 

Region 25.2 butyrolactone 46,299 57,249 coelimycin P1 Polyketide:Modular 
type I 

12% 

Region 34.1 furan,butyrolactone 55,962 77,32 colabomycin E Polyketide:Type II 9% 

Region 10.1 NRPS 116,62
2 

158,668 azicemicin B Polyketide 8% 

Region 14.1 NRPS,T1PKS 1 48,512 polyoxypeptin NRP + Polyketide 8% 

Region 16.1 betalactone 130,27
9 

157,919 divergolide A / divergolide B / 
divergolide C / divergolide D 

Polyketide:Modular 
type I 

6% 

Region 26.1 T3PKS 62,388 103,506 herboxidiene Polyketide 6% 

Region 38.1 NRPS 1 24,859 oxalomycin B NRP + Polyketide 6% 

Region 7.3 T3PKS,NRPS 167,79
8 

235,645 olimycin A / olimycin B Polyketide 5% 

Region 46.1 NRPS,NRPS-like 1 15,996 A54145 NRP 5% 
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Region 8.1 NRPS-like,betalactone 27,046 70,639 LL-D49194α1 (LLD) Polyketide 3% 

Region 37.1 hglE-KS 1 50,652 A54145 NRP 3% 

Region 2.1 terpene 120,02
5 

141,122 
   

Region 3.1 RiPP-like 3,097 14,395 
   

Region 3.3 siderophore 382,56
5 

397,389 
   

Region 4.2 lanthipeptide-class-
iii,lanthipeptide-class-ii 

216,14
8 

247,27 
   

Region 7.2 RiPP-like 78,705 89,502 
   

Region 19.1 terpene 11,314 32,321 
   

Region 22.2 lassopeptide 123,95
9 

146,49 
   

Region 24.1 NRPS 120,46
3 

145,27 
   

Region 40.1 NRPS-like 1 29,339 
   

Region 51.1 T1PKS 1 7,291 
   

Region 57.1 T1PKS 1 4,1 
   

Region 58.1 NRPS 1 2,74 
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Tableau B-2 : Tableau des BGC codant pour des métabolites secondaires identifiés chez Pseudomonas syringae DSM 10604. 

Identified secondary metabolite regions using strictness 'relaxed' 
  

Region Type From To Most similar known cluster Similarity 

Region 2.1 NRPS 3 71,886 nunapeptin / nunamycin NRP 100% 

Region 12.2 NRPS 150,485 180,566 rhizomide A / rhizomide B / 
rhizomide C 

NRP 100% 

Region 16.1 NRPS,T1PKS 14,506 71,152 syringolin A NRP + 
Polyketide 

100% 

Region 44.1 NRPS 1 6,036 rhizomide A / rhizomide B / 
rhizomide C 

NRP 100% 

Region 47.1 NRPS 1 2,867 xenotetrapeptide NRP 100% 

Region 49.1 NRPS 1 2,606 rhizomide A / rhizomide B / 
rhizomide C 

NRP 100% 

Region 2.2 siderophore,NRPS 80,675 162,138 syringafactin NRP 66% 

Region 24.1 NRPS 1 32,09 corpeptin A / corpeptin B NRP 63% 

Region 11.1 arylpolyene 132,79 176,389 aryl polyenes Other 38% 

Region 29.1 NRPS,NRPS-like 1 49,012 putisolvin NRP 37% 

Region 31.1 NRPS-like 5,686 29,558 fragin NRP 37% 

Region 9.1 NRPS 6,762 68,068 rimosamide NRP 14% 

Region 15.1 NRPS-like 125,744 148,921 jagaricin NRP 13% 

Region 30.1 redox-cofactor 24,925 41,241 lankacidin C NRP + 
Polyketide 

13% 

Region 9.2 NRPS 182,578 225,399 pyoverdin NRP 12% 

Region 33.1 NRPS-like 1 21,884 pyoverdin NRP 10% 

Region 37.1 NRPS 1 16,639 pyoverdin NRP 3% 

Region 43.1 NRPS,NRPS-like 1 7,217 pyoverdin NRP 3% 

Region 1.1 transAT-PKS 283,47 350,367 
   

Region 5.1 transAT-PKS,NRPS-like,hserlactone 43,265 104,724 
   

Region 12.1 NAGGN 125,92 140,564 
   

Region 19.1 NAPAA 1 27,13 
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Tableau B-3 : Tableau des BGC codant pour des métabolites secondaires identifiés chez Cladosporium cladosporioides PNF6. 

