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Résumé

La présente étude a été effectuée dans le but de lutter contre les champignons
phytopathogénes " Aspergillus flavus ", " Fusarium oxysporum " et " Aspergillus fumigatus".

La lutte biologique contre ces phytopathogenes, est mise en évidence en utilisant des
souches du genre Penicillium et Trichoderma isolée a partir du sol des grottes de Beni Aad,
Ain fezza de la wilaya de Tlemcen au nord Algérien. On est arrivé a les purifier, les conserver
et ensuite les identifier macroscopiquement et microscopiquement.

L'activité antagoniste de ces souches contre les espéces fongique de références (Fusarium
oxysporum, Aspergillus flavus et Aspergillus fumigatus), selon la méthode de confrontation
directe, nous ont permis de révéler des taux d’inhibition de Trichoderma apres 3 jours variant
entre 44 % et 50 % et apres 7 jours entre 56 % et 100 % selon I’espéce pathogene. Concernant
Penicillium, les taux d’inhibitions aprés 3 jours varient entre 28 % et 48 % et aprés 7 jours
entre 43 % et 68 %. Chacune des souches de 1’antagoniste possede une aptitude particuliére
pour éliminer I’agent pathogene.

La souche de Trichoderma a montré une bonne activité inhibitrice vis a vis les souches
pathogeénes, et ceux par I'apparition d'une zone d'inhibition suivie par un arrét de croissance
pour I'ensemble des souches pathogenes, ce qui correspond a une inhibition de croissance
mycélienne. Alors que la souche de Penicillium a révélé une activité inhibitrice modéré par
rapport a la souche de Trichoderma.

Mots clés : Trichoderma, Penicillium, Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus, la lutte biologique, antagonisme, confrontation directe.




Abstract

The present study was carried out with the aim of controlling the phytopathogenic fungi
"Aspergillus flavus”, "Fusarium oxysporum™ and "Aspergillus fumigatus".

The biological fight against these phytopathogens is highlighted by using strains of the
genus Penicillium and Trichoderma isolated from the soil of the caves of Beni Aad, Ain
fezza of the wilaya of Tlemcen in northern Algeria. We managed to purify them, preserve
them and then identify them macroscopically and microscopically.

The antagonistic activity of these strains against reference fungal species (Fusarium
oxysporum, Aspergillus flavus and Aspergillus fumigatus), using the direct confrontation
method, revealed Trichoderma inhibition rates after 3 days ranging from 44% to 50%, and
after 7 days from 56% to 100%, depending on the pathogenic species. For Penicillium,
inhibition rates after 3 days ranged from 28% to 48%, and after 7 days from 43% to 68%.
Each antagonist strain has a particular ability to eliminate the pathogen.

The Trichoderma strain showed good inhibitory activity towards pathogenic strains, with
the appearance of a zone of inhibition followed by a cessation of growth for all pathogenic
strains, corresponding to inhibition of mycelial growth. Whereas the Penicillium strain
showed moderate inhibitory activity compared with the Trichoderma strain.

Key words: Trichoderma, Penicillium, Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus, biological control, antagonism, direct confrontation.
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Introduction

L'agriculture est le fondement de I'économie. Malheureusement, elle est aussi une cible de
certaines limitations biotiques et abiotiques. Le producteur est devant diverses maladies
affectant les cultures, la plupart de ces maladies causées par des champignons
phytopathogénes qui réduisent la production agricole mondiale (Gerhardson, 2002 ;
Aouar, 2012 ; Ghorri, 2015).

Les microorganismes pathogenes sont difficiles a contréler car ils peuvent survivre dans le
sol pour de longues périodes. Pour lutter contre ces maladies, I’application illimitée de
pesticides dans les sols peut entrainer la pollution de I'environnement et les eaux souterraines
et I’apparition de souches pathogenes résistantes. L’ efficacité de la protection chimique n'est
pas toujours satisfaisante, et méme ses effets sur I'environnement ne sont pas négligeables.
En plus, la plupart des produits chimiques utilisés sont toxiques pour les utilisateurs qui
entrent en contact avec la substance de préservation. Cela justifie les recherches actuellement
menées dans ce domaine, qui tendent a mettre au point de nouvelles méthodes de lutte moins
nuisibles pour I’environnement. La possibilit¢ d'une protection par des auxiliaires
biologiques devient une solution alternative envisageable (Tschen, 1985 ; Besnard et
Davet, 1993 ; Prapagdee et al., 2008 ; Ghorri, 2015).

La lutte biologique se considere comme une alternative tres prometteuse, a cause de
I'ubiquité naturelle des agents microbiologiques dans les écosystemes. Ces dernieres se
caractérisent par leur grande variété, leur dissémination facile, leur spécificité d'action ainsi
leur persistance dans I'environnement. L’efficacité de la lutte dépend du choix de souches
antagonistes a partir des critéeres impliquant une bonne connaissance des particularités
biologiques du matériel fongique utilisé, parmi eux les champignons de genre Penicillium et
Trichoderma (De Kouassi, 2001).

Les espéces de Trichoderma se caractérisent par une croissance rapide, une capacité a
utiliser divers substrats et une résistance aux agents chimiques nocifs. Ils constituent les
éléments prédominants de la mycroflore des sols de divers écosystémes (Forét, champs
agricoles) (Tondje et al., 2007 ; Sadfi-Zouaoui, 2008).

Leurs propriétés antagonistes sont connues depuis longtemps mais leur intervention dans
plusieurs sols suppressifs, a récemment relancé leurs intéréts contre certains parasites
classiques (Ponchet, 1982).

La croissance des espéces de Penicillium nécessite des températures inférieures a 30°C.De
ce fait, ils sont rarement impliqués en pathologie animale ou humaine. En fait, c'est un
champignon (moisissure) présent dans le sol et fait partie de la famille des
Ascomycota. (Hennquin et Lavarde, 1998 ; Kirk et al., 2008).




