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Résumé

Résumé

L’objectif visé dans cette étude est 1’isolement et la caractérisation des souches de
Trichoderma sp présentes dans les sols agricoles d’Algérie. Pour cela 85 échantillons de sols
rhizosphériques ont été collectés a partir de plusieurs régions et différentes conditions
environnementales et écogéographiques. L’isolement de Trichoderma sp a été effectué en utilisant
la méthode de suspension-dilution et 1’étalement en surface sur milieu PDA, tandis que
I’identification a été basée sur 1’aspect macroscopique des souches purifiées apres plusieurs
repiquages. Les résultats d’isolement ont permis d’obtenir 17 isolats de Trichoderma sp (T16, T17,
T18, T19, T20, T21, T22, T23, T24, T25, T26, T27, T28, T29, T30, T31 et T32) dont une grande
proportion se trouvent essentiellement dans la wilaya de Constantine. D’un autre c6té, 41,18% ont
été présents dans la rhizosphere du blé. Ces 17 isolats ont été divisés en 10 groupes selon leur
ressemblance morphologique ce qui montre une biodiversité plus au moins importante du genre
Trichoderma en Algérie. Les prochains défis pour chercheurs seront de sélectionner les souches
antagonistes aux champignons phytopathogeénes afin de réduire les problémes des maladies dans

le secteur agricole.
Mots clés : Trichoderma, rhizosphere, antagonistes, biodiversité, phytopathogenes, agricol.
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Résumé

Abstract:

The objective of this study is the isolation and characterization of the strains of
Trichoderma sp present in agricultural soils in Algeria. For this, 85 rhizospheric soil samples were

collected from several regions and different environmental and ecogeographic conditions.

The Isolation of Trichoderma sp was performed using the suspension-dilution method and
PDA as a nutrient medium, while the identification was based on the macroscopic appearance of
the strains purified after several subcultures.

The isolation results 17 isolates of Trichoderma sp (T16, T17, T18, T19, T20, T21, T22,
T23, T24, T25, T26, T27, T28, T29, T30, T31 and T32) a large proportion of which are found
mainly in the wilaya of Constantine. further, 41.18% was present in the rhizosphere of wheat.
These 17 isolates were divided into 10 groups according to their morphological resemblance, this

indicates a fairly large biological diversity for the Trichodarma genus in Algeria.

The next challenges for researchers will be to select strains that are antagonistic to
phytopathogenic fungi in order to reduce disease problems in the agricultural sector.

Key words: Trichoderma, rhizosphere, antagonists, biodiversity, phytopathogenes, agricol.
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Introduction générale

Introduction

De nombreux microorganismes du sol se développent dans le voisinage proche des racines
dans une zone appelée rhizosphere (Hiltner, 1904). Ces microorganismes appartiennent a toutes
les divisions du vivant (plantes, champignons, bactéries, animaux) et interagissent entre eux et
avec la plante de maniére bénéfique ou parasite (Biais, 2006). Parmi les champignons de la
rhizosphere les plus répandus, on trouve les champignons du genre Ttrichoderma.

Trichoderma est un genre de champignons présents dans tous les sols ou ils sont les plus
répandus champignons cultivables. Ce sont les bio fongicides les plus efficaces utilisés dans
I’agriculture actuelle. Les espéces de Trichoderma sont des champignons non pathogénes, souvent
présentes dans le sol ainsi que l'association avec les plantes. Ces champignons de couleur verte
sont bien connus pour leur effet antifongique et des effets stimulant la croissance des plantes.
L'espéce de Trichoderma sp est le champignon le plus utilisé dans de nombreux domaines, y
compris les applications médicales, agricoles et industrielles.

Certains Trichoderma sp sont économiquement importants en raison de leur production
d'enzymes industrielles (cellulases et hémicellulases), les antibiotiques et leurs actions en tant
qu'agents de lutte biologique.

Trichoderma colonise plusieurs niches écologiques ou ils jouent un rdle vital, ils ont déja été
reconnus comme agents de lutte biologique efficaces contre les champignons, producteurs de
métabolites secondaires d'importance médicale (Parkash, et al., 2015 ; Vinale, et al, 2008 ;
Meliani et al ; 2017), et agents de biorestauration. De méme, leur capacité a dégrader la biomasse
lignocellulosique pour produire des biocarburants de deuxieme génération et d'autres produits a
valeur ajoutée a été largement acceptée (Parkash et al, 2015 ; Meliani et al ; 2017).

Le travail de ce mémoire s’inscrit dans ce contexte et a pour objectif 1’isolement et la
caractérisation des especes du genre Trichoderma a partir de différentes rhizospheres en vue
d’apprécier leur diversité.

Le présent travail est structuré en trois parties. Les données bibliographiques sont présentées
dans la premiére partie de ce mémoire, avec une présentation générale de la lutte biologique suivie

par une présentation du genre Trichoderma tout en mettant 1’accent sur des géneralités sur
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la rhizosphere. La deuxiéme partie décrit le matériel biologique et I’ensemble des méthodes
utilisées dans notre étude. Les étapes suivies dans 1’exploitation de nos résultats ainsi que leur
discussion sont présentées dans la troisieme partie. Une conclusion générale et des perspectives

sont enfin données.
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I. La lutte biologique
1. Historique

L’Homme a toujours eu des ennemis dont il voulait réduire 1’abondance, que ce soit
d’autres hommes ou des ravageurs, dont I’importance et les impacts ont vari¢ au cours de I’histoire.
Aussi, depuis le début de I’agriculture, il y a environ 10 000 ans, les fermiers ont rencontré divers
problémes liés aux organismes nuisibles qui ont augmenté avec 1’intensification des cultures.

La premiére utilisation référencée de lutte biologique a été effectuée par les Chinois, dans
les environs de 1’an 304 avant Jésus-Christ. Dans les vergers d’agrumes, les fermiers utilisaient
des fourmis tisserandes (Oecophylla smaragdina Fabricius) indigénes qui consommaient une
variété de ravageurs pour protéger les fruits (Peng, 1983).

Pendant le IXiéme siecle, beaucoup d’études biologiques des ennemis normaux ont été
effectuées. Les essais pratiques au sujet de I’application de la lutte biologique ont graduellement
avancé. C’¢était Erasmas DARWIN, qui a édité un livre sur I’agriculture et jardinage en 1800
(phytologia) et dans lequel il a souligné le role des ennemis normaux en réduisant les parasites
(Van Lenteren et al, 2006).

Au début du XXieme siecle, la lutte biologique soulevait beaucoup d’enthousiasme en
raison du succes obtenus par RODOLIA CARDINALLIS en Californie (Vincent, 2000).

La lutte biologique est séduisante sur le plan scientifique et écologique, malgré cela ses
succeés commerciaux ont été peu nombreux au cours de ce siécle en raison de ses limites.

En 1868, la cochenille australienne (Iceryapurchasi Maskell), un insecte parasite qui suce
la séve des arbres d’agrumes, a été accidentellement introduite en Floride. Suite aux dommages
considérables a I’industrie et en 1’absence d’autres moyens de lutte, un entomologiste introduisit
une coccinelle naturellement prédatrice (Rodoliacardinalis Mulsant) de la cochenille en Australie,
ce qui mena au premier grand succes de la lutte biologique classique (Jourdheuil et al, 1991).

Aprés la deuxieme guerre mondiale, le DDT est développé et sont découvertes ses
propriétés insecticides. L’élaboration de d’autres pesticides chimiques puissants et peu coliteux a
diminué I’intérét pour la lutte biologique et c’est seulement quand des problémes se sont présentés
qu’elle est revenue au gotit du jour. (Waage, 2004).

En pratique, I’application de la lutte biologique repose souvent sur une multitude d’actions

et d’informations complexes et fines (Vincent et al, 2000).
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2. Definitions
Plusieurs définitions de la lutte biologiques ont été proposées par différentes organisations
comme la FAO (food and agriculture organization of the Unitied Nations), OCDE (organisation
de coopération et de développement économique), OMS (organisation mondiale de la santé).
Ces définitions montrent des différences importantes selon la discipline scientifique, le
domaine d’application et/ou le pays concerné.
Les définitions les plus couramment rencontrées :
e « Utilisation d’organismes vivants ou de leurs produits pour empécher ou réduire les
pertes ou dommages causés par des organismes nuisibles aux production végétales ».
e « Utilisation d’organismes vivants pour prévenir ou réduire les dégats causés par des
ravageurs ».
La définition adoptée par 1I’Organisation internationale de lutte biologique (OILB) en 1971
est : « Utilisation par I’homme d’ennemis naturels tel que des prédateurs, des parasitoides, ou des
agents pathogénes pour contrdler des populations d’especes nuisibles et les maintenir en dessous

d’un seuil de nuisibilité » (Suty, 2010).

3. Les méthodes de la lutte biologique
L’utilisation de méthodes de lutte biologique n’est pas une assurance de production
agricole naturelle mais plutét d’une production moins polluante.
Dans la littérature il existe plusieurs méthodes de la lutte biologique selon les modalités

d'utilisation, elles ont été définies comme suit (Boivin, 2001).

