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INTRODUCTION

Le sol est une composante importante de I’environnement ; c’est une zone critique en
contact avec I’atmosphere au sein de laquelle se produisent des interactions complexes
impliquant la roche, ses interactions sont avec I’eau, I’air et les organismes vivants (Tessier et
al.,2002).

La population microbienne du sol constituée le maillon final de la chaine trophique du
sol, par laquelle transite le carbone et les éléments nutritifs des matiéres organiques avant de
redevenir disponibles pour les plantes; elle remplit donc une fonction essentielle et
obligatoire dans le «recyclage» des matieres organiques retrouvées au sol. Les

microorganismes influent sur la qualité des sols (Denis et Martin, 2005).

Tous les types de micro-organismes existent dans les sols. Ce sont soit des eucaryotes
(champignons, algues et protozoaires), soit des procaryotes (bactéries et cyanobactéries).
Leur biodiversité est considérable, ainsi que leur distribution qui est fonction non seulement
de la présence de substrats énergétiques (essentiellement des résidus végéetaux) et d’éléments
minéraux, mais aussi de nombreux facteurs physiques et chimiques caractérisant chaque sol,
notamment la structure, l'aération, le pH, la température et la teneur en eau (Dommer gues,
2021).

Ces derniéres décennies, la protection de I’environnement s’impose de plus en plus
comme une préoccupation mondiale majeure. Dans le domaine de I’agriculture, il est
indéniable que I’expansion et la productivité agricole doivent dorénavant passer par une
gestion optimale des insectes nuisibles et des mauvaises herbes en minimisant les effets sur

I’environnement.

La méthode classique de lutte chimique contre les insectes ravageurs des récoltes,
maladies fongiques et des mauvaises herbes, jadis considéréee comme panacée, fait de plus en
plus place a la lutte intégrée et a la lutte biologique par utilisation de micro-organismes. Il est
admis maintenant par tous que la lutte chimique & des conséquences néfastes sur
I’environnement, entre autres, par la toxicité dans la chaine trophique, la pollution des eaux de

surface et souterraine (M athias, 2001).

L’utilisation des produits chimiques peut créer un désequilibre de la microflore

tellurique qui pourrait conduire a la destruction du milieu écologique (Ousalah, 2003). En
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raison de leurs effets cumulatifs et de résoudre ces différents problémes que les recherches se

poursuivent pour mettre au point de nouvelles méthodes telles que la lutte biologique.

L’objectif de ce travail est une approche pour réaliser un inventaire des principaux
genres de champignons cultivables sur milieu solide au laboratoire presents dans 05
échantillons de sol agricole prélevés dans I’Est Algérien a savoir les wilayas de Mila et Oum
El Bouaghi.

Aussi, de réveler la présence de champignons d’intérét au niveau de la rhizosphére des

cultures communes a la région.

Ce travail consiste a isoler, purifier et identifier les différents champignons présents
dans les différents échantillons pour ressortir la biodiversité du sol agricole et faire ressortir et

tester les champignons d’intérét dans la lutte biologique.
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Chapitre 1. LE SOL
1. Définition du sol

Depuis la naissance de la pédologie de nombreuses Définition du «sol » ont été

proposeées (Girard, 2011).

Le sol est un milieu vivant. 1l figure parmi les habitats les plus diversifiés et renferme
certains des assemblages les plus variés d’organismes vivants et constitue 1’un des
écosystemes les plus complexes de la nature. Aucun autre habitat n’abrite une densité
d’especes aussi élevée que le sol. Par exemple, un gramme de sol peut contenir des millions
d’individus et plusieurs milliers d’especes de bactéries (Kilbertus, 1980 ; FAO, 2001).

Girard (2011) a défini le sol comme étant « un volume qui s’étend depuis la surface
de la terre jusqu'a une profondeur marquée par I’apparition d’une roche dure ou meuble peu

altérée ou peu marquée par la pédogenese ».

Solon Joffe (1949), le sol est un corps naturel de constitution minérale et organique,
différencié en horizons d’épaisseur variable qui differe des matériaux sous-jacents par sa
morphologie, ses propriétés physico-chimiques, sa composition et ses caractéristiques

biologiques ».

Le sol est un compartiment essentiel agissant comme contr6leur et réveélateur de
nombreux processus écologiques par ses caractéres physiques, chimiques et biologiques a
court et a long terme (Davet, 1996).

2. Lesconstituantsdu sol
Le sol est un mélange complexe de fragments de roches de granulométries variées,

d’organismes vivants et d’humus (Jérdme et al., 2004).

Le sol est formé de trois compartiments physiques : un compartiment solide, un
compartiment liquide et un compartiment gazeux (Fig.1).
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meénisque
d'eau

Figure 1. Les constituants d’un sol (Lumiére et al., 2000).

3. Lesphasesdu sol

3.1.1. Laphasesolidedu sol
Elle est constituée de deux types d’éléments distincts (Tab.1) :

a. Les éléments minéraux ou « constituants mécaniques » qui proviennent
essentiellement de I’altération mécanique et chimique de la roche mére, ils se présentent sous
la forme de pierres, de graviers, de sables grossiers ou fins, de limons, d’argiles, de calcaire
ou encore d’oxyde de fer.

b. Les éléments organiques ou la matiére organique du sol (MOS). Cette phase
de composition trés variable au cours du temps, peut-étre plus ou moins abondante dans le
sol, de 0% dans les déserts a sols minéraux a plus de 95% dans les tourbiéres (M ustin, 1987).

—Fraction minérale

La fraction minérale est principalement constituée de minéraux primaires et de

minéraux secondaires, les oxydes métalliques ou les argiles (Duchaufour, 1994).
—Fraction organique

Fraction organique formée par des bactéries, des champignons et des actinomycetes
mais aussi des racines ou encore de la faune (protozoaires, nématodes, certaines insectes),
tous participent d’une maniere ou d’une autre a la formation et & I’évolution du sol, en

particuliere de sa fraction organique (Gobatet al. 2003). Le sol est un assemblage
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d’organisme extrémement divers qui régule les processus de décomposition de la matiére

organique et du cycle des nutriments (Bardget et Girffiths, 1997).
3.1.2. Laphaseliquidedu sol

Elle représente I’eau contenue dans le sol et dans laquelle sont dissout les substances
solubles provenant a la fois de I’altération des roches, de la décomposition des MOS et des
apports extérieurs tels que les fertilisants et pesticides, cette phase est le lieu des réactions
chimiques permanentes indispensables a I’évolution de la matiére organique et a la croissance
des végétaux (Mustin, 1987). On peut cependant donner quelques indications générales en
distinguent deux catégories de solutés (microéléments et macroéléments), elle contient
également des ions H® et OH™ dont les concentrations déterminent la réaction du sol
caractérisee par le pH (Calvet, 2000).

3.1.3. Laphasegazeuse du sol

La phase gazeuse du sol est encore appelée atmospheére du sol, elle est composée des
mémes gaz que I’air auxquels s’ajoutent certains gaz provenant de la décomposition des MOS
comme le méthane et I’ammoniac (Mustin, 1987). Mais elle peut étre trés variable dans
I’espace et dans le temps, elle dépend principalement de deux facteurs qui sont la proximité

de I’atmosphere c’est-a-dire la profondeur dans le sol et I’activité biologique (Calvet, 2003).

Tableau 1: Principaux constituants des phases du sol (Gobat, 2003).