Introduction

Dans cette optique, 1’objectif de ce travail est de mettre en évidence 1’activité antagoniste
in vitro des champignons (Trichoderma et Penicillium) d’origine souterraine Vis-a-vis des
champignons phytopathogénes : Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus et Fusarium
oxysporum.

Cette étude repose sur des points importants :

» L’isolement des champignons sur milieu PDA.

» La purification et I’identification des isolats obtenus.

» La mise en évidence du pouvoir antagoniste des souches de Penicillium et Trichoderma
contre les champignons phytopathogénes par la méthode de confrontation directe.

Le manuscrit comporte 1’introduction suivie par une synthése bibliographique qui se divisent
en trois chapitres successifs : les champignons, les champignons et la lutte biologique et
enfin les champignons et le sol.

Ensuite, on développe le protocole expérimental et les résultats et discussion. On finit par

une conclusion et les références bibliographiques.







Chapitre 01 :
Les champignons



Syntheése bibliographique Chapitre 01 Les champignons

1. Généralités

Les champignons, "Fungi™ (du latin) ou Fungi (du grec mukés). Ils représentent un groupe
vaste et diversifié qui partage des caractéristiques avec les plantes inférieures et les animaux
inférieurs rudimentaires (Blandeau, 2012).

Des eucaryotes unicellulaires ou pluricellulaires, comprenant des espéeces
macroscopiques (Macromyceétes) et d'autres espéces microscopiques (Micromycetes). Donc,
ils ont un aspect filamenteux ou Iévuriforme. (Tabuc, 2007).

Il existe probablement des millions d'espéces trés diverses qui n'adhérent pas a une

classification scientifigue homogéne (Tabuc, 2007 ; Anses, 2016).

2. Caractéristiques

Ce sont des eucaryotes immobiles. Aérobie stricte et rarement anaérobie, thallophytes,
non chlorophylliens, chimio-hétérotrophe (Grigoriu, 1984 ; Boiron, 1996 ; Larpent,
1997 ; Bouchet et al., 1999 ; Chabasse et al., 1999 ; Bouchet et al., 2005).

Les champignons filamenteux sont formés par de longs filaments fongiques appelés
hyphes qui s’enchevétrent en un mycélium (Raven et al., 2007).

Tous les champignons ont des parois constituent (chitine, glucosane, chitinmannane,
mannan-glucane, etc...) et réservent du glycogéne (Chabasse et al., 1999 ; Tabuc, 2007).

Leur nutrition se fait par absorption, libérant initialement des enzymes hydrolytiques
dans le milieu extérieur (Le Calvez, 2009 ; Tabuc, 2007 ; Blandeau, 2012 ; Dufresne,
2018).

Les champignons vivent principalement comme saprophytes au détriment de la matiére
organique en décomposition. Certains champignons vivent aussi en symbiose avec des
espéces appartenant au regne végétal, mais aussi parfois en parasite avec tous les composants
du monde vivant (Kachour, 2005).

3. Taxonomie

Le régne des champignons, ou Fungi, comprend des sous-ensembles appelés divisions
ou phylums. Le nom de chaque division se termine par Mycota. Les phylums se divisent en
sous-embranchements qu’ils ont un suffixe (Mycotina). Cependant, le nom des classes se
termine par - Mycetes, ensuite le suffixe « ale » est utilisé pour désigner les ordres, et celui
d’«aceae » pour les familles. Chaque famille contient des genres et des especes qui forment

la base de la classification. Ainsi, Chaque champignon est donc identifié par un nom
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binomial qui commence par le genre et qui se termine par |'espéce. (Bouchet, 2005 ;
Chabasse, 2008).
» Domaine : Eukaryota.
Régne : Champignon (Fungi).
Embranchement (Phylum) : mycota.
Sous-embranchement : mycotina.
Classe : mycéte.

Ordre : ales.

vV V.V V V VY

Famille : aceae.

4. Classification
Les champignons comprennent quatre groupes (phylum) basés sur les différentes
morphologiques de la reproduction sexuée (Evert et al., 2007) :
= Les zygomycota : produisent des zygospores dans des zygosporanges, sont sans
flagelles (Yajuan et al., 2006).
= Lesascomycota : produisent des ascospores dans des asques.
= Les basidiomycota : les basidiospores sont produites sur des basides.
= Leschytridiomycota : produisent des cellules mobiles flagellées. Ils sont un groupe
principalement aquatique dont c’est le seul groupe de champignons possédant des
cellules reproductrices (zoospores et gaméte) mobiles (Evert et al., 2007).
De plus, lorsque la reproduction sexuée est inconnue, on parle de champignons imparfaits.
» Les deuteromycota : D’apres (Bensmira, 2006 ; Tabuc, 2007) ils sont caractérises
par :
o Un thalle a mycélium septé ou unicellulaire (levures).
o L’absence de reproduction sexuée connue.
o Une reproduction asexuée par des conidiospores non flagellé, parfois absente

(myceélium stérile).

5. Mode de vie
On distingue trois sortes de vie des champignons :
5.1. Saprophytes : lls poussent sur des déchets organiques au détriment de substrats
inertes ou en décomposition.

5.2. Parasites : Ils vivent aux dépens d’autre étre vivants. (Vander, 2003).
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5.3. Symbiotiques : Certaines espéces vivent en symbiose avec des plantes
supérieures (Mycorhizes) et algues (lichen) (Ameur, 2014 ; Bensmira, 2006 ;
Dendouga, 2006).

Quelques soit leur mode de vie, les champignons ont besoin :
D’eau, de sels minéraux (PO43-, SO42- , NO3- ...) et d’oligoé¢lément (Fe, Cu ...), d’une
source de carbone organique (Bouchet et al., 1989).

6. Mode de reproduction

Chez les champignons la reproduction se divise en deux types :

6.1. Reproduction asexuée
Elle se fait sans fusion des gameétes. Elle correspond majoritairement a la dispersion des
spores asexuées, permettant la propagation des moisissures afin de coloniser d’autres

substrats ou par bourgeonnement, fission binaire ou par fragmentation. (Lecellier, 2013).