3.1. La méthode classique ou par acclimatation

On qualifie de lutte biologique classique, la technique qui consiste a introduire une nouvelle
espéce dans un environnement afin de contrdler les populations d’un ravageur (Bovin, 2001).

On fait appel a un entomophage ou un organisme exotique (non indigenes = allochtrones)
introduit dans un territoire avec 1’espoir qu’il s’y établisse pour lutter de maniere durable contre
des organismes exotiques nuisibles (Suty, 2010).

C’est une méthode préventive plutdt que curative. Les détails d’action sont en effet

généralement beaucoup plus longs que ceux des produits de synthése.
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3.2. La méthode néoclassique
Cette méthode a pour but d’introduire des organismes exotiques pour lutter contre des

organismes indigénes (autochtones) (Suty, 2010).

3.3. La méthode inondative

La lutte biologique inondative est une technique augmentative c'est-a-dire qu'on augmente
les populations d'ennemis naturels. Dans ce cas, les quantités relachées dans le milieu sont
importantes et I'objectif est de détruire immédiatement un ravageur sans que I'établissement et la
reproduction de I'ennemi naturel soient visés (Boivin, 2001). C’est a dire de les lacher en nombre
suffisant pour qu’ils contrdlent directement les cibles (Suty, 2010). L'utilisation du Bt (bactérie
pathogéne aux insectes) et des trichogrammes (guépes parasitoides) entrent dans cette approche
(Boivin, 2001).

3.4. La méthode inoculative

Dans une autre approche augmentative, appelée lutte biologique inoculative, I'ennemi
naturel est relaché en petite quantité et doit s'établir, se multiplier et coloniser une zone donnée.
Cependant cet établissement n'est généralement pas permanent et des introductions doivent étre
faites une ou plusieurs fois par saison. La manipulation environnementale permet quant a elle de
maximiser les effets bénéfiques des espéces indigénes d'ennemis naturels (Boivin, 2001).

Ce type de lutte n’est pas forcément durable mais vise surtout a protéger une culture

pendent une période donnée (période de végétation, ou période de fructification) (Suty, 2010).

3.5. La lutte biologique par conservation

La lutte biologique par conservation c’est une méthode qui permet d’augmenter des
populations d’organismes indigeénes, en modifiant ’environnement de culture ou les pratiques
agricoles. C’est le cas, de I’implantation de haies ou des plantes-relais abritant les agents de lutte
biologique.

La lutte biologique classique et la lutte biologique par conservation ont des rapports trés

étroits avec 1’écologie et la biologie des populations (Suty, 2010).
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4. Application des champignons dans la lutte biologique par inondation
4.1. La lutte biologique contre les arthropodes par les champignons entomopathogénes

Les insectes sont la classe principale des arthropodes, ils sont considéres parmi les étres
vivants les plus divers. Une petite partie de cette classe contient des especes appelées les ravageurs
agricoles ; ils sont responsables des dommages considérables des cultures, et détruisent environ
20% de la production annuelle mondiale. Pour cela, se posent des méthodes de lutte biologique
par I’utilisation des champignons entomopathogénes qui infectent ou provoquent des maladies
chez les insectes ou les autres arthropodes (Schrank et Vainstein, 2010 ; Maurice, 1980).

Les champignons entomopathogénes appartiennent le plus souvent a 1’ordre Hypocreales
(phylum Ascomycota) et Entomophthorales (subphylum Entomophthoromycotina) (Vega, 2009).

La plupart de ces champignons sont spécifiques a leurs hotes donc le risque d’infecter des
insectes utiles est relativement faible, mais il y a quelques champignons moins sélectifs qui
peuvent infecter une large gamme d'hétes (Seindé, 2018).

Généralement les spores qui résultent de la reproduction asexuée des champignons sont les
principales structures infectieuses dans le processus d'invasion de I'ndte par des champignons
entomopathogenes. Dans le cas de contact avec la cuticule de I’hdte, il y aura formation d'un tube
germinatif (la conidie) qui effectue plusieurs opérations provoquant la mort de 1’héte, lorsque
I’héte est mort le champignon commence un autre processus de sporulation asexuée hors de 1’hote
(Shah and Pell, 2003).

4.2. La lutte biologique contre les nématodes par les champignons nématophages

Environ 20% des nématodes connus sont des parasites des plantes qui se trouvent toujours
cachés dans le sol ou a l'intérieur des tissus végétaux, une partie de ces parasites entraine une
incidence économique tres importante a I'échelle mondiale, En raison de leur extréme résistance,
la grande variabilité physiologique, la vie souterraine et la difficulté d'identifier les symptémes
causés par les nématodes, 1’utilisation des méthodes culturales et les moyens physiques ne peuvent
étre employés que dans des cas exceptionnels donc l'utilisation des agents biologiques et les
nématicides reste la seule solution dans ce cas (cayrol et Djian-Caporalino, 1992).

L'utilisation de nématicides n'est pas tres bénéfique car leurs mécanismes d'action plus
codteux, ne sont pas spécifiques et non sélectifs capable d’infecter aussi les especes inoffensives

de vertébrés et d'invertébrés, y compris I'nomme. D'autre part, l'utilisation d'agents biologiques
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(les champignons nématophages) est un moyen plus économique et écologique pour lutter contre
les nématodes c’est a dire ils constituent une alternative qui permet de réduire 1'emploi d'intrants
chimiques (Li et al., 2015).

Les champignons nématophages sont des parasites spécifiques de ces nématodes. Il y a
plusieurs modes d’action de ces champignons selon le type de champignons et leur interaction

avec les nématodes.

4.2.1. Les champignons prédateurs

Les champignons prédateurs sont spécifiques a un petit nombre d'espéces de Nématodes
notamment les plus petites, leur mode d’action basé sur I’association entre un sucre sécrété par la
cuticule du Nématode et la lectine (protéine) émise par le Champignon pour piéger ces vers et
réduire ou enrayer la prolifération qui est par la suite totalement digérée par des enzymes

spécifiques.

4.2.2. Les champignons ovicides

Les champignons ovicides équipés de plusieurs filaments les rendent capable de tuer les
ceufs des Nématodes, ces filaments pénétrent la coque des ceufs et détruisent les embryons avec
des enzymes spécifiques. Ces embryons sont une source de nourriture pour ces champignons

ovicides.

4.2.3. Les champignons nématophages a spores adhésives

Ce type de champignons nématophages capable de former des zoospores biflagellées qui
se dirigent vers les nématodes et se fixent sur leur cuticule. Ces spores germent et pénétrent dans
le corps ou elles produisent un thalle infectieux qui rend la proie malade (crayol et Djian-
Caporalino, 1992 ; Atkins et al, 2005).
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4.3. La lutte biologique contre les phytopathogenes par les champignons antagonistes

La lutte contre les phytopathogenes peut impliquer une interaction directe entre les
champignons et les plantes, car les champignons sont capables d'agir comme des antagonistes
phytopathogénes, c'est-a-dire qu'ils peuvent utiliser plusieurs mécanismes différents, d’une part
stimuler les défenses et la physiologie générale de la plante et d’autre part inhiber le
développement des agents pathogenes. Parmi les mécanismes, on peut noter la production des
différents métabolites utiles, la compétition pour les nutriments et l'espace, 1’antibiose et
mycoparasitisme (Harman et Kubicek, 1998).

Le Trichoderma est le genre le plus connus dans la lutte contre les phytopathogénes pour
son activité efficace, sa croissance rapide et la capacité a produire des antibiotiques et plusieurs

enzymes d'intérét (Vega et al, 2009 ; Harman et Kubicek, 1998).

5. Objectifs de la lutte biologique

La lutte biologique repose sur le postulat qu'une espece envahissante se multiplie sans
limite dans une aire d’introduction quand elle ne rencontre pas les ennemis naturels (prédateurs,
parasites, pathogénes) présents dans son milieu d’origine. C’est la théorie du relachement
¢cologique. L’utilisation d’une méthode de lutte biologique ne cherche pas a parvenir a une
éradication totale de I’espeéce envahissante (espéce cible) mais son objectif et d’en réduire
suffisamment et durablement les effectifs pour I’amener en dessous d’un seuil de nuisibilite,
écologiquement et/ou économiquement acceptables. L’objectif principal a donc rétabli un
équilibre durable entre I’agent de lutte et I’espece cible. Le point le plus important est la sélection
ils ne sont pas accompagnés de leur prédateurs naturels, ils peuvent s’adapter a leur nouvel
environnement et le coloniser de fagon trés agressive : c’est le cas de phylloxera de la vigne arrivé

de I’Amérique du nord en 1861 et du doryphore arrivé du canada via 1I’Allemagne a la fin du

X1Xeéme siecle (Suty, 2010).
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IlI. Les biopesticides
1. Généralités
Le concept de « biopesticide » n’est pas nouveau. Des le 7° siecle av. J.-C., des fermiers
chinois utilisaient des plantes comme Illicium lanceolatum pour protéger leurs cultures contre les
insectes. De méme, au Moyen-Age, des végétaux comme les aconits étaient utilisés contre les
rongeurs et des récits indiens datant du 17¢ siécle rapportent 1’utilisation de racines de Derris et
de Lonchocarpus pour leurs propriétés insecticides. De nos jours, plusieurs biopesticides sont

commercialisés (Deravel et al, 2014).

