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Résumé

Dans le contexte actuel de la recherche en agriculture durable, cette étude explore le potentiel
antifongique et biostimulant de trois especes de Trichoderma vis-a-vis de Fusarium oxysporum
ainsi que leur effet sur la croissance du blé et de la lentille. Des tests in vitro sont menés en
confrontation directe et indirecte. La confrontation directe a révélé une inhibition significative
de la croissance mycélienne du pathogene dans les deux méthodes, atteignant 71% avec
Trichoderma gamsii, 62% avec Trichoderma harzianum et 61% avec Trichoderma atroviride.
De plus, les extraits métaboliques des trois especes ont fortement inhibé le pathogene, avec des
taux d’inhibition de plus de 80%. In vivo, un effet biostimulant notable est observé sur les
plantules de blé et de lentille. Les plants traités ont montré une amélioration significative de la
croissance aérienne et racinaire par rapport aux témoins. Chez le blé, T. gamsii a induit une
augmentation de la hauteur moyenne des plants. Chez la lentille, T. atroviride a favorisé
I’élongation des tiges, tandis que T. gamsii a conduit & une augmentation du poids frais
racinaire. Ces résultats soulignent le double intérét des Trichoderma spp. en tant qu’agents de

biocontrdle et biostimulants dans une optique d’agriculture durable.

Mots-clés : Trichoderma spp., Fusarium oxysporum, biocontréle, biostimulation, in vitro et in

VivO.



Abstract

In the current context of sustainable agriculture research, this study investigates the antifungal
and biostimulant potential of three Trichoderma species against Fusarium oxysporum, as well
as their effects on the growth of wheat and lentil. In vitro tests were conducted using direct and
indirect confrontation. Direct confrontation revealed significant inhibition of the pathogen's
mycelial growth in both methods, reaching 71% with Trichoderma gamsii, 62% with
Trichoderma harzianum, and 61% with Trichoderma atroviride. Furthermore, metabolic
extracts from the three species strongly inhibited the pathogen, with inhibition rates ranging
from over 80%. In vivo, a notable biostimulant effect was observed on wheat and lentil
seedlings. Treated plants showed significantly improved aerial and root growth compared to
controls. In wheat, T. gamsii induced an increase in average plant height. In lentil, T. atroviride
promoted stem elongation, while T. gamsii led to an increase in fresh root weight (41.6 mg
versus 19 mg for the control). These results highlight the dual value of Trichoderma spp. as

biocontrol agents and biostimulants for sustainable agriculture.

Keywords: Trichoderma spp., Fusarium oxysporum, biocontrol, biostimulation, in vitro and in

Vivo.
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ADN : Acide Désoxyribonucléique.

ARNr : Acide ribonucléique ribosomique.
CMD : Agar de mais de dextrose.

PDA : Agar pomme de terre-dextrose.

Fe?* : Ion ferreux (fer a 1'état d'oxydation +2).
Fe** : Ion ferrique (fer a 1'état d'oxydation +3).
NO: Monoxyde d’azote (Nitric Oxide).

6 PP: 6-pentyl a-pyrone.

DPPH: 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle.

HA: Humic Acid.

AlA: Acide indole-3-acétique.

GA: Gibberellic Acid.

ABA: Acide abscissique.

SAR: Systemic Acquired Resistance.

EBIC: Enhanced Biological Induced Control.
PGPF: Plant Growth-Promoting Fungi.

ISR: Induced Systemic Resistance.

ROS: Reactive Oxygen Species.

INRAA : Institut National de la Recherche Agronomique d’Algérie.
URC : Unité de Recherche Constantine.

FAO : Food and agriculture organisation (Organisation des Nations Unies pour l'alimentation

et I'agriculture).

pH : Potentiel hydrogene.



SA : Salicylic Acid.

JA : Jasmonic Acid.

SOD : Superoxyde dismutase.

CAT : Catalase.

Tefl-a : Translation Elongation Factor 1-alpha.
SAV : Substances antifongiques volatiles.
Ms : Métabolites secondaires.

ITS: Internal Transcribed Spacer.

POD: Peroxidase.

PPO : Polyphenol Oxidase.

PR : Pathogenesis-Related Proteins.

ANOVA : Analyse de la variance.
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INTRODUCTION

Les céréales et les 1égumineuses occupent une place centrale dans le systéme alimentaire et
I’économie nationale Algérienne. Les céréales, en particulier, leurs productions a dépassé 3,5
millions de tonnes en 2023, cultivée sur une superficie de pres de 3,0 millions d’hectares, avec
un rendement moyen estimé entre 20 et 75g/ha (FAO, 2023). Cette prédominance refléte leur
role stratégique dans la sécurité alimentaire, fournissant plus de 60 % de 1’apport calorique et
75 a 80 % de I’apport protéique de la ration alimentaire des Algériens (Djermoun, 2009).
Parall¢lement, les Iégumineuses jouent un role important dans 1’alimentation et les systemes de
culture algériens. Elles complétent, sur le plan nutritionnel celles des céréales (blé, mais et riz)
et améliorent la valeur alimentaire de la ration, enrichissent le sol en azote grace a leur capacité
de fixation biologique, améliorent la structure du sol et servent de précédents culturaux
bénéfiques pour les céréales (AGRICHEM, 2021 ; Organisation des Nations unies pour

I'alimentation et l'agriculture, 2024).

Ces cultures stratégiques sont gravement menacées par les ravageurs dont les champignons
phytopathogenes tel que les especes de Fusarium. Ce pathogéne pénétre la plante par les
racines, colonise les vaisseaux du xyléme et perturbe le transport de 1’eau et des nutriments,
entrainant ainsi des symptomes tels que le flétrissement, la chlorose, le rabougrissement puis la
mort prématurée des plants (Michielse et al., 2009). Chez le bl¢, F. oxysporum peut induire des
pertes de rendement considérables, exacerbées par des conditions de stress hydrique ou des
pratiques culturales intensives (Kumar et al., 2021). Dans le cas de la lentille, le champignon
provoque non seulement des dégats physiologiques directs, mais interfére aussi avec la
symbiose rhizobienne, affectant la fixation biologique de 1’azote, ce qui aggrave encore les
pertes de productivité (Bayaa et Erskine, 1998). La durabilit¢ de ce pathogene est li¢e a sa
capacité a produire des chlamydospores, qui peuvent survivre dans le sol pendant plusieurs
années, rendant les stratégies de lutte chimique et culturale souvent inefficaces a long terme
(Gordon et Martyn, 1997). La diversité génétique élevée des formes spéciales des Fusarium
rend la lutte variétale complexe et souligne la nécessit¢ de stratégies de gestion intégrée,
incluant la rotation culturale, I’utilisation de variétés tolérantes et avoir recours aux agents de

biocontrdle comme 1’utilisation des microorganismes a potentiel antagoniste.