6.2. Reproduction sexuée

Ce processus se base sur I’accouplement des deux gametes haploides (n) Afin d'obtenir un
zygote diploide (2n). Le noyau de cette derniére subit une méiose, ces évenements sont suivis
par la formation de spores (les ascospores, les basidiospores et les zygospores). Dont ce

processus varie en fonction des classes de champignons (Deacon, 2005 ; Kachour, 2005).

7. Champignons phytopathogénes
7.1. Généralités

Certains genres des champignons telluriques peuvent infecter les racines de plantes
sauvages et de causer des dommages. Ceux-ci incluent : Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Rhizoctonia, Alternaria, Pythium.... Ils sont responsables d’environ 70% des maladies des

plantes cultivées (Agrios, 2005 ; Jim Deacon, 2005).
7.2. Principaux champignons phytopathogénes

7.2.1. Aspergillus flavus
Ce champignon mycotoxinogéne est présent dans toutes les régions du globe, mais il est
plus fréquent dans les régions tropicales et subtropicales.
a) Caracteres culturaux
Ce champignon est facilement isolé sur milieu de Sabouraud. Sur milieu de Czapek.lI
se développe entre 10°C et 42°C (voire 48°C exceptionnellement). Les colonies sont
généralement jaune verdatre (initialement blanches, puis jaunes et enfin jaune verdatre).

Leur aspect est généralement granuleux dans la région centrale et plutét poudreux en
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périphérie. Cette éspece pousse rapidement (2-3 jours). La température optimale pour
la croissance est de 37°C (Quatresous, 2011 ; Tabuc, 2007).

b) Morphologie microscopique

Les tétes conidiennes, unisériées ou bisériées, d’abord radiées, puis reparties en
plusieurs colonnes de spores mal individualisées, jaunatres au début, puis vert-jaune
foncé. Les conidiophores hyalins, verruqueux, atteignent 1 a 2,5 mm de long. Les
vesicules sont sub-globuleuses, et mesurent 25 (10-65) a 45 um de diamétre. Les
phialides (6- 10 x 4-5,5 um) sont insérées directement sur la vésicule (unisériées) ou
portées par des métules. Les conidies sont globuleuses a sub-globuleuses, de 3-6 um de
diametre, de couleur vert pale, verrugueuses. Les sclérotes, fréquents dans les isolats
récents, sont globuleux a sub-globuleux, d’abord blanc puis virant au brun-rouge fonce
et au noir (Tabuc, 2007).

(A) (B)

Figure 1: Aspergillus flavus.
(A) Aspect macroscopique et (B) Aspect microscopique (Mouria et al., 2013).
7.2.2. Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus est un ascomycete saprotrophe filamenteux présent dans le monde
entier (Valdes et al., 2018). Classé comme champignons mycotoxinogeénes.
a) Caracteres culturaux
C’est un champignon a croissance rapide, et la taille des colonies atteint 4 £ 1 cm en

une semaine sur milieu agar Czapek a 25°C. Il est capable d'évoluer a 45°C. Il a une
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apparence d'herbe blanche puis vert ou gris et enfin marron foncé avec une apparence de
fumée, le dessous de la culture est de couleur foncée. (Bernard-Cardona, 2003 ;
Quatresous, 2011 ; Thierry, 2011 ; Fillaux, 2013 ; Valdes et al., 2018).
b) Morphologie microscopique

Ce champignon produit un grand nombre de conidies (spores asexuées) qui sont
libérées dans l'air. Ces conidies sont globuleuses, échinulées, vertes, produites en chaine
a partir de phialides basipetes de dimension 6 a 8 sur 2 a 3 um. Les phialides naissent
directement de la vésicule (20 a 30 um de diamétre), sans rangée de métules
(Pasqualotto, 2009 ; Thierry, 2011 ; Fillaux, 2013 ; Valdes et al., 2018).

(A) (B)

Figure 2 : Aspergillus fumigatus.

(A) Aspect macroscopique (Thierry, 2011) et (B) Aspect microscopique (Tabuc, 2007).

7.2.3. Fusarium oxysporum
L'espece Fusarium oxysporum se trouve dans les sols du monde entier ou elle agit comme
parasite ou saprophyte, elle est inféodée aux cultures maraicheres. Considéré comme une
ascomycete, bien que le stade sexuel n'ait pas encore été determiné. 1l est proposé d'étre assez
proche du groupe teleomorphique de Gibberella que de Nectria. Chez I'espéce F. oxysporum,
il y a plus de 120 formes particuliéres selon leur pouvoir pathogéne sur les plantes hotes.
(Aouar, 2012 ; Mebarki, 2016).
a) Caracteres culturaux
Ce champignon croit modérément dans les milieux de culture utilises en laboratoire.
Les colonies, sont blanches, péches, roses saumon a violet. Le revers est pourpre
(Tabuc, 2007).
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b) Morphologie microscopique

Les microphialides (10-14 x 3,5-5 um) peuvent s’agréger en sporodochies. Ils sont
abondants, ovoides, ellipsoidales, isolées ou potées par des conidiophores courts et
ramifiés. Les macrophialides sont éparses ou groupées en sporodochies (Figure 03). lls
sont fusiformes, plus ou moins courbées, pointues aux deux extrémités, présentant 3a 5
septums. Elles mesurent 27-65 x 3-5 um. Les chlamydospores, terminales ou
intercalaires, formées dans le mycélium et dans les conidies, sont sub-globuleuses et
hyalines (5-15 um de diamétre) (Tabuc, 2007).

(A) (B)

Figure 3 : Fusarium oxysporum.