2. Définition
Les biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent étre définis comme
des organismes vivants ou produits issus de ces organismes ayant la particularité de limiter ou de

supprimer les ennemis des cultures (Thakore, 2006).

3. Les différentes catégories de biopesticides
Les produits considérés comme des biopesticides par les agences de reglementation
européennes et mondiales sont d’origines diverses. Ils peuvent étre classés en trois grandes
catégories, selon leur nature : les biopesticides microbiens, les biopesticides végétaux et les

biopesticides animaux (Deravel et al, 2014).

3.1. Biopesticides microbiens

Cette catégorie comprend les bactéries, champignons, oomycetes, virus et protozoaires.
L’efficacité¢ d’un nombre important d’entre eux repose sur des substances actives dérivées des
micro-organismes. Ce sont, en principe, ces substances actives qui agissent contre le bio-agresseur

plutdét que le micro-organisme lui-méme.

3.1.1. Les bactéries

Les biopesticides a base de Bacillus thuringiensis sont les plus commercialisés. Ils ont une
action insecticide. Bacillus thuringiensis est une bactérie a Gram* qui produit, durant sa phase
stationnaire de croissance, des protéines cristallines appelées delta-endotoxines ou pro-toxines Cry
(Rosas, 2009).
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Des espéces bactériennes du genre Bacillus utilisant des mécanismes d’action autres que
celui employé par B.thuringiensis peuvent également protéger les plantes (Perez-Garcia, 2010).
Des bactéries appartenant a d’autres genres que le genre Bacillus ont également été développées
en tant que biopesticides (Deravel et al, 2014).

3.1.2. Les virus

Les Baculoviridae sont des virus a double brins d’ADN circulaire, ayant un génome
compris entre 100 et 180 kb, protégés par une paroi protéique. lls infectent les arthropodes insectes
ou larves. Ils représentent un faible risque sanitaire car aucun virus similaire n’a, a I’heure actuelle,
été répertori¢ dans l’infection des vertébrés ou des plantes. Cette propriété les rend
particulierement intéressants pour une utilisation en qualité de bio-insecticide, d’autant plus qu’ils
peuvent tuer leur héte en quelques jours. Ces virus sont classés en fonction de la morphologie

particuliére de leur corps d’inclusion (Deravel et al, 2014).

3.1.3. Les champignons

Outre les bactéries et les virus, certains champignons présentent des activités contre les
bio-agresseurs et sont exploités en tant que biopesticides. Coniothyrium minitans est connu pour
parasiter les champignons du genre Sclerotinia spp. Ce genre fongique se retrouve dans le sol et
est a I’origine de la maladie appelée pourriture blanche qui peut affecter de nombreuses cultures
dont la carotte, le haricot, le colza ou le tournesol.

Plusieurs souches du champignon filamenteux du genre Trichoderma sp sont utilisées pour
la protection biologique des plantes. Elles ont généralement une activité antifongique contre

plusieurs pathogenes du sol ou contre des pathogeénes foliaires (Deravel et al, 2014).

3.2. Biopesticides végétaux

Les plantes produisent des substances actives ayant des propriétés insecticides, aseptiques
ou encore regulatrices de la croissance des plantes et des insectes. Le plus souvent, ces substances
actives sont des métabolites secondaires qui a I’origine, protégent les végétaux des herbivores. Le
biopesticide d’origine végétale le plus utilisé est ’huile de neem, un insecticide extrait des graines
d’Azadirachtaindica (Schmutterer, 1990).

Plusieurs molécules dont 1’azadirachtine, la nimbidine, la nimbidinine, la solanine, le

déacétylazadirchtinol et le méliantriol ont été identifiées comme biologiquement actives dans
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I’huile extraite des graines de neem. L’azarachtine, un mélange de sept isomeres de
tétranortritarpinoide, est le principal ingrédient actif de cette huile et a la propriété de perturber la
morphogénese et le développement embryonnaire des insectes (Deravel et al, 2014).

D’autres  extraits de plantes ont des activités insecticides  ainsi
Tanacetum (Chrysanthemum) cinerariaefolium, plus communément appelé pyréthre, est une
plante herbacée vivace cultivée pour ses fleurs dont une poudre insecticide est extraite.

Certaines huiles végétales, qui n’ont pas d’activité antiparasitaire intrinséque, peuvent étre
retrouvees sur le marché en tant que biopesticide. Dans ce cas, ce sont leurs propriétés physiques
qui sont exploitées. Ainsi, I’huile de colza est I’ingrédient principal de quelques produits comme
le VegOIil® car, aspergée sur les feuilles et les ravageurs, elle forme un film huileux qui asphyxie
ces derniers.

Les plantes a pesticides intégrés (Plant Incorporated-Protectants, PIPs) sont des organismes
modifiés par génie génétique, capables de produire et d’utiliser des substances pesticides afin de
se protéger contre des insectes, des virus ou des champignons. Les PIPs représentent alors une

catégorie de biopesticides.

3.3. Biopesticides animaux

Ces biopesticides sont des animaux comme les prédateurs ou les parasites, ou des
molécules dérivées d’animaux, souvent d’invertébrés comme les venins d’araignées, de scorpions,
des hormones d’insectes, des phéromones.

Les biopesticides d’origine animale qui sont des signaux chimiques produits par un
organisme et qui changent le comportement d’individus de la méme espéce ou d’espéces
différentes sont également répertoriés sous 1’appellation « semio-chimiques ». Les semio-
chimiques ne sont pas a proprement parler des « pesticides ».

En effet, ils ne vont pas provoquer la mort des bio-agresseurs, mais plutdt créer une
confusion chez ces derniers. Cette confusion les empéchera de se propager dans la zone traitée.
Les phéromones d’insectes sont de bons exemples de molécules semio-chimiques utilisées comme
alternative a I’utilisation des insecticides. Il s’agit de petites molécules naturellement produites par
les insectes et qui sont détectées au niveau des antennes de leurs congenéres. Ces molécules
peuvent étre éphémeéres ou persistantes, mais dans tous les cas véhiculent un message. Elles
peuvent marquer un territoire, prévenir de la disponibilité de nourriture ou étre un signal pour

I’accouplement. Les phéromones d’insectes sont largement utilisées aussi bien pour limiter les
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insectes ravageurs via des techniques de piégeage ou de confusion sexuelle que pour surveiller

leur nombre (Deravel et al., 2014).

I11. Legenre Trichoderma
1. Généralités

Le terme Trichoderma a été introduit dans la mycologie pour la premiere fois en 1794 par
le mycologue sud-africain christiaan hendrick Persson (Bisset, 1991). C’est le premier qui a décrit
le genre Trichoderma a partir des échantillons collectés en Allemagne. Les souches isolées du sol,
ont été considérées comme des décomposeurs de matiére organique (Persoon, 1794).

Les especes de Trichoderma sont les plus étudiées autant qu’agent de bio controle (BCAs)
contre les pathogénes des plantes (Papavizas, 1985). Ces agents, ont une activité contre une large
gamme de pathogénes de plantes.

Les Trichoderma sont des fungi ubiquistes (Roqubert, 1996 ; Esposito et Slva, 1998). Ils
sont des éléments majeurs dans la mycoflore terrestre (Widden et Abitrol, 1980 ; Kubicek et al.,
2003).

2. Déefinition

Le genre Trichoderma comprend un grand nombre des moisissures imparfaits saprophytes
qui se retrouvent couramment dans plusieurs écosystemes (Johanne, 2002), sont communes dans
presque tous les sols agricoles, le bois décomposé et les autres matiéres organiques végétales
(Saba, 2012 ; Esposito et Silva, 1998).

Le Trichoderma est une moisissure bénéfique peut s’avérer particulierement efficace dans
la lutte de plusieurs microbes pathogénes parce qu’il a un large spectre d’activité contre ces
microbes avec sa capacité a coloniser les racines des plants avant les mauvais champignons par
une association de type mycorriza-like (Saba, 2012).

Les isolats de Trichoderma sont identifiables grace a leurs pigments conidiens verts
typiques (conidies) ou blancs (phialides) et a leur structure de conidophores branchés, certaines
especes produisent une odeur de sucre ou de « noix de coco » due a un composé volatil
biologiquement actif (6-pentyl-a-pyrone) (Yariv, 2016). Ils sont capables de se développer
rapidement par ’utilisation d’une large gamme de substrats d’origines naturelle ou chimique bien

que leurs besoins nutritionnels faibles (Domenico, 2011).
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Les Trichoderma spp sont des producteurs efficaces d’enzymes extracellulaires comme la
cellulase qui permet de dégrader de la cellulose, ces enzymes sont soit impliquées dans la
suppression de maladies des plantes, soit employées dans les industries alimentaires (Romain,
2018).