. . Constituants Constituants
Constituants solides liqui
iquides gazeux
Minéraux Organiques (Solution du sol) Atmosspoklleredu
Désagrégation .
Physique et Décomposition des | Précipitations, Q!tg??:no"
Origine altération étres vivants. nappes dé .
S ) écomposition
Biochimique des ruissellement. .
respiration.
roches
Origine
. Etats (vivants, (méteorique Origine (air,
Taille e .
Criteresde | (granulométrie) mortg), . Phreathu_e) orga_nl,smes)
Cl ent | Qualité Qualité chimique | Etat physique qualité
assem (minéralogie) (originelle, (potentiel Chimique
g transformeée) hydrique)
Qualité chimique
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Selon
granulométrie
Squelette (>2mm)
Terre fine (<2mm)

Organismes
vivants Gaz d’air : N2,
) Eau, substances,
Organismes morts - . 02
" . cation et anion .
Matiére organique Gaz issus de la

Catégorie | Selon mineralogie : —_ Dissoutes : -
€ g Héritées : cellulose . respiration et de
Quartz N alcools, acides ) o
. . Matieres . la décomposition
Mineraux silicates . organique .
L organiques des organismes
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4. Lamicrofloredu sol

Le sol est un réservoir important de microorganismes, il renferme une microflore
complexe et variée qui joue des réles essentiels dans I’écosystéme tellurique et les organismes
pluricellulaires qui y vivent (M unees et Mulugeta, 2013). La microflore du sol est formée de
bactéries (archaebactéries et eubactéries) champignons (levures et moisissure), d’algues et de

protozoaires(Tabs.1; 2).
4.1. LesBactéries

Les bactéries sont les microorganismes les plus abondants et métaboliquement les plus
actifs du sol. On estime d’ailleurs que tous les groupes de bactéries connues pourraient étre
isolés du sol si les techniques et les milieux adéquats sont utilisés (Dommergues et
Mangenot, 1970). De ce fait, accéder a la diversite bactérienne de maniére exhaustive
constitue un des défis majeurs de ces derniéres décennies en écologie microbienne et les
techniques qui y sont dédiées n’ont cessé d’évoluer. Il existe plusieurs groupes de la bactérie

telle qu’ammonifiantes, pectinolytiques, de genre arthrobacter. (T heodor akopoulos, 2013).
4.2. Leschampignons

La biomasse fongique est sans doute trés variable suivant les cas, mais on peut
I’évaluer entre 120 kg/ha et plus d’une tonne dans les sols normaux (Dommergues et
Mangenot, 1970). Leurs activités métaboliques sont multiples et fondamentales a I’eéquilibre
écologique des sols. De nombreux travaux indiquent la prédominance des genres : Mucor,
Trichoderma, Aspergillus, Rhyzopus, Fusarium, Zygorhynchus, Cephalosporium,
CladosporiumVerticillium(Noumeur, 2008).
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4.3. Lesprotozoaires

Plusieurs espéces de protozoaires du sol se montrent trés ubiquistes et se retrouvent
dans des conditions climatiques tres différentes. On attribue parfois aux amibes a théques une
préférence pour les sols acides, il en existe cependant des espéces exclusivement calcicoles
(Davet, 2003).

4.4. Leslevures

Les levures sont peu nombreuses dans le sol. 1l faut donc admettre que le sol renferme
une population propre composée de levures variables suivant son type et ses caractéristiques
variable aussi suivant la végétation qu’il porte. Cependant les lois de leur répartition ou de
leurs éventuelles fluctuations saisonniéres sont encore imparfaitement connues (Dommer gues
et Mangenot, 1970).

45. Lesvirus

A cOté des bactéries, actinomycétes, champignon, et algues, qui sont visible au
microscope optique, le sol renferme aussi des microorganismes dont I’existence ne peut étre
démontrée que par la microscopie électronique, il s’agit essentiellement de virus
(Dommer gues et Mangenot, 1970). Les virus libres, places hors d’une cellule vivante et a la
lumiére sont rapidement inactive. Mais, dans le sol, ils peuvent, une fois adsorbés conserver

longtemps leur pouvoir infectieux (Davet, 2003).

Tableau 2. Nombre de microorganismes par gramme de terre de sol, en fonction de la
profondeur selon Alexander (1991).

Pr o{grrrl](;leur Bactéries Actinomycétes Mycétes Algues
3a8 2750000 2080000 119000 25000
20425 2179000 545000 50000 5000
35a40 570000 49000 400000 500
65a75 11000 5000 6000 100
135a145 1400 - 3000 -

Tableau 3. Les grands groupes des microorganismes du sol (Roger et Garcia,
2001).

Grands groupes Taxons considér és comme importants dans le sol
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Pseudomonas
Bactéries Bacillus

Protistes inferieures

Moisissures a plasmodium
Champignons a flagelle
Zygomycetes
Champignons supérieur

Champignons

Champignons imparfaits

4.6. Lesalgues

Du fait de leur caractere phototrophe, les algues possédent une signification
microbiologique tres différente de celle des bactéries ou des champignons dans le sol. Les
algues peuvent se contenter de faibles intensités lumineuses, ce qui leur permet d’avoir un
comportement autotrophe actif a plusieurs millimétrés au-dessous de la surface,
particulierement dans les sols riches en particules de quartz translucides ou la lumiere peut

diffuser jusqu’a plus de 2 cm dans certains sols (Dommer gues et Mangenot, 1970).

5. L’importance du sol en agriculture

En agriculture, le sol est un facteur déterminant majeur pour la production végétale.
Un sol en bon état structurel détermine pour une grande part le peuplement a la levée. Le
développement du peuplement dépond du développement du systeme racinaire dans le sol.

C’est également un reservoir important d’eau et d’éléments nutritifs pour les plantes.

Ses caractéristiques hydriques et mécaniques ont une incidence considérable sur le
nombre de jours disponibles pour réaliser les travaux en bonnes conditions, notamment en
automne, en hiver et au printemps. L’état du sol a enfin une influence notable sur le
parasitisme tellurique : ravageurs, champignons parasites, la plupart de ces fonctionnalités des
sols agricoles sont en relation avec leur statut organique. 1l est donc nécessaire de surveiller

I’évaluation de ce statut afin de le préserver, voire de I’améliorer (Bodet, 2006).
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Chapitre 2. L es champignons du sol
1. Définition
Les champignons représentent 1’un des plus importants groupes d’organismes vivants
sur terre et jouent un réle clé dans un grand nombre d’écosysteme (Mueller et Schrit, 2007).
Les champignons sont des organismes eucaryotes, c’est-a-dire pourvus de véritable noyau

avec membrane nucléaire, chromosomes et nucléole (Guinberteamet al., 2021). Pouvant étre

unicellulaire ou pluricellulaire (Fig. 2).

Les champignons sont hétérotrophes, c’est-a-dire qu’ils se nourrissent de matiere
organique préexistante par opposition aux végetaux qui utilisent la photosynthése pour
produire leur propre matiére et sont qualifiées d’autotrophe. Ils sont majoritairement aérobies

et se multiplient grace a des spores (Pruvost, 2018).

Figure 2. Exemple des moisissures (A) et levures (B) (Source: Site 1)

2. Classification des champignons

Les champignons sont des organismes vivants constitues en grande partie de filaments
de cellules de structure simple et de quelques cellules plus spécialisées qui donneront
naissance a des spores. Les champignons ont un matériel génétique confiné dans un noyau au
méme titre que les plantes et les animaux. Ils possedent toutefois un certain nombre de
caractéristique qui en font un groupe a part : parois contenant de la cellulose et de la chitine,
absence de chlorophylle et de mobilité. L’ensemble de ces caractéristiques fait en sorte que
les taxonomistes classent les champignons dans un régne distinct (Kendrick, 1999).

Les champignons sont subdivisés en classes, en ordres, en familles, puis en genre et en

especes, ces deux derniers termes étant utilisés pour les designer.
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La mention « sp. » placée apres le genre signifie que la souche n’a pas été identifiée
au-dela du genre, tandis que « spp. » est utilisé pour désigner un ensemble d’espéces du méme
genre. La classification des moisissures, tous comme celle des autres champignons est
d’abord basée sur le mode de reproduction sexuée ce critéere définit quatre des ordres des
mycétes soit des Chytridiomycetes, les zygomyceétes, les basidiomycétes (Fig.3). En outre,
lorsque la reproduction sexuée n’est pas connue la division est appelée Deutéromycotina ou

champignons imparfaits (Blackwellet al., 1998).

—— Chytridiomycota

Neocallimastigomycota

Blastocladiomycota

Zygomycota

Glomeromycota

— Ascomycota

—— Basidiomycota

Figure 3. Lesgrands groupes des eumycetes (Durieux, 2008).

3. Morphologie des champignons (moisissur es)

La structure des champignons repose sur leur appareil végétatif appelé thalle, constitué
des hyphes ou cellules allongées en forme de filaments tubulaires de 2 a 10 um de diamétre.
Ces hyphes comprennent les organites classiques d’une cellule : noyau, mitochondrie,
cytoplasme, vésicules. Ils peuvent étre cloisonnés ou non et leur association forme le
mycélium (Fig.4). Comme pour tout substrat, la colonisation des supports papiers est réalisée
par extension et ramification des hyphes parfois visibles sous forme de petites taches colorées
a leur surface. Les hyphes puisent I’eau et les substances organiques dans les différents

substrats qu’ils colonisent nécessaire a leur développement (Boudih, 2011).