En parallele, I'utilisation intensive des molécules chimiques de 1’agriculture moderne,
notamment par 1’usage massif d’engrais et de pesticides, entraine une série d’effets néfastes sur
I’environnement et la fertilit¢ des sols. Ces pratiques perturbent la biodiversité microbienne
essentielle au maintien des fonctions écologiques telles que la décomposition de la matiere

organique et la régulation des cycles biogéochimiques. Elles favorisent également la
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contamination des eaux souterraines et 1’émergence de résistances chez les pathogenes et

ravageurs, compromettant ainsi la durabilité des systémes agricoles (Kumar et al., 2020).

Face a ces défis, la recherche agronomique se tourne vers des approches durables, telles que
’utilisation des microorganismes bénéfiques du sol, notamment certaines bactéries et
champignons antagonistes. Ces organismes appliqués au niveau du systéme racinaire, jouent un
role crucial dans la promotion de la croissance végétale et la protection des plantes contre divers

stress biotiques et abiotiques (Rawat et al., 2022).

Depuis plusieurs décennies, les especes du genre Trichoderma sont largement reconnues pour
leur double fonction bénéfique en agriculture. D’une part, elles agissent comme agent de lutte
biologique en exergant un effet antagoniste sur une variété¢ d’agents phytopathogénes, grace a
des mécanismes tel que la mycoparasitisme, la compétition pour les nutriments et la production
des composés antimicrobiens. D’autre part, Trichoderma joue un role biostimulant en stimulant
la croissance végétative et racinaire, en améliorant I’absorption des nutriments, et en activant

les mécanismes de défense des plantes (Harman et al., 2004 ; Woo et al., 2014).

Le but de cette étude est I’évaluation de 1’effet antifongique de quelques especes de
Trichoderma sur 1I’agent causale de la fusariose « Fusarium oxysporum » et 1’effet biostimulant
sur le développement de la plante, cas du blé (céréale) et de la lentille (lIégumineuse

alimentaire).

Pour cela, plusieurs essais sont menés « in vitro » et « in situ » afin d’évaluer les effets
intéressants recherchés des Trichoderma spp. Dans un premier temps, 1’évaluation de 1’effet
antifongique est réalisée par des tests in vitro : méthode directe et indirecte en confrontation
avec F. oxysporum et aussi en utilisant les filtrats de 1’antagoniste. L’effet biostimulant est

réalisé in situ sur deux cultures stratégiques en procédant a 1’inoculation du substrat de culture.
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1. Introduction générale

Le genre Trichoderma regroupe des champignons cosmopolites largement répandus dans une
variété d'environnements naturels et d'agroécosystéemes. Reconnues pour leur intérét
biotechnologique, les espéces de Trichoderma agissent en tant que symbiotes vegétaux
avirulents et opportunistes. En tant qu'organismes associés aux plantes, elles remplissent un
double réle essentiel : elles assurent la protection des cultures en tant qu'agents de lutte
biologique tout en étant respectueuses de I'environnement et économiquement avantageuses.
En plus de limiter I'incidence des maladies phytopathogénes, les Trichoderma participent a
I'amélioration de la croissance végétale, renforcent la résistance des plantes aux stress biotiques
et abiotiques, optimisent I'absorption des nutriments, et contribuent a la dégradation des résidus
de pesticides dans les sols (Maurya et al., 2024).

Avec plus de 400 especes identifiées a ce jour, le genre Trichoderma est également exploité
depuis plusieurs decennies dans des applications industrielles, notamment en tant que
bioréacteurs pour la production d'enzymes, comme biofertilisants et comme agents de lutte
biologique contre de nombreux agents pathogénes des plantes (Ding, 2023). La classification
taxonomique de ces espéces repose principalement sur des analyses phylogénétiques basées sur
les séquences d'ADN, ciblant notamment des marqueurs génétiques mitochondriaux et
nucléaires. Ces approches moléculaires ont permis de mettre en évidence la grande diversité
génétique au sein du genre ainsi que d'élucider les relations évolutives complexes entre les
différentes espéces (Wang et al., 2024 ; Pfordt et al., 2024 ; Zhao et al., 2024).

2. Histoire et taxonomie de Trichoderma

Le terme « Trichoderma » a été introduit dans la mycologie en 1794 par Person, qui décrivant
I’apparence caractéristique du genre Trichoderma comme une « poudre farineuse enfermée

dans une couverture » (Bisby, 1939).

Bien que le genre Trichoderma soit connu depuis le début du 195™ siécle et son association
avec les téléomorphes dans Hypocrea Fr. a été reconnu par les freres Tulasne en 1865, sa

taxonomie est restée obscure jusqu’a ces dernicres décennies (Kubicek et Harman, 2002).

L'histoire de la taxonomie du Trichoderma est marquée par une série de découvertes et de
révisions. En 1794, Persoon décrit le premier Trichoderma sp. et établit 4 espéces. En 1821,
Fries classe ce genre parmi les Gastéromycetes. Tulasne, en 1860, reconnait I'absence de formes
téléomorphes (sexuées) chez ce genre. En 1871, Harz insiste sur I'importance des caracteres

morphologiques, en particulier les phialides, pour I'identification des especes. Waksman, en
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1916, décrit 6 nouvelles souches basées sur des critéres macroscopiques, tandis qu'Abbot, en
1926, identifie quatre especes avec d'autres criteres. En 1939, Bisby simplifie radicalement la
classification en regroupant toutes les espéces a spores vertes sous le nom unique de
Trichoderma viride, une approche qui prévaudra pendant 24 ans. En 1963, Gutter et Monbasher

démontrent la variabilité des especes en fonction des conditions environnementales.