3. Taxonomie de Trichoderma

La taxonomie du genre Trichoderma a fait 1’objet de nombreuses études et de beaucoup de
discussions depuis longtemps.

Grace aux travaux de Rifai en 1969 et les autres chercheurs qui ont modifié la classification
de trichoderma et avec les techniques de biologie moléculaire basées sur le polymorphisme de
séquence d’ADN, ils ont pu proposer une classification phylogénique pour ce genre.

La taxonomie moderne des Trichoderma spp se présente comme suit (Harman et
Kubicek, 2002 ; Tan Siew Hui, 2013 ; Gams et Bissett, 1998). Trichoderma spp sont des
champignons qui appartiennent a :

e Embranchement : Amastigomycota ou Eumycetes.
e Division : Ascomycota.

e Sous division : Pezizomycotina.

e Classe : Sordariomycetes.

e Sous classe : Hypocreomycetidae.

e Ordre ; Hypocreales.

e Famille : Hypocreaceae.

e Genre : Trichoderma

Prés de 104 espéces composant ce genre, sont des champignons avec de rares formes

téléomorphes et sont classées parmi les Ascomycetes du genre Hypocrea (Tan Siew Hui, 2013).
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4. Cycle biologique
Les especes du genre Trichoderma ont une reproduction exclusivement asexuée
(Roquebert, 1996). En effet, 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, deux correspondants a la conidiogenése d’autres cercles
concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16éme et le 20éme jour un feutrage épais

se suppose a la culture (Corbaz, 1990).

5. Ecologie

Gréace a sa grande capacité d'adaptation aux différentes conditions climatiques, le genre
Trichoderma est tres répandu dans la nature, aussi bien en milieu terrestre que marin (Roquebert,
1996 ; Esposito et Silva, 1998). Le genre Trichoderma est ubiquitaire et se trouve beaucoup plus
dans les écosystemes agricoles (Kai Dou 2019).

En effet, les Trichoderma sp sont remarquables pour leur croissance rapide et leur capacité
a utiliser différents substrats et sont, par conséquent, I'élément majeur dans la mycoflore terrestre
et marine (Widden et Abitrol, 1980 ; Kubicek et al., 2003 ; Kai Dou, 2019).

Les Trichoderma sp terrestres se développent quasiment dans tous les sols (forestiers ou
cultivés) et sur les végétaux en décomposition. lls contaminent fréquemment le compost de la
culture industrielle des champignons comestibles, mais sont rarement parasites de plantes vivantes
(Roquebert, 1996 ; Esposito et Silva, 1998).

Dans le milieu terrestre la présence des Trichoderma spp comprend 6% du nombre total
des especes fongiques semble comparable a celle du milieu marin (6,4% a 10,4%) (Mohamed-
Benkada, 2006).

L’abondance de Trichoderma dans les sols variés est couplée a son habilité a dégrader
différents substrats organiques, son adaptabilité métabolique et sa résistance aux inhibiteurs
microbiens. Tous ces caractéres permettent a Trichoderma de survivre dans plusieurs niches
écologiques qui dependent des conditions et des espéces ou des souches impliquées (Papavizas,
1985).
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6. Mode d’action

Trichoderma est sans conteste 1’agent de lutte biologique fongique le plus étudié au niveau
des mécanismes d’action. Plusieurs mécanismes ont ét¢ mis en évidence : la compétition, le
mycoparasitisme et I’antibiose. Ces mécanismes peuvent intervenir seuls, en association ou

séquentiellement (Jijakli, 2003).

6.1. Compétition

Les souches de Trichoderma, sont des bio dégradeurs (Wardle et al, 1993) et compétiteurs
avec les agents pathogénes dans leurs phases saprophytique surtout lorsque les nutriments forment
le facteur limitant (Simon et Sivasithamparam, 1989). En effet, pour qu’une espéce de
Trichoderma soit compétente, elle doit coloniser la rhizosphére a une distance au-dela de 2 cm de
profondeur de la graine (Ahmad et Baker, 1987). Une fois installée, Trichoderma établit une zone
d’interaction dans la partie cortex des racines et sécréte des molécules tels que les sidérophores
qui absorbent le fer et arrétent la croissance du pathogene (Chet et al, 1997 ; Eisendle et al., 2004).
Pour cette raison, la composition du sol influe sur 'efficacité¢ de I’agent antagoniste. L'utilisation
efficace des nutriments disponibles par les souches de Trichoderma, est basée sur la capacité de
Trichoderma d'obtenir I'ATP a partir du métabolisme de différents sucres, tels que les dérivés de

polymeres (Grondona et al, 1997).

6.2. Mycoparasitisme

Durant ce processus, Trichoderma secrete des enzymes qui dégradent la paroi cellulaire du
champignon hote, libérant par la suite des oligoméres de la paroi cellulaire du pathogene (figure
1) (Vinale et al, 2008). 1l existe en effet plus de 20 génes séparés qui peuvent étre impliqués dans
le mycoparasitisme. Trichoderma produit dix chitinases différentes et plusieurs 3-1,3-glucanases

et des protéases (Figure 1) (Vidhyasekaran, 2004).
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Figure 1: Mécanisme de mycoparasitisme exercé par les souches de Trichoderma (Irina et al,
2001).

6.3. Antibiose

Les especes du genre Trichoderma sont capables de produire un tres grand nombre de
métabolites secondaires avec des activités antibiotiques, dont certains jouent un réle dans
I’antagonisme (Jijakli, 2003).

La production des antibiotiques dépend des parametres environnementaux tel le substrat
colonisé, le pH et la température (Sivasithamparam et Ghisalberti, 1998 ; Vizcaino et al, 2005).
Ces antibiotiques, peuvent étre classés en trois groupes : des composés volatiles, des composés
hydrosolubles et les peptaiboles qui agissent sur la membrane plasmique (Ghisalberti et
Sivasithamparam, 1991). En effet, les deux premiers groupes d’antibiotiques sont dérivés de
plusieurs voies métaboliques. Par contre, le troisieme groupe : les peptaiboles ; est le plus des
antibiotiques (Degenklob et al, 2003) ; il regroupe plus de 300 molécules. Parmi les molécules
bioactives en antibioses, on cite : 6-pentyl-2a-Pyron-2-one (6PP), les Koninginins (A, B, D, E et
G), I’acide harzianique, Trichodermine, Harziamine, Trichodermal, Harzianolide (Kucuk et
Kivanc, 2004).
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7. Utilisation de Trichoderma dans la lutte biologique

L'utilisation de Trichoderma comme agent de lutte biologique, nécessite I'étude de la
prolifération, du mécanisme biologique et les facteurs de I'environnement qui gouvernent
I'interaction entre I'antagoniste et le champignon phytopathogeéne.

Le champignon Trichoderma est considéré comme un facteur essentiel dans la lutte
biologique puisque la plupart de ces espéces interviennent dans la lutte des microorganismes
nocifs, en particulier les champignons comme Phytophthora infestants. Le genre Trichoderma se
trouve souvent dans la terre ou sur les constituants des plantes, et leur croissance est rapide (Gary,
1998). L'efficacité du genre Trichoderma dans l'inhibition des organismes pathogénes repose
surtout sur leur capacité a produire plusieurs substances ou antibiotiques tels que (Viridine,
Gliotoxine...). Ces derniers sont considérés comme des armes contre les organismes
phytopathogéne.

Le genre Trichoderma produit également des enzymes (cellulase, chitinase qui provoquent
la lyse du Phytophthora dans la pomme de terre (Bennani, 2004).

8. Caracteres du genre Trichoderma
8.1. Caractéres Macroscopiques et culturaux

L’aspect macroscopiques des Trichoderma ssp a été estimé a partir de cultures sur un
milieu riche comme la gélose au dextrose de pomme de terre (PDA) ou le milieu CMD (corn meal
dextrose agar), réparties en boites de Pétri (Samuels et al, 2002) (figure 2).

Dans un milieu PDA, les colonies sont blanches en raison de la formation d’un thalle a
croissance rapide qui peuvent étre Iégerement floconneuses ou bien compactées en touffes. Les
colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des phialides, apres quelque jour des taches
bleu-vert ou jaune-vert dispersées deviennent observables lorsque des conidies se forment
(Lilliana et bissett, 2011 ; Gams et Bissett 2002). Les colonies de Trichoderma ont une

croissance tres rapide et envahissent facilement les milieux de culture (Gams and Bissett 2002).
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8.2. Morphologie microscopique

Les Trichoderma spp se développent sous forme d’hyphes fongiques ramifiés de 5a 10 um
de diamétre. Les filaments fertiles ou les conidiophores ont une forme conique ou pyramidale tres
ramifiées et produisent des branches latérales verticillées portant de courtes phialides. Les
phialides sont des ovoides de forme cylindrique ou presque sous-globuleux, sont directement
insérées sur I'extrémité des conidiophores et peuvent étre isolées ou en groupes (figure 3).

Les conidies unicellulaires (3 a 5 um de diametre) sont produites successivement, ils sont
réunis en glomérules a I'extrémité des phialides, le plus souvent de couleur vert typique et
géneralement de surfaces lisses ou granuleuses (figure 3).