11
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Figure 4. Lesdifférentes structures des hyphesfongiques. (A) Hyphesepté; (B) Hyphes
cénocytaire(Source : Site 2)

4. Cycle devie des champignons

Le cycle de vie des champignons débute lorsqu’une spore se dépose sur une surface lui
offrant les conditions nécessaires a sa croissance. En fait, la germination se déclenchera par la
présence d’eau combinée ou non a certains facteurs trés spécifiques comme I’intensité

lumineuse, certaines températures ou types d’éléments nutritifs (Acgih, 1999).

La spore germera alors et donnera naissance a un premier filament non différencie,
appelé hyphe, qui s’allongera pour former un ensemble appelé mycélium. Cet ensemble de
filaments, plus ou moins ramifiés, constitue le thalle des champignons. En présence de
conditions favorables a la sporulation, le mycélium donnera naissance a des structures plus
specialisées, qui produiront des spores asexuées (conidies) ou plus rarement des spores
sexuées (Fig.5). Chaque champignon produit un trés grand nombre de spores se présente tres

souvent sous un aspect poudreux et coloré a la surface de la moisissure (Acgih, 1999).

La taille, la forme et la couleur des spores de moisissures varient grandement d’une
espece a l’autre. Par contre, en microscopie, toutes les spores d’une méme espéce sont de
couleur, de dimension et de forme relativement constante ce qui, dans bien des cas, constitue

un élément d’identification taxonomique (Acgih, 1999).
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germinatif
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Figure5. Cycledevie des moisissures (Source: Site 3)

5. Reproduction des champignons

Le cycle sexué des champignons se déroule en trois étapes : plasmogamie, caryogamie
et meiose (Jennings et Lysek, 1996). La plasmogamie correspond a la fusion cellulaire entre
deux cellules haploides. La cellule résultante est appelée dicaryon car elle possede deux types
de noyaux haploides (Fig.6). Les deux noyaux vont fusionner lors de la caryogamie puis la
méiose va convertir une cellule diploide en quatre cellules haploides (Carlile et Watkinson,
1994).

On recense également des modes de reproduction différents de celui qui précede :
certains organismes garderont un mode de vie haploide, d’autres un mode de vie uniquement
diploide, tandis que certains organismes (Deutéromycétes) n’ont pas de capacité de

reproduction sexuée (Carlile et Watkinson, 1994).

Les gloméromycétes ont quant a eux un mode de reproduction trés mal compris méme
si le mode de reproduction asexuée soit généralement accepté chez les organismes de ce
phylum (Schiberet al.,2001 ; Redekker, 2002). En effet, la diversité intraspécifique élevée
pour ce phylum peut étre expliquée par des phénomenes de recombinaison dans les hyphes et
spores coenocytiques ou par reassortiment de noyaux différents (Vandenkoornhuyseet
al.,2001 ; Sanders, 2004).
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Les spores peuvent étre répandues dans le milieu de fagcon passive ou active par le
champignon mais leur dispersion se fera toujours passivement, selon différents modes : une
dispersion par le vent, par les animaux (notamment les insectes), mais également par la graine
des plantes colonisées (Carlile et Watkinson, 1994). L’eau est aussi un vecteur important de
dissémination des spores ; il est a noter que les zoospores (chez les organismes du phylum
Chytridiomycota) ont la faculté de nager grace a leur flagelle (Carlile et Watkinson, 1994).

Stade

hétérocaryotique
Structures productrices \
de spores Plasmogamie Caryogamie
(Fusson des ¢ 'ﬂn:lln\mr"\] (Fusion des noyaux)

Spores Reprodudlon Mycelium Reproduction Zygote

\’ asexuée j R sexuée
Germination Germination J

\\ Méiose
Spores /
|_ stade haploide (m) '\__Stru:tures productrices

de spores

Stade hétérocaryotique
[moyaux nom fusionnés de parents différents)

L Stade diploide (2n)

Figure 6. Modes de reproduction chez les champignons (Source: Site 4)

6. Conditions de croissance des champignons
6.1. Elémentsnutritifs

Les nutriments requis pour la prolifération des moisissures sont des plus élémentaires
et proviennent des matiéres organiques. Les enzymes décomposent le substrat pour former ces
nutriments, qui sont alors absorbés a travers les parois des hyphes. Les nutriments dérivent de
sucres simples, d’'amidons, de petits peptides et de substances complexes a base de carbone,

comme les acides aminés (Guild, 2004).

La digestion des grosses molécules doit commencer dans le milieu extérieur car
seules les molécules de taille relativement petite peuvent franchir les parois et gagner le
cytoplasme (Davet, 1997). Le carbone constitue I’élément le plus abondant dans la cellule
fongique. Il représente environ 50% de la cellule (Riviere, 1975 ; Scriban, 1993). L’azote
représente, quant a lui, le second élément chimique le plus important du matériel
cellulaire(Scriban, 1993).
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6.1.1. Source de carbone et d’énergie

Pratiguement tous les composés organiques peuvent étre utilisés comme source de
carbone et d’énergie par les moisissures. La plupart d’entre elles peuvent métaboliser le
glucose et le saccharose avec quelques polysaccharides comme I’amidon et la cellulose
(Boiron, 1996 ; Nicklin et al. 2000).

Le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le maltose, le saccharose, I’amidon et
la cellulose représentent les sucres les plus utilisés par les moisissures comme source de
carbone et d’énergie. Ces hydrates de carbone sont dégradés grace a la glycolyse et le
métabolisme aérobie (Boiron, 1996 ; Nicklin et al.,2000). Grace a la glycolyse et au
métabolisme aérobie, les moisissures assimilent les sucres facilement tel que le glucose le

maltose, le saccharose et polymeres tel que I’amidon (Nicklin et al.,1999).
6.1.2. Source d’azote

Des sources naturelles complexes sont souvent utilisées comme source azotée telle que
. la caséine, les farines de poissons et de soja (Joyeau, 1982).La plupart des moisissures
assimilent I’ammoniaque sous forme de sels (NH,") dont la présence réprime I’utilisation
d’autres sources azotées (nitrate, acides aminés, protéines). L’ammoniaque est transformée en
acide glutamique, en glutamine ou en d’autres acides 6-aminés par transamination(Boiron,
1996). Alors que seules certaines espéces utilisent le nitrate, d’autres ne peuvent croitre qu’en
présence d’azote organique et aucune moisissure ne peut fixer I’azote atmosphérique (Devet,
1997).

6.2. Eléments minéraux

La présence des ions minéraux et métaux dans le milieu de culture est nécessaire pour
la croissance et la reproduction de plusieurs espéces fongiques, il s’agit essentiellement de
sulfate, de magnésium, de potassium, de sodium et de phosphore avec des concentrations plus
au moins différentes selon I’espéce (Uchicobaet al., 2001). Des traces d’éléments tels que le
fer, le cuivre, le manganése, le zinc et le molybdéne, sont nécessaires a la plupart des
moisissures pour la production des cytochromes, des pigments, des acides organiques, etc.
(Boiron, 1996).
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6.3. Facteursphysicochimiques

Les facteurs physicochimiques ont une influence importante sur le développement des
moisissures ainsi que sur la germination, nous examinerons successivement quelques

parametres importants :
6.4. Température

La température joue un rodle prépondérant dans la croissance mycélienne, elle
intervient également dans la sporulation et la germination des spores (Bourgeois, 1989). La
plupart des moisissures sont mésophiles avec des optima de croissance de 25 a 35°C (Botton
et al., 1999; Julien, 2002). Certaines espéces sont capables de se développer a des
températures extrémes, Les especes thermotolérantes ou thermophiles peuvent croitre a haute
température jusqu’a 60°C tels que Aspergillus fumigatus, A. flavus et Chaetomium. D’autres
sont des psychrophiles ou psychrotolérantes se développant a basses températures entre -5 et
10°C tels que Héelicostylumpulchrum, Chrysosporiumpannorumet Cladosporiumherbarum,
ces especes peuvent survivre méme a -60°C, on les rencontre dans des entrepdts frigorifiques
(Davet, 1996 ; Botton et al.,1999).

6.5. pH

Le pH influe sur la croissance de moisissures soit indirectement en agissant sur la
disponibilité des éléments nutritifs, soit directement par action sur la membrane cellulaire
(Boiron, 1996).

