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Introduction

Les céreales ont une grande importance et occupent une place prépondérante dans la
production mondiale qui est de I’ordre de tonnes environ 02 milliards de tonnes (Pastre
et Roa, 1993 ; Multon, 1982 ; Apperit, 1985), elles représentent dans les pays pauvres

environ 75% des calories nécessaires.

Parmi les céréales, Le blé est 1’'une des premieres plantes introduites en culture, en

raison de ces nombreuses qualités favorables en alimentation humaine (Buyser, 2001).

En 2017, selon la F.A.O, la production mondiale du blé s'établira a 744,5 millions de
tonnes. Ce volume présente un recul de 1,8 % par rapport a I’année précédente (2016)

mais reste supérieur a la moyenne des cing derniéres années (Espoir Olodo, 2017).

Actuellement, I'Algérie est un grand importateur de blé et se trouve dépendante du
marché international. Cette situation risque de se prolonger a plusieurs années, faute de
rendements insuffisants et des besoins de consommation sans cesse croissants devant

une forte évolution démographique (Chellali, 2007).

Au cours du cycle de production du blé, de nombreuses maladies peuvent survenir
(surtout les cryptogamiques qui présentent 90% des maladies affectant les végétaux)
(Charlotte, 2017). Ces maladies, peuvent causer des pertes importantes dans le
rendement allant jusqu’a 50%, lorsque les variétés utilisées sont sensibles et les

conditions environnementaux sont favorables (Tizioualou, 2009).

Selon ’O.A.L.C de la région EST d’Algérie, des observations sur le terrain ont
confirmées que pas moins de 10 000 Hectares des cultures céréalieres a Mila et
Constantine, sont susceptibles d’étre affectées par des maladies cryptogamiques
(Mechti, 2014). La prolifération de moisissures provoque non seulement des
modifications physiques (aspect, goit, odeur...) et aussi chimiques (qualités nutritives),
mais peut donner lieu aussi a la formation des mycotoxines. Ces derniers, entrainent a
I’échelle mondiale des pertes estimées de 5 a 10 % des céréales et leurs dérivés

(Bouafia et Touati, 2013).
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Actuellement, devant 1’évolution démographique et le progrés de la technologie
alimentaire, il est devenue tres utile de maximiser la production alimentaire afin

d’assurer une alimentation adéquate pour la population mondiale.

Pour ce faire, il est devenu tres utiles de réduire la présence des espéces pathogenes qui

sont en compétition alimentaire avec la plante.

En raison de son efficacité et de son application facile et pratique, I’utilisation des
produits chimiques constitue a 1’heure actuelle la technique la plus utilisée pour lutter

contre les

moisissures nuisibles (Magan et al., 2004). Cependant, I’emploi intensif et inconsidéré
de ces produits a provoqué une contamination de la biosphere et de la chaine
alimentaire, une éradication des especes non cibles telles que la faune auxiliaire et

I’apparition des microorganismes résistants.

Actuellement, il est devenu trés indispensable de recherché des molécules nouvelles en
prenant en compte d’autres critéres que ’efficacité. Cette recherche s’est orientée vers
un essai de la lutte biologique par I’utilisation de souches fongiques antagonistes

pouvant constituer une solution alternative aux produits chimiques.

Dans cette optique, s'inscrit I'objectif de notre travail qui se dirige vers " Isolement de
quelques myceétes pathogénes de Blé dur (variété CIRTA) et la mise en évidence de

I’effet antagoniste de Trichoderma harzianum™.
Notre travail est donc scindé en trois parties :

» La premiére portera donc sur une synthése bibliographique rassemblant les
différentes connaissances relatives a notre plante modele (BIé dur), les
principales maladies fongiques. Et finalement des éclaircissements sur
I’antagoniste Trichoderma harzianum.

» La deuxieme partie est consacrée au travail expérimental, réalisé au sein du
Laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de [I’Activité
Microbienne (LaMyBAM); Biopole Campus Chaab El Rassas, Université des
freres Mentouri ; Constantine 1. Cette partie a abordé les points suivants :

v Isolement des agents pathogenes, a partir des especes végétales infectées (Blé
dur Var. CIRTA).
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v" Purification des agents pathogeénes.
v" Identification et caractérisation, macroscopique et microscopique des isolats
pathogeénes.
v Conservation des souches prélevées.
v Tests d’antagonistes (confrontation direct, confrontation indirect, activité
antifongique, activité enzymatique).
» La troisieme partie présente les différents résultats obtenus suivis par des

interprétations et discussions et enfin, une conclusion.
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1. Le Ble

1.1. Généralité sur le blé

Les céréales occupent a 1’échelle mondiale une place primordiale dans le systéme
agricole. Elles sont considérées comme une principale source de la nutrition humaine et
animale (Slama et al., 2005). Parmi ces céréales, le blé occupe la premiere place dans la
production mondiale et la deuxieme aprés le riz, comme source de nourriture pour les
populations humaines, il assure 15% de ses besoins énergétiques (Bajji, 1999). Le blé
est cultivé principalement dans les pays du bassin méditerranéen a climats arides et

semi-arides la ou I’agriculture est dans la plus mauvaise passe.

D’un point de vue production, le blé est estimé a 660 millions de tonnes, I'équivalent de
100 kg par habitant on considérait la population mondiale. D'aprés (Mahfoud et

Lasbahani, 2015), les deux espéeces du BIé les plus cultivées sont :

v" Le blé dur (Triticum durum).

v Le blé tendre (Triticum aestivum).

1.2. Morphologie de la plante

Le blé est une monocotylédone qui appartient au genre Triticum famille des Gramineae.
C’est une plante herbacée annuelle, de hauteur pouvant atteindre 1,70 m (Botarela,

2012). Le grain est un fruit sec et indéhiscent, appelé caryopse (Feillet, 2000).

La plante de blé comprend différentes parties qui sont :

» Les racines : les racines du blé sont fibreuses. A la germination les radicules ou
racines primaires est un entre-nceud sub-coronal émergent de la graine. Le
systeme racinaire secondaire peut étre assez développé, s'enfongant a des

profondeurs atteignant jusqu'a deux metres (Soltner, 1988).

» Les tiges et Feuilles : les tiges sont des chaumes, cylindriques, souvent creuses
par résorption de la moelle centrale. Les chaumes sont interrompus par des

nceuds qui sont une succession de zones d'ou émerge une longue feuille, qui

5



Revue bibliographiqie

engaine d'abord la tige puis s'allonge en un limbe étroit a nervures paralléeles. La

feuille terminale a un réle primordial dans la reproduction (Soltner, 1988).

» L'inflorescence : c'est un épi, celui-ci est formé de deux rangées d'épillets situés
de part et d'autre de I'axe (Figure 01). Un épillet regroupe trois fleurs a l'intérieur
de deux glumes. Chaque fleur est dépourvue de pétales et est entourée de deux
glumelles. Elle contient trois étamines, un ovaire surmonté de deux styles
plumeux. A la suite de l'autofécondation (cléistogamie) il y a formation d'un

fruit indéhiscent, le caryopse (CNRS, 2011).

fleur 3

fleur 2
glumelles

glumes rachis

Figure 01 : Morphologie de 1’épi et de la fleur de blé (Mosiniak et al., 2006).

1.3. Cycle biologique
Durant le cycle annuel du blé (Figure 02), une succession d'étapes s'effectue, ces

dernieres sont : période végetatif et période reproductrice (Zeitoune, 2011).

1.3.1. Période végétative
Elle se caractérise par un développement strictement herbacé et s’étend du semis jusqu’a la

fin du tallage, elle se divise en deux phases :

» Phase germination — levée: si les conditions sont requises (température,

humidité, etc.), le grain de blé va germer. Quelques jours plus tard apparaissent
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la premiere manifestation importante de la jeune plante en développement, une
sorte d’acte de naissance : 1’épointement de la radicule (la jeune racine déja

présente dans I’embryon) (Claire, 2013).

La germination de la graine se caractérise par 1’émergence de la coléorhize
donnant naissance a des racines séminales et de la coléoptile qui protege la sortie
de la premiére feuille fonctionnelle. La levée se fait réellement des la sortie des

feuilles a la surface du sol.

» Phase levée — tallage: la production de talle commence a I’issue du
développement de la troisieme feuille. Du stade trois feuilles (épi = 1 cm), ce
sont des tiges latérale appelée talle qui sont des « épis potentilles ». Au méme
niveau de la base de la tige il se formera une touffe herbacée et commencera

alors la période dite de « montaison » (Anonyme, 2005).

La fin du tallage représente la fin de la période végétative, elle marque le début de la
phase reproductive, conditionnée par la photopériode et la vernalisation qui autorisent

I’¢longation des entre-nceuds.

1.3.2. Période reproductrice

Cette phase est subdivisée en trois sous-phases :

» Phase montaison — gonflement : durant cette phase, les tiges s’allongent et les
feuilles supérieures sortent ; ce qui nécessite de gros besoins en eau et en azote.
Pour tous ces éléments, et pour la lumiére, il y a compétition entre les tiges : les plus
faibles meurent. Les racines ne progressent plus en profondeur mais se ramifient
(Alliés et al., 2004). La montaison s’achéve a la fin de I’émission de la derniére

feuille et des manifestations du gonflement que provoquent les épis dans la gaine.