En 1969, Rifai propose une classification utilisable avec le concept "d'espéces agrégees ", basé
sur les caractéres microscopiques. Une espece agregée est une entité composée de groupement
d’espéces trés similaires, difficiles a séparer. Les espéces de Trichoderma sont regroupées en
neuf " agrégats d’especes ", "d'espéces agrégees ", distincts. Ces agrégats comprennent les
especes suivantes : Trichoderma aureoviride, Trichoderma hamatum, Trichoderma
harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma
piluliferum, Trichoderma polysporum, Trichoderma pseudokoningii et Trichoderma viride.
Tout en tolérant une certaine variabilité au sein de chaque espéce agrégée (Rifai., 1969).

En 1991, Bissett regroupe les especes agrégées dans 5 sections Trichoderma, Pachybasium,
Hypocreanum, Longibrachiatum et Saturnisporum (Fig. 1), se basant sur des analyses
moléculaires et la morphologie des conidiophores et des phialides (Bissett, 1991 ; Samuels et
al., 2006).

Les avancées technologiques, notamment le séquencgage de I'ADN et la phylogenie moléculaire,
permettent aux scientifiques d'explorer en profondeur la diversité génétique des Trichoderma,
et d’identifier des variations subtiles dans les séquences d’ADN entre les différentes especes,
méme si elles peuvent présenter des similitudes morphologiques. Ainsi de mieux comprendre

la diversité génétique et la phylogénie des Trichoderma.

Par exemple, en 2020, les espéces T. lentinulae, T. vermifimicola, T. xixiacum et T. zelobreve
ont été isolées a partir de substrats variés en Chine (Gu et al., 2020). De méme, T.
austroindianum, T. hortense et T. syagri ont été decrites en 2021 a partir de tissus végétaux en
décomposition et de sols en Argentine (Barrera et al., 2021). En 2022, T. vadicola a été décrite
a partir de sols humides pres d'une source d'eau dans différentes régions de Chine (Zhang et al.,
2022), tandis que T. nigricans, T. densissimum et T. paradensissimum ont été collectées dans
des sols en Chine en 2023 (Zhao et al., 2023). L’espéce T. carraovejensis a été décrite en 2024,
isolée de vignobles de la région de Ribera de Duero en Espagne (Zanfarfio et al., 2024). Quant
a T. cerradensis, elle a été décrite en 2025 a partir d'un échantillon de sols brésiliens au Brésil
(Peixoto et al., 2025).
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D’aprés Bissett et al. (2004), la position taxonomique actuelle des Trichoderma sp. est décrite

dans le tableau suivant :

Tableau 1. La position taxonomique du genre Trichoderma.

Embranchement Amastigomycota et/ou Eumycétes
Sous embranchement Ascomycotina
Classe Sordariomycétes
Ordre Hypocréales
Famille Hypocraceae
Genre Trichoderma

/N

SECTION 1 SECTION S
Tichoderma Pachybasrum HYPOG'GM lbfafhliﬂlm Srurmsporu
T. viride* /r virens \ T. longibrachiatum *| | T. satunisporum
T. koningii* T. hamatum* Comprends kes || 7. pseudokoningii* ||T. gh

brmes

T. aureoviridet | T. harzianum * T. citrinoviride
anamorphiques

T. atroviride T. piluliferum * d'Hypocrea

T. polysporum* souvent

de la section
Homalocrea &

T. fasciculatum

T. flavofuscum
T. crasum

T. croseum

T. minutisporum
T. tumentosum
T. fertile

T. longipilis

T. oblongisporum
T. strigosum

T. strictipilis

T. pubescens

\T. spirale /
Figure 1. Les cing sections systématiques du genre Trichoderma spp. selon Bisset (1991).

3. Aspects ecologiques du genre Trichoderma

Les espéces du genre Trichoderma sont des champignons ubiquitaires reconnues pour leur
capacité a prospérer dans une variété de climats et pour sa fonction importante dans les
environnements agricoles (Samuels, 1996). En raison de ses nombreux modes d'action
différents, tels que la décomposition de la matiere organique, la lutte biologique, la promotion
de la croissance des plantes et la bioremidiation des sols contaminés, on le trouve largement
dans les habitats terrestres et marins (Verma, 2007 ; Rush et al., 2021 ; Adnan et al., 2024).
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En effet, les especes de Trichoderma se trouvent dans divers habitats, notamment dans le bois
pourri et dans diverses cultures comme le blé, I'avoine, la lentille et les tomates. Leur présence
dans les environnements terrestres represente environ 6% du total des espéces fongiques, ce qui
est comparable & 6,4 % a 10,4 % dans les environnements marins (Landreau, 2001 ; Valeria et
al., 2024).

En résume, les Trichoderma spp. sont des symbiotes végétaux qui peuvent induire une
résistance systémique chez les plantes, améliorant ainsi leur croissance et les protégeant contre
les agents pathogenes. Ils jouent un role préventif et curatif dans le sol, favorisant la santé et la

productivité des plantes sans étre parasites des plantes vivantes (Harman et al., 2004).
4. Facteurs influencant la distribution et I’activité de Trichoderma

Les espéces de Trichoderma sont des champignons filamenteux, largement présentes dans tous

les types de sol. Leur survie est influencée par :
4.1. Facteurs environnementaux

» Température : Les Trichoderma présentent une large tolérance a la température, allant de
0°C a 50°C, avec une croissance optimale se produisant genéralement a des températures
modérées autour de 25°C (Al-Ani, 2018 ; Pérez et al., 2022).

» pH du Sol : Les Trichoderma préférent généralement les environnements a pH acide a
neutre, avec une croissance et une sporulation optimales observées autour d'un pH de 5,5 a
6 (Abeyratne et Deshappriya, 2018 ; Pérez et al., 2022).

» Humidité : Méme si elle n'est pas spécifiquement indiquée dans les résultats, I'numidité
joue habituellement un réle important pour la pérennité des champignons (Al-Ani, 2018).