La grande majorité des champignons filamenteux se développent avec un pH compris
entre 4.5 et 8, bien que le pH optimum soit compris entre 5,5 et 7,5 (Lecellier, 2013).
Certains champignons tels que Fusariumculmorum, Trichodermaharzianum et Aspergillus
oryzae sont capables de croitre dans une large gamme de pH avec une tendance a croitre dans
des milieux Iégerement acide (Urbaneket al. 1984 ; Delgado-Jar anaet al., 2002).

6.6. Activitéen eau (Aw)

La plupart des moisissures ont un bon développent pour une activité d’eau comprise
entre 0,85 et 0,99 (Lecellier, 2013). Les moisissures appartenant aux genres Aspergillus et
Penicillium sont généralement capables se développer a des Aw voisines de 0,7 ; elles
peuvent donc se développer dans les aliments pauvres en eau comme les céréales au cours de
stockage, les fruits secs et les produits dont I’activité hydrique a été réduite (Castegnaro,

Pfohl-L eszkowicz, 2002). Par comparaison, les Fusarium ne peuvent se développer qu’a des
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Aw supérieures a 0,9. Il s’agit donc d’especes se développant au champ, sur les plantes
vivantes (Castegnar o, Pfohl-L eszkowicz, 2002).

6.7. Oxygene

L’oxygene est un facteur important pour le développement des moisissures. La
plupart sont aérobies, les plus exigeantes vivent dans les régions périphériques des substrats.
D’autre espéces moins exigeantes sont micros aérophiles peuvent se développer en
profondeur comme Fusariumoxysporum et Aspergillus fumigatus. D’autres champignons
peuvent méme supporter une anaérobiose tres stricte comme Neocallimastix(Bour geois, 1989
; Botton et al., 1999).

6.8. Lumiere

Les radiations du spectre visible (380 — 720) généralement a aucun effet sur la
croissance vegétative des champignons mais peuvent agir sur la sporulation. La plupart des
moisissures ne nécessitent pas de lumiére pour leur croissance, ni pour la germination de leurs
spores (Botton et al., 1999).

6.9. Humidite

La seule autre condition qui favorisant la croissance des moisissures est I'humidité,
c’est le facteur qui détermine la prolifération des moisissures ou leur absence(Palaty et
Shum, 2011). L’humidité a une grande influence sur le développement des moisissures non
seulement sur la croissance mycélienne et la sporulation mais plus particulierement sur la
germination des spores (Bourgeois, 1989).Les moisissures a mycélium non cloisonné sont les
plus sensibles a la dessiccation ; leur développement cesse lorsque le potentiel hydrique
descend au-dessous de 4 MPa (Méga Pascal). Les moisissures a mycelium cloisonné
supportent en moyenne jusqu'a 10 MPa. Cependant, les Aspergillus et les Penicillium peuvent
en général se développer a des potentiels hydriques de I’ordre de -20 MPa (Davet, 1996).

7. Mode de vie des champignons

Les champignons sont des organismes hétérotrophes, ils sont répartis en trois

catégories selon leur mode de vie ; les saprophytes, les parasites, et les symbiotiques.
7.1. Lessaprophytes:

Les champignons saprophytes se nourrissent en dégradant les matiéres organiques

mortes d’origine végétale ou animale, ils représentent la majorité des macromycétes(Senn-
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Irletet al., 2012). Selon le substrat qu’ils décomposent, il existe plusieurs types de
champignons saprophytes par exemple : humicoles (décomposant la matiére organique du

sol), fongicoles vivant sur d’autres champignons (Moreau et al., 2002).
7.2. Lesparasites

Les champignons parasites se nourrissent a partir de la matiére vivante animale ou
vegétale, environ de 20% des espéces des champignons connus sont capable de parasitisme.
Selon le substrat parasité, on distingue les parasites bio-trophées survivant sur des organismes
vivants et les parasites nécrotrophes survivant en saprophytes sur I’h6te parasité aprés sa mort
(Sicard et Lamoureux, 2006).

7.3. Lessymbiotiques

Les champignons symbiotiques établissent des associations a bénefice réciproque avec
d’autres organismes qui peuvent étre soit des végétaux supérieurs (mycorhizes), des insectes,

des algues ou des cyanobactéries appelées lichens (Smith et Read, 1997).

8. Méabolites secondaires des champignons

Des études se sont intéressees aux Composés Organiques Volatils (COV) produits sur
des matériaux de construction ou sur des milieux de culture artificiellement contaminés par
des espéces fongiques. Les COV détectés lors de ces études, appartiennent a différentes
familles chimiques : alcools, cétones, éthers, esters, terpénes, acides etc. Pour de ces auteurs,
la production des COV est dépendante du substrat et serait spécifique aux champignons
(Wilkins et al. 1999 ; Moularatet al.,2008). Cependant, cette étude n’a été réalisée que sur
trois espéces fongiques : A. niger, A. versicoloret P. brevicompactum et demande a étre
développée davantage afin de confirmer ou d’infirmer le fait que les COV peuvent étre

utilisés en tant que biomarqueurs des champignons.

Les mycotoxines quant a elles, sont des molécules spécifiques des champignons,
parfois produites par une ou plusieurs especes fongiques. (Moularat etRobine 2006 ; Nielsen
et al.,1998).
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9. Principaux genres deschampignonstelluriques
9.1. LegenreAspergillus

Ce genre est souvent associé aux Penicillium et se distingue de ces derniers par
I’aspect des conidiophores qui sont terminés par une téte renflée (Champion,
1997).Aspergillus signifie «aspersoir » & cause de la forme de ses tétes
aspergillaires(Galinas, 1995)(Fig.7). Ce sont des moisissures a filaments cloisonnés hyalins,
appartenant a la famille des Aspergillaceae, et a la classe des Ascomycetes(Anonyme,
2011).Les Aspergillus sont des contaminants trés communs, ce genre comprend de 180 a 250
especes selon les auteurs dont seules Aspergillusfumigatus, A.flavus, A.nidulans, A.terreus, et
A.niger sont considérées comme thermotolérantes(Rebouxet al. 2010).Quand les grains sont
récoltés humides, insuffisamment séches ou lorsqu’elles prennent de I’humidité pendant le
stockage, les Aspergillus peuvent évoluer rapidement et se transforment de saprophytes en
parasites et entrainent une baisse importante de la faculté germinative sur les semences
(Champion, 1997).

Phialide

Métule

Vésicule

Stipe

Figure 7. Schéma d’une téte Aspergillaire (Anonyme, 2012)

9.2. LegenrePenicillium

De tous les champignons, c’est probablement le genre Penicillium qui est le plus
ubiquitaire. 1l comporte plus de 200 espéces qui se rencontrent partout de I’équateur aux poles
(Rebouxet al., 2010).Ce genre se caractérise par I’aspect du conidiophore qui est divisé en
articles (Fig.8) rappelant ainsi la forme d’un pinceau (Champion, 1997).A la récolte, les

graines peuvent ne présenter aucun symptdme et se dégrader pendant la conservation
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(Champion, 1997).Les spores asexuées ou bien les conidies ou conidiospores sont produites

par bourgeonnement (L ar pentetL aprent-Gouraud, 1990).

Metula
Branch/Ramus

Branch

Figure 8. Schéma d’un pénicille (Visagieet al., 2014)
9.3. LegenreFusarium

Selon Galinas (1995), le nom Fusariumvient de « fusus» qui signifie fuseau d’apres la
forme de ces macroconidies fusiforme et cloisonnées (Fig.9). Ce sont des champignons
cosmopolites, on distingue pres de 40 espéces largement répondues dans la nature et vivants

en saprophytes.

Certains sont des phytopathogénes et beaucoup produisent des mycotoxines
contaminants les denrées alimentaires et provoquant alors des maladies graves chez les
herbivores (mycotoxicoses) (Chabasseet al., 2005). Ils réduisent le rendement et la qualité
des céréales et compromettent la valeur boulangére du blé, elles ont besoin d’une humidité

élevée pour croitre (Abramsonet al., 2001).