» Phase épiaison — floraison : cette phase correspond a 1’épiaison (apparition des
épis a l‘extérieur), puis a la fécondation (ouverture des sacs polliniques), a la
germination du pollen et a la fécondation de 1‘ovule. Cependant, la floraison
consiste en 1’éclatement des anthéres qui libérent le pollen ; les filets qui les

portent s’allongent, cette opération entraine a travers les glumelles entrouvertes,
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les sacs polliniques desséchés, a I’extérieur flotte alors tout autour de 1’épi
comme de petites fleurs blanches c’est 1‘ensemble de ces petites fleurs qui

laissent dire que « 1°épi est fleuri » (Hennouni, 2012).

Phase de maturation du grain : la phase de maturation succéde au stade pateux
(45% d’humidité). Elle correspond a la phase au cours de laquelle le grain va
perdre progressivement son humidité en passant par divers stades (Nadjem,
2012). Elle débute a la fin du palier hydrique marqué par la stabilité de la teneur
en eau du grain pendant 10 a 15 jours. Au-dela de cette période, le grain ne
perdra que I’excés d’eau qu’il contient et passera progressivement au stade
rayable a I’angle (20% d’humidité) puis, stade cassant sous la dent (15-16%
d’humidité) (Hennouni, 2012).

B A

1) Germination 121 Leves 131 3 feullzs (4 Dbt tallage

-;;_l ’\E-:‘l»ﬂ \

[S) Epi & 1tm (&} Un neeud (7] Méseprlimigue  (8) Epiaisan

’\”":¥ ¥ ¥ {0

191 Floraton (10] Ballemark (111 Gram forme (120 Epi & maluris

Figure 02 : Cycle végétal du blé selon (Fritas, 2012).
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1.4. Exigences du ble
1.4.1. Le sol

L'alimentation hydrique d'une plante ou d'un couvert végétal est gouvernée par les

relations sol plante fondées sur les caractéristiques du sol et des plantes (Olioso, 2006).

Le blé est une plante qui se développe dans les meilleures conditions dans des soles a
texture limono-argileuse fine stable constituent d’une richesse suffisante en colloides et

nécessitent une bonne profondeur (Chellali, 2007).
1.4.2. L'eau

L'eau est un facteur de I'environnement qui influence la quasi-totalité des réactions
physiologiques des végétaux. (Duthil, 1973 ; Catell, 2006).

Les blés ont besoin de 550 mm d’eau en moyenne au cours de leur cycle de
développement. De la montaison jusqu'a floraison, ces besoins sont considérables
jusqu'a 180mm (Moule, 1980).

En effet, au début du cycle végétatif la sécheresse affect 1’installation de la culture, alors
qu’au milieu du cycle végétatif, elle affecte principalement la fertilit¢ des organes

reproducteurs de la plante (Gate, 1995).

1.4.3. Températures

Le froid, la sécheresse et les fortes températures limitent la croissance et le
développement des différentes composantes du rendement au cours des phases
végétatives (Evans et Wardlaw, 1976). La température est la caractéristique
environnementale qui contr6le le développement de la plante, elle conditionne a tout
moment la physiologie du blé. Une température supérieure a 0°C est exigée pour la
germination, le gel printanier affecte la formation de I'épi (Bouzerzour, 1998 ; Tahir et
al., 1998).
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1.5. Importance économique du blé

1.5.1. Dans le monde

Les céréales, le blé en particulier occupe une place importante dans la production
agricole et constitue la nourriture de base pour 35%de la production mondiale (Hamel,
2010). Le blé arrive juste derriére le riz et le mais si I’on considére les tonnages produits
(Figure 03) (Jacquemin, 2012) avec une production mondiale estimée a 650,9 millions
de tonnes en 2009 (Zahri et al., 2014).

200
700 -
600
500 1—
100 M Surface cultivée
{en millions d'hectares)
300 =
B Production
00 7 {en millions de tonnes)
100 + |
U L ] i
Blé Mais Riz Autres
céréales

Figure 03: Production et superficie occupées par les principales céréales dans le monde en 2010
(Jacquemin, 2012).

En Méditerranée, la France est la premiére productrice de blé. Elle a enregistré les plus
hauts rendements, pour le blé avec 7 tonnes/ha. Des améliorations de rendements ont éte
obtenues un peu partout en Méditerranée et en Arabie Saoudite. Les superficies
céréaliéres sont en légere régression, les plus importantes emblavures céréalieres sont
celles de la Turquie avec 14 millions d'hectares, de la France avec 8,8 millions
d'hectares, de I'Espagne avec 6,7 millions d'hectares et enfin le Maroc avec 6 millions
d’hectares (Fritas ,2012).
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1.5.2. En Algérie

L'Algérie est une grande importatrice de blé et se trouve dépendant du marché

international (Figure 04). Cette situation risque de se prolonger a plusieurs années, faute

des rendements insuffisants et des besoins de consommation sans cesse croissants

devant une forte évolution démographique (Chellali, 2007).
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Figure 04 : Production de blé en Algérie en tonnes de 1961 a 2011 (F.A.O, 2016)

2. Les maladies Fongiques du Blé

Les maladies (Tableau 01) qui s’attaquent au blé sont dues a plusieurs types de

pathogénes a savoir les champignons, bactéries, virus, nématodes. Les principales

maladies fongiques répandues dans le monde et en Algérie sont regroupées dans le

tableau ci-dessous (Sayoud et al., 1999).

Tableau 01 : Les principales maladies fongiques du blé (Sayoud et al., 1999).

Maladie Agent causal
Rouille jaune Puccinia striiformis
Rouille noire Puccinia graminisf.sp.tritici
Rouille brune Puccinia triticina

Oidium

Erysiphegraminisf.sp.tritici

Tache helminthosporienne

Pyrenophoratritici-repentis

Caries

Tilletia caries et Tilletiafoetida
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Charbon foliaire Urocystisagropyr
Charbon nu Ustilagotritici
Pourriture racinaire Cochliobolussativus

Fusariumculmorum
Fusariumgraminearum
Fusariumavenaceum
Septoriose Septorianodorum ou
Stagnosporanodorum

Septoriatritici ou
Mycosphaerellagraminico

2.1. La Fusariose

Il existe de nombreuses especes du genre Fusarium qui affectent les céréales. Ces
champignons forment un complexe de maladies qui infectent les grains, et les plants
adultes. Généralement, 1’agent pathogéne transmis par les semences, Microdochium
nivale (autrefois appelé Fusarium nivale) est également inclus dans ce groupe de
champignons. M. nivale est le principal agent pathogene du groupe ; il provoque la
fonte des semis, qui entraine la mort des pousses et un éclaircissage. D’autres especes
causent une serie de symptdmes, notamment des lésions brunes a la base des tiges
(Clement, 1981).

Les lésions (Figure 05) causées par la fusariose apparaissent souvent a la base de la tige,
dans la gaine des feuilles que les racines coronales déchirent lors de leur sortie. Cette
infection peut ensuite s’étendre a la gaine de la feuille, une propagation qui se manifeste

par la présence de longues stries brunes a la base de la tige (Feillet, 2000).

Figure 05 : Symptdmes de la Fusariose de blé ; (A) : Plantes de blé infecté par la fusariose ;
(B) : Fusariose a la base de la tige.
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L’infection entraine souvent le blanchiment de tout ou partie de 1’épi. Ce symptome est
observeé lorsque les épis sont infectés aux premiers stades de floraison. Les infections
plus tardives peuvent provoquer I’infection des grains, sans blanchiment notoire des
épis. La phase de blanchiment des épis de cette maladie du blé peut provoquer une perte
de rendement, mais la principale préoccupation est la production potentielle de

mycotoxines dans les grains.
2.2. L’helminthosporiose (Tan Spot)

Le Tan spot est largement distribué dans les régions productrices de blé. Les attaques
sont importantes plus particulierement au nord du pays. Les pertes de rendement

causeées par cette maladie sont importantes et peuvent atteindre30% (Eliard, 1979).

Les symptémes (Figure 06) causés par Pyrenophoratritici-repentis (Drechsleratritici-
repentis), se présentent sous forme de taches uniformément brun foncé, 2 a 10 mm de
longueur et pouvant étre bordées d’un halo jaune. Les taches peuvent s’allonger et étre
délimitées par les nervures mais les 1ésions n’auront jamais 1’apparence de longues

stries étroites comme la rayure réticulée (Gate, 1995).

. e
o T vt
E ARVALIS - Institut du vegetal

Figure 06 : Symptomes de L’helminthosporiose de blé.

2.3. Septoriose

La tache septorienne déterminée sont causée par une moisissure dit Septorianodorum
(Figure 07). Les symptdmes se manifestent sur le feuillage et sur les glumes, la gaine
des feuilles et les nceuds. Sur les feuilles, on peut observer des taches ovales ou
lenticulaires brunes, elles peuvent étre entourées d’une chlorose ou d’un jaunissement

périphérique.
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Figure 07 : Symptdmes de la Septoriose du blé.