(A) Aspect macroscopique et (B) Aspect microscopique (Tabuc, 2007).
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1. Généralités

Selon Van Drische et Bellows, (1996) : « La lutte biologique est un processus agissant au
niveau des populations et par lequel la densité de population d’une espece est abaissée par
I’effet d’une autre espéce qui agit par prédation, parasitisme, pathogénicité ou compétition
» (Bovin, 2001)

Elle est basée sur I'utilisation d'organismes vivants dans le but de limiter la pullulation et/ou
la nocivité des divers ennemis des cultures « rongeurs, insectes, nématodes, maladies des
plantes et mauvaises herbes ». (Grison, 1991)

Pour réussir, la connaissance de la biologie et de 1’écologie du ravageur et se son (ses)
ennemi(s) naturel(s) est indispensable. La lutte biologique peut se faire soit naturellement,
soit par I’introduction des ennemis naturels en quantité optimale et au bon moment (Bovin,
2001)

L'objectif de cette méthode est donc a terme de remplacer, en totalité ou en partie, les
pesticides chimiques utilisés en agriculture et en foresterie (Bovin, 2001).

2. Mécanismes d'action d'un agent de lutte biologique

2.1. Antibiose : l'antibiose est le mode d'action le plus étudié chez les agents de lutte
biologique (Jijakli, 2003). Elle consiste a la production par l'agent antagoniste

d'antibiotiques efficaces contre 1’agent pathogene (Corbaz, 1990).

2.2. Competition : la compétition pour les éléments nutritifs entre en jeu lorsqu’il y a
simultanément consommation du méme composeé par plusieurs microorganismes. Pour étre
un compétiteur efficace, un agent antagoniste doit étre capable d'utiliser rapidement et
efficacement les éléments nutritifs présents en faible concentration sur les organes de la
plante (Jijakli, 2003).

2.3. Parasitisme : ce mécanisme de lutte consiste en une interaction directe entre deux
microorganismes ou les tissus vivants de I'un constituent une base nutritive pour l'autre
(Helluy et Holmes, 2005).
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1. Les grottes

1.1. Généralités

Une "grotte™ est définie comme tout espace naturel sous la surface qui s'étend au-dela de la
zone crépusculaire et qui est accessible a I'homme (Gillieson, 1996 ; Hill et Forti, 1997).
Les grottes peuvent étre classées de plusieurs maniéres, notamment en fonction du type de
roche et de la méthode de formation (Palmer, 1991).

Les grottes sont genéralement des biotopes sous-alimentés,Concentration minérale élevee
et basse température relativement stable. Les grottes peuvent donc étre considérées comme
des environnements extrémes tout au long de la vie, offrant une niche écologique pour des
microbes hautement spécialisés (Schabereiter-Gurtner et al., 2003 ; Martin-Sanchez et
al., 2011).

Leurs ressources sont souvent limitées en raison du manque de lumiere qui empéche les

plantes de produire principalement de la matiere organique. (Northup et Kathleen, 2001).

1.2. Type des grottes

Les grottes peuvent étre classées de plusieurs maniéres, notamment en fonction du type de
roche et de la méthode de formation. Les types de grottes les plus courants sont ceux formés
dans le calcaire et d'autres roches calcaires, ainsi que les tubes de lave dans les roches
basaltiques. Les autres types de grottes ont généralement une étendue limitée et comprennent
celles qui se trouvent dans le gypse, le granit, le talus, le quartzite, la glace et le grés (Palmer,
1991 ; Konig, 2016).

L'environnement intérieur de la grotte peut étre divisé en quatre zones principales en
fonction de la quantité de lumiére qui pénétre a I'intérieur.
-La zone d'entrée ou se trouvent les environnements aériens et souterrains.
-La zone crépusculaire, ou les rayons s'estompent. Aucune plante ne peut y pousser.
-Zone de transition pour ce niveau. La lumiére est éteinte, mais la surface des influences
environnementales telles que la température et I'numidité est toujours détectés.
-Zones profondes ou il fait completement noir, humide et toujours froid. (Ghosh et al.,
2016).

1.2.1. Les stalactites tombantes

La formation des stalactites est évidemment un processus trés long durer des milliers

d'années. Il existe de tres fines stalactites appelées spaghetti (Ghosh et al., 2016).
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Figure 04 : Les stalactites (Beni Add).

1.2.2. Les stalagmites montantes
Contrairement aux stalactites, Les stalagmites se forment depuis le sol par I'accumulation
d'eau calcaire tombant goutte a goutte d'une stalactite (Figure 4). Ainsi, une stalagmite est

toujours couplée a une stalactite.
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Figure 05 : Les stalagmites (Konig, 2016).

2. Les champignons du sol
2.1. Le sol

2.1.1. Généralités
Le sol est la couche superficielle meuble de la lithosphére terrestre, présentant une
épaisseur variable de quelques centimetres a plusieurs meétres. 1l dispose de son atmosphére
interne, ainsi que d'une flore et d'une faune spécifiques. C’est un milieu minéral poreux : gaz
et liquides peuvent y circuler. Ony distinguera donc trois compartiments physiques : solide,
liquide, gazeux mais le sol n’est pas seulement un substrat physico-chimique, ¢’est aussi un
support de vie, créatrice de matiére organique (Davet, 1996 ; Barles et al., 1999).
Il est composé d'au moins quatre composantes : (Luis, 2004)
v/ La matiére inorganique minérale, typiquement 40% ou plus du volume du sol.
v La matiére organique, habituellement d'environ 5%.
v’ L'air et de I'eau, plus ou moins 50%.
v Des micro-organismes et des macro-organismes, environ 5%.
C’est un systeme dynamique complexe qui évolue en permanence sous l'action de
processus pédogénétiques relativement lents, bien que certains événements ponctuels
puissent accélérer leur évolution (par exemple érosion rapide et importante dans le cas d'un

événement climatique violent), et peut se dégrader (Duchaufour, 1997 ; Grosbellet, 2008).
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2.1.2. Propriétés microbiologiques

Le sol est 1’habitat naturel pour des myriades de microorganismes et d’autres formes
vivantes. Le nombre et I’activité de ces populations changent d’une région a une autre,
influencé par le contenu de matieres organiques du sol, la texture du sol, le pH, ’humidité,
la température, 1’aération et d’autres facteurs (luis, 2004).