4.2. Interactions biologiques avec d'autres microorganismes

Les Trichoderma rivalisent efficacement avec les bactéries et d’autres champignons du sol pour
les nutriments, ce qui est essentiel a sa persistance dans des environnements limités en
nutriments. Ces recherches mettent en évidence l'importance d'étudier les interactions entre les
microorganismes du sol afin de mieux comprendre la survie de Trichoderma et son réle en tant
gu'agent de biocontréle. La compétition avec d'autres microorganismes présents dans le sol peut
fortement influencer son efficacité dans les pratiques agricoles et la gestion durable des sols
(Harman et al., 2004).



Chapitre 1. Le genre Trichoderma

4.3. Durée de survie

Certaines espéces de Trichoderma, comme T. harzianum souche T22, peuvent survivre jusqu'a

8 mois dans certaines conditions (Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments, 2007).

En résumé, la survie des Trichoderma au sol dépend de leur écologie, qui a son tour est
influencée par de nombreux facteurs environnementaux. La compréhension de I'écologie de
Trichoderma dans le sol est donc importante pour sa fonction en tant qu'agent de lutte
biologique, ainsi que pour son utilisation dans la production agricole et la gestion des sols a

également une influence directe sur sa survie (Btaszczyk et al., 2014).
5. Caractéristiques morphologiques des Trichoderma
5.1. Généralités

Rifai (1969) et Bissett (1991) ont abordé les traits morphologiques qu'ils ont employés pour
identifier et distinguer les différentes espéces de Trichoderma. Les deux auteurs ont mis en
évidence les problémes intrinseques a la caractérisation morphologique des espéces de
Trichoderma.

Samuels (1996) a aussi apporté des observations et des remargues approfondies sur I'importance
des caracteres morphologiques pour la détermination des espéces de Trichoderma. Les
caractéres généralement utiles pour caractériser et identifier d'autres genres d'Hyphomycetes
sont souvent moins efficaces pour distinguer les espéces de Trichoderma. Ceci est attribué a la
faible variabilité morphologique, dont la structure simplifiée restreint les divergences visibles,
conjointement & I'ambiguité des termes utilisés pour décrire les variations de coloration ou de

motifs, ce qui complique la détermination des différences entre les especes (Rifai, 1969).

Bien que les espéces de Trichoderma présentent des variations morphologiques limitées, des
observations morphologiques deétaillées peuvent suffire pour identifier les especes et les
souches, a condition que les taxons aient été correctement différenciés et décrits dans la
littérature existante. Jusqu'a la fin des années 2000, les identifications basées sur les caracteres
morphologiques restaient la méthode principale pour identifier et vérifier les espéces de
Trichoderma, en 1’absence d’outils moléculaires comme séquengage de I'ADN. (Hibbett et al.,
2011). Toutefois, malgré I'essor des techniques moléculaires, l'analyse morphologique,
combinée aux études physiologiques, demeure aujourd’hui un complément précieux pour
I'étude taxonomique des champignons, apportant des éléments essentiels a la compréhension
de leur diversité (Druzhinina et al., 2005 ; Druzhinina et al., 2006).
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5.2. Aspects macroscopique et microscopique

Les colonies fongiques de Trichoderma spp. présentent une morphologie variable, allant d'une
texture Iégerement floconneuse ou bien compactée en touffes. Des aspects intermédiaires sont
également observés. La pigmentation des phialides confere aux colonies leur coloration
caractéristique. Initialement, la germination de la conidie induit la formation d'un mycélium
blanc et stérile, qui s'organise en cercles. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible sur

les parties aériennes du mycélium, correspondant a la conidiogenese (Kubicek et al., 2003).

Les cultures de Trichoderma présentent généralement une croissance rapide entre 25 et 30°C.
Les colonies apparaissent aux débuts transparentes sur des supports tels que I'agar de mais de
dextrose (CMD) ou blanches sur les milieux riches tels que le milieu pomme de terre -dextrose-
agar (PDA). Cependant, le pigment jaune peut étre sécrété dans l'agar-agar et en particulier sur
PDA. L’odeur de noix de coco caractéristique est produite par certaines espéeces (Samuels, 2015
: Toghé et al., 2024).

Les conidies de Trichoderma spp. se présentent généralement sous forme déshydratée.
Cependant, chez certaines espéces, elles peuvent étre maintenues en gouttes de liquide clair vert
ou jaune (T. virens et T. flavofuscum). La morphologie conidiale est typiquement ellipsoidale,
avec des dimensions comprises entre 3 et 5 um de longueur et 2 a 4 um de largeur, pour la

majorité des especes (Samuels, 2015).

Au microscope optique, on peut observer un mycélium composé d'hyphes jaunes, septés,
ramifiés a parois lisses. Les conidiophores ont une forme conique ou pyramidale, trés ramifiés,
ils supportant des phialides en forme de flasques ou de quilles (Fig. 2). Ces derniéres portent
les conidies (Samuels et al., 1999 ; Bissett, 1991).
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Figure 2. Aspect morphologique d’un conidiophore de Trichoderma harzianum (Samuels et al., 1994).

6. Approche moléculaire pour la phylogénie de Trichoderma

Les méthodes traditionnelles basées sur la morphologie se sont avérees insuffisantes pour
définir clairement les especes au sein de Trichoderma. Meyer et Plaskowitz (1989) ont souligné
cette difficulté, mettant en évidence I'absence de caractéres morphologiques ou génétiques

fiables pour I’identification des espéces (Kubicek et Harman, 2002).

Les études moléculaires, notamment celles de Samuels et al. (1994), Muthumeenakshi et al.
(1994), Leuchtmann et al. (1996), Kuhls et al. (1996, 1997) et Turner et al. (1996), ont
révolutionné la taxonomie de Trichoderma. Ces travaux ont démontré que la variation
génétique pouvait étre caractérisée a différents niveaux taxonomiques, et que la combinaison
de diverses techniques moléculaires permettait de definir les limites des taxons (Kubicek et
Harman, 2002).

L'identification précise des espéces de Trichoderma repose largement sur l'analyse de
séquences génétiques spécifiques, tels que I’ARN ribosomal (ARNr) 18S et 28S (Kuhls et al.,
1999 ; Kantarcioglu et al., 2009), les génes codant pour des protéines spécifiques, comme gene
tefl-a et les séquences ITS région non codante de I'ADN (O'Donnell et al., 1998).