2.4. Les rouilles

Ils sont causés par les especes du genre Puccinia, se caractérisant par petites pustules
circulaires ou ovales de couleur variant selon le type de rouille (urédospores),
apparaissent sur la face supérieure des feuilles (Lamari et al., 1991 ; Sayoudet al.,

1999 ; Ezzahiri, 2001) et parfois sur la face inférieure des feuilles (Figure 08).

Figure 08 : Symptomes de la rouille jaune de blé

3. Lutte biologique par Iutilisation de Trichoderma harzianum

3.1. Généralités

La lutte biologique, consiste a utiliser des organismes vivants, appelés auxiliaires, ou
de leurs produits, pour prévenir ou réduire les dégats causés par des bio agresseurs. Il
s’agit d'utiliser la biodiversité et les ennemis naturels des especes nuisibles (Fernandes,
2005). La réussite de la lutte biologique nécessite 1’application d’un agent de bio
contrble efficace. L’efficacité est notamment liée a 1’utilisation de plusieurs modes
d’action (Cook, 1993 ; Benbrook et al., 1996) et a la capacité de 1’agent de lutte

biologique a colon XWisé et a s’installer dans le milieu rhizosphérique des plantes
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(Singh et al., 2003). Parmi les champignons, le genre Trichoderma forme un important

groupe d’antagonistes.

3.2. L’espéce Trichoderma harzianum
3.2.1. Morphologie

Depuis la révision du genre Trichoderma par (Rifai, 1969), les caractéristiques
morphologiques sont utilisees pour caractériser et distinguer les espéces de
Trichoderma (Gams et Bissett, 2002). En outre, (Samuels et al., 2015) ont également
fourni des observations détaillées sur les caracteres morphologiques des especes

définies de Trichoderma.

L’aspect macroscopique des Trichoderma est apprécié a partir de cultures sur géloses
appropriées, réparties en boites de Pétri. Les colonies fongiques peuvent étre légérement
floconneuses ou bien compactées en touffes (Figure 09). Entre ces deux extrémes,
existent des aspects intermédiaires. Les colonies sont colorées en fonction de la
pigmentation des phialides.

T.harzianum peut étre distingué des espéces morphologiquement similaires, tels que
T.aggressivum et T.atroviride en les cultivant a 35 °C. Aprés 96 heures d’incubation a
35 °C, le diamétre des colonies de T. aggressivum et T. atroviride ne dépasse pas les 5
mm, tandis que celui de T. harzianum présente une bonne croissance et sporulation
(Samuels, 2004).

Figure 09: Aspect microscopique (A) et macroscopique (B) de Trichoderma harzianum
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D’un point de vue microscopique le mycélium est composé d'hyphes jaunes, septés,
ramifiés a parois lisses. Les conidiophores (Figure 10) ont une forme conique ou

pyramidale. Trés ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de quilles. A
leur tour, les phialides portent les spores.
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Figure 10: Aspect morphologique d’un conidiophore de Trichoderma harzianum (Samuels et
al., 1994).

3.2.2. Taxonomie

Les travaux de (Rifai, 1969) et les techniques de la biologie moléculaire, basées sur le

polymorphisme des séquences de I’ADN ont pu révéler une classification phylogénique
pour le genre de Trichoderma.

La position taxonomique actuelle des Trichoderma harzianum se présente comme suit :

Tableau 02 : Classification de Trichoderma harzianum (Bissett, 2004)

Régne Fungi
Embranchement Amastigomycota et/ou Eumycetes
Division Ascomycota
Sous division Pezizomycotina
Classe Sordariomycetes
Sous classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreales
Famille Hypocraceae
Genre Trichoderma
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3.2.3. Reproduction

Trichoderma harzianum est un champignon asexué. Les conidiospores représentent la
phase dominante de la multiplication. Dans des conditions appropriées, les spores
germent, donnent un myceélium, constituent des hyphes ramifie, nouveaux conidiospores

sont formées dans des phialides. (Rifai., 2004).

3.2.4. Mode d’action

Trichoderma harzianuma fait 1’objet de nombreuses ¢études dans le cadre de la
protection des plantes vis-a-vis des maladies parasitaires. Il est capable d’attaquer
différents agents pathogenes par des mécanismes variés dont les principaux sont le
parasitisme, 1’antibiose et la compétition (Howell, 2003 ; Vinale et al., 2007). Ces
mécanismes sont utilisés de maniere complexe, indépendamment ou en synergie,

suivant I’adversaire et les conditions du milieu (Suty, 2010).

» Le mycoparasitisme : le parasitisme des champignons phyto-pathogénes par les
Trichoderma est un phénoméne complexe. Ce phénoméne résulte d’un
enroulement de Trichoderma autour du pathogéne soit en 1’étranglant, en
pénétrant a I’intérieur et/ou en lui « injectant » des substances (enzymes) qui le

détruisent.

» L’antibiose : I’antagonisme par antibiose est un mode d’action trés répandu chez
les espéces de Trichoderma qui repose sur la production de métabolites
secondaires de nature diverse, exergant un effet inhibiteur voire 1étal sur 1’agent
pathogéne (Vinale et al., 2007).

» La compétition: la compétition pour les éléments nutritifs et I'espace est un des
mécanismes impliqués dans le contrdle biologique des agents phyto-pathogénes
(Tronsmo et Hjeljord, 1998). Au niveau de la rhizosphére, la compétition pour
I’espece est intense et s’exprime par la colonisation de la surface racinaire
(Sivan et Chet, 1989). Trichoderma est parmi les microorganismes
rhizosphériques les plus compétitifs qui pourront tirer profit de I’apport nutritif
liberé par le systeme racinaire et tenter de coloniser la racine des plantes. La

pénétration de Trichoderma au niveau du tissu racinaire est généralement limitée
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au niveau de la premiére couche ou bien la couche secondaire des cellules
racinaires (Yedidia et al., 1999, 2000; Metcalf et al., 2001). La reconnaissance
entre la plante et Trichoderma aboutit a la synthese des phyto-alexines
(molécules fongi-toxiques) (Howell, 2003 ; Shoresh et al., 2005). (Yedidia et
al., 2000) ont prouvé que I’association de Trichoderma avec les racines réduit

les maladies des racines par ’activation de la réponse de la défense des plantes.

3.2.5. Les métabolites de Trichoderma harzianum

Les espéces de Trichoderma sont capables de produire plus de 180 métabolites
secondaires différents, selon les conditions environnementales, le sol, la plante et
I’agent pathogéne auquel elles sont confrontées. Ces métabolites appartenant a
différentes classes de composés chimiques (Gams et Bisset, 1998; Reino et al.,
2008).Ces composés ont €té caractérisés et classés en des composées volatiles, des
composés diffusibles et des peptaiboles (Ghisalberti et Sivasithamparam, 1991). La
littérature n’indique que les métabolites importants de Trichoderma sp, qui sont

principalement des enzymes et des molécules bioactives :

» Production d’enzymes : la production des enzymes est variable d'une souche a
une autre. Les enzymes hydrolytiques dégradant la paroi cellulaire des
champignons phytopathogénes, comme les chitinases, [-1,3-glucanases,
cellulases, protéases et autres hydrolases, sont parmi les métabolites diffusibles
impliqués dans le mécanisme d’antibiose exercé par Trichoderma (Howell
,2003; Harman et al., 2004; Eziashi et al., 2006 ; Castro et al., 2010). Elles

sont Exploitées dans divers domaines biotechnologiques (Kubicek et al., 2003).

» Production de substances bioactives : Trichoderma harzianum est capables de
produire différentes molécules bioactives, y parmi I’antibiotique 6-pentyl-a-
pyrone (6PAP) qui appartient au groupe métabolites volatiles jouant un réle dans
la lutte biologique a 1’égard des champignons phytopathogénes tels que
Botrytiscinerea, Rhizoctoniasolani et Fusarium oxysporum (Jelen et al., 2013
;Blaszczyk et al., 2014).
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» Sécrétion des peptaiboles: ce sont des polypeptides ayant des effets
antifongiques, antibactériens (Gram +) et antivirales. Les composés appartenant
a cette classe comprennent : les Viridines, Trichotoxines A et B, Trichorzianines

A et B, Trichorzines et autres (Reino et al., 2008 ; Andrabi et al., 2011).
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Materiel et methodes

Le présent travail porte sur I’isolement de quelques souches pathogénes du Blé dur et
la mise en évidence de I’effet de Trichoderma harzianum agents de lutte biologique

vis-a-vis de ses agents. Ce travail a été étalé sur plusieurs axes de recherche :

1. Prospection, échantillonnage et isolement des différents agents jugés

pathogenes sur milieu de culture ordinaire.

2. Evaluation de Defficacit¢ In Vitro de 1’espéce de T. harzianumsur la
croissance mycélienne de quelques isolats obtenus. Cette évaluation a été
réalisée selon trois méthodes : confrontation directe, confrontation indirecte et

par les métabolites secondaires.

3. Détermination de I’activité enzymatique de T. harzianum.

Ce travail a été réalisé au sein de Laboratoire de Mycologie, de Biotechnologie et de
1’ Activité Microbienne (LaMyBAM) a Constantine.

1. Présentation de la zone d’échantillonnage

Le matériel végétal (BIé dur : Triticum turgidum) utilisé au cours de nos différentes
expérimentations proviennent des sites situés dans les localités de EI Kheroub (Figure

11) relevant de la wilaya de Constantine.