Identified secondary metabolite regions using strictness 'relaxed' 
  

Region Type From To Most similar known cluster 
 

Similarity 

Region 23.1 T1PKS 250,483 297,081 melanin Polyketide 100% 

Region 10.1 T1PKS 948,515 998,283 cercosporin Polyketide 25% 

Region 4.1 T1PKS 287,015 336,201 monacolin K Polyketide 22% 

Region 40.1 T1PKS 17,465 83,277 neosartorin Polyketide 21% 

Region 2.1 NRPS-like 2,206,569 2,251,827 
   

Region 4.2 NRPS 953,574 997,742 
   

Region 4.3 NRPS-like 1,813,072 1,857,297 
   

Region 5.1 T1PKS 1,755,668 1,803,783 
   

Region 6.1 T1PKS 481,929 529,123 
   

Region 6.2 terpene 1,953,238 1,974,794 
   

Region 7.1 terpene 179,479 200,825 
   

Region 7.2 NRPS-like 1,024,800 1,063,641 
   

Region 7.3 NRPS 1,641,999 1,694,803 
   

Region 9.1 NRPS-like 680,797 720,117 
   

Region 9.2 NRPS 726,279 783,384 
   

Region 10.2 NRPS 1,182,459 1,230,907 
   

Region 13.1 fungal-
RiPP,NRPS 

96,905 157,885 
   

Region 14.1 NRPS-like 437,982 481,045 
   

Region 18.1 NRPS 447,343 490,105 
   

Region 19.1 NRPS-like 455,388 498,743 
   

Region 21.1 NRPS 30,995 74,945 
   

Region 22.1 betalactone 246,844 271,187 
   

Region 24.1 terpene 11,030 32,927 
   

Region 33.1 NRPS-like 77,318 121,190 
   

Region 34.1 terpene 3,896 25,302 
   



Annexe B 

_______________________________________________________ 

285 

  

Region 34.2 T1PKS 70,793 119,106 
   

Region 45.1 NRPS-like 9,208 52,717 
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Figure B-1 : Chromatogramme (LC-MS Q-TOF) du surnageant de la monoculture 

Pseudomonas syringae DSM 10604 en milieu LB. 

 

Figure B-2 : Chromatogramme (LC-MS Q-TOF) du surnageant de la monoculture de 

Streptomyces sp. S0162 en milieu LB. 
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Figure B-3 : Chromatogramme (LC-MS Q-TOF) du surnageant de la monoculture 

d’Aspergillus oryzae UMIP 1042.72 en milieu LB. 

 

Figure B-4 : Chromatogramme (LC-MS Q-TOF) du surnageant de la monoculture de 

Cladosporium cladosporioides PNF6 en milieu LB. 
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Figure B-5 : Chromatogramme (LC-MS Q-TOF) du surnageant de la co-culture de 

Pseudomonas syringae + Aspergillus oryzae en milieu LB. 

 

 

Figure B-6 : Chromatogramme (LC-MS Q-TOF) du surnageant de la co-culture de 

Streptomyces sp. + Aspergillus oryzae en milieu LB. 
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Figure B-7 : Chromatogramme (LC-MS Q-TOF) du surnageant de la co-culture de 

Streptomyces sp. + Cladosporium cladosporioides en milieu LB. 
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Abstract: 

The genus Fusarium causes plant pathologies affecting a wide variety of targets with 

consequences on yields and consumer health. Among them, F. graminearum and F. oxysporum 

have the most important economic impacts and sustainable control methods against these 

pathogens are currently limited. Biocontrol is an alternative to synthetic pesticides. However, 

it is difficult to fully exploit the potential that exists in nature. One way to discover new 

molecules of interest is co-culture. Involving two or more populations of cells, it recreates 

interactions that do not exist in monocultures. The aim of this thesis project was to bring 

together bacteria and fungi with known activities, and thus to discover associations producing 

cocktails of antifungal molecules to fight against phytopathogens. 

The project started with the rational selection of microorganisms with antifungal activity 

reported in the literature: five bacteria (Bacillus subtilis, Pseudomonas syringae, Dietzia sp., 

Streptomyces coelicolor, Streptomyces sp.) and five fungi (Pseudozyma aphidis, Trichoderma 

harzianum, Aspergillus oryzae, Cladosporium cladosporioides, and F. oxysporum) were 

chosen. Subsequently, culture conditions (medium, temperature) adequate to perform co-

cultures and allow the growth of both partners involved were defined and three media were 

chosen: two rich media (LB, NB) and one minimal medium (GMM). 

After this selection, tests in a microbioreactor (BioLector) were carried out: these involved the 

ten selected microorganisms in monocultures and twenty-five co-cultures in the three media 

conditions. A screening of the antifungal activity of the generated culture supernatants was 

performed against an environmental strain of F. oxysporum and S. cerevisiae. Thirteen out of 

twenty-five co-cultures showed activity against at least one of the two targets. After these tests, 

the selection of co-cultures of interest was reduced from twenty-five to ten. These co-cultures 

were grown in 50 mL volumes in LB and NB media that showed the best activity under the 

chosen conditions, and their supernatants tested for antifungal activity. These tests allowed to 

refine the choice and to focus on six couples: P. syringae + A. oryzae, Streptomyces sp. + A. 

oryzae, P. syringae + F. oxysporum, P. syringae + P. aphidis, Dietzia sp. + T. harzianum, 

Streptomyces sp. + C. cladosporioides. These six couples were subjected to a series of cultures 

and their supernatants tested on agar plates and in liquid media (against F. oxysporum). Three 

co-cultures showed a more pronounced activity, especially against F. oxysporum and stood out 

from the monocultures: Streptomyces sp. + A. oryzae, Streptomyces sp. + C. cladosporioides 

and P. syringae + A. oryzae. The Streptomyces sp. + C. cladosporioides co-culture showed 

synergistic activity in inhibiting or slowing the growth of F. oxysporum compared to 

monocultures alone, while P. syringae + A. oryzae and Streptomyces sp. + A. oryzae showed 

additive activity against F. oxysporum. 