Figure 9. Schéma d’un Fusarium. (a) Microconidie; (b) Chlamidospores (Source: Site 2)

20



Chapitre 2. Les champignons du sol

9.4. LesMucorales

Cette sous famille regroupant les genres Absidia, Mucor, Rhizomucor et
Rhizopus(Rebouxet al., 2010). Lesmucorales sont des champignons cosmopolites tres
répondus,saprophytes du sol ou ils se nourrissent a partir de végétaux, ilscontaminent
fréquemment les denrées alimentaires comme lescéréales, les fruits et Iégumes, certaines
especes sont pathogénes de plantes (Fig.10), montre que le champignon émet généralement
des stolons qui courent a la surface du support gelosé et adherent au substrat par de sorte de
racines appeléesrhizoides, le thalle est constitué de filaments siphonnés noncloisonné, a partir
des stolons, se forment des filaments dressésappelés sporangiophores porteurs de sporanges
ou sont produitesles spores (Chabasseet al., 2002).

rhizoides

Figure 10. Appareil reproducteur des mucorales (Dufresne et St-Germain, 2013)

9.5. LegenreTrichoderma:

Le genre Trichodermaest caractérisé par une vitesse de croissance rapide et une
sporulation abondante sur milieu de culture (Gams et Bisset, 1998). Il est facilement
reconnaissable en culture grace a la couleur géneralement verte de ses spores (Dubos, 1986).
Ce genre est caractérisé par des conidiophores fortement ramifiés selon une structure
pyramidale et se terminant par une ou plusieurs phialides(Fig.11). Ces phialides peuvent étre
cylindriques ou subglobuleuses, regroupes en masse ou solitaires. Les conidies sont hyalines,
ellipsoides et lisses chez la plupart des espéces, les conidies globuleuses sont rares. Certaines
especes peuvent produire des chlamydospores globuleuses, qui sont intercalaires ou
terminales (Samuelset al., 2006).
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Phialospore
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Conidies
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Figure 11. Caractéristiques microscopiques du genre Trichoderma

(Kubiceket al., 2003).

10. Effetsdespesticidessur la biologie des sols

Les pesticides sont prioritairement utilisés pour détruire ou repousser les agents
biotiques des cultures et récoltes et/ou pour detruire les adventices. Leur emploi superficiel
sur les mauvaises herbes ou sur les cultures n'épargne pas le sol qui en recoit une bonne part.
Les organismes vivants des sols sont donc inévitablement en contact avec les pesticides.
Ainsi, ces pesticides ou leurs produits de dégradation peuvent avoir une action directe ou

indirecte sur les organismes vivants du sol (Columa, 1977 ; Calvet et al.,2005).

Les pesticides peuvent étre toxiques pour les microorganismes des sols. Dans ce cas,
I’activité microbienne est ralentie et on assiste a une sélection des microorganismes résistants
aux pesticides ou pouvant l'utiliser comme source de carbone. Cela se traduit par des
réajustements microbiens pouvant étre associés a des modifications de caractéristiques
physiologiques de la microflore des sols et peut étre aussi une diminution de la diversité des
microorganismes (Columa, 1977 ; Barriusoet al.,1996 ; Savadogoet al., 2007).

Une étude d'impact de l'utilisation prolongée de pesticides dans un agrosystéeme
cotonnier, menée par Hussain et al. (2001), a révelé que I’endosufan, le profenofos +
alphametrine et le méthamidophos diminuait la population bactérienne. La méme observation
a été faite par Maderet al. (2002) sur un sol cultivé en pomme de terre traitée par du dinosébe
et du glufosinate concernant la population totale de champignons, le diméthoate entrainait une
diminution de la population de champignons alors que I'endosulfan, le monocrotophos, le

profénofos et le méthamidophos la stimulaient.
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11. Lutte biologique a I’aide de microorganismes antagonistes
11.1.Définition dela lutte biologique

La lutte biologique est utilisation d’un organisme vivant en vue de limiter, arréter ou
bien inhiber le développement d’un autre organisme vivant sans avoir recourt aux pesticides,
plusieurs étre vivant, bactéries et champignons, ont fait I’objet d’étude ou ont été utilisees
dans des applications de lutte biologique (Emmert et Handelsman, 2003). La lutte
biologique est considérée comme une voie alternative a I’utilisation des produits chimiques
qui constituent un danger sur I’environnement et sur I’homme (Cook, 2014 ; Benbrouket al.,
2008).

11.2.L es microor ganismes antagonistes

L utilisation de microorganismes antagonistes en lutte biologique peut avoir des effets

directs ou indirects sur les agents biotiques (Nasraoui, 2006).

Les agents de lutte biologique peuvent étres de plusieurs types : des virus
(Cydiapomonella, Pandemisheparana...), des bactéries (Bacillus thuringiensis, Bacillus
subtilus...) et des Champignons (Metarhiziumanisopliae, Coniothyriumminitans...). Les

espéces du genre Trichoderma forment un important groupe d’antagonistes.

Les mécanismes employés par les Trichoderma pour contréler les phytopathogenes
des plantes sont : I’antibiose, le mycoparasitisme, la compétition et I’induction de la
résistance systémique (Chet, 1987 ; Schirmbacket al., 1994).

a) Antibiose

Plus de 100 métabolites secondaires avec des activités antibiotiques, sont produits par
les différentes souches du genre Trichoderma (Sivasithamparam et Ghisalberti, 1998). La
production des antibiotiques dépend des paramétres environnementaux tel le substrat
colonisé, le pH et la température (Sivasithamparam et Ghisalberti, 1998 ;
Vizcainoetal.,2005). Ces antibiotiques, peuvent étre classés en trois groupes : des composés
volatiles, des composés solubles dans I’eau et les peptaiboles qui agissent avec la membrane
plasmique (Ghisalberti et Sivasithamparam, 1991).

b) Mycoparasitisme

Les souches de Trichodermareconnaissent le champignon pathogéne par

I’intermédiaire de molécules libérés par ce de dernier, certaines d’entre elles sont des
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fragments peptidiques qui sont libérés par I’action des protéases secrétées par
Trichoderma(Har man etal., 2004). Ces molécules peuvent se lier a un récepteur G couplés a
une protéine ou a des récepteurs Gprl qui se trouvent sur la surface des hyphes de
Trichoderma. En effet, cet attachement provoque une cascade de signalisation comprenant les
protéines G et les protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK), qui peut moduler les
activités des facteurs de transcriptions (TFSs) qui ne sont pas encore connues (Kubiceket al.,
2003).

Les facteurs FTs ainsi active, augmentent I’expression constitutive de génes de
régulation qui codent pour la biosynthése des métabolites secondaires été enzymes de
dégradation appelée CWDEs (B-1,6, glucanases, -1,3, glucanases, 0-1,3, glucanases...),
capable d’hydrolysé la paroi cellulaire et libérer des oligomeres (Kubiceket al. 2003). A ce
stade le Trichoderma s’enroule autour du pathogéne (Fig.12). L attachement du Trichoderma
est médiée par la liaison des glucides dans la paroi cellulaire de Trichodermaet les lectines du
champignon (Inbaret al.,1996). En méme temps, le pathogéne réagit en formant des
métabolites secondaires et les ROS (reactiveoxygenspecies) qui élicitent une réponse au stress

et a la désintoxication dans Trichoderma(lrina etal., 2011).
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Figure 12. M écanisme de mycopar asitisme exer cé par les souchesde Trichoderma (Irina
et al., 2011)

c) Complétion

Les souches de Trichoderma, sont des biodégradeur et compétiteurs des agents
pathogenes dans leurs phases saprophytiques surtout lorsque les nutriments forment le facteur
limitant (Simon et Sivasithamparam,1989; Wardleetal., 1993). En effet, pour qu’une
espece de Trichodermasoient 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 installé les
Trichodermaétablissent une zone d’interaction dans la partie cortex des racines est sécrete des
molécules tels que les sidérophores qui absorbent le fer et arrétent la croissance du pathogéne
(Chetetal., 1997 ; Eisendleet al., 2004).

11.3.Induction dela résistance systémique

L’induction de la résistance systémique dans les plantes par la synthése des substances
chimiques par Trichodermaa été démontré dans les années 90s (Elad, 1996 ;Enkerlietal.,
1999). En effet, Les hyphes de Trichodermalibérent plusieurs composants qui déclenchent la
résistance systémique chez la plante (Fig.13). Seuls les effets positifs, tels que la résistance
aux stress abiotiques des plantes, I’amélioration de [I'efficacité photosynthétique et la

meilleure utilisation de 'azote, sont déclenchées.