Les prélevements des échantillons ont été effectués durant la fin du mois d’Avril de
I’année 2018.

Les échantillons des plantes sont pris de maniere aléatoire (au nombre de cing
plantes) dans la station concernée. Différentes parties des plantes (Racines, tiges,
feuilles) de BIlé dur présentant des symptomes typiques de maladies ont été prélevées
dans des sachets en plastiques stériles puis ramenés au laboratoire pour analyse

mycologique.
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Figure 11 : Localité de site d’isolement : El khroub, Constantine.

2. Mateériel

2.1. Matériel biologique

2.1.1. Souche antagoniste

L’agent antagoniste (T. harzianum) utilisé pour évaluer 1’activité antagoniste contre
les isolats pathogenes provient de la mycothéque du Laboratoire de Mycologie, de
Biotechnologie et de I’ Activité Microbienne (LaMyBAM)), isolée et identifiée par le

méme laboratoire.

2.1.2. Souches pathogenes

Les souches pathogenes utilisées lors de nos essais, ont été isolés a partir de

différentes plantes du Blé dur échantiogné dans la région d’El Khroub.

2.2. Milieux de culture (Annexe 1)

Plusieurs milieux de cultures ont été utilisés, au cours de nos différentes

experimentations. Pour toutes les manipulations realisées, 1"eau utilisée est de I'eau
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distillée, et tous les milieux autoclavés pendant 20 minutes a 121°C avant leurs

utilisations.

2.2.1. Milieu d’isolement

L’isolement des myceétes a été effectué sur le milieu gélose dextrose a la pomme de
terre (en abréger PDA, pour Potato Dextrose Agar). C’est un milieu de culture

microbiologique courant produit & base d'infusion de pomme de terre et de dextrose.

Le milieu PDA, est le milieu le plus largement utilisé pour cultiver des mycétes qui

attaquent les plantes vivantes ou la matiére organique végétale en décomposition.

Le PDA a été préparé a partir d’un mélange de pommes de terre lavées et découpées
en petits morceaux et d’eau distillée. Le mélange est mis a ébullition au Bain-Marie et
la bouillie obtenue est filtrée. L agar et le glucose sont ajoutés et la quantité d’eau est

complétée jusqu’a 1000 ml. (Ronald et Atlas, 1997).

2.2.2. Milieu de purification

Le milieu choisi pour la purification des isolats est le milieu gélose Sabouraud. Ce

dernier, permet la croissance d'une grande variété de levures et moisissures.

La préparation de ce milieu, consiste a dissoudre les différents ingrédients dans 1000
ml d’eau distillée. (Ronald et Atlas, 1997).

2.2.3. Milieu de fermentation

Pour la fermentation un milieu de culture a base d’extrait de Malt et d’extrait de
levure (milieu M2) a été utilisé. Ce milieu permet une meilleure croissance de T.
harzianum. Pour le préparer, il faut dissoudre de I’extrait de levure avec de 1’extrait de

Malt et I’agar dans une quantité suffisante (1000 ml) d’cau distillée (Almi H, 2015).
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3. Méthodologie

3.1. Méthode d’isolement

Les plantes infectées collectées des sites prospectés (EI Khroub), ont été découpées en
petites pieces d’environ 0.5 cm. Les piéces obtenues sont désinfectées a
I’hypochlorite de potassium a 2% pendants 3 min, puis rincées plusieurs fois a I’eau
distillée stérile et séchées entre du papier filtre stérile puis, placées dans des boites de
Pétri (5 pieces/boite) contenant le milieu PDA (Figure 12). Enfin, les boites sont

incubées a 28°C pendant sept jours (Belabid et al., 2000).

Flacon avec

milieu de culture

| Bec Bunsen

Plante du
Blé

ler ringage a l'eau stérile
Pince et scalpel

Figure 12 : Méthode d’isolement a partir des fragments des plantes du Blé dur.

3.2. Méthode de purification

Les boites issues d’isolement comprennent plusieurs colonies d'aspects, de couleurs et
de texture différentes. La purification des colonies a concerné les colonies dont les
caractéres culturaux correspondent a ceux des souches recherchées dans cette étude
(souches pathogenes). La technique consiste a prélever quelques spores ou une petite
bouture mycélienne a la marge du thalle a repiquer, a l'aide d'une Anse de Platine
stérile et transférer aseptiquement dans une nouvelle boite de Pétri contenant le milieu
Sabouraud. Afin d'obtenir un développement typique du champignon, I'inoculation est

réalisée en un seul point au centre de la boite (Botton et al., 1990).
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3.3. Méthode d’identification

La détermination des genres d’isolats obtenus a été effectuée par deux méthodes :

3.3.1. Identification macroscopique

L’examen macroscopique permet de déterminer la texture (velouté, laineux, etc..) et la
couleur du thalle (pigmentation du mycélium, couleur des conidies) pendant le
développement ainsi que la couleur du revers de la culture et son odeur (Botton et al.,
1990).

3.3.2. ldentification microscopique

L’observation microscopique s’effectue sur un petit fragment mycélien
soigneusement préleve a la marge du thalle a I’aide d’une Anse de Platine stérile. Le
fragment prélevé est ensuite fixé avec de Lactophénole Bleu de Cotton (Packer et
Thomas, 1990), ce qui permet ainsi de détecter la présence et la nature du mycélium,
la présence ou I’absence du septum, les caractéristiques des fructifications et spores
etc. (Samson et al., 1988 ; Hawkswarth et al., 1994 ; Gams et al., 1998).

Par ailleurs le taux de présence de chaque genre fongique isolé (plantes) est calculé

selon la formule suivante (Almi H, 2015) :
G = (Nx/NO) x 100
Ou:

G : Taux de présence (%) ;
Nx : Nombre des colonies isolées du méme genre ;
NO : Nombre total des colonies isolées.

3.4. Méthode de conservation

Pour la conservation des souches prélevées on a utilisé le milieu PDA avec addition
du Glycérol. La methode de conservation des souches la plus communément utilisée,

consiste a repiquer les souches en tube sur gélose liquide, les cultures sont maintenues
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pendant 7 jours a 28°C, puis elles sont stockees a 4°C pour favoriser leurs viabilités et

limiter les possibilités des variations (Botton et al., 1990).

4. Les tests d’antagonismes

4.1. Méthode de confrontation directe

Cette méthode est également appelée également technique des cultures opposées. Elle
est décrite par (Sivan et Chet, 1989), elle consiste a placer de fagcon diamétralement
opposée sur des boites de Pétri contenant 15 ml de milieu PDA, deux explants de 5
mm de diameétre, a une distance de 4 cm 1’un de I’autre. Ces explants provenant des
cultures des champignons, 1’un portant la souche antagoniste a tester (Trichoderma
harzianum) et ’autre 1’agent pathogéne impliqué (Figure 13). Les repiquages sont
effectués en méme temps. L'incubation est réalisée a 28°C pendant 7 jours (Hibar et
al., 2005). Le témoin est constitué uniquement du pathogéne, repiqué au centre de la
boite de Pétri contenant le milieu PDA.

Agent pathogéne T. harzianum

4 cm

~

Milieu PDA

Figure 13 : Présentation schématique de la confrontation directe.

La lecture des résultats consiste a mesurer la distance développée par le pathogene en
direction de 1’antagoniste au bout de 7 jours aprés I'inoculation et qui sera comparée a

celle developpée par le pathogene uniquement.
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Le taux d’inhibition de Trichoderma testé est évaluée par le calcul du pourcentage
d’inhibition de la croissance mycélienne du pathogéne selon la formule proposé par
(Sy, 1976 ; Vincent, 1990):

IC%= (DT-DPA/DT) X 100
Ou:
DT : Croissance diamétrale du témoin ;

DPA : Croissance diamétrale mycélienne du pathogene en présence de I'antagoniste,
IC%: Inhibition de la croissance.

4.2. Méthode de confrontation indirecte

Cette méthode consiste a repiquer l'antagoniste et le pathogéne dans deux boites
séparées ; contenant chacune 15 ml du milieu PDA, par la suite, un assemblage des
deux boites est réalisé par superposition des deux boites, I'antagoniste en bas et le
pathogene en haut (Figure 14). La jonction entre les deux boites est assurée par des
couches de Parafilm afin d'éviter toute déperdition des substances volatiles (Daami-
Remadi et El Mahjoub, 2001).

Agent pathogéne

— Parafilme

Milieu PDA T. harzianum

Figure 14: Présentation schématique de la confrontation indirecte.

La notation du diametre moyen des colonies traitées a été réalisée tous les jours
pendant 7 jours (Hmouni et al., 1996). L’évaluation de I’inhibition exercée par
Trichoderma harzianum est également estimée par la formule de (Sy, 1976 ; Vincent,
1990).
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4.3. Test d’activité antifongique par des métabolites secondaires de Trichoderma

harzianum

Ce test nécessite 1’utilisation des métabolites secondaires qui sont obtenus suite a une

fermentation. Les deux étapes aboutissant a la réalisation de ce test sont les suivantes :

1. La fermentation : les cultures sont réalisées dans des Erlenmeyers de 250 ml
contenant 100 ml du milieu de fermentation M2. La stérilisation du milieu a été
effectuée a 120°C pendant 20 min. Ensuite, les Erlenmeyers ont été inoculés par
quatre disques de 5 mm de diamétre de T. harzianum. L’incubation a été effectuée

a 25°C pendant 15 jours.