Dans la plupart des sols cultivés et bien aérés, les champignons représentent cependant la
plus grande partie du protoplasme microbien total. La biomasse des microchampignons est
1500 kg/ha. Les genres le plus fréquemment observés dans le sol sont les suivants :
Penicillium, Fusarium, Mucor, Aspergillus. La microflore des champignons apparait comme
étant beaucoup plus variée (Baath and Soderstrom, 1980 ; Schniirer et al., 1985 ; Boiron,
1996 ; Bertrand et de Halleux, 2005).

Les champignons du sol comportent les saprophytes, les symbiotiques (mycorhizes) et les
parasites selon la facon dont ils obtiennent leur carbone et énergie (Christensen, 1989 ;
Senal et al., 1993 ; Prescott et al., 1995).
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Ce travail dépend avant tout de I'étude de mécanisme de la lutte biologique contre les
champignons phytopathogénes des plantes, c’est-a-dire 1’antagonisme par des agents
biologiques « Trichoderma et Penicillium » d’origine souterrain contre des agents

phytopathogéne « Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus et Aspergillus fumigatus ».

1. Isolement des antagonistes

1.1. Milieu de culture

Afin de réaliser 1’isolement de la mycoflore de nos échantillons, on a utilisé le milieu PDA
(Potatoes Dextrose Agar). Afin d’éviter toutes contaminations bactériennes, le PDA utilisé
est acidifié jusqu'a 4,5 a 5 en utilisant 1 ml de 1’acide lactique a 25% pour un flacon de 200
ml de PDA (Moussaoui, 1994).

1.2. La mise en culture
L'isolation de les agents antagonistes ‘Trichoderma,Penicillium' a été réalisée par mes

collégues ( Zahal Nafissa et Zouad Narimen )

2. Purification et conservation des isolats
Les isolats sont d’abord purifiés par repiquages successif sur le milieu d’isolement PDA.

Par la suite, ils ont été repiqués sur le méme milieu coulé en pente dans des tubes a vis, pour

conservation a 4° C.

3. Identification des isolats sélectionnés
Les souches pures ont été caractérisées par, leurs aspects macroscopiques et

microscopiques :

3.1. Les caractéristiques macroscopiques

IIs ont été determinés par le diametre des colonies, la couleur et la sécrétion des pigments
diffusible

3.2. Les caractéristiques microscopiques

Fonde sur les caractéristiques qui ont été établies par deux techniques

3.2.1. Méthode de Scotch

Qui consiste a adhérer a I'aide d'un ruban adhésif, une fraction mycélienne a partir d'une
culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques gouttes de bleu de meéthyleéne.

Les observations microscopiques ont été effectuées au Grossissement (Gx10, Gx40 et

Gx100) a l'aide d'un microscope.
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L'observation microscopique permet la visualisation de la forme de mycélium et les spores

caractéristiques des champignons.

3.2.2. La technique de microculture

Elle consiste a inoculer les spores des moisissures sur une lame menée de petits carrés, de
milieux PDA, acidifiés et les recouvrir par une lamelle. Les spores sont ensemencées sur les
limites prériphériques du milieu pour leur fournir un potentiel d'oxygene nécessaire a leur
germination. Ensuite les conditions dans une chambre stérile et humide et les incuber a 25
°C pendant 3 a 5 jours apres l'incubation, on effectue les observations de lames grace a une
microscope (Gx10, Gx40 et Gx100) (Haris, 1989).

4. Test d’antagonisme

4.1. Champignon cible

Afin de réaliser le test, on a utilisé des souches qui proviennent du laboratoire de Produits
naturels. Ces souches : Fusarium oxysporium MNHN 963917, Aspergillus fumigatus
MNHN 566, Aspergillus flavus MNHN 994294 ont été conservees sur PDA en tubes inclinés
a4°C.

Figure 4: Champignons cibles en tubes.

4.2. Preparation de I'inoculum fongique

La préparation de I’inoculum fongique du test nécessite, premi¢rement le contrdle de pureté
des souches utilisées. On a réalisé cette étape par ré-isolement de chacune des souches sur

le milieu de culture PDA coulé en boite de Pétri.
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4.3. La réalisation du test

Le test d'activité antifongique des isolats purifiés de Trichoderma et Penicillium consiste a
rechercher leur effet antagoniste sur le développement des espéces phytopathogene. Alors,
nous avons utilisé la méthode de confrontation directe, encore appelée la technique des

« cultures opposée ».

4.3.1. La confrontation par contacte directe

Cette méthode consiste a prélever des cylindres d'agar de 6mm de diameétre d'une culture
d’antagoniste, et les déposer par la suite dans une boite de Pétri contenant le milieu PDA.
Un cylindre de 6mm de diameétre de champignon phytopathogéne est ensuite déposé a une
distance de 3cm du cylindre d’antagoniste. Les deux cylindres sont placés suivant un axe
diamétral et a équidistance du centre de la boite (figure 7).

Chague souche antagoniste est confrontée au champignon phytopathogene qui lui est cible.

L’incubation est réalisée a 25°C pendant six jours (Hibar et al., 2004).

— -

Figure 5: Technique de confrontation directe.

Les témoins sont représentés par des boites de Pétri contenant uniquement le champignon

cible.

4.3.2. Evaluation de I'inhibition exercée par les antagonistes

L'évaluation de l'inhibition exercée par les antagonistes est estimée par le calcul du
pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne du pathogene (Hmouni et al., 1996)

selon la formule suivante :
I (%) = (1- Cn/Co) x 100
Ou:

o Cn: est le diamétre moyen des colonies en présence de I'antagoniste.
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o Co: est le diametre moyen des colonies témoins.
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1. Purification et conservation des champignons

Les souches purifiées et conservées sont représentées dans la figure suivante :

Figure 6: Des champignons en tubes.

2. Identification des champignons

L’identification des souches fongiques s’est basée sur 1’étude macroscopique et
microscopique. On a basé essentiellement sur les clés de détermination des genres a savoir
les caractéres culturaux et la morphologie microscopique selon Botton (1990) et Guiraud
(1998).