L'utilisation combinée de ces différentes séquences génétiques permet d'obtenir une
identification plus précise et fiable des espéces de Trichoderma. Les données de ségquences sont
essentielles pour les études phylogénétiques, qui visent a reconstruire I'histoire évolutive du
genre Trichoderma et leur utilisation dans différents domaines, tels que la protection des

plantes, la biotechnologie et la recherche en bioremédiation (Chaverri et al., 2013).
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7. Dynamique du cycle de vie de Trichoderma
7.1. Sporulation

La sporulation de Trichoderma est un processus crucial a sa propagation et a son efficacité en
tant qu'agent de lutte biologique. Les conditions environnementales telles que la température,
I’aération et I'humidité, ainsi que les substrats de culture spécifiques, influencent de maniére
significative la quantité et la qualité desspores produites la production de spores produites
(Kredics et al., 2003).

En réalité, la majorité des préparations de Trichoderma disponibles dans le commerce utilisent
principalement des préparations de conidiospores, dont la viabilité peut diminuer dans des
conditions de stockage moins qu’idéales. Les chlamydospores de Trichoderma sont des grosses
spores, rondes et résistantes a parois épaisses formées par transformation cellulaire ou
différenciation mycélienne, améliorant la survie dans des conditions défavorables. Leur
production revét une importance particuliére pour I’étude de 1’écologie de Trichoderma dans le
sol ainsi que pour 1’évaluation de son potentiel et tant qu’agent de lutte biologique efficace et
durable (Peng et al., 2021).

7.2. Germination

L’un des processus les plus importants de la germination des spores de Trichoderma est leur
capacité a se fixer dans le sol et a coloniser les racines des plantes, cette germination est
influencée par un certain nombre de facteurs environnementaux, notamment la température,

I’humidité et la présence de pesticides (Kredics et al., 2003).

En effet, de nombreuses études démontrent que la germination des phialospores des especes de
Trichoderma nécessite une source externe de nutriments et de CO2 et elles réagissent également
a la concentration en protons, elles se développent mieux dans des environnements acides que

neutres (Danielson et Davey, 1973).

Les especes de Trichoderma, en particulier Trichoderma harzianum, subissent certains
changements morphologiques et stades de développement au cours de la germination et de la
croissance ultérieure. Les conidies se développent d'abord en un mycélium blanchatre et stérile
24 heures apres la germination. Au bout de deux jours, ce mycélium se transforme et devient
vert en raison de la conidiogenése, suivie de la formation de cercles concentriques et d'un épais

feutrage sur le substrat (Schuster et Schmoll, 2010).
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Chapitre 1. Le genre Trichoderma

Ce cycle de reproduction asexuée, intégrant la sporulation, la germination et la reconidiation,
permet a Trichoderma de se multiplier efficacement et d’interagir dynamiquement avec son
environnement, assurant ainsi sa survie, sa dispersion et sa fonction biologique dans les

systemes agricoles (Harman et al., 2004).
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Chapitre 2. Exploitation du potentiel de Trichoderma

1. Activité antifongique de Trichoderma
1.1. Généralités

Les especes du genre Trichoderma représentent un groupe de micro-organismes bénéfiques du
sol, connus pour leur capacité a améliorer la qualité du sol, a faciliter la croissance des plantes
et a servir d'agents de lutte biologique parmi les plus efficaces contre plusieurs champignons
phytopathogénes. La gestion des champignons phytopathogenes a l'aide du genre Trichoderma
par le biais de divers mécanismes antifongiques associés est une stratégie durable et écologique
qui réduit la présence nocive d'agents pathogenes dans le sol, les racines et les parties aériennes
des plantes (Antifungal Activity of Metabolites from Trichoderma spp. against Fusarium
Oxysporum, 2023). Utilisant I'antagonisme et la compétition directe, notamment au sein de la
rhizosphere, Trichoderma orchestre les interactions microbiennes, fagonnant ainsi le

microbiome du sol (Asghar et al., 2024).
1.2. Mode d’action de Trichoderma spp. pour le biocontrole des pathogénes

Les Trichoderma possédent une activité antagoniste avec divers mécanismes d‘action
potentiellement utiles. Cependant, ces mécanismes sont complexes et varient selon les agents
pathogenes présents et les caractéristiques physico-chimiques de I'environnement (température,
humidité, etc.). De plus, il peut utiliser un ou plusieurs modes d'action simultanément. Pour

lutter contre un agent pathogene, on peut utiliser :

1.2.1. Mycoparasitisme

Le mycoparasitisme est considéré comme un facteur majeur d'antagonisme champignon-
champignon. C’est un mode de vie ou un champignon vivant (hdte ou proie) est parasité par un
autre champignon (mycoparasite ou prédateur) et lui sert de source de nutriments. Les
interactions mycoparasitaires sont courantes chez les champignons et comme pour les agents
phytopathogénes, comprennent des relations biotrophes et nécrotrophes. Les biotrophes se
nourrissent des hyphes de leurs hotes fongiques vivants, et présentent généralement une gamme
d'hétes étroite (Karlsson et al.2017), Les nécrotrophes, principalement les espéces de
Trichoderma, ont une gamme d'hotes plus large et un mode d'action moins spécifique (Viterbo
etal., 2010).
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Les hyphes de Trichoderma aprés la reconnaissance s'attachent a I'n6te par la formation de

structures en forme de crochet et de corps ressemblant a des appressoriums, et s'enroulent autour

des hyphes du pathogene (Elad et al., 1983 ; Harman et al., 1981). Cet attachement et cet

enroulement typiques semblent étre la derniere étape avant le début de l'activité des enzymes

Iytiques (Harman et al., 2005). Un exemple de ce phénomeéne est illustré dans la figure 3, qui

montre clairement I'enroulement des hyphes du mycoparasite Trichoderma autour des hyphes

de Rhizoctonia solani.

Figure 3. Relation mycoparasitaire. micrographie électronique a balayage des hyphes de Trichoderma
enroulées autour des hyphes de R. solani (D’aprés Elad et al., 1983).
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Figure 4. Mécanismes de mycoparasitisme exercés par les souches de Trichoderma (D’aprés Druzhinina et

al., 2011).
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1.2.2. Compétition nutritionnelle et spatiale

Un élément essentiel de la fonction des espéces de Trichoderma en tant qu'agents de lutte
biologique en agriculture est leur capacité a supplanter les agents pathogénes pour les
nutriments et l'espace. Ces champignons contrélent avec succes les maladies transmises par le
sol de diverses maniéres aprés avoir colonisé divers environnements, tels que les tissus végétaux

et les rhizosphéres (Guzman-Guzman et al., 2023).