2. Tests d’activité antifongique : afin de tester [l'activité antifongique du
surnageant de la culture, le contenu des Erlenmeyers de fermentation agée de 15
jours, a été filtrées a travers du papier Whattman N°1, dans 1’objectif de séparer le
mycélium du milieu de culture contenant les métabolites bioactives. Par ailleurs,
un volume égal de PDA fondu a 45°C est ajouté au filtrat de la souche

T.harzianym, afin d'obtenir une concentration finale de 50% (v/v).

Le milieu de culture contenant le surnageant a tester, a été coulé dans des boites de
Pétri, apres solidification, ces derniers ont été inoculé avec des disques de pathogénes
de 4 mm de diameétre. Un suivi du développement de I'agent pathogene est effectué

chaque 24 heures pendant 7 jours.

5. Mise de P’activité enzymatique de la souche antagoniste

Trichoderma harzianum a été testée pour sa capacité et son potentiel de produire des
enzymes comme la cellulase, la protéase, la lipase el le pectinase. La production de
chaque enzyme a été détectée sur un milieu de culture solide contenant un substrat

spécifiqgue comme unique ou principale source de carbone.

5.1. L’activité protéolytique : l'activité protéolytique des souches antagonistes a

¢té testée par la mise d’un disque Trichoderma harzianum sur un milieu a base de lait
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(Annexe 3), coulé sur des boites de Pétri. Aprés incubation a 25°C pendant 3 a 4
jours. L’apparition d'un halo transparent autour des colonies signifie la présence de

I'enzyme protéase (Berg et al., 2002).

5.2. L’activité cellulosique : la technique la plus évidente serait de faire apparaitre
la capacité des moisissures a assimiler la cellulose sur un milieu gélosé & base de
cellulose (en poudre a 0.5%) comme seule source carbonée. La production de
I'enzyme cellulase se traduit par I'apparition d'une nette zone de lyse sur le milieu de
culture (Kasana et al., 2008).

5.3. L’activité lipolytique : I’activité lipolytique des souches antagonistes, a été
étudiée selon la méthode de (Haliru et Bukola, 2012). La technique consiste a
repiquer les souches antagonistes sur un milieu a base d'huile. La production de
I’enzyme lipase se traduit par I’apparition d’un halo blanc opaque au tour des

colonies.

5.4. L’activité pectinolytique : la pectinase a été recherchée sur la gélose pectine
agar, coulée en boites de pétri, ensemencée avec la souche a tester par touches, puis

incubée a 30° C. L’apparition d’un halo claire indique la présence d’une activité

pectinolytique (Hankin et al., 1971).
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Resultals et Discussion

Le présent travail a porté sur I’isolement des mycétes phytopathogénes a partir des
échantillons du Blé dur variété CIRTA, ainsi que, sur la mise en évidence de ’effet

antagoniste de la souche Trichoderma harzianum.

1. Identification des souches fongiques isolées

L’identification des genres fongiques a été réalisée essentiellement selon les clefs de
détermination de (Botton, 1990 ; Guiraud, 1998 ; Leyral et al., 1998) ainsi que celles
de (Chabasse et al., 2002).

1.1. Identification macroscopique

Les caractéres macroscopiques des différentes souches sont étudiés a I’ceil nu apres
leurs développement sur milieu PDA, le plus communément utilisé a cet effet (Botton,
1990). Le Tableau (03) résume 1’aspect du mycélium des souches isolées, la consistance
des colonies, la couleur du revers de la boite ainsi que la présence ou I’absence de

pigments caractéristiques de chaque souche.

Tableau 03 : Caractéres macroscopiques des souches isolées de différentes plantes du Blé dur.

Observation macroscopique Aspect Référence
Isolats macroscopique (Chabasse et al.,
Surfaces Revers 2002)

>Texture : duveteuse a

poudreuse.
>Surface : colonies
1 bleu-vert, deviennent

vert-foncé a grise

noiratre.

>Revers : brun-rouge.

>Croissance tres rapide.
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>Texture : duveteuse a
poudreuse.

>Surface : colonies
vertes.

>Revers : incolore.

>Croissance trés rapide.

>Texture : duveteuse a
poudreuse.

>Surface : colonies
vertes.

>Revers : incolore.

>Croissance tres rapide.

>Texture : granuleux.
>Surface : colonies

d’abord blanches, puis
jaunes, puis vert- jaune.

>Revers : incolore.

>Croissance tres rapide.

>Texture : granuleux.
>Surface :  colonies
jaunes, puis vert- jaune.
>Revers : incolore.

>Croissance tres rapide.

>Texture : granuleux.
>Surface :  colonies
jaunes,  puis  vertes-
jaunes.

>Revers : incolore.
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>Croissance tres rapide.

>Texture : granuleuse.
>Surface : colonies
granuleuses noires.
>Revers : incolore a
jaune péle.

>Croissance tres rapide.

>Texture : granuleux.
>Surface : colonies

granuleuses noires.
>Revers : incolore.

>Croissance tres rapide.

>Texture : granuleuse.
>Surface : colonies
granuleuses noires.

>Revers : blanchatre.

>Croissance tres rapide.

10

>Texture : granuleuse.
>Surface : colonies
granuleuses noires.
>Revers : incolore a
jaune pale.

>Croissance tres rapide.

11

>Texture : granuleuse.
>Surface : colonies
granuleuses  beige a
brunes.

>Revers : jaune sale a

brun.
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>Croissance tres rapide.

12

>Texture : duveteuse a
laineuse.
>Surface : colonies

blanche gris au départ

deviennent  rapidement
foncé.

>Revers : foncé.

>Croissance rapide.

13

>Texture : duveteuse a
laineuse.

>Surface :  colonies
blanche gris au départ
deviennent  rapidement

foncé.

>Revers : foncé.

>Croissance rapide.

14

>Texture : duveteuse a
laineuse.
>Surface : colonies

blanche grise.

>Revers : foncé.

>Croissance rapide.

15

>Texture : duveteuse.
>Surface : nodule au

centre de couleur
sombre.

>Revers : présence des
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points noirs.

>Croissance rapide.

16

>Texture : laineuse.
>Surface : colonies

brunes olive au départ

deviennent
rapidement foncés.
>Revers : foncé.

>Croissance rapide.

17

>Texture : cotonneuses.

>Surface : colonies
blanches a creme.

>Revers : pale.

>Croissance tres rapide.

18

>Texture : cotonneuses.

>Surface : colonies
blanches a créme.

>Revers : péle.

>Croissance tres rapide.

19

>Texture : cotonneuses.

>Surface : colonies
blanches.

>Revers : pourpre.

>Croissance : modérée.

20

>Texture : cotonneuses.
>Surface : colonies

blanche ou créme,

devient rose.

32




Resullats et Discussion

>Revers : pourpre.

>Croissance : modérée.

>Texture : cotonneuses.

>Surface : colonies
21 péche.
>Revers :  pourpre
devient foncé.
>Croissance : modeérée.
>Texture : duveteuses.
29 >Surface :  colonies
rose.
>Revers : foncé.
>Croissance : moyenne.
>Texture : laineuse.
23 >Surface :  colonies
blanches.
>Revers : noire.
>Croissance : rapide.
>Texture : laineuse.
>Surface :  colonies
24 brune au départ devient

rapidement noire.

>Revers : noire.

>Croissance : rapide.

>Texture : poudreuse

>Surface : colonies
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25

vertes.

>Revers : foncé.

>Croissance moyenne.

26

>Texture : poudreuse

>Surface : colonies
vertes.

>Revers : incolore.

>Croissance moyenne.

27

>Texture : poudreuse

>Surface : colonies
vertes.

>Revers : incolore.

>Croissance moyenne.

28

>Texture : poudreuse.
>Surface : colonies
vertes.

>Revers : incolore.

>Croissance moyenne.

29

>Texture : poudreuse.
>Surface : colonies

blanches au  départ,

deviennent  grises et
foncées.
>Revers : incolore.

>Croissance tres rapide.

>Texture : laineuses.
>Surface : colonies

blanches au  départ
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30 deviennent

rapidement vertes.

>Revers : incolore.

>Croissance rapide.

>Texture : laineuses.
>Surface : colonies

blanches au  départ

31

deviennent

rapidement vertes.

>Revers : incolore.

>Croissance rapide.

>Texture : laineuses.

>Surface : colonies

brunes olive a noires.

32

>Revers : noire.

>Croissance rapide.

1.2. Identification microscopique

Les moisissures isolées ont été soumises & une deuxiéme identification plus approfondie
que D’identification macroscopique. En effet, 1’identification microscopique a été
effectuée avec un microscope optique en moyennant 1’objectif X 40. Cette identification
était fondée essentiellement sur 1’étude morphologique de mycélium (absence ou
présence de cloisons, couleur, différentiation) et des spores (forme, couleur, texture de
parois). Les résultats obtenus ont été rassemblés dans le tableau (04) ci-dessous.
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Tableau 04 : Caractéres microscopiques des souches isolées de différentes plantes du BIé dur.