Les chlamydospores sont trés souvent globuleuses et incolores de paroi épaisse et élargie

avec un cytoplasme condensé (Samuels et al, 2002 ; Gams et Bissett 2002).
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T. atroviride

Figure 2: Les caractéres des colonies sur des milieux CMD/PDA des souches représentatives de
T. harzianum, T. aggressivum f. aggressivum, T. aggressivum f. europaeum, T. atroviride. Les
deux colonnes a gauche ont été cultivées pendant 96 h dans I'obscurité et les deux colonnes a
droite ont été cultivées pendant une semaine dans I'obscurité, T. atroviride se développe plus
rapide a une température de 25 °C (rangée du bas) qu'a 30 °C et a des conidies tres foncées
(Samuels et al, 2002).
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— Conidiophore

Figure 3 : Conidiophores de T. harzianum (Samuels et al, 2002).

9. Pouvoir pathogéne

Généralement, la plupart des especes de Trichoderma sont connues pour étre utilisées dans
la lutte contre les pathogénes des plantes, mais il existe des cas exceptionnels que des especes dans
ce genre sont responsables des pathologies humaines. Plusieurs cas ont été reportés qu’une certaine
espéce de Trichoderma provoque des infections pulmonaires, des péritonites et des cas d’hépatites
chez les patients immunodéprimés. Apres plusieurs études, les chercheurs ont pu découvrir que
les especes responsables sont le T. viride et T. koningii (Loeppky et al., 1983 ; Ragnaud et al.,
1984 ; Harman et Kubicek, 2002). En 1995, T. longibrachiatum provoque la mort d'un homme
de 29 ans qui avait recu une greffe de moelle osseuse allogénique pour une leucémie
lymphoblastique aigué (Richter et al, 1995).
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IV. Larhizosphere
1. Généralités

Le chercheur allemand Lorenz Hiltner, bactériologiste spécialiste de microbiologie du sol
et professeur d'agronomie au college Technique de Munich (Lombi et al, 2001), a proposé en 1904
le terme rhizosphére ou « Rhizo » qui vient du grec rhiza signifiant racine et « Sphair » signifiant
(ce qui entoure) (Gelin and Stengel, 1998).

La sphére définit le champ d'influence du systéme racinaire. En raison du volume qu'elle
occupe, par rapport au volume de la plante, la rhizosphére est aussi appelée la « moitié cachée »
(the hiddenhalf en anglais) (Abdesselam, 2017).

2. Définition
La rhizosphere est la région du sol sous I’influence de la racine. Elle représente une
interface essentielle entre la plante et le sol, interface active par la présence de microorganismes,
bactéries, champignons, ainsi que les prédateurs, considérée comme I’habitat de microorganismes
liés aux activités de la racine. La rhizosphére s’étend a la surface des tissus (rhizoplan) et a
I’intérieur des tissu (endorhizosphére, habitat des endophytes), alors que la partie extérieure
(I’ectorhizosphére ou I’exorhizosphére) qualifie la région du sol située au voisinage de la racine et

soumise a leur influence (Gobat et al, 2010).

3. Structure de la rhizosphére
Il'y a trois zones distinctes de la rhizosphere (figure 4) :

e Endorhizosphere ou la rhizosphére interne, qui se compose du cortex racinaire envahi et
colonisé par les microorganismes (généralement saprophyte) (Dommergue, 1975).

e Le rhizoplan : 11 s’agit de la section médiane de la rhizosphére. Il comprend la surface
racinaire ou les particules du sol et les microorganismes adhérent (Pratibha et Kapoor,
2013).

e Ectorhizosphére : c’est la zone externe, elle constitue le sol immeédiatement adjacent a la
racine, a l'intérieur de laquelle diffusent les exsudats solubles et volatils de la plante
(secrétes par la racine) (Dommergue, 1975).

En dehors de ces trois zones de base, autres couches peuvent étre définies dans certains
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cas, par exemple, dans les plantes a association mycorhizienne, il existe une zone appelée
mycorhizosphere ; tandis que dans certaines autres plantes une autre couche dense fortement
adhérente appelée « rhizosheath » est trouvee, elle se compose de poils racinaires, de matiére
mucoide, de microorganismes et de particules de sol (Pratibha et Kapoor, 2013).

En outre, la racine fait partie de la rhizosphere en tant que les microorganismes colonisent
les tissus racinaires internes. Le volume du sol qui ne fait pas partie de la rhizosphére, c'est-a-dire
qui n'est pas influencé par la racine est connu sous le nom de sol en vrac. La racine morte est
transformée en sol par I'activité rhizosphérique, mais il est différent du sol en vrac (Pratibha et
Kapoor, 2013).

Root
hair

Vascular
Tissue

Figure 4 : Les différents compartiments de la rhizosphére (McNear, 2013).
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4. Microflore rhizosphérique

La diversité des microorganismes associés aux racines des plantes est énorme, de I'ordre
de dizaines de milliers d'espéces, peut aller jusqu'a 10°*!* cellules microbiennes par gramme de
racine et plus de 30 000 especes procaryotes. Cette communauté microbienne inclut : les bactéries
qui représentent le groupe le plus important de microorganismes de la rhizosphére,
les champignons (les plus fréquents sont, Penicillium, Aspergillus, Trichoderma, Verticillium,
Fusarium, Rhizopus...ctc.), les oomyceétes, les nématodes, les protozoaires, les algues, les virus,
les archées et les arthropodes.

Des études récentes sur les interactions plantes-microorganismes ont révélé que les plantes
déterminent la composition de la microflore racinaire par ses exsudats qui stimulent ou répriment
spécifiqguement les membres de la communauté microbienne (Rodrigo et al, 2013 ; Lugtenberg
et Kamilova, 2009 ; Roeland, 2012).

5. Activité de la rhizosphere

Des phénomeénes écologiques particuliers se produisent au niveau de la rhizosphére. En
effet, les racines libérent beaucoup de matiéres organiques sous forme de mucilage, d'exsudats et
plus que 40% des produits de photosynthéese passent au niveau des racines (SOUFIANE, 1989).
La plante libére des exsudats racinaires qui sont constitués de substances organiques carbonées et
azotées : polysaccharides, acides organiques et protéines (MENCH, 1985).

Ces exsudats favorisent le développement de la microflore pathogéne ou non. Ainsi, en
réponse a I’apport énergétique représenté par les exsudats racinaires, des propagules fongiques se
développent de facon saprophytique jusqu’a la racine qu’elles peuvent infecter et éventuellement
parasiter. (Schroth et Hildenbrand, 1964).

La quantité et la composition des exsudats racinaires conditionnent également la nature des
activités bactériennes. Ces activités résultent de la synthese de métabolites tels que les
sidérophores, antibiotiques, substances de croissance, acide cyanhydrique, lipopolysaccharides
(Lemanceau, 1992).

Les exsudats racinaires représentent un elément clé dans les échanges entre la plante et les
rhizobactéries, dont la densité et la diversité microbienne au tour des racines est en liaison directe
avec la nature et la quantité des exsudats racinaires, cette influence se manifeste par une
modification de la croissance de la plante (LEMANCEAU, 1992).
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6. Effet rhizosphérique

Le sol rhizosphérique présent des caractéristiques physico-chimiques différentes de celles
du sol non rhizosphérique. La rhizosphére et en effet un lieu d’échanges importants entre le sol, la
racine et la microflore. Ces échanges sont multiples : libération de composés organiques et d’ions,
absorption d’eau et d’ions par la racine, respiration de la racine et da la microflore, synthése de
métabolites microbiens divers et variés. L’ensemble de ces échanges détermine une augmentation
de la concentration en matiére organique et une modification des équilibres ioniques et gazeux de
la rhizosphere.

L’effet rhizospheérique est déterminé en grande part par la libération de différents composés
organiques regroupés sous le terme « rhizodéposition » (Gelin and Stengel, 1998).

La rhizodéposition consiste en 1’accumulation des substances organiques et minérales
émises par la partie active des radicelles. D’une facon plus générale, la libération d’une partie des
photosynthétats dans le sol contribue a la formation des sols. La rhizodéposition comprend
différents composés organiques, certains libérés de fagon active (sécrétions, mucilages) d’autres
de fagon passive (exsudats, lysats).

Les rhizodépots sont constitués majoritairement de composés carbonés mais également, en
quantité moins importante, de composés azotés (Rovira, 1969). Il est désormais admis qu’en
moyenne 20% du carbone assimilé (Hinsinger et al, 2005), 40% ou plus de la matiére séche,
produite par les végétaux supérieurs via la photosynthése sont émis par les racines vivantes dans

le sol.