Ces composants sont de plusieurs types ; les péptaiboles et le cerato-platanin Sm1l
(EPL1 chez certaines especes) induisent la résistance chez les plantes, aboutissant a la
synthese de I'hydroperoxydelyase, la peroxydase et la phénylalanine ammoniaque lyase (qui
induit la lignification), le XylanaseEix élicite lui-méme les défenses de plantes. D’autre part,
le 1-Aminocyclopropane-1-acide carboxylique (AAC) désaminase inhibe la formation
d’éthyléne par la plante, ce qui conduit I’amélioration de la croissance des racines ; un nitrile
sécrété aussi de maniere constitutive contribue a la formation de I'acide indole-3 auxine (Irina
et al., 2001).
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Figure 13. Les mécanismes d’induction de la résistance systémique par les souches de

Trichoderma (Irina et al., 2001).
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MATERIEL ET METHODES

Ce travail porte sur [I’identification des champignons présents dans quelques sols
agricoles duNord-Est Algérien. La partie pratique de ce mémoire est reéalisée au niveau du

laboratoire deRecherche INRAA-Unité de Recherche Constantine.

1. Méthode d’échantillonnage

Les échantillons du sol sont préleves a partir de (02) wilayas du Nord-Est algerien. Les
échantillons des sols sont prélevés a une profondeur de 20 cm au niveau de la rhizosphere
des cultures, dans des sachets propres a I’aide de spatules, a partir de sites agricoles de la
région de Mila - Tadjnanet (03 echantillons) et d’Oum ElI Bouaghi - Ain EIl Fakroun (03
échantillons). (Fig.14 ; Fig.15 ; Tab.4). Les échantillons sont transportés prudemment, pour
éviter toute contamination dans des sachets en papier bien propres bien fermé, au niveau du
laboratoire de I’INRAA-URC a El Khroub.

Tableau 4. Echantillons de sol

N° de I’échantillon Wilaya Culture
E.01 Mila BIé
E.02 O.E.B. BIé
E.03 Mila Olivier
E.04 Mila Pomme de terre
E.05 Mila Pois chiche

Figure 14. Prélevement de I’échantillon du sol
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A B S v, -

Figure 15. Zones d’échantillonnage. (A) O.E.B. ; (B) Mila

2. Technique d’isolement des champignons

L’isolement des mycetes est réalisé selon la méthode de suspension - dilutions décrite
parKiddir (2018). La preparation des dilutions consiste tout d’abord, a préparer la solution

meére et réaliser par la suite des dilutions.

2.1..Préparation des solutions (solution mere et dilutions)

Apreés I’écartement des gros debris (racines pierres ...etc.) qui se trouvent dans le sol
10 gramme de chaque sol est transféré dans 90 ml d’eau distillée stérile contenue dans un
erlenmeyer. Le mélange est ensuite mis en agitation pendant 30 min pour mettre en
suspension les spores et le mycélium qui y sont attachés (Fig.16). La suspension obtenue

correspond a la solution mere.

Afin de diminuer de la charge microbienne et I’obtention de colonies bien séparées,
une série de dilutions est réalisée (Rappily, 1968), comme suit :

1ml de la dilution 10 est prélevé par une micropipette et ajouté dans un tube & essai
contenant 9ml d’eau distillée stérile, donnant ainsi la dilution 1072, cette derniére est agitée &
I’aide d’un Vortex avant d’en prélever 1ml que I’on ajoute a 9ml d’eau distillée stérile on
obtient ainsi la dilution de méme pour obtenir la dilution 10™(Fig.17).
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Figure 16. Préparation de dilution. (A) Pesée du sol pour la solution mére; (B)
Préparation des dilutions jusqu’a 10

Figure 17. Tubes & essai contenant les dilutions (de 10™ & 10™%).

2.2. Ensemencement sur milieu solide

A I’aide d’une micropipette de 1000 pl, 1 ml de chaque dilution est prélevé puis
ensemencé sur milieu Potato Dextrose Agar - PDA avec 2 répétitions, les boites de Pétri sont
homogénéisées par agitation manuelle circulaire sur la paillasse et incubées par la suite dans
une étuve a 25°C pendant 7 jours.

2.3. Dénombrement des colonies et Purification

Aprés 7 jours d’incubation plusieurs colonies de différents aspect apparaissent dans la
méme boite de Pétri. Les colonies sont dénombrées et caractérisees d’une maniere
préliminaire pour réaliser les purifications (Figs.18 ;19). L’obtention de colonies pures est

réalisée en effectuant une serie de repiquages successifs.
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La purification se fait par prélevement d’un fragment de colonie a I’aide d’une pipette
Pasteur stérilisée. Ce fragment est déposé au centre d’une nouvelle boite de Pétri contenant le

milieu de culture solide PDA. Les boites sont ensuite incubées pendant 7 jours a 25°C.

Sample to
1ml bo counted

Dilution =——=
Tml Tml Tml

YO

\(
ll

17170 1100 1100 1/10° 1/10" 1/10"
10"y (109 109 (10 (10°%) (109

Plate 1-ml samplos
T T

M

Figure 18. Méhode de suspension dilutions.
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Figure 19. Technique de purification. (A) Préléevement desisolats; (B) Ensemencement
dans une nouvelle boite de Pétri contenant le milieu PDA.

3. Identification des champignons

3.1. Identification macr oscopique

D’aprés Dufresne (2014), I’examen macroscopique est basé sur I’observation des
criteres suivant : la couleur des colonies, la texture, la topographie et la vitesse de croissance
(diamétre de clonie au 7°™ jour). Ces observations se font & Iceil nue et & la loupe binoculaire
L’odeur du champignon peut étre un élément d’identification trés important aussi, mais
compte tenu du risque potentiel d’inhalation des spores et autres, il est strictement interdit de

procéder a un examen olfactif des cultures.

3.2. Identification microscopique

L’examen microscopique consiste tout d’abord a préparer la lame. Dans cette étude la
Technique du ruban adhésif est utilisée en appliquant le coté adhésif directement sur la
colonie, il est par la suite étalé sur une lame propre contenant une goutte de bleu de méthylene
(Fig.20). L’observe au microscopese fait a I’objectif le plus faible (G x 10) jusqu’au le plus
fort (Gx100). Ce type d’identification repose essentiellement sur I’étude morphologique de
mycélium (Absence ou présence de cloisons, couleur, taille,....) et des spores (forme,

I’origine, taille, mode de groupement,...).
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"

Figure 20. Préparation des lames pour I’observation microscopique

4. Test d’antagonisme in vitro

L’activité antagoniste in vitro du Trichoderma sp. Vis-a-vis de I’agent pathogéne
« Fusarium oxyporum f sp.ciceris » du pois chiche (appartenant a la mycete de I’'INRAA-
URC) est étudiées selon la méthode de confrontation directe. Le choix de I’agent pathogene
est basé sur I’origine de I’isolat de Trichoderma sp. Isolé a partir de I’échantillon de sol issu
de la rhizosphére d’une culture de pois chiche.

4.1. Méthode de confrontation directe

Appelée encore « technique des cultures opposées » cette technique consiste a placer
dans la méme boite de Pétri contenant un milieu PDA, deux explants gélosées (6 mm de
diametre), I’une portant le Trichoderma sp. (Antagonisme) et I’autre Fusaruim sp. (L’agent
pathogene) (Caron, 2002).

Les deux explants sont placés suivant un axe diamétral a 5 cm et a équidistance du
centre de la boite (Figs.21 ; 22) ; les repiquages sont effectués en méme temps (Benhamou et
Chet, 1996). L’incubation est réalisée a 25°C pendant 7 jours avec une observation et

mesures quotidiennes.
4.2 Mesures de I’inhibition

La technique utilisée est celle indiquée par Rapilly (1968) qui consiste a mesure la

croissance des colonies de pathogénes. Les taux d’inhibition de la croissance mycélienne
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exercés par les antagonistes testés sont calculés selon la formule décrite par Whips (1997) et

Hmouniet al. (1996).

| (%) = (1-Dn/Do) *100

I (%) = représente inhibition moyenne de la croissance mycélienne.

Dn = est le diametre moyen du champignon pathogene en présence du Trichoderma.

Do = est le diameétre moyen du champignon pathogéne en absence du Trichoderma (Témion).

- Les moyennes de la vitesse de la croissance mycélienne du pathogéne et de

I’antagoniste sont calculées par la formule suivante décrite par Benzohraet al.