2.2. Etude macroscopique
L’identification macroscopique a révélé 1’appartenance des souches sélectionnées aux

deux genres (Penicillium et Trichoderma).

Tableau 1: L’aspect marcoscopique des isolats.

L’isolat L’aspect macroscopique
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Trichoderma

Penicillium

2.2.1. Le genre Trichoderma

2.2.1.1. Morphologie

Trichoderma est un champignon filamenteux (Mhamdi, 2011). Selon (Cournut, 1984 ;
Landreau, 2001 ; Kubicek et al., 2003), Trichoderma isolées sur PDA, Repartit en boite
montrent une croissance rapide et extensive, avec un aspect laineux de couleur blanche ou
départ, pius verte avec le temps. Les colonies sont colorées en fonction de la pigmentation
de phialides. Cing jours aprés sa germination. La conidie donne naissance a un mycélium
d'abord blanc et stérile en forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible
sur les parties aériennes du mycélium, correspondant a la Conidiogénese. D'autres cercles

concentriques réguliers se forment par la suite.
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Phialospore

Conidiophore

Figure 7 : Caracteres morphologiques et observation macroscopique de Trichoderma (Ben
amira, 2018), (Soucre flickr)

3.1.1.2. Taxonomie

Les travaux pionniers de Rifai (1969) ont proposé de distribuer Trichoderma dans neuf
ensembles spécifiques (Almi, 2016 ; Sadfi-Zouaoui et al.,2008).

Alors que la révision du genre Trichoderma par Bisset (1991) avait inclus plusieurs
anamorphes d’Hypocrea établissant ainsi cing nouvelles sections, parmi lesquelles
correspondaient les ensembles déja décris par Rifai (Sadfi-Zouaoui et al.,2008).

La position taxonomique actuelle du Trichoderma est la suivante sur le tabelau (Leghlimi,
2013 ; Benouzza, 2012 ; Benkada, 2006 ; Ghorri, 2015 ; Bekkar, 2016).
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Tableau 2 : Classification du genre Trichoderma.

Régne Mycetea (Fungi)
Division Amastigomycota
Sous-division Ascomycotina
Classe Sordariomycétes
Ordre Hypocréales
Famille Hypocraceae
Genre Trichoderma

3.1.2. Le genre Penicillium

3.1.2.1. Morphologie

Les penicilliums se distinguent par leur organisation en pinceau (Figure 10). Le
thalle,formé de filaments mycéliens septés hyalins, porte des conidiophores lisses ou
granuleux,simples ou ramifiés qui se terminent par un pénicille. Les conidiophores peuvent
étre isolés, groupés, en faisceaux lache ou agrégés en corémies bien individualisés (Anani
et Bentaleb, 2016).

Conidies
Chafnes basipetales

Phialide

Ramification

“— Canidiophore ——w

Monoverticilla Biverticillé symbétrique Triverticille

Figure 8 : Principaux caracteres morphologiques des penicilliums (Tabuc, 2007).

A partir de (Tabuc, 2007), Penicillium se développe rapidement et facilement sur les
milieux de culture utilisés en routine (gélose au malt, Sabouraud). lls se développent a des

températures modérées de I'ordre de 20-27 °C. Apres 2 jours d'incubation, on observe des
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petites colonies plates, formées de cours filament aériens, habituellement blanc. Aprés 3-4
jours d'incubation, la sporulation va conférer aux colonies leur teinte, le plus souvent dans
les tons verts, Verts-bleus, vert-gris, vert-jaune, gris-bleu mais aussi, Pour certaines espéces

jaunes, orange, chamois, rose ou rouge.

Figure 9: Observation macroscopique de Penicillium (Angelucci et al., 1997).

3.1.2.2. Taxonomie
Le genre Penicillium contient environ 300 especes (Samson et Pitt, 1985), qui sont
classées dans le taxon suivant (tableau 3) :
Cette classification a été d'abord décrite dans la littérature scientifique par Johann
Heinrich Friedrich Link dans son ouvrage observations dans les plantarum ordines naturales
en 1809.

Tableau 3: Classification du genre Penicillium.

Régne Mycetea (Fungi)

Division Amastigomycota
Sous-division Ascomycotina

Classe Ascomycetes

Sous-classe Plectomycetidae

Ordre Eurotiales

Famille Eurotiaceae (Trichocomaceae)
Genre Penicillium
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3.2.  Etudes microscopique

L’observation microscopique des moisissures isolées sont les suivants (figure 12) :

(A) (B)
Figure 10 : Aspect microscopique des souches isolées.
(A): Trichoderma ; (B) : Penicillium.
3.2.1. Le genre Trichoderma
Sous microscope, Trichoderma a un mycélium composeé d'hyphes jaunes, Septés, Ramifiés,

parois lisses. Les conidiophores ont une forme conique ou pyramidale. Tres ramifiée, ils
portent des phialides en forme des flasques ou de quilles. A leur tour, les phialides portent
les spores (phialospores ou bien conidies) (Almi, 2016).
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Figure 11: Observation microscopique de Trichoderma (Ben amira, 2018).

3.2.2. Le genre Penicillium

Au point de vue morphologique, les individus du genre Penicillium se distinguent par leur
organisation en pinceau. Le thalle cloisonné porte le conidiophores, simple ou ramifié, se
terminant par un pénicille. Les conidiophores peuvent étre groupés en faisceaux lache ou
rassemblés en corémies (Colonne de conidiophores). Les phialides (cellules conidigénes)
sont disposees en verticilles a I'extrémité de conidiophores. Les phialides donnent naissance

aux spores qui se positionnent alors en chaine (Gauthier, 2016).

Figure 12: Observation microscopique des conidiophores et des hyphes filamenteux de
Penicillium chrysogenum (Nozowa ekt al., 1970).
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4, Effet d’antagonisme des souches isolées

La mise en évidence de I'activité antifongique des souches de Trichoderma et Penicillium
purifié consiste a rechercher leurs effets antagonistes sur le développement des espéces de
Fusarium oxysporum, Aspergillus flavus et Aspergillus fumigatus.