7. Facteurs déterminants la richesse et D’activité microbienne de la
rhizosphere
L’activité microbienne dans la rhizosphére est influencée par des facteurs climatiques
(L'aération, I’humidité, la température, teneur en CO3) et des facteurs édaphiques (teneur du sol en
eau et en oxygene, teneur du sol en éléments assimilables par les plantes, présence de composés

phytotoxiques, le pH) (Dommergues, 1978).
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8. Les Interactions biologiques dans la rhizosphere

La rhizosphére est un centre d'activité biologique intense en raison d'exsudats riches en
nutriments. Certains micro-organismes du sol interagissent spécifiquement avec les plantes. Ces
interactions peuvent étre pathogénes ou bénéfiques. Les interactions bénéfiques comprennent les
mycorhizes, les nodosités radicales des Iégumineuses, fixation de diazote (associé ou libre),
solubilisation des nutriments et la production des composés antimicrobiens (Lepinay, 2015 ; zoe
et whitbeck, 2007). Les micro-organismes de la rhizosphére produisent également des vitamines,
des antibiotiques, des hormones végétales, des molécules de communication, qui favorisent la
croissance des plantes et atténuent le stress abiotique (Brahmaprakash et al, 2017).

La rhizosphere est I'un des principaux sites contribuant a I'entrée des endophytes dans les
racines des plantes. Les sites proches de 1’émergence des racines latérales et les parties blessées
des racines sont des sites importants d'entrée d'endophyte dans la plante. Cela se transforme plus
tard en une interaction complexe plante-endophyte, qui profite aux plantes de plusieurs maniéres,
y compris l'acquisition de nutriments, la production de phytohormones, I'induction de la résistance
de I'hdte, l'atténuation des stress abiotiques, la production de métabolites secondaires (zoe et
whitbeck, 2007 ; Brahmaprakash et al, 2017).

Les populations microbiennes sont trés abondantes dans la rhizosphere. Les interactions
entre les microorganismes sont nombreuses et trés intenses parmi lesquelles : la compétition,
I'antibiotisme, le synergisme ainsi que certains phénomenes qui découlent de l'antagonisme en

particulier la bactériostase, la mycostase ct la mycolyse (Diem et Mangenot, 1975).
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1. Echantillonnage

Quatre-vingt-cing (85) échantillons de sol rhizosphérique ont été collectés dans vingt-
trois (23) wilayas d’Algérie pendant les mois de décembre (Figure 5), janvier et février de
I’année 2019-2020.

Les échantillons ont été prélevés au hasard dans différents types de rhizosphere, ils ont
été placés dans des sachets en plastiques étiquetés ensuite transportés au laboratoire de
Génétique Biochimie et Biotechnologies Végétales de [’Université Fréres Mentouri

Constantine 1 et conservés a température ambiante jusqu’a leur analyse (Tableau 1).

Méditérranée

Ouargla

Tamanrasset

Mauritanie

Figure 5: Localisation géographique des sites de prélévement des échantillons du sol
rhizosphérique.
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Tableau 1 : liste des échantillons de différents types de sol rhizosphérique collectés dans
différentes wilayas de 1’ Algérie.

N° Communes et regions | Wilaya Type de sol

1 Bejaia Bejaia Rhizosphere d’olivier

2 Sidi Embarek Bordj Bou Arreridj | Rhizosphere de blé

3 Didouchemourad Constantine Rhizosphere de blé

4 ChelghoumLaid Mila Rhizospheére d’haricot

5 El Eulma Sétif Rhizosphere blé

6 Ain Touta Batna Rhizospheére d’orge

7 Ouledarama Mila Rhizosphere de lentilles
8 Ouledzouai Oum el bouaghi Rhizosphere de blé

9 El ouldja Mila Rhizospheére d’orge

10 Ain tedles Mostaganem Rhizosphere de pomme de terre
11 Zighoud youssef Constantine Rhizosphere de blé

12 Batna Batna Rhizosphére d’abricot
13 Ain Mlila Oum el bouaghi Rhizosphere de blé

14 El ghadir Skikda Rhizosphere de blé

15 El kantara Biskra Rhizosphere des dattiers
16 Didouche mourad Constantine Rhizosphere de blé

17 Ain zada Borjbouarreridi Rhizosphere de blé

18 Ttadjenanet Mila Rhizosphere de blé
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19 Beni bchir Skikda Rhizospheére de blé tendre
20 Ouladaouf Batna Rhizospheére de salade

21 Ain touta Batna Rhizospheére de blé

22 Hamla Batna Rhizospheére de blé tendre
23 El ghedjati Batna Rhizosphére de blé tendre
24 Teleghma Mila Rhizosphére de blé tendre
25 Ouladhamla Oum el bouaghi Rhizospheére de blé

26 Bejaia Bejaia Rhizosphere d’Olivier

27 Bouira Bouira Rhizosphére de pomme de terre
28 Ait yahia Tiziouzou Rhizosphere d’Olivier

29 Tolga Biskra Rhizosphére de blé

30 Lakhdaria Bouira Rhizosphére de blé

31 Adrar Adrar Rhizospheére de blé

32 Chlef Chlef Rhizospheére de blé

33 Ouadseguen Mila Rhizosphére de blé

34 Didouchemourad Constantine Rhizosphére de poivre

35 Ain lasel El Tarf Rhizospheére de blé

36 Bounaouara Constantine Rhizosphére de pomme terre
37 Teleghma Mila Rhizosphere d’ail

38 Ain Abid Constantine Rhizosphere d’orge
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39 Guelma Guelma Rhizosphére d’Olive

40 El henchirtoumghani Oum el bouaghi Rhizospheére de blé

41 Berrahal Annaba Rhizospheére de blé

42 El hadjar Annaba Rhizosphére d’oignon

43 Ain smara Constantine Rhizospheére pastéque

44 Salah boucheour Skikda Rhizospheére d’orge

45 Ali mandjli Constantine Rhizosphére de blé

46 Berrahal Annaba Rhizosphére pomme de terre
47 El harrouch Skikda Rhizospheére de blé

48 Alger centre Alger Rhizosphére de blé

49 Berrahal Annaba Rhizosphére d’oignon

50 Ain Abid Constantine Rhizospheére de blé

51 Bejaia Bejaia Rhizospheére de figuier

52 El rouached Mila Rhizosphére pomme de terre
53 El khroub Constantine Rhizospheére de blé tendre
54 Teleghma Mila Rhizosphere d’ail

55 El milia Jijel Rhizosphere d’Olive

56 El Tarf El Tarf Rhizosphere de blé

57 Salah boucheour Skikda Rhizosphére de mandarinier
58 Jijel Jijel Rhizosphere de blé
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59 El hadaik Skikda Rhizosphére d’Oranger

60 Skikda Skikda Rhizospheére de blé

61 El Milia Jijel Rhizospheére de figuier de barbarie
62 Toudja Bejaia Rhizosphére de figuier de barbarie
63 Tébessa Tébessa Rhizospheére de blé

64 Berrahal Annaba Rhizospheére haricot vert

65 Didouchemourad Constantine Rhizospheére de tomate

66 El Harrouch Skikda Rhizospheére de blé

67 Ain smara Constantine Rhizospheére de blé

68 Annaba Annaba Rhizospheére de blé

69 Oum el bouaghi Oum el bouaghi Rhizospheére de blé

70 Batna Batna Rhizosphére de blé

71 Teleghma Mila Rhizosphére d’oignon

72 Ain nahas Constantine Rhizospheére de blé

73 Didouchemourad Constantine Rhizosphére de pomme de terre
74 Teleghma Milla Rhizosphére de carotte

75 Ain Abid Constantine Rhizospheére de lentilles

76 El meridj Constantine Rhizosphére d’avoine

77 Ghilizan Ghilizan Rhizosphere de blé

78 Blida Blida Rhizosphere de blé
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79 Jijel Jijel Rhizosphére de blé
80 Bejaia Bejaia Rhizospheére de blé
81 Sétif Sétif Rhizosphere d’orge
82 El Eulma Sétif Rhizospheére de blé
83 Ain el baida Oum el bouaghi Rhizospheére de blé
84 Tamlouka Guelma Rhizosphére de blé
85 Khanchla Khanchla Rhizospheére de blé tendre
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2. lIsolement des champignons de Trichoderma spp

2.1.Préparation des suspensions- dilutions
% But

La diminution de la charge microbienne par dilution de 1’échantillon de sol a analyser est
réalisée dans le but d’une purification ultérieure plus aisée et I’obtention de colonies bien séparées
a partir des cultures mixtes.

+* Principe

La dilution décimale consiste a diminuer la densité de sol en micro-organismes, d'abord a
1/10 puis a 1/100 et ainsi de suite jusqu'a réduire la concentration microbienne de la suspension
mere au facteur de 103, Ainsi, le sol est prét a I'analyse microbiologique, bien que la probabilité
d'éliminer un nombre considéerable d'espéces microbiennes soit non nulle.

2.2.Technique d’isolement

L'isolement de I'agent antagoniste "Trichoderma™ a partir du sol agricole est réalisé selon
la méthode de suspension-dilution (Davet, 1996 ; Davet et Rouxel, 1997).

La préparation des dilutions consiste, tout d’abord, a préparer la solution mere du sol en
ajoutant 1 g du sol qui est mis en suspension dans 90 ml d’eau distillée stérile, suivie d’une
agitation a 1’aide d’un vortex pendant quelques secondes, puis laissée décanter une a deux minutes
(c’est la dilution10™?).