(2011) :

V (mm/jour) = (Ln+Ln+1)/n
V= Moyenne de croissance mycélienne

L n+L n+1=sont les croissances mycéliennes le jour n, n-1, n-2...

N= Nombre de jours.

Scm

P |

Pathogene |-~ PDA

Antagoniste

Figure 21. Technique de confrontation directe
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Figure 22. Réalisation des confrontations directes au laboratoire. (A) Préévement de
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I’explant de Trichodermasp. ; (B) Prélevement de I’explant de Fusaruimsp. ; (C) Miseen
confrontation des deux champignons en boite de Pétri sur milieux PDA.
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RESULTATSET DISCUSSION

1. Résultats

Afin réaliser une étude sur la diversité des genres de champignons présents dans des
échantillons de sol agricoles, prélevés dans différentes régions de I’Est algérien « Mila et
O.E.B. ». L’analyse au laboratoire de I’INRAA-URC a révélé I’existence d’une diversité
importante des champignons telluriques.

1.2.  Nombrede colonies pour tousles échantillons

En tout 790 colonies fongiques colonies toutes dilutions confondues sont obtenues a
partir des cinq échantillons prélevés des sols agricoles en utilisant la méthode des dilutions
d’echantillons récoltés de différentes régions de la région Est Mila - Tadjnanet, O.E.B. - Ain
El Fakroun(Fig.23).

Figure 23. Exemple des colonies obtenues a partir des différentesdilutions (Solution
mére, 10, 102, 10° et 10).

1.3. Nombrede colonies par échantillon

Le nombre de colonies obtenu en fonction des différents échantillons étudiés est
réparti comme suit (Fig.24) : E.04 possede le plus grand nombre de colonies suivi d’E.01
(223 colonies). L’E.03 a révélé le plus faible nombre de colonies.

36



Résultats et discussion

238

250 223

200 185
(0]
'c
o
g 150
(]
©
(O]
S 100 87
5
> 57

’ l
0 : : .
E.01 E.02 E.03 E.04 E.05
Echantillon

Figure 24. Nombre de colonies obtenues par échantillon

1.4. Nombre de colonies obtenues par échantillon en fonction desdilutions

L’isolement des champignons du sol a partir des dilutions décimales a permis

I’obtention d’un nombre élevé des colonies au niveau de la solution mére suivi par la D1 (10

1). Néanmoins, I’E.04 a révélé des nombres de colonies élevés aux niveaux des dilutions D3

(10) et D5 (10™). Le plus grands nombre de colonies est noté chez I’E.05 au niveau de la

solution mere(Fig.25).
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Figure 25. Nombre de colonies obtenues par échantillon en fonction desdilutions.
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1.5. Genrefongiquesidentifiés
Une biodiversité importante est observee aprés avoir effectué une identification

macroscopique et microscopique des champignons obtenus par la méthode des dilutions, ce
qui a permis de répertorier 8 genres de champignons filamenteux. Les genres identifiés sont :
Aspergillus, Fusarium, Mucor, Rhizopus , Penicillium, Trichoderma , Verticilluim,

Gliocladuim.

Le genre le plus dominant est le Penicillium, il est présent au niveau de tous des échantillons
avec 488 colonies toutes dilutions confondues, suivi du genre Aspergillus qui compte 163
colonies (Figs.26 ; 27). Le genre Trichoderma est classé en 3°™ position avec 44 colonies.
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Figure 26. Nombre de colonies identifiées par genre
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= Fusaruim

B Mucor
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= Gliocladuim
= Verticilluim

Figure 27. Représentation en segments des pour centages totaux des genresidentifiés au
niveau detous les échantillons étudiés.
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1.6. Genrefongiqueidentifiéspar échantillon
L’analyse mycologique a révelé une difference de la diversité fongique entre les
échantillons de sols étudiés (Fig.28). E.O5 est I’échantillon, provenant de la région de Mila
précisément de la rhizosphéere de Iégumineuses, qui a révélé le plus grand nombre de genres
en comparaison avec les autres échantillons il comprend 06 genres fongiques : Penicillium,
Aspergillus, Fusarium, Trichoderma, Verticilluim et le Rhizopus avec une prédominance du
genre Penicillium avec 108 colonies, les caracteristiques morphologiques et microscopiques

sont mentionnées au niveau du tableau 5.

L’E.03 contient 05 genres de mycetes : Penicillium, Aspergillus, Mucor, Fusarium et
Trichoderma avec aussi une dominance du genre Penicillium (23 colonies). Les échantillons
E.01, E.02, et E.O4 révelent 3 a 4 genres, I’E.01 se différencie par la présence de Gliocladuim

(11 colonies).
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Figure 28. Nombre de colonies identifiées par genre au niveau de chaque échantillon.
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Tableau 5. L es caractéristiques mor phologiques des genr es étudiées.

Genre Car actéristiques macr oscopiques Car actéristiques microscopiques
. . Les hyphes sont septes avec des conidiospores ramifiés
. Des colonies blanches, vertes, jaunes de - - .

Trichoderma . . Les conidies unicellulaires sont de couleur verte.

coussins de filaments sporulant. :

(Fig.31-2)

La présence de macro conidies fusiformes
Cotonneuse a laineuse ; blanchatre puis | et cloisonnés.

Fusarium rosées ; violettes ou jaune Micro conidies uni ou pluricellulaires piriformes
Revers incolore a jaune ; puis rouge fusiformes, cylindriques, ou ovoides isolés solitaires ou
foncé groupées, disposées ou verticale, ou plus rarement en

chainettes (Fig.30-2)
Mycélium large non septe

Mucor Surface cotonneuse, blanc beige a brun | Sporanges globuleux

Réveres incolore. Sporocystes globuleux
Spores ovoides, lisses ou rugueuses (Fig.31-1)
. Colonie a croissance rapide Sporanges sombres contenant des

Rhizopus X o 5 s
et trés grossiére spores de couleur pale a foncée(Fig.30-4)

. . Filament mycéliens septes, porte des conidiospores.
Colonies poudreuses et blanc puis bleu yee °Pes, p J1osp
P L Des spores unicellulaires, globuleuses, elliptiques,
Pénicillium | vert généralement vertes oo . A .
. cylindriques ou fusiformes, grisatres ou verdatres
Revers incolore .
(Fig.29)
Mycélium septe et ramifié conidiospores
non cloisonnés
Poudreuses a granuleuse blanc puis Le conidiospore non cloisonné terminé par une vésicule

Aspergillus | vert, jaune, noir gonflée, portant des phialides en forme de bouteille

Revers incolore, jaune, rouge. Les spores produites en longues chaines au bout des
phialides, sont toujours unicellulaires, globuleuses ou
elliptiques (Fig.30-1)

Al 3 Conidiospores dressés, lisses, phialides trés variables
Thalle rose pale a saumon, devenant . o
S plus ou moins effilées.
blanc en vieillissant. S . . . .
. Conidies unicellulaires, hyalines, lisses, de forme

Revers incolore . e 2 .

Gliocladium variable (elliptiques, réniformes, ou pyriforme), elles
restent agglomérées les unes aux autres et forment des
masses mucilagineuses (Fig.31-3)

Conidiospores disposés en verticilles autour de I’axe
principal de I’hyphe.

Verticillium | Thalle noir ou blanc Une phialide se trouve a I’extrémité de chacune de ces

branches ; Les conidies sont formées une par une a
I’extrémité des phialides(Fig.30-4)

40




Résultats et discussion

Figure 29. Caractérisation desisolats du genre Pénicillium(A) recto dela culture; (B)
verso delaculture; (C) observation microscopique. (1,2,3 et 4 sont les différentes
formes de Pénicillium obtenues)
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Figure 30. Caractérisation desisolats (A) recto dela culture; (B) verso delaculture;
(C) observation microscopique. (1) Aspergillus; (2) Fusarium; (3) Verticillium; (4)
Rhizopus.
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Figure 31. Caractérisation desisolats (A) recto dela culture; (B) verso delaculture;
(C) observation microscopique. (1)Mucor; (2) Trichoderma; (3) Gliocladium
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1.7. Test de confrontation direct
Les résultats de la confrontation directe, entre le Fusarium oxyporumf sp .ciceris et
Trichoderma sp. Isolé a partir du E.05, montrent que la croissance de mycelienne des témoins
est plus rapide en confrontations (pathogénes — antagoniste) soit une moyenne de 5 mm/jour
pour le témoin est 1,82 mm/jour concernant le Fusarium en confrontation. D’autre part, la
différence entre les moyennes de vitesse de croissance mycélienne du Trichodermasp.au
niveau du témoin ou en confrontation est pratiquement la méme soit 2 mm/jour (Fig.32). Le
taux d’inhibition de I’antagoniste vis-a-vis du pathogéne est en augmentation constante durant
les 5 premiers jours d’incubation soit du 68% au 5°™ jour (Figs.33 ;34). Le taux d’inhibition
Zéme

a baissé légérement les deux derniers jours (65 au jour).