Cependant, les souches de Trichoderma sont connues pour leur double fonction de compétiteurs
d'agents pathogenes et de bio dégradeurs, notamment en situation de carence en nutriments
(Singh et al., 2016). Leur efficacité dépend de leur capacité a coloniser la rhizosphere,
essentielle pour contrdler les phytopathogénes et a s'étendre a plus de 2 cm de la graine (Ahmed
et Baker, 1987).

Dans cette situation, les sidérophores sont essentiels a la survie et a la compétitivité de
Trichoderma dans les environnements carencés en fer (Zhao et al., 2020). Ces chélateurs du
fer a haute affinité permettent a Trichoderma d'absorber le fer disponible tout en inhibant la
croissance des phytopathogénes en les privant de ce nutriment essentiel (Fig. 5) (Harman et al.,
2004). Ce mecanisme competitif limite non seulement la colonisation des surfaces racinaires
par les pathogénes, mais réduit également les risques de maladies chez les plantes (Harman et
al., 2004). Des études menées Sood et al. (2020) soulignent que I'application de T. asperellum
(T-6) sur les racines de concombre augmentait la teneur en Fe2+ et en sidérophores du sol, de
méme que I’espece T. atroviride producteurs de deux types de sidérophores (hydroxamate et
catéchol) aide la plante a réduire Fe3" en Fe?*, ce qui stimule par conséquent sa solubilisation

et son absorption.

Par ailleurs, la souche de Trichoderma joue un réle important dans la rhizosphere en colonisant
les surfaces racinaires et les couches externes du cortex racinaire. Ce processus crée un
environnement propice a des interactions entre la plante et le champignon. Trichoderma libére
des molécules bioactives, telles que des enzymes et des peptides, qui peuvent influencer la
croissance de la plante, la protection contre les agents pathogenes et la modulation de la
rhizosphére (Motlagh et Samimi, 2013).
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I'richoderma spp.

\J

siderophores

G T
Fe?t

W

insoluble form Fe''— siderophore chelate soluble form

~
\

Fe3*

,’/‘,

\
/

Figure 5. Trichoderma produit un sidérophore dans la rhizosphére des plantes qui chélate le fer insoluble
(Fe3+) et contribue a sa transformation en fer soluble (Fe2+) (Oyesola et al., 2024).

1.2.3. Antibiose de Trichoderma

Le genre Trichoderma est réputé pour sa capacité a produire une grande variété de métabolites
secondaires, qui comprennent des enzymes, des agents antimicrobiens, des composés volatils,
ainsi que d'autres substances toxiques (Fig. 6), contribuant ainsi a son réle d'agent de lutte
biologique contre divers agents pathogenes des plantes. Ces métabolites inhibent non seulement
la croissance de champignons nuisibles, mais favorisent également la santé des plantes par

divers mécanismes (Martinez-Padron et al., 2018).

Les espéces de Trichoderma, qui sont des champignons filamenteux largement utilisés en
biocontréle, sont connues pour leur production de nombreux métabolites aux propriétés
antimicrobiennes, notamment : la tricholine, lI'acide harzianique, la viridine, les peptaboils, la
6-pentyl a-pyrone (6PP), les glisoprenines, la gliovirine et I'acide heptélidique (Schuster et
Schmoll, 2010 ; Vinale et Sivasithamparam, 2020).

Des études montrent que I’application d'une solution dacide harzianique (HA) a une
concentration de 1 mM, un métabolite dérivé de Trichoderma harzianum, sur des plants de
raisin a entrainé une réduction de 60 % de l'incidence de I'oidium causé par Erysiphe necator.
Cela suggere que l'acide harzianique pourrait avoir un potentiel important en tant que traitement
biologique pour lutter contre cette maladie fongique, qui est un probléeme majeur pour les

cultures de raisin (Pascale et al., 2017).

15



Chapitre 2. Exploitation du potentiel de Trichoderma

En résume, les propriétés antifongiques de ces métabolites sont principalement dues a leur
capacité a inhiber la croissance des champignons pathogénes, a interférer avec leur
développement cellulaire et a reduire leur capacité a infecter les plantes. Ces métabolites sont
donc au cceur des stratégies de biocontrdle utilisant Trichoderma, un agent biologique qui aide

a protéger les cultures agricoles des infections fongiques sans recourir aux produits chimiques.
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Figure 6. Profil des métabolites antimicrobiens produits par Trichoderma et leur impact sur les
pathogenes (Li et al., 2025).

1.2.4. Les mécanismes d’action des métabolites antifongiques de Trichoderma

Les métabolites secondaires (MS) ne sont pas essentiels a la croissance normale, mais sont
synthétisés en réponse a des conditions environnementales spécifiques. Les MS peuvent étre
des composés organiques volatils ou non volatils (Gonzalez et al., 2023). Les MS volatils se
diffusent sur une certaine distance a travers les systemes du sol, affectant la physiologie des
organismes concurrents (Napitupulu et al., 2019 ; Li et al., 2018). Les MS non volatils exercent
leur activité par des interactions directes entre les espéces de Trichoderma et leurs antagonistes
(Stracquadanio et al., 2020).

Une grande variété de MS volatils peut étre produite par les especes de Trichoderma, tels que
I'éthyléne, le cyanure d’hydrogeéne, les aldéhydes et les cétones, qui jouent un réle important
dans le contrdle de divers agents pathogenes des plantes (Faheem et al., 2010 ; Siddique et al.,
2012 ; Chen et al., 2015). Certaines especes de Trichoderma (T. viride et T. asperellum)
produisent des meétabolites volatils ayant des effets significatifs sur la croissance et le
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développement mycéliens de S. sclerotiorum et F. solani (Qualhato et al., 2013). Les composés
volatils des isolats de Trichoderma spp. inhibent significativement la croissance mycélienne et
la germination des spores de F. oxysporum (Tapwal et al., 2011). Les recherches de Calistru et
al. (1997) révelent que les métabolites volatils produits par I'espece T. harzianum peuvent
supprimer significativement la croissance d’Aspergillus flavus et Fusarium moniliforme, plutot

que par mycoparasitisme (Petrisor et al., 2017).