En effet,cette étude a été faite in vitro selon la méthode de confortation direct.

Figure 13: Les souches pathogeénes.

A fu :Aspergillus fumigatus ; Fu :Fusarium oxysporum ; A.f :Aspergillus flavus.
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Figure 15: Test d’antagoniste de Penicillium apres 3 jours.
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Figure 17: Test d’antagonisme de Penicillium aprés 7 jours.

Les tableaux suivantx (04,05) et les figures (21,22,23,24) montrent les résultats du test
d’antagonisme des deux souches Trichoderma et Penicillium contre les agents pathogénes

par confortation directe apres 3 jours et 7 jours d’incubation :




Resultats Et Interprétations

Tableau 4: Les résultats du test d’antagonisme des deux souches Trichoderma (E23) et
Penicillium (E12) apres 3 jours.

Antagoniste Souche pathogéne Pourcentage d’inhibition
(%)
F.oxysporum 44
E23 A.flavus 50
A.fumigatus 47
F.oxysporum 28
E12 A.flavus 38
A.fumigatus 47

Tableau 5: Les résultats du test d’antagonisme des deux souches Trichoderma (E23) et
Penicillium (E12) aprés 7 jours.

Antagoniste Souche pathogéne Pourcentage d’inhibition
(%)
F.oxysporum 100
E23 A flavus 100
A.fumigatus 56
F.oxysporum 43
E12 A.flavus 47
A.fumigatus 68
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Total
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Figure 18: Estimation des pourcentages d’inhibitions des souches phytopathogénes par la
souche de Trichoderma apres 3 jours.
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Figure 19: Estimation des pourcentages d’inhibitions des souches phytopathogenes par la
souche de Penicillium aprés 3 jours.
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Figure 20: Estimation des pourcentages d’inhibitions des souches phytopathogénes par la
souche de Trichoderma apres 7 jours.
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Figure 21: Estimation des pourcentages d’inhibitions des souches phytopathogénes par la
souche de Penicillium aprés 7 jours.

Les résultats de la confrontation directe entre les deux souches isolées (Trichoderma
et Penicillium) et les trois souches phathogénes (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,
Fusarium oxysporum), montrent que la croissance mycélienne des souches pathogénes
témoins est plus importante en comparaison a ceux obtenus avec les différentes
confrontations (Pathogéne - Antagoniste)

Aprés 3 jours d'incubation, la souche de Trichoderma a montré une bonne activité
inhibitrice vis a vis les souches pathogenes, et ceux par I'apparition d'une zone d'inhibition
suivie par un arrét de croissance pour I'ensemble des souches pathogénes, ce qui correspond

a une inhibition de croissance mycélienne supérieure a 44%.
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Alors que la souche de Penicillium a révélé une activité inhibitrice modéré par
rapport & la souche de Trichoderma, qui est compatible avec une inhibition de la croissance
du mycélium plus importante que 28%.

Aprés 7 jours d’incubation la souche de Trichoderma, on remarque que la croissance
mycélienne continue a se développer avec le temps avec un taux supérieur a 56%.

Et la méme analyse s’applique a la souche de Pencillium, avec un taux supérieur a
43%.

La souche de Trichoderma se montre la plus sensible avec un taux d’inhibition de
100% pour Aspergillus flavus et Fusarium oxysporum comparativement a la souche de
Penicillium qui représente un taux tempére de 47% pour Aspergillus flavus et de 43% pour
Fusarium oxysporum.Et exerce une action atténuée d’inhibition de 56% pour Aspergillus
fumigatus, par rapport a la souche de Penicillium avec un taux de 68%.

D’apres les deux tableaux (04,05) et les figures (21,23), les pourcentages d’inhibition
les plus importants ont été observés contre Aspergillus flavus et cela pour la souche de
Trichoderma (E23 : 50% / E23 : 100 %), suivie par ceux du Fusarium oxysporum (E23 : 44
% / E23 : 100 %), et en dernier licu ceux d’Aspergillus fumigatus (E23 : 47 % / E23 : 56
%).

Alors que la souche de Penicillium, en suivant les deux tableaux (04,05) et les figures
(22,24), les pourcentages d’inhibition les plus importants ont été observés contre
Aspergillus fumigatus (E12 : 47% / E12 : 68%), suivie par ceux du Aspergillus flavus (E12 :
38 % / E12 : 47 %), et en dernier lieu ceux du Fusarium oxysporum (E12 : 28 % / E12 : 43
%).

Les taux d’inhibition de Trichoderma aprés 3 jours varient entre 44 % et 50 % et
aprés 7 jours entre 56 % et 100 % selon I’espéce pathogene et en fonction de souche
antagonistes testés et pour Penicillium aprés 3 jours varient entre 28 % et 48 % et apres 7
jours entre 43 % et 68 %. Chacune des souches de I’antagoniste posséde une aptitude

particuliere pour €éliminer I’agent pathogene.
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Les résultats d’isolements des champignons a partir du sol d’un site caractérisé par
I’absence d’une végétation ont montré que les champignons sont partout. Méme avec un

nombre et une biodiversité infime.

En effet, Les champignons ont développé des adaptations tres diverses, de telle sorte
qu'on les trouve dans pratiquement tous les milieux du monde. On les trouve sous tous les

climats et sous toutes les latitudes (Florent, 1993 ; Tachenon, 1999).

Le sol est I’habitat naturel pour des myriades de microorganismes et d’autres formes
vivantes, formant des populations de différents genres. Le nombre et I’activité de ces
populations changent d’une région a une autre, influencé par le contenu de maticres
organiques du sol, la texture du sol, le pH, ’humidité, la température, I’aération et d’autres
facteurs (Ruark and Zarnoch, 1992 ; Madigan et al., 1997 ; Subler and Kirsch, 1998 ;
Peuk, 2000 ; Smith et al., 2000).