Photo
Isolats Aspect Microscopique de Identification
microscopique X40 Référence Morphologie microscopique des souches
(Chabasse et al.,
2002)
>Mycélium : cloisonné.
>Les conidiophores : courts,
lisses, incolore, non ramifié.
- >Vésicule : hémisphérique.
i ’ ' >Les phialides dressés, sont
5.9
‘-- " densément groupés, de couleur )
1 ' Aspergillus spl
' .' ’ verte.
>Les conidies : sont
globuleuses a sub-globuleuses,
verte.
>Téte aspergillaire :
strictement  unisériée,  en
colonne compacte verte.
>Mycélium : cloisonné.
>Les conidiophores : courts,
lisses, incolore, non ramifié.
“ é' >Vésicule : hémisphérique.
¢ ’ &, >Les phialides dressés, sont
densément groupés, de couleur )
2 Aspergillus sp2
" ’ verte.
>Les conidies : sont

globuleuses a sub-globuleuses,
verte.
>Téte aspergillaire :
strictement  unisériée,  en
colonne compacte verte.
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>Mycélium : cloisonné.

>Les conidiophores : courts,
lisses, incolore, non ramifié.
>Vésicule : hémisphérique.
>Les phialides dressés, sont
densément groupes, de couleur
verte.

>Les conidies : sont
globuleuses a sub-globuleuses,
verte.

>Téte aspergillaire :
strictement  unisériée,  en

colonne compacte verte.

Aspergillus sp3

>Mycélium : cloisonné.

>Les conidiophores: long,
incolore, hyalins.

>Veésicule : sphérique.

>Les phialides : sont insérées
directement sur la vésicule ou
portées par des métures.

>Les conidies:  grosses,
globuleuses a sub-globuleuses,
vert- pale.

>Téte aspergillaire :
strictement  unisériée,  en

colonne compacte.

Aspergillus sp4
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>Mycélium : cloisonné.

>Les conidiophores : long,
incolore, hyalins.

>Vésicule : sphérique.

>Les phialides : sont insérées
directement sur la vesicule ou
portées par des métures.

>Les conidies:  grosses,
globuleuses a sub globuleuses,
vert-pale.

>Téte aspergillaire :
strictement  unisériée,  en

colonne compacte.

Aspergillus sp5

>Mycélium : cloisonné.

>Les conidiophores: long,
incolore, hyalins.

>Vésicule : globuleuses.
>Les phialides : sont insérées
directement sur la vésicule ou
portées par des métures.

>Les conidies:  grosses,
globuleuses a sub globuleuses,
vert- pale.

>Téte aspergillaire :
strictement  unisériée,  en

colonne compacte.

Aspergillus sp6
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>Mycélium : cloisonné.

>Les conidiophores: longs
hyalins.

>Vésicule : globuleuses.
>Les phialides : sont portées
par des métures.

>Les conidies : sont
globuleux, bruns.

>Téte aspergillaire :

bisériée, radiée, disposée en
plusieurs colonnes brunatres ou

noires.

Aspergillus sp7

>Mycélium : cloisonné.

>Les conidiophores: longs
hyalins.

>Veésicule : globuleuses.
>Les phialides : sont portées
par des métules.

>Les conidies : sont
globuleux, bruns.

>Téte aspergillaire :

bisériée, radiée, disposée en
plusieurs colonnes brunatres ou

noires.

Aspergillus sp8

>Mycélium : cloisonné.

>Les conidiophores: longs
hyalins.

>Vésicule : globuleuses.
>Les phialides : sont portées
par des métures.

> es conidies : sont

Aspergillus sp9
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globuleuses, brunes.

>Téte aspergillaire :

bisériée, radiée, disposait en
plusieurs colonnes brunatres ou

noires.

>Mycélium : cloisonné.

>Les conidiophores: longs
hyalins.

>vesicule : globuleuses.

>Les phialides : sont portées

par des métures.

10 - Aspergillus sp10
>Les conidies : sont
globuleuses, brunes.
>Téte aspergillaire:
bisériée, radiée, disposait en
plusieurs colonnes brunatres ou
noires.
>Mycélium : cloisonné.
>Les conidiophores: longs
hyalins.
>Vésicule : globuleuses.

11 >Les phialides : sont portées

par des métures.

>Les conidies : sont
globuleuses.

>Téte aspergillaire:

bisériée, radiée, disposait en

plusieurs colonnes.

Aspergillus sp11

>Filaments : septés, fin et

régulier bruns foncés a noires.
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12

>Conidies : pluricellulaires en
chaines brunes irréguliéres.
>Spores a paroi lisse sont

souvent disposées en chaines.

Alternaria spl

13

>Filaments : septés, fin et
régulier bruns foncés a noires.
>Conidies : pluricellulaires en
chaines brunes irréguliéres.
>Spores a paroi lisse sont

souvent disposees en chaines.

Alternaria sp2

14

>Filaments : septés, fin et
régulier bruns foncés a noires.
>Conidies : pluricellulaires en
chaines brunes irréguliéres.
>spores a paroi lisse sont

souvent disposées en chaines.

Alternaria sp3

15

>Filaments : non septés.

>Conidies : ronde.

Botrytis sp

16

>Mycélium : cloisonné.
>Les conidiophores: bruns
ramifiés.

>|es conidies : brunes

Curvularia sp

pluricellulaires.

{3
5

>Les conidiophores: sont

simples ou disposés en
verticilles ; ils portent de
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17

longues mono phialides
d'aspect cylindrique.
>Microconidies :
unicellulaires ou bicellulaires
disposées en « fausses
tétes »ou glissant le long des
phialides.

>Macro-conidies : fusiformes
et cloisonnées.

>Les chlamydospores, sont

présentes en position terminale.

Fusarium spl

18

>Les conidiophores: sont
simples ou disposés en
verticilles ; ils portent de
longues mono phialides
d'aspect cylindrique.
>Microconidies :
unicellulaires ou bicellulaires
disposées en « fausses
tétes »ou glissant le long des
phialides.

>Macro-conidies : fusiformes
et cloisonnées.

>Les chlamydospores, sont

présentes en position terminale.

Fusarium sp2

19

>Les conidiophores: sont
simples ou disposés en
verticilles ; ils portent de
longues mono phialides
d'aspect cylindrique.
>Microconidies :

unicellulaires ou bicellulaires

Fusarium sp3
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disposées en « fausses
tétes »ou glissant le long des
phialides.

>Macro-conidies : fusiformes
et cloisonnées.

>Les chlamydospores, sont

présentes en position terminale.

20

>Les conidiophores: sont
simples ou disposés en
verticilles ; ils portent de
longues mono phialides
d'aspect cylindrique.
>Microconidies :
unicellulaires ou bicellulaires
disposées en « fausses
tétes »ou glissant le long des
phialides.

>Macro-conidies : fusiformes
et cloisonnées.

>Les chlamydospores, sont

présentes en position terminale.

Fusarium sp4

21

>Les conidiophores: sont
simples ou disposés en
verticilles ; ils portent de
longues mono phialides
d'aspect cylindrique.
>Microconidies :
unicellulaires ou bicellulaires
disposées en « fausses
tétes »ou glissant le long des
phialides.

>Macro-conidies : fusiformes

Fusarium sp5
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et cloisonnées.
>Les chlamydospores, sont

présentes en position terminale.

22

>Les conidiophores: sont
simples ou disposés en
verticilles ; ils portent de
longues mono phialides
d'aspect cylindrique.
>Microconidies :
unicellulaires ou bicellulaires
disposées en « fausses
tétes »ou glissant le long des
phialides.

>Macro-conidies : fusiformes
et cloisonnées.

>Les chlamydospores, sont

présentes en position terminale.

Fusarium sp6

23

>Mycélium : non cloisonné.
>Sporocystophores :
terminent par une columelle
ovoide.

>Sporocystes : globuleux.
>Spores : rondes

>Chlamydospores : présentes.

Mucor spl

24

>Mycélium : non cloisonné.
>Sporocystophores :
terminent par une columelle
ovoide.

>Sporocystes : globuleux.
>Spores : rondes

>Chlamydospores : présentes.

Mucor sp2
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>Mycélium : cloisonné.
>Les conidiophores : lisses,

ramifiés qui se terminent par

un pénicille.
o5 >Les phialides : Les phialides Penicillium sp1
sont disposés en verticilles a
I’extrémité des conidiophores.
>Les conidies : sont
globuleuses, lisses,verdatres.
>Mycélium : cloisonné.
>Les conidiophores : lisses,
ramifiés qui se terminent par
26 un pénicille.
>Les phialides: sont portés Penicillium sp2
par des métures.
>Les conidies : sont
globuleuses, lisses.
>Mycélium : cloisonné.
>Les conidiophores : lisses,
ramifiés qui se terminent par
un peénicille.
27 >Les phialides : sont portées Penicillium sp3
par des métures.
>Les conidies : sont
globuleuses, lisses.
>Myecélium : cloisonné.
>Les conidiophores : lisses,
ramifiés qui se terminent par
un pénicille.
28 >Les phialides : sont portées Penicillium sp4

par des métures.
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>|es conidies : sont

globuleuses, lisses.