Les composés non volatils tels que les peptaibols, les terpénes, les dicétopipérazines, les
stéroides, les amides, les lactones, les polycétides, les dérivés de l'acide tétronique, les peptides,
les dérivés de pyranone, les pyridines et les cyclopenténones... présentent de nombreuses
activités biologiques tels que : antitumoraux, antifongiques, antibactériens, antiviraux,
antibiotiques, stimulants/inhibiteurs de la croissance des plantes, antagonistes, de résistance des
plantes, de piégeage des radicaux DPPH et inhibiteurs enzymatiques (Li et al., 2019). Par
exemple, le composé antifongique et nématicide trichodermine a été trouve dans T.
brevicompactum, T. harzianum. Le métabolite bioactif 6-pentyl-a-pyrone est distribué a la fois
dans T. atroviride et T. harzianum. Le cyclonérodiol a été trouvé dans T. citrinoviride, T.

harzianum, T. koningii, T. reesei et Trichoderma sp. (Li et al., 2019).

1.3. Les applications de Trichoderma

La surutilisation d'engrais et de pesticides chimiques de synthése pose d'importants défis
environnementaux, contribuant a la perte de la biodiversité et suscitant des inquiétudes quant a
la santé des sols, a l'intégrité des plantes et a la sécurité alimentaire (Alengebawy et al., 2021 ;
Maney et al., 2024).

De plus, le changement climatique, caractérisé par de longues périodes de sécheresses, des
tempétes et un déclin de la biodiversité, aggrave encore ces problémes en réduisant les
rendements des cultures, en diminuant la fertilité des sols et en augmentant la prévalence des

ravageurs et des épidémies (Malhi et al., 2021 ; Yuan et al., 2024).

Face a ces défis, la production agricole durable doit trouver un équilibre délicat en minimisant
la dépendance aux engrais chimiques et aux pesticides tout en garantissant des rendements
stables dans des conditions environnementales de plus en plus défavorables. Les micro-
organismes bénéfiques offrent une solution prometteuse en favorisant la croissance des plantes

et en atténuant les stress environnementaux par divers mécanismes (Bibi et al., 2023).
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Parmi cette biodiversité utile, le Trichoderma se distingue par sa polyvalence, capable d'agir
comme agents de lutte biologique, stimulateurs de croissance des plantes et biofertilisants.
(Druzhinina et al., 2011 ; Andrzejak et al., 2022). Ces champignons améliorent la disponibilité
des nutriments en produisant des acides organiques et des sidérophores, qui favorisent un

développement racinaire robuste (Adedayo et al., 2023).

De plus, les Trichoderma favorisent directement la croissance des plantes par la production de
phytohormones et atténue les stress abiotiques en activant les défenses endogénes des plantes

et en modifiant leur métabolisme (Abdullah et al., 2021).

Les propriétés de lutte biologique et biostimulante des Trichoderma ont été étudiees sur
diverses cultures, dont le mais et le tournesol, par des traitements du sol ou des semences. Cet
aspect est particulierement important car les Trichoderma colonisent principalement les tissus
racinaires ; cependant, des souches endophytes ont également été identifiées et leur potentiel de

lutte biologique sur les cultures annuelles reste a explorer. (Webber et al., 2018).
1.4. Efficacité des Trichoderma dans la protection des cultures

Les nématodes phytoparasites (NPP) constituent une menace majeure pour la production
agricole mondiale, causant des pertes estimées a environ 12 % des rendements des cultures
(Poveda et al., 2020). Parmi les stratégies de lutte biologique, le genre Trichoderma s’est révélé
particulierement prometteur en raison de sa forte activité nématicide. Cette efficacité repose sur
une combinaison de mécanismes directs et indirects : parasitisme des ceufs et des larves,
production d’enzymes hydrolytiques (telles que les chitinases et les protéases), ainsi que de
métabolites secondaires, volatils ou non, capables de dégrader la cuticule des nématodes (De
Oliveira et al., 2021).

En plus de ces effets destructeurs, Trichoderma peut établir une barriére physique et chimique
protectrice sur les racines, renforcant ainsi la résistance des plantes. Des recherches récentes
ont mis en évidence le rdle polyvalent des espéces de Trichoderma dans la protection des
cultures, non seulement contre les pathogenes, mais également contre divers insectes nuisibles
comme les pucerons, les thrips et les chenilles, via la production de métabolites secondaires

insecticides, de composés répulsifs ou antiappétents (Coppola et al., 2019 ; Poveda et al., 2021).

Le mycoparasitisme, défini comme la reconnaissance, 1’invasion et la destruction des
champignons pathogenes par rupture de leur paroi cellulaire, constitue un autre mécanisme

central d’action de Trichoderma (Bhat, 2017), souvent associé a une reconfiguration de
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I’architecture racinaire des plantes hotes, renforgant leur résistance aux maladies (Kumar et al.,
2019). En outre, certaines especes de Trichoderma ont démontré leur capacité a attaquer
spécifiqguement les nématodes a galles et a kystes en ciblant les ceufs, les juvéniles de deuxiéme
stade, et méme certains segments d’adultes (Heidari et Olia, 2016), illustrant ainsi leur potentiel

remarquable en tant qu’agents de biocontréle multifonctionnels (Fig. 7).
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Figure 7. Gestion des maladies des plantes par Trichoderma spp. (Siemering et al., 2016).

2. Activité biostimulant de Trichoderma
2.1. Généralités

Depuis que le rdle des principaux éléments nutritifs a été mis en évidence, la pratique agricole
a démontré que certaines substances ou micro-organismes, sans apporter d’éléments nutritifs
en quantité significative, favorisaient la croissance et le développement des végétaux. Ces
substances, souvent d’origine naturelle, permettent entre autres une meilleure absorption des
nutriments (Desfontaines et al., 2018). Parmi les exemples les plus connus et largement utilisés
: les substances humiques, les mycorhizes qui favorisent 1’absorption du phosphore, les

bactéries du genre Rhizobium qui fixent de 1’azote atmosphérique pour les légumineuses
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(luzerne, soja, pois, etc.) et les champignons antagonistes telles que les espéces du genre

Trichoderma.