Un ml de la solution meére est versé dans un tube contenant 9 ml d’eau distillée stérile, c’est
la dilution 1072, Aprés agitation, 1 ml de la solution 107 est prélevé stérilement, puis transféré dans
un deuxiéme tube contenant comme le premier, 9 ml d’eau distillée stérile (c’est la dilution 1073).

2.2.1. Milieu de culture utilisé
e Milieu PDA
Le milieu de culture utilisé pour 1’isolement des champignons du sol est le milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) (Mouria et al., 2013). Il est composé de :
» 200 g pomme de terre
» 209 agar agar
» 20g saccharose
» 1000 ml eau distillé
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Avant d’entamer le travail, il est important de créer une zone stérile, par la flamme du bec
Bunsen, sur une paillasse soigneusement nettoyée. Le protocole est le suivant :

Tout d’abord faire cuire 200g de pommes de terre pelées, lavées et coupées en tranches
fines dans 500 ml d’eau pendant une heure, puis filtrer le liquide avec une passoire dans une
bouteille en verre. 20g d’agar-agar et 20g de saccharose sont ajoutés et le volume est complété
jusqu’a 500 ml avec I’eau distillée. La préparation est alors mise dans un four & micro-ondes
pendant 10 min jusqu’a ce qu’il n’y ait aucun grumeau dans le milieu. Une capsule de 1 g
d’antibiotique antibactérien est par la suite rajoutée, pour inhiber des bactéries qui peuvent
contaminer le milieu. Le milieu de culture prét est coulé dans des boites de Pétri stériles, et enfin
un ml de la suspension est préleveé a l'aide d'une pipette graduée puis étalé sur toute la surface de
la boite de Pétri par un mouvement circulaire sur plan horizontal.

Il est & noter que trois répétitions sont réalisées pour chaque dilution. Les boites ont été

incubées a 27-30C° pendant six jours (Botton et al. 1990).

3. Dénombrement
Le dénombrement consiste a compter les colonies présentées sur les boites de pétri, le
comptage se fait macroscopiquement en tenant compte des caractéristiques des colonies sur leur

milieu approprié.

4. Purification

Aprés un bon développement des colonies, on effectue des repiquages de chaque
colonie pour purifier les champignons et minimiser les risques de contamination, jusqu’a
arriver a isoler sur chaque boite de Pétri une seule colonie d’un champignon donné (Guiraud,
1998).

Le repiquage se fait par prélévement d’un fragment de colonie a ’aide d’une anse de
platine stérilisée tout en évitant son contact avec les autres colonies avoisinantes de la méme
boite sur le milieu PDA, ce fragment est déposé au centre d’une nouvelle boite sur laquelle on
indique la date de repiquage et les coordonnées de la boite de préléevement. Le repiquage se
fait aseptiquement pres du bec Bunsen et les boites sont incubées a 28°C pendant 15 jours

jusgu'a obtention des souches pures.
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1 g de sol

9 ml eau distillée stérile

Dilution

1ml

1ml

1 ml

Ensemencement Sur boites de Pétri

1 ml

Incubation a 28°C
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Figure 6:Procédé de dénombrement et d’isolement des champignons du genre trichoderma



Resultats et discussion

38




Résultats et discussion

1. Isolement et purification des isolats appartenant au genre

Trichoderma

Les échantillons de sol rhizosphérique collectés a été analysee. Des isolats du genre
Trichoderma sp ont été présents dans 17 sols rhizosphériques.

L’isolement et la purification des colonies suspectées de Trichoderma sp, ont été réalisés
sur milieu PDA. L’identification de ce genre a été faite sur la base des critéres morphologiques.

Les isolats obtenus sont représentés par des codes (T16, T17, T18, T19, T20, T21, T22,
T23,T24, T25, T26, T27, T28, T29, T30, T31 et T32).

1.1. Caractéristiques des souches purifiées
1.1.1. Examen macroscopique
Apreés incubation sur milieu PDA, un examen macroscopique de 17 isolats purifiés a été
effectué. L’examen macroscopique permet de définir la couleur, I’aspect des colonies et le taux de
croissance. Ces criteres ont été considérés comme des caractéristiques taxonomiquement utiles
pour une identification préliminaire de Trichoderma (Samuels et al, 2002).
Les aspects macroscopiques des colonies des différents isolats sont recapitulés dans le
tableau ci-dessous :
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Tableau 2 : Résultats de I’examen macroscopique des souches de Trichoderma sp isolées a
partir des différents sols rhizosphériques.

Les Observation macroscopique Caractéristiques

isolats macroscopiques
La surface Le revers

Une croissance rapide de la
souche, le mycélium est
réparti totalement sur la
boite avec I’apparition d’un

grand spot circulaire vert

T17 o
au centre (conidies).
Le revers est orange.

T24
Une croissance rapide avec
une pigmentation verte
répartie sur toute la boite et
des nuances blanches de
différentes tailles.

T16
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T19

T21

T22

T23

Le revers est incolore sauf
pour I'échantillon T22 et
T16, il y a une tache jaune-

verdatre.
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T18

T20

T25

T27

Résultats et discussion

Thalle plus ou moins hyalin
devenant vert et blanc en
vieillissant avec des amas
duveteux bleu-verts de

conidies.

Le revers est incolore.

Thalle floconneux
devenant vert et blanc avec

un anneau jaune au centre.

Le revers apparait en jaune

au centre.

Une pigmentation verte au
centre avec des nuances
blanches et 1’apparition des

anneaux concentrigques.

Une croissance plus rapide
de I'échantillon T27.

Le revers apparait en vert

au centre.
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T29

T28

T30

Résultats et discussion

Les anneaux n'ont pas été
observés et le mycélium
s'est réparti uniformément

sur les plaques.

Le revers est incolore.

Apparition  des taches
vertes avec des nuances

blanches a I’extrémité.

Le revers fait apparaitre des

taches blanches

Thalles filamenteux verts
(conidie) et blancs
(phialides)

Le revers fait apparaitre des

taches vertes.
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T31 Un spot blanc au centre.

Le revers fait apparaitre
une tache de la méme
couleur de la colonie en

surface.

T32 Les anneaux n'ont pas été
observés et le mycélium
s'est réparti uniformément

sur la boite.

Le revers est incolore.

D’aprés les recherches faites par Jaklitsch et Voglmayr, H 2015 sur différentes espéces de
Trichoderma, on remarque que les caractéristiques macroscopiques de 1’isolat T32 sont presque
similaires a celles décrites pour Trichoderma euskadiense.

L’isolat T18 est aussi morphologiquement proche a I’espece T.viride représentée dans I’étude
de Guigon-Lopez 2010, la méme constatation pour 1’isolat T17 qui ressemble a I’espéce T.
harzianum observée dans 1’étude rapportée par Kim JY 2018.

Les souches de Trichoderma sp isolées a partir de différentes rhizosphéres sont
morphologiquement trés similaires ce qui rend difficile de distinguer entre les especes. Des
méthodes moléculaires basées sur I’amplification par PCR et les polymorphismes des séquences
de ’ADN, se sont montrées utiles dans 1’identification des isolats de ce genre (Hjeljord et

Tronsmo, 1998).
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2. Analyse des resultats

2.1. Répartition des échantillons en fonction de la présence de Trichoderma sp

La répartition des échantillons du sol rhizosphérique en fonction de la présence des champignons

du genre Trichoderma est représentée dans le tableau 3.

Tableau 3 : répartition des échantillons contenant le genre Trichoderma sp

Echantillons analysés Nombre Pourcentage %
Echantillons négatifs 68 80
Echantillons positifs 17 20

Total 85 100

M Echantillons négatifs M Echantillons positifs

Figure 7 : La répartition des échantillons contenants Trichoderma sp.
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Dans notre étude, 85 échantillons de sols ont été analyses, la présence de Trichoderma était
positive dans 17 seulement d’entre eux avec une proportion de 20% (figure 7). Les champignons
du genre Trichoderma étaient completement absents dans le reste des sols analyseés représentant

une proportion de 80% (figure 7).

2.2. Répartitions des isolats de Trichoderma sp en fonction de la région
La répartition des isolats du genre Trichoderma présents dans les sols rhizosphériques en fonction

de la région est représentée dans le tableau 4.

Tableau 4 : Répartitions des isolats des Trichoderma sp selon de la région.

La région Le nombre Le pourcentage
Constantine 3 17,65%
Mila 2 11,76%
Oum el bouaghi 2 11,76%
Adrar 1 5,88%
Borj bouarreridj 1 5,88%
Bouira 1 5,88%
Alger 1 5,88%
Bejaia 1 5,88%
Jijel 1 5,88%
Ghilizane 1 5,88%
Khenchela 1 5,88%
Sétif 1 5,88%
Batna 1 5,88%
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Total 17 100%

17,65%

11,76%
11,76%

5,88%
5,88%
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Figure 8: Répartitions des isolats de Trichodermasp selon la région.