De ce fait, les champignons colonisent principalement les couches superficielles du
sol. La diminution du nombre de champignons dans les couches plus profondes du sol est
due & une aération insuffisante et une faible teneur en substance organique. En plus les
champignons du sol sont généralement des aérobies, alors ils ont besoin d’un libre accés a

I’air pour leur développement normal (Johanzen, 2019).

Diverses études ont expliqué I'abondance des especes de Penicillium et
Trichoderma dans les écosystemes, par leur capacité a produire diverses substances
bioactives et des enzymes, ils sont de ce fait, un maillon important dans les chaines
biologiques (Widden et Abitrol, 1980 ; Vining, 1990 ; Kubiceket al., 2003).

D’aprés (Botton et al., 1990). L’identification reste 1’opération la plus difficile dans
le domaine de la mycologie, elle a pour but de classer les souches fongiques par genres et
espéces selon les critéres d’identification. Elle est basée sur les deux aspects
microscopiques et macroscopiques. Dont 1’aspect macroscopique permet de connaitre : les
caracteres culturaux, la couleur des colonies, la présence ou 1’absence de 1’exsudat et d’une
odeur. Alors que I’aspect microscopique révele les organes de fructification et la couleur des

spores.

En ce qui concerne 1’antagonisme entre les champignons. L’inhibition de croissance

de ces champignons phytopathogénes est due a sa nature a croissance rapide, sécrétions des
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composés extracellulaires néfastes libérees par 1’antagoniste (Trichoderma, Penicillium) (le
phénomeéne d’antiobiose) comme des antibiotiques, enzymes dégradantes la paroi cellulaire
telles que des gluconases, endochitinases, chitinase, la lipase et la protéase ou des composés

phénoliques, la laccase dégradant la lignine et la mélanine (Khiat, 2014).

Le genre de Trichoderma inhibe efficacement la croissance mycélienne des trois
souches phytopathogenes (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus et Fusarium
oxysporium), & des degrés variables. En plus, il a une action parasitaire, Trichoderma se
développe plus rapidement par rapport au pathogenes en colonisant le milieu nutritif et en
ravissant les éléments nutritifs, c'est le phénomene de compétition (Alabouvette et al., 1983
; Dubot, 1985 ; Davet, 1996).

L'activité antifongique, observée par les souches Trichoderma et Penicillium, peut étre
due a la production d'enzymes extracellulaire. Ces enzymes sont responsables de la

dégradation des parois cellulaires des agents pathogénes (Lorito et al.,1993).

De leurs c6té, Elsas et al., (1997) considere Trichoderma comme un ascomycete
cellulotique. L'activité mycoparasitaire de Trichoderma contre les sclérotes des
champignons phytopathogénes est considérée comme un outil puissant pour la lutte
biologique, puisque ces structures végétatives, trés résistantes, représentent la forme de
survie primaire du pathogene dans le sol (Fang et al., 2005 ; St Leger et Wang, 2010 ;
Sandhu et al., 2012).

D’aprés ces chercheurs (Daami-Remadi et EI Mahjoub, 2001 ; Howell, 2003 ; Fang
etal., 2005 ; St Leger et Wang 2010 ; Sandhu et al., 2012). qui travaille sur I’antagonisme
entre les mycete ils constate aprés 1’étude microscopique de ces derniers que la zone de
contact entre l'agent pathogéne et I'antagoniste pendant le test d'antagonisme par
confrontation directe, un enchevétrement est observeé entre I'action de mycoparasitisme qui
se manifeste par la destruction de lI'agent pathogéne lorsque le Penicillium , Trichoderma
s'enroule autour de celui-ci soit en I'étranglant, en pénétrant a l'intérieur, et l'action
d'antibiose qui se manifeste par l'injection des substances (enzymes ou antibiotiques) qui

détruisent le mycélium de pathogeéne.

D’apres les résultats des chercheurs qui travaillent sur 1’effet d’antagonisme entre les
champignons montrent que Penicillium et Trichoderma appliquent une activité inhibitrice

sur le développement des colonies de champignons phytopathogénes

41

——
| —



Discussion

Trichoderma posséde une batterie de mécanismes d'attaque potentiellement utilisables
mais qui demeurent toutefois complexes (Gaigole et al., 2011, Bhale et al., 2013 et Khang

et al., 2013). Il peut employer un ou plusieurs modes d'action en méme temps pour maitriser
un agent pathogene.
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CONCLUSION

Ce travail consiste a la conception de la lutte biologique par Penicillium, Trichoderma
contre les champignons phytopathogénes Fusarium oxysporum, Aspergillus fumigatus et

Aspergillus flavus.

L’isolement et la purification ont été réalisé sur le milieu PDA a partir du sol prélevée
des grottes de la région d’Ain Fezza. L’identification macroscopique et microscopique des

champignons ont mis en évidences 2 souches fongiques : Penicillium et Trichoderma

L'effet de l'activité antagoniste des souches de Penicillium, Trichoderma contre les
trois champignons phytopathogénes Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus et Fusarium
oxysporum a été étudiée selon la méthode de confrontation directe. Ceci s’explique par
I’aptitude d’agent antagonistes a produire des substances volatiles qui provoqueraient la lyse
du mycélium et des spores du pathogene et sont capables de limiter et méme de stopper le

développement de 1’agent pathogene.

En résumé, les résultats de cette modeste recherche nous ont permis de confirmer et
de préciser I’importance du potentiel antagoniste de Penicillium et Trichoderma a 1’égard

des champignons phytopathogénes testées.

En se basant sur ces résultats, il est d’intérét primordial de fixer les points suivants
comme perspectives :

v’ L’activité d’antagonisme de Penicillium et Trichoderma isolées sur une gamme plus
large de champignons phytopathogenes.

v' L’utilisation d’autres techniques du test d’antagonisme in vitro.

v" Tester I’effet in vivo des souches Penicillium et Trichoderma isolées sur la croissance
des champignons phytopathogénes.

v" La confirmation de l'identification des souches isolées par vois moléculaire.
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