>Mycélium : cloisonné.

>Sporocystophores : bruns
disposés en bouquets. Rhizopus sp
29 >Sporocystes : globuleux
avec une columelle brune,
globuleux.
>Mycélium : cloisonné.
>Les conidiophores : ramifiés
a angle droit.
30 >Les conidies : lisses, Trichoderma spl
globuleuses.
>Les phialides : en forme de
quille.
>Myeceélium : cloisonné.
>Les conidiophores : ramifiés
a angle droit.
31 | >Les conidies : lisses, Trichoderma sp2
globuleuses.
>Les phialides : en forme de
quille.
>Mycélium : cloisonné brun.
>Les conidiophores : courts
septés, non ramifiés.
32 >Les  conidies:  brunes, Ulocladium sp
ovoides.
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2. Etude statistique

Les échantillons du blé dur préleves, révelent des taux de contamination tres important.
En effet, 32 isolats fongiques ont été isolés a partir de différentes parties décortiquées

du blé (Feuilles, tiges et racines)

L’identification macroscopique et microscopique des isolats, a permis de répartir
I’ensemble des isolats en 10 genres a savoir: Aspergillus, Alternaria, Botrytis

Curvularia, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus, Trichoderma, et Ulocladium.

L’analyse des résultats montre, par ordre décroissant, que le genre majoritaire est
Aspergillus avec une fréguence de 34 %, suivie du genre Fusarium avec un pourcentage
de 19 %, le genre Penicillium avec un pourcentage de 13%, le genre Alternaria avec un
pourcentage de 10%, les genres Mucor et Trichoderma avec un pourcentage de 6% et
enfin les genres Curvularia, Rhizopus et Ulocladium avec un pourcentage de 3 % donc

un seul isolat pour chacun. (Figure 15).

3% 3% 3%
3%

m Aspergillus
m Fusarium

= penicillium
m Alternaria

6

6%

® Trichoderma

= Mucor
Botrytis
Curvularia
Rhizopus
Ulocladium

Figure 15 : Pourcentages des différents genres fongiques obtenus a partir d’échantillons du blé
dur de la région d’El Khroub.

47



Resultals et Discussion

3. Les tests d’antagonismes

L’activité antifongique de Trichoderma harzianum a été largement décrite In Vitro dans
plusieurs études. Dans cette étude nous avons testé 1’activité antifongique d’un total de
05/32 isolats représentant les genres : Aspergillus, Alternaria, Botrytis, Fusarium et
Penicillium. Pour ce faire trois types de tests ont été utilisés, a savoir : la confrontation
directe, la confrontation indirecte et le test d’activité antifongique par les métabolites

secondaires de T. harzianum.

3.1. Test de confrontation directe

Ce test a ¢été réalisé en mettant en contact direct ’isolat antagoniste et la souche
pathogéne. Les résultats obtenus (Tableau 05) montrent que la croissance mycélienne
des souches témoins est plus importante par rapport a celle obtenue avec les différentes
confrontations (Pathogéne/Antagoniste).

Apres 7 jours d’incubation a 28C°, une action inhibitrice a été observée, cette action est
exercée par Trichoderma harzianum vis-a-vis de la croissance mycélienne des isolats

pathogénes testés.

La croissance de Trichoderma harzianum est plus rapide que celle du pathogéne, de ce
fait, elle colonise le milieu nutritif et assimile les éléments nutritifs, c’est le phénoméne
de compétition (Dubos, 1985 ;Daved, 1996). Ces résultats peuvent étre aussi expliqués
par le mécanisme d’antibiose, qui est di a la sécrétion de substances agissant comme

étant des antibiotiques et qui inhibent aussi la croissance du pathogéne.

Ces observations sont en accord avec des études menees par (Haran et al., 1996 ; Zhihe
et al.,, 1998). Qui ont prouvé que T. harzianum produit des substances qui agissent

comme des antibiotiques et qui inhibent la croissance d’agents pathogenes.

L’évaluation des diametres d’inhibition exercée par T. harzianum estimée confirme ces
résultats observés sur boite de Pétri (Annexe 02). Les résultats de calcul des
pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne des pathogénes en présence de T.

harzianum, sont mentionnés dans le (tableau 05).
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Tableau 05 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des souches pathogénes par
T.harzianum : cas de confrontation directe.

Résultats de test d’antagonisme
Isolats Témoin Pourcentage
Surface Revers d’inhibition
Aspergillus sp 44%
Alternaria sp 62%
Botrytis sp 44%
Fusarium sp 50%
Penicillium sp 50%

3.2. Test de confrontation indirecte

Cette technique nous a permis de mettre en évidence 1’effet inhibiteur a distance de T.

harzianum sur différentes les différents isolats pathogénes cités précédemment.
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Les résultats obtenus (Tableau 06) montrent un ralentissement de la croissance
mycélienne des souches pathogénes exercées par T. harzianum comparativement aux

témoins.

Contrairement au test de confrontation directe, on a remarqué que la croissance

mycélienne continue a évoluer avec le temps mais d’une maniére plus lente.

Malgré 1’absence d’un contact direct entre 1’agent pathogéne et la souche antagoniste, il
y a un effet inhibiteur exercé par T. harzianum sur le développement des colonies des

isolats.

Cet effet est évalué par la mesure des diamétres des colonies des pathogenes cultivés en

présence et en absence de I’antagoniste (Annexe 03).

En effet, il a été prouvé que T. harzianum a la capacité de produire des substances
volatiles qui sont capables de limiter et méme de stopper le développement de 1’agent
pathogene (Hiber et al., 2005). Cette action inhibitrice est due a des substances de
nature chimique libérées par les souches de Trichoderma. Dennis et Webstres (1971),
ont montrés que Trichoderma émette des substances chimiques toxiques qui sont des

dérivées de I’hydrazine sous forme de substances volatiles importantes.

Tableau 06 : Pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des souches pathogénes par
T.harzianum : cas de confrontation indirecte.

Isolats Témoin Résultats de test d’antagonisme Pourcentage

Surface Revers d’inhibition

Aspergillus sp 13%

Alternaria sp 63%
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Botrytis sp 44%
Fusarium sp 25%
Penicillium sp

13%

3.3. Test d’activité antifongique par les métabolites secondaires de T.

harzianum

Les métabolites secondaires issus de la fermentation de Trichoderma harzianum, ont été
testés In Vitro pour évaluer leurs effets antifongiques vis-a-vis des pathogénes en

question.

D’apres le (tableau 07), on remarque que I’effet inhibiteur des métabolites secondaires
de T. harzianum est moins important que celui exercé par le mycélium. Les diamétres
de lyses mesurés varient de 5 a 40 mm.
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Tableau 07 : Diametres de lyses des souches pathogenes par T. harzianum.

Isolats

Aspergillus sp

Alternaria sp

Botrytis sp

Fusarium sp

Penicillium sp

Avant

incubation

Apreés incubation

Surface Revers

Diamétre de

lyse (mm)

40

20

15

15

52




Resullats et Discussion

4. Mise en évidence de I’activité enzymatique de la souche antagoniste
Au total, quatre activités enzymatiques de Trichoderma harzianum ont été étudiées.
4.1. L’activité protéolytique

L’activité protéolytique de la souche antagoniste T. harzianum a été testée sur un milieu
a base du lait. La production de I’enzyme protéase, est traduite par 1’apparition d’une

zone transparente sur le milieu de culture (Figure 16).

Figure 16: Test de I’activité protéolytique de T. harzianum.

Les résultats de I’activité protéolytique montrent une transparence du milieu de culture
ensemencée par T. harzianum. Ce résultat confirme la production de 1’enzyme protéase

par la souche antagoniste T. harzianum.

4.2. L’activité cellulolytique

L’activité cellulolytique de T. harzianum a été testée sur un milieu solide a base de
cellulose comme seule source carbonée. Ce teste permet de maitre en évidence la

capacité des moisissures a assimiler la cellulose.

La production de I’enzyme cellulase se traduit par I’apparition d’un halo transparent sur

le milieu de culture (Figure 17).
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Figure 17: Test de I’activité cellulolytique de T. harzianum.

Le résultat de ce test, observé apres incubation montre 1’apparition d’une zone de lyse

signifiant la production de la cellulase par T. harzianum.

4.3. L’activité lipolytique

Le test de I’activité lipolytique de T. harzianum, réalisé sur un milieu de culture a base
d’huile Tributyrine, montre le développement de plusieurs zones de lyse autour des
points de croissance de Trichoderma harzianum. Ce résultat se traduit par la production
de I’enzyme lipase qui dégrade les différentes molécules de nature lipidique composante
de I’huile (Figure 18).

Figure 18 : Test de I’activité lipase de T. harzianum.
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4.4. L’activité pectinolytique

L’activité pectinolytique de la souche antagoniste T. harzianum a été prouvée sur un
milieu préparé avec la pectine. La production de I’enzyme pectinase, c’est traduit par

I’apparition d’une zone transparente sur le milieu de culture (Figure 19).