For the three selected couples, the molecules produced and secreted were studied by proteomics 

and metabolomics. Whatever the co-culture considered, it induces the activation of genes that 

remained silent in monoculture. Thus, we can observe the expression of a very high proportion 

of proteins or secondary metabolites (38 to 50%) exclusively present in the supernatants of co-

cultures. Moreover, among the molecules secreted de novo in the co-cultures, some known for 

their antimicrobial or even antifungal activities could be identified for the three couples that 

were studied. 
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Résumé :  

Le genre Fusarium est à l'origine de pathologies végétales concernant une grande variété de 

cibles avec des conséquences sur les rendements et la santé des consommateurs. Parmi elles, F. 

graminearum et F. oxysporum ont le plus d'impact économique et les moyens de lutte durables 

contre ces pathogènes sont actuellement limités. Le biocontrôle est une solution alternative aux 

pesticides de synthèse. Cependant, il est difficile d'exploiter pleinement le potentiel existant 

dans la nature. Un moyen de découvrir de nouvelles molécules d’intérêt est la co-culture. 

Impliquant deux ou plusieurs populations de cellules, elle recrée des interactions non existantes 

en monocultures. Ce projet de thèse, a ainsi eu pour but de mettre en présence des bactéries et 

des champignons possédant des activités connues, et ainsi de découvrir des associations 

produisant des cocktails de molécules antifongiques afin de lutter contre des phytopathogènes. 

Le projet a débuté par la sélection rationnelle de microorganismes ayant une activité 

antifongique rapportée dans la littérature : cinq bactéries (Bacillus subtilis, Pseudomonas 

syringae, Dietzia sp., Streptomyces coelicolor, Streptomyces sp.) et cinq champignons 

(Pseudozyma aphidis, Trichoderma harzianum, Aspergillus oryzae, Cladosporium 

cladosporioides et F. oxysporum) ont été retenus. Par la suite, des conditions de culture (milieu, 

température) adéquates pour réaliser des co-cultures et permettre la croissance des deux 

partenaires impliqués ont été définies et trois milieux ont été choisis : deux milieux riches (LB, 

NB) et un milieu minimum (GMM). 

Après cette sélection, des essais dans un microbioréacteur (BioLector) ont été réalisés : ces 

derniers impliquaient les dix microorganismes sélectionnés en monocultures et vingt-cinq co-

cultures dans les trois conditions de milieu. Un criblage de l’activité antifongique des 

surnageants de culture générés a été réalisé contre une souche de F. oxysporum issue de 

l’environnement et S. cerevisiae. Treize co-cultures sur vingt-cinq ont montré une activité 

contre au moins l’une des deux cibles. Après ces tests, la sélection de couples d’intérêt a été 

réduite de vingt-cinq à dix. Ces couples ont été cultivés dans des volumes de 50 mL dans les 

milieux LB et NB qui ont montré la meilleure activité dans les conditions choisies, et leurs 

surnageants testés pour leur activité antifongique. Ces tests ont permis d’affiner le choix et de 

se focaliser sur six couples : P. syringae + A. oryzae, Streptomyces sp. + A. oryzae, P. syringae 

+ F. oxysporum, P. syringae + P. aphidis, Dietzia sp. + T. harzianum, Streptomyces sp. + C. 

cladosporioides. Ces six couples ont fait l’objet d’une série de cultures et de tests de surnageants 

sur boîte et en liquide (contre F. oxysporum). Trois couples ont présenté une activité plus 

prononcée, en particulier contre F. oxysporum et se sont démarqués des monocultures : 

Streptomyces sp. + A. oryzae, Streptomyces sp. + C. cladosporioides et P. syringae + A. oryzae. 

La co-culture Streptomyces sp. + C. cladosporioides a présenté une activité synergique propre 

à inhiber ou ralentir la croissance de F. oxysporum par rapport aux monocultures seules, tandis 

que P. syringae + A. oryzae et Streptomyces sp. + A. oryzae ont présenté une activité additive 

contre F. oxysporum. 

Pour les trois couples retenus, les molécules produites et sécrétées ont été étudiées par 

protéomique et métabolomique. Quelle que soit la co-culture considérée, celle-ci induit 

l’activation de gènes restés silencieux en monoculture. On peut ainsi observer l’expression 

d’une très grande proportion de protéines ou de métabolites secondaires (38 à 50%) 

exclusivement présentes dans les surnageants de co-cultures. En outre, parmi les molécules 

sécrétées de novo dans les co-cultures, certaines connues pour leurs activités antimicrobiennes 

voire antifongiques ont pu être identifiées et ceci pour les trois couples étudiés. 