Ces resultats montrent que I’isolat de Trichoderma sp. Posséde un potentiel

antagoniste intéressent contre le pathogéne testé in vitro.

7
g . 6 6 6 6
= 4.8 5
c 5
c
2
% 4
g 3 ST
3 1,8 179 1,9 2 1
e 2 19 16
2
© 9

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Nombre de jours
Témoin Fusarium Fusarium en confrontation

Figure 32. Croissance mycélienne du Fusaruim sp. : Différenceentrele Témoin et la
confrontation

80
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Taux d'inhibition (1%)
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Figure 33. Taux d'inhibition de I'antagoniste vis-avis du pathogene
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Figure 34. Lutte biologiquein vitro. (A) Fusarium sp. ; (B) Trichodrma sp. ; (C)
Confrontation directe. (1) Recto delaboite; (2) Verso delaboite
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2. Discussion
En vue de mieux connaitre la diversité fongique des sols Algériens. Des échantillons de sols

agricoles provenant de 2 wilayas du Nord Est algérien ont étés prélevés a moins de 30 cm de
profondeur dans laquelle se concentre I’essentiel de I’activité biologique (Ekelund et al.,
2001).

L’isolement des souches sporulantes nécessite I’utilisation de la technique suspension-dilution

pour obtenir le maximum de mycétes (Chesters et Thornton, 1956 ; Johansson, 2001).

Les caractéristique macroscopique et microscopique sont la base de I’identification des
plusieurs espéces fongiques (Peter son, 2006).

La réalisation des étapes d’analyses de I’échantillon de sol permet d’obtenue 8 genres de
champignons filamenteux, Le classement du genre obtenu par ordre de prévalence est :
Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Fusarium, Mucor, Verticilluim, Rhizopus,

Gliocladuim.

Les populations microbiennes variées selon la région d’échantillonnage, les facteurs qui
influencent cette diversité sont : les matieres organiques du sol, la texture du sol, le pH,
I’humidité, la température,l’aération et d’autres facteurs (Ruark et Zarnoch, 1992 ;
Madiganet al., 1997 ; Subler et Kirsch, 1998 ; Smith et al., 2000).

Le genre le plus dominant sur I’ensemble des échantillons étudiés est Aspergillus avec

62,74%suivie par le genre Penicillium avec 24,89%.

Il est nécessaire de connaitre le comportement des agents antagonistes et leur interaction avec
le pathogéne avant la mise en ceuvre d’une stratégie de lutte biologique contre les

champignons pathogenes a I’aide des produits biologique.

En se basant sur les résultats des confrontations du Trichoderma avec le Fusarium, il existe
un potentiel antagoniste important du Trichoderma isolé. Nos résultats sont conforment a
ceux obtenus par Albouvetteet al. (1983), Dubot (1985) et Davet (1996) qui ont montré que
la croissance de Trichodermasp.est plus rapide que celle du pathogéne. De ce fait, elle
colonise le milieu et assimile les éléments nutritifs, c’est phénomene est appelé compétition.
Ces résultats peuvent étre aussi expliquée par le mécanisme d’antibiose, qui est due a la
sécrétion de substances agissant comme étant des antibiotiques et qui inhibent aussi la

croissance du pathogeéne.
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Conclusion

CONCLUSION

Le présent travail consiste a inventorier les champignons telluriques présents dans cing sols
agricoles de I’Est algérien Mila (Tadjenant) et Oum EI Bouaghui (Ain Fakroun). Le sol est
considéré comme 1’un des écosystéemes biologiques les plus diversifiés et les champignons

font partie a cette biodiversite.

L’isolement a été réalisé selon la méthode suspension-dilution qui permet d’isoler un large

spectre de mycétes d’un point de vue qualitatif et quantitatif.

L’étude relative aux caractéres macroscopiques et microscopiques des souches isolées a
permis d’identifier 11 genres qui « Penicillium, Aspergillus Trichoderma, Rhizopus,
Fusarium, Mucor, Verticillium et Gliocladium »,dont les genres les plus dominants sont le
Penicillium et I’Aspergillus. Ces résultats ont montré qu’il existe une grande diversité
d’especes de champignons telluriques notamment des souches antagonistes dans le sol de la
région étudiée.

Par ailleurs on peut conclure que la répartition de la microflore fongique dépend d’un
ensemble de facteurs environnementaux tels que les conditions climatiques, leur présence

dans I’atmospheére et la présence de matiere organique.

Le test d’antagoniste in vitro entre les isolats fongiques « Trichoderma sp.et Fusaruim sp. » a
révélé un résultat intéressent par la méthode confrontation direct. L’isolat de Trichoderma a
un effet inhibiteur signifiant (68%).

Une étude plus approfondie et plus élargie pour les régions Est serait intéressante pour la
détermination de la biodiversité des especes fongiques. Ainsi que I’étude des interactions
plantes-champignons au niveau de la rhizosphére, ce qui permettra d’identifier les souches
d’intérét pour les cultures. Il serait intéressant de réaliser une identification moléculaire des
isolats de Trichoderma obtenues et d’étudier leurs compositions en agents inhibiteurs

(métabolites secondaires et autre).
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Annex

ANNEXE

1. Matériel utilisé pour I’analyse du sol

Etuve ; Boites de Pétri; Balance électrique ; Agitateur ; pH-metre ; Becher ; Conductivité
électrique ; Pipettes pasteur ; Papier filtre ; Eau distillée ; Chlorure de sodium a 2% ; barreaux

magnétiques ; micropipettes 1000 pl.

2. Préparation de milieu de culture utilisé

Les milieux nutritifs qui permettent le développement des champignons sont divers
pour obtenir des colonies distinctes les une des autre nous avons utilisé le milieu
pomme de terre d’extrorse agar (PDA) chloramphénicol (0,25 g/l) pour inhiber toute
prolifération bactérienne (Botton et al., 1990).

Composition du PDA :

-Pommedeterre...........coviinn . 200g
-GIUCOSE. .. 209
S AN 209



Résumés

Résumé
Le présent travail consiste a inventorier les champignons telluriques présents dans les sols
agricoles de I’Est algérien. L’échantillonnage est réalisé sur des sols agricoles prélevés de

wilaya du Nord Est Algérien (Milla, Oum EIl Bouaghi).

L’isolement a été réalisé selon la méthode suspension-dilution sur le milieu de culture PDA.
Les résultats obtenus apres I’étude macroscopique et microscopique révélent la présence de 8
genres fongiques « Penicillium, Aspergillus Trichoderma, Rhizopus, Fusarium,Mucor,
Verticiluim et Gliocladium » dont les genres les plus fréquents sont Penicillium 61,77% et
Aspergillus 20,63% .

Les résultats de la confrontation directe révele un effet inhibiteur intéressent du

Trichodermavis-a-vis du Fusarium (68%).

Lesmotsclés: Sol agricole ; Champignon tellurique ; Biodiversité ; Lutte biologique
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Résumés

Abstract

This work consists of an inventory of telluric fungi present in agricultural soils in Eastern
Algeria. The sampling is carried out on agricultural soils collected from two wilaya of North

East Algeria (Milla, Oum el bouaghi).
Isolation was performed using the suspension-dilution method on the PDA culture medium.

The results from the macroscopic and microscopic study reveal the presence of 8 fungal
genera« Penicillium, Aspergillus Trichoderma, Rhizopus, Verticiluim, Fusarium, Mucor,
Gliocladium ». Most common genera are Penicillium withe 61,77% and Aspergillus with
20,63%The antagonist test showed that the strain Trichodermasp.It has an inhibitory effect on
pathogenic fungi Fusaruimsp.

Key words: Agricultural soil; Biodiversity; soil fungi; Biological control
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