Figure 19: Test de I’activité pectinolytique de T. harzianum.
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Conclusion

En Algérie, la culture du blé occupe une place importante dans I’alimentation humaine et
animale. Cependant, le développement des champignons filamenteux pathogénes sur ces
substrats peut provoquer une diminution de la qualité nutritive avec une altération des

propriétés organoleptique.

Le travail présenté dans cette étude a porté sur I’isolement de quelques agents pathogenes
causales de maladies cryptogamiques fongiques du blé dur et de mise en évidence de I'effet de

I'agent antagoniste Trichoderma harzianum sur certains isolats obtenus.

En effet, les analyses mycologiques effectuées sur les échantillons de blé dur ont permis
d’isoler 32 souches fongiques a partir de différentes parties végétatives des plantes.

La purification et ’identification des isolats ont donné la possibilité d’identifier 10 genres a
savoir : Aspergillus, Alternaria, Botrytis Curvularia, Fusarium, Mucor, Penicillium,

Rhizopus, Trichoderma, et Ulocladium

Par ailleurs, les différents tests d'antagonismes menés In Vitro contre cing isolats pathogenes
du blé ont donné des résultats positifs par I’ensemble des méthodes testées (confrontation
direct et indirect ainsi que les métabolites secondaires) en moyennant Trichoderma harzianum
comme souche antagoniste. Cette souche a totalement inhibé la croissance des champignons
pathogenes par I’enroulement de ces hyphes auteur des filaments de ces derniers, suivie par

une lyse du mycélium du pathogéne grace a la production d’enzyme.

Les pourcentages d’inhibitions exécrées par T. harzianum dans le cas de confrontation directe
ont varié entre 44 et 62% et entre 12 et 63% dans le cas de confrontation indirecte. Tandis
que, la plus grande zone de lyse obtenue dans le test des métabolites secondaires a été de

I’ordre de 40 mm, obtenue avec le pathogéne Aspergillus sp.

Les tests d'activités enzymatique de la souche antagoniste, prouve que la souche testée
représente une source trés importante d’enzymes lytiques a savoir la cellulase, la protéase,

pictinase et lipase.

Enfin, ce travail présente une simple contribution a la connaissance de la protection du blé
contre les maladies causés par les champignons phytopathogenes n’est pas une fin en Soi,

mais un début d’action ou modele pour d’autres recherches sur d’autres cultures, d’autres
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pathogenes et antagonistes, les études plus approfondies sur les métabolites qui induisent

I’inhibition du pathogéne serait éventuellement appropriée.
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Résumé

Au total, 32 souches fongiques ont été isolées a partir des échantillons de blé dur

¢chantillonnés dans la région d’El Khroub.

La purification et ’identification des isolats ont permis d’obtenir 10 genres fongique a
savoir : Aspergillus, Alternaria, Botrytis Curvularia, Fusarium, Mucor, Penicillium,

Rhizopus, Trichoderma, et Ulocladium.

Les différents tests d'antagonismes menés In Vitroavec Trichoderma harzianum, contre
cinq isolats pathogeénes ont donné des résultats positifs par ’ensemble des méthodes
testées (confrontation direct et indirect ainsi que les métabolites secondaires)

enmoyennant comme souche antagoniste.

Les pourcentages d’inhibitions exécrées par 7. harzianum dans le cas de confrontation
directe ont vari¢ entre 44 et 62% et entre 12 et 63% dans le cas de confrontation
indirecte. Tandis que, la plus grande zone de lyse obtenue dans le test des métabolites

secondaires a été de ’ordre de 40 mm, obtenue avec le pathogéne Aspergillus sp.

Les tests d'activités enzymatique de la souche antagoniste, prouve que la souche testée
représente une source trés importante d’enzymes lytiques a savoir la cellulase, la

protéase, pectinase et lipase.

Mots Clés: Lutte biologique, maladies fongiques, blé dur, Trichoderma harzianum,

Constantine



Abstract

A total of 32 fungal strains were isolated from the durum samples sampled in the
ElKhroub area. Purification and identification of isolates yielded 10 fungal genera
namely Aspergillus, Alternaria, Botrytis Curvularia, Fusarium, Mucor, Penicillium,

Rhizopus, Trichoderma, and Ulocladium.

The different tests of In Vitro antagonism with Trichoderma harzianum, against five
pathogenic isolates gave positive results by all the methods tested (direct and indirect

confrontation as well as the secondary metabolites) by averaging as antagonistic strain.

The percentages of inhibitions extorted by 7. harzianum in the case of direct
confrontation varied between 44 and 62% and between 12 and 63% in the case of
indirect confrontation. While, the largest area of lysis obtained in the test of secondary

metabolites was of the order of 40 mm, obtained with the pathogen Aspergillus sp.

The enzymatic activity tests of the antagonist strain, proves that the strain tested
represents a very important source of lytic enzymes namely cellulase, protease,

pictinase and lipase.

Key words: biological control, fungal diseases, rum wheat

Trichoderma harzianum, Constantine
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Annexe 1

% Preéparation des milieux de culture

e Milieu PDA (Ronald et Atlas, 1997) : pH 5.6

Composants Quantités (g/l)
Extrait de pomme de terre 200
Glucose 20
Agar 20

e Milieu Sabouraud : pH final a 25°C : 5.6

Composants Quantités (g/l)
Glucose 20
Peptone 10

Agar 20

e Milieu M2 (Almi H., 2015) : pH 5.4

Composants Quantités (g/l)
Extrait de levure 2
Extrait de Malt 30

Annexex
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Annexe 2

% Nombre et pourcentage des différents genres fongiques obtenus a partir de blé dur

Genre Nombre Pourcentage (%)
Alternaria 3 10
Aspergillus 11 34
Botrytis 1 3
Curvularia 1 3
Fusarium 6 19
Mucor 2 6
Penicillium 4 13
Rhizopus 1 3
Trichoderma 2 6
Ulocladium 1 3




Annexe 3

Annexex

+«+ Diamétres du mycélium des pathogénes en mm apres 7 jours d’incubation

(Confrontation direct)

Diametre Diametre
Isolats fongique moyenne du moyenne du
pathogene en pathogene en
absence présence
d’antagoniste d’antagoniste
Alternaria 80 30
Aspergillus 80 45
Botrytis 80 45
Fusarium 80 40
Penicillium 80 40

+«+ Diameétres du mycélium des pathogenes en mm aprés 7 jours d’incubation

(Confrontation indirect)

Diametre Diametre
Isolats fongique moyenne du moyenne du
pathogene en pathogene en
absence présence
d’antagoniste d’antagoniste
Alternaria 80 30
Aspergillus 80 70
Botrytis 80 45
Fusarium 80 60
Penicillium 80 70
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Annexe 4

Annexex

Diametres du mycélium des pathogénes et I’antagoniste « trichoderma harzianum »

en mm aprés 7 jours d’incubation

Isolats fongique Diamétre du
pathogénes
Aspergillus sp 40
Alternaria sp 5
Botrytis sp 20
Fusarium sp 15
Penicillium sp 15
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Préparation des milieux de I’activité enzymatique

Annexe 5

e Milieu protéase (Berg et al., 2002).

Composants

Quantités

Agar

13.5¢g dans 600 ml
d’eau distillé

Lait en poudre

10.5g dans 350 ml
d’eau distillé

e Milieu cellulase (Kasnaet al., 2008).

Composants Quantités (g/l)
Cellulose 5
Agar 20

Milieu lipase (Haliru et Bukola, 2012)

Composants Quantités (g/l)
Peptone 10
NaCl 5
Calcium chloride 0.1
Agar 20
Rouge Congo 0.5
Tributyrin 1 (ml)

Annexex




e Milieu pectinase (Hankinet al., 1971).

Composants Quantité (g/l)
Pectine 5
Extrait de levure 5
Agar 20

Annexex




; . o Présenté par : BOULAJMAR AHLEM
Année universitaire : 2017/2018 DENDANE AMINA

Contribution a la lutte biologique contre quelques champignons pathogenes isolés a
partir du Triticum durum (variété CIRTA) par Trichoderma harzianum dans la région
de Constantine
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Fongiques.
Au total, 32 souches fongiques ont été isolées a partir des échantillons de blé dur échantillonnés dans la
région d’El Khroub.

La purification et I’identification des isolats ont permis d’obtenir 10 genres fongique a savoir : Aspergillus,

Alternaria, Botrytis Curvularia, Fusarium, Mucor, Penicillium, Rhizopus, Trichoderma, et Ulocladium.

Les différents tests d'antagonismes menés In Vitro avec Trichoderma harzianum, contre cing isolats
pathogenes ont donné des résultats positifs par 1’ensemble des méthodes testées (confrontation direct et

indirect ainsi que les métabolites secondaires) en moyennant comme souche antagoniste.

Les pourcentages d’inhibitions exécrées par T. harzianum dans le cas de confrontation directe ont varié
entre 44 et 62% et entre 12 et 63% dans le cas de confrontation indirecte. Tandis que, la plus grande zone de
lyse obtenue dans le test des métabolites secondaires a été de 1’ordre de 40 mm, obtenue avec le pathogene

Aspergillus sp.

Les tests d'activités enzymatique de la souche antagoniste, prouve que la souche testée représente une

source trés importante d’enzymes lytiques a savoir la cellulase, la protéase, pectinase et lipase.
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