Parmi 85 échantillons analysés provenant de 23 wilayas, nous remarquons que la wilaya de
Constantine occupe la premiere position ou se trouvent des échantillons de sol rhizosphérique
contenant le genre Trichoderma, suivie par la wilaya de Mila et Oum el bouaghi qui occupent la
méme fréquence (11,76%), le sol rhizosphérique dans le reste des wilayas est presque dépourvu
des souches de Trichderma. Ces résultats peuvent étre expliqués par la longue période de transport
des échantillons et leurs mauvaises conservations, celles-ci entrainent une modification dans les
conditions physico-chimiques du sol ce qui altérent d’une maniére directe 1’existence de certaines
especes microbiennes (Figure 8). En outre, la majorité des échantillons sont collectés a partir des
différents endroits de Constantine et les Wilayas qui sont a proximité : Mila et Oum el bouaghi ,

ce qui peut expliquer la présence abondante de Trichoderma dans ces régions.
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2.3. Répartition des isolats de Trichoderma sp en fonction du type de
rhizosphere
La répartition des isolats du genre Trichoderma présents dans les sols rhizosphériques en fonction

du type de la rhizosphére (la culture) est représentée dans le tableau 5.

Tableau 5 : Répartition des isolats de Trichoderma sp selon le type de rhizosphere.

Type de rhizosphere Le nombre des isolats | Le pourcentage
Rhizospheére de blé 7 41,18%
Rhizosphére d’haricot 1 5,88%
Rhizosphére de pomme de terre 1 5,88%
Rhizosphére d’ail 1 5,88%
Rhizospheére de figuier 1 5,88%
Rhizosphére d’avoine 1 5,88%
Rhizospheére 5 29,41%

Total 17 100%
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41,18%

29,41%
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Figure 9 : Répartition des isolats de Trichoderma sp selon le type de rhizosphere.

La répartition des isolats selon le type de rhizosphére représentée dans la figure 9 indique que
Trichoderma sp se trouve essentiellement dans la rhizosphére du blé avec un pourcentage de
41,18% par rapport aux autres échantillons analysés. Par ailleurs ce genre de moisissure est moins
abondant dans la rhizosphéred’haricot, de pomme de terre, d’ail, de figuier et d’avoine avec une
fréquence de 5,88% pour chacun. Ce résultat peut étre expliqué par la spécificité des exsudats
secreteés par chaque plante, qui déterminent la microflore de la rhizosphere.

Les études rapportées par Laszlo K (2011) et son équipe, montrent que la communauté des
Trichodermasp est tres diverse dans la rhizosphére de blé d’hiver. Ils ont détecté dans leurs
échantillons 11 espéces, les plus fréquemment isolées sont T. harzianum et T. virens et les autres
sont les suivantes : T. pleuroticola, T. tomentosum, T. cerinum, T. rossicum,T. spirale, T.
brevicompactum, T. atroviride, T. gamsii, T. koningiopsis et T. longibrachiatum (Laszlo K, 2011) ;

certaines d’entre elles peuvent étre probablement les mémes isolées dans notre étude.
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2.4. Répartition des

caracteristiques macroscopiques (especes)

isolats de Trichoderma sp en fonction des

La répartition des isolats du genre Trichoderma présents dans les sols rhizosphériques en

fonction de leurs caractéristiques macroscopiques est représentée dans le tableau 6.

Tableau 6 : Répartition des isolats de Trichoderma sp selon les caractéristiques macroscopiques.

Groupe

Caractéristiques macroscopiques

Le nombre

des isolats

Le

pourcentage

-croissance rapide de la souche,

-mycélium réparti totalement sur la boite
-apparition d’un grand spot circulaire vert au centre
(conidies).

-revers orange.

5,88%

-croissance rapide

- pigmentation verte répartie sur toute la boite
-nuances blanches de différentes tailles.
-revers incolore

-tache jaune-verdatre.

35,29%

-Thalle plus ou moins hyalin devenant vert et blanc
en vieillissant
-amas duveteux bleu-verts de conidies.

- revers incolore.

5,88%

-Thalle floconneux devenant vert et blanc
- anneau jaune au centre.

-revers jaune au centre.

5,88%

-pigmentation verte au centre
-nuances blanches
-anneaux concentriques.

-croissance plus rapide.

11,76%
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6 -Absence d’anneaux 2 11,76%
-mycélium réparti uniformément sur les plaques.
-revers uncolore.

7 -taches vertes 1 5,88%
-nuances blanches a I’extrémité.
Le revers avec des taches blanches

8 -Thalles filamenteux verts (conidie) et blancs | 1 5,88%
(phialides)
-revers avec des taches vertes.

9 -Un spot blanc au centre. 1 5,88%
-revers avec une tache de la méme couleur de la
colonie en surface.

10 -Absence d’anneaux 1 5,88%
-mycélium réparti uniformément sur la boite.
-revers incolore.
Total 17 100%
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Figure 10 : Répartition des isolats de Trichdermasp selon les caractéristiques macroscopiques.
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Dans cette étude, un total de 17 isolats de Trichoderma sp ont été isolés a partir des
différents échantillons. Ces 17 isolats sont divisés en 10 groupes selon la ressemblance des
caractéristiques macroscopiques (tableau 6). D’aprés la figure 10 nous remarquons que le 2eme
groupe est le plus dominant, dont 35 % des isolats sont presque similaires, suivi par le 5eme et le
6eme groupe qui représentent 11% des isolats. Par ailleurs, le reste des groupes sont peu fréquents.
Ces résultats montrent une diversité importante des espéces de Trichoderma dans les différentes

régions en Algérie, avec une abondance des souches appartenant au 2eme groupe.

D’apres les études rapportées par Okoth et al 2007, T. harzianum était I'espéce la plus
fréguemment isolée a partir de 60 échantillons de sol provenant de différents endroits.

Widden et Abitbol 1980 ont constaté qu’il y a une différence significative dans la
distribution des espéces de Trichoderma entre les différents habitats. La variation saisonniére est
un facteur qui affecte le nombre des especes dans les échantillons. Des populations plus
importantes de Trichoderma sp dans les sols ont été estimées au printemps et en été par rapport a
l'automne et a I’hiver. Danielson et Devey 1973 ont trouvé que T. viride et T. polysporum sont
limités aux zones ou les températures sont basses. D'autre part, T. harzianum se trouve le plus
souvent dans les régions a climat chaud. T. hamatum et T. koningii sont largement distribués dans
des zones ou les conditions climatiques sont diverses (Roiger et al 1991). Dans notre étude, les
échantillons ont été collectés en hiver (décembre, janvier et février), ce qui peut étre une raison de
plus qui explique le nombre réduit des isolats par rapport au nombre d’échantillons analysés.

En outre, I’humidité est considérée comme un facteur majeur qui affecte la diversité des
espéces de Trichoderma. Danielson et Devey 1973 ont révélé qu’une teneur élevée en humidité
pourrait étre utile pour augmenter la population de Trichoderma. Egalement, Weindling et
Fawcett 1934 ont signalé que ’acidité affecte aussi la présence et la densité de Trichoderma spp

et que certaines espéces peuvent s’adapter aux habitats acides.
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Conclusion et perspectives

L’agriculture en Algérie a connu un développement positif ces dernieres années. Cependant ce
domaine est menacé par les phytopathogénes qui attaquent les plantes cultivées et devant cette
situation nous constatons qu’en Algérie il y a peu de travaux sur Trichoderma spp qui est connue
comme un agent de lutte biologique contre certains champignons. C’est a cette problématique que
nous avons attaché ce travail sur I’isolement et la caractérisation des especes du genre Trichoderma
dont I’objectif est de connaitre leur diversité en Algérie.

Au cours de cette étude, nous avons pu isoler 17 souches de Trichoderma spp a partir de 85
¢chantillons de sols rhizosphériques collectés de différentes régions en Algérie. L’identification
du genre a été effectuée selon les caracteres macroscopiques.

Sur I’ensemble des 17 isolats de Trichoderma spp, nous avons obtenu les résultats suivants :
-Les isolats ont été divises en 10 groupes en fonction de leur ressemblance morphologique, dont
le 2eme groupe est le plus dominant avec un pourcentage de 35,29%.

-La wilaya de Constantine occupe la premiere position ou se trouvent des échantillons de sol
rhizosphérique contenant le genre Trichoderma, suivie par la wilaya de Mila et Oum el bouaghi.
-Ces isolats se trouvent essentiellement dans la rhizosphere du blé avec un pourcentage de
41,18%par rapport aux autres types de sols rhizosphérigues.

Ces résultats indiquent que le genre Trichoderma est présents dans les différentes régions de
I’ Algérie avec une biodiversité plus au moins importante. Certaines especes de ce genre peuvent
étre des acteurs tres efficaces contre les problemes des maladies phytopathogénes.

Cette étude est une initiation, il est recommandé de réaliser des recherches approfondies qui
visent principalement a :

-Compléter I’identification des isolats par des techniques de biologie moléculaire.
-évaluer I’activité enzymatique des isolats.

-Selectionner les isolats qui ont un effet antagoniste sur les champignons phytopathogenes.
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