Dans la littérature scientifique, le mot biostimulant a été utilisé pour la premiere fois par
Kauffman et al. (2007). Depuis, des réflexions ont été menées pour mieux définir ce nouveau
concept polysémique, qui cible la plante, le sol et/ou les matieres fertilisantes et les supports de

culture pour favoriser la croissance et le développement des plantes.

Selon EBIC (2014) : « Les biostimulants contiennent des substances ou des microorganismes
qui ont pour fonction de stimuler les processus naturels pour accroitre 1’absorption et
I’efficience des nutriments, la tolérance aux stress abiotiques et la qualité des récoltes lorsqu’ils
sont appliqués aux plantes ou a la rhizosphére (racines), indépendamment du contenu en

nutriments du biostimulant ».
2.2. Mécanismes d’interactions entre les Trichoderma et la plante

2.2.1. Stimulation hormonal (production des phytohormones)

La production microbienne de phytohormones et de phytorégulateurs est I'un des mécanismes
directs contribuant a la colonisation rapide et stable du sol par les micro-organismes et a leur
effet promoteur sur la croissance des plantes (Tamayo-Velez et Osorio 2017 ; Zhou et al., 2018).
De plus, la colonisation des tissus végétaux par des micro-organismes du sol synthétisant des
phytohormones affecte I'équilibre hormonal des plantes et leur interaction avec les micro-
organismes (Jaroszuk-Sciset et al., 2014 ; Mefteh et al., 2017).

Les espéces de Trichoderma sont considérées comme des champignons promoteurs de la
croissance des plantes (PGPF). Elles colonisent les racines des plantes et favorisent leur
croissance par divers mécanismes, notamment la production de phytohormones telles que les
auxines (acide indole-3-acétique (AlA)), les gibbérellines (GA), les cytokinines (CK) et l'acide
abscissique (ABA). Ces phytohormones régulent la croissance et le développement des plantes
en influencant des processus tels que I'élongation des racines, la division cellulaire et la

tolérance au stress (Reghmit, 2023 ; Tyskiewicz et al., 2022).

2.2.2. Solubilisation des nutriments

Le genre Trichoderma exerce un rdle phytostimulant significatif en modulant la croissance
végétale via la production de vitamines et 1’augmentation de la solubilit¢ des nutriments
présents dans la rhizosphére (phosphates, Fe**, Cu?*, Mn*", ZnO), et la fourniture aux plantes
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des éléments nécessaires (principalement l'azote, le phosphore, le potassium et les oligo-
éléments) pour leur croissance et leur rendement appropriés (Jaroszuk-Sciset et al., 2019 ; Sood
et al., 2020 ; Contreras-Cornejo et al., 2016).

Parmi tous les nutriments végétaux, le phosphore (P) est probablement présent dans le sol sous
les formes ayant la biodisponibilité la plus limitée pour les plantes (Menezes-Blackburn et al.,
2018). L'application de souches de Trichoderma dans le sol a été démontrée expérimentalement
comme augmentant de la solubilisation du phosphate inorganique gréace a l'activité phytasique
extracellulaire (Saravanakumar et al., 2013) et a I'acidification de lI'environnement du sol par la
production d'acides acétique, butyrique, citrique et fumarique (Scervino et al., 2010). La
capacité de Trichoderma a solubiliser les phosphates a été corrélée avec une ameélioration de la
croissance des haricots, du blé, du riz, du soja et de la mangrove (Ogiit et al.,2005 ; Borges
Chagas et al.,2015 ; Paul et Rakshit, 2021 ; Saravanakumar et al., 2013).

Des études ont démontreé la capacité de diverses souches de Trichoderma a ameliorer la nutrition

des plantes et entraine des effets bénéfiques varies :

e T. asperellum CHF 78 augmente l'absorption des nutriments essentiels (phosphore,
potassium, magnesium et zinc) chez les plants de tomate (Li et al., 2018).

e T. harzianum produit des métabolites qui peuvent réduire le Fe*" et le Cu?" (Altomare et
al., 1999).

e T. asperellum T42 améliore la croissance du tabac en augmentant la biomasse, la teneur
en azote, la production d'oxyde nitrique et lI'accumulation de calcium dans les cellules
(Singhet al., 2018).
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Figure 8. Schéma descriptif des principaux mécanismes utilisés par les champignons promoteurs de la
croissance des plantes pour améliorer la production agricole (Reghmit, 2023).

2.2.3. Induction de la résistance de I’hote

Trichoderma est un genre de champignon qui joue un réle important dans la protection des
plantes en agissant comme un biocontréle contre divers pathogenes. Ce champignon est capable
de stimuler les mécanismes de défense des plantes, notamment en induisant la résistance

systémique acquise (SAR) et la résistance systémique induite (ISR) (Choudhary et al., 2007).

a. Résistance Systémique Induite (ISR)

La résistance systémique induite (ISR) est un mécanisme de déefense active chez les plantes a
la suite de l’interaction avec certains microorganismes bénéfiques tels que les especes de
Trichoderma. Ce type de résistance est principalement medie par les voies de signalisation de
I’acide jasmonique (JA) et de I’éthyléne (ET), sans accumulation préalable de pathogenes ou
de nécroses foliaires. Plusieurs études ont montre que Trichoderma spp. est capable d’induire
cette forme de résistance en stimulant la transcription de genes de défense specifiques et en
modulant la physiologie de la plante (Shoresh et al., 2005). Par exemple, Saravanakumar et al.
(2016) ont démontré que les cellulases produites par Trichoderma harzianum jouent un réle
déterminant dans 1’induction de la résistance systémique induite (ISR) chez le mais contre la
tache foliaire causée par Curvularia lunata. Ces enzymes, notamment Thphl et Thph2
induisent une réponse immunitaire de la plante en activant la production d’espéces réactives

d’oxygéne (ROS), en augmentant les niveaux de calcium cytosolique et en stimulant
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I’expression des geénes liés aux voies de signalisation de I’acide jasmonique et de I’éthyléne,

renforcant ainsi les défenses de la plante.

Dans le cadre de la lutte biologique contre les maladies fongiques de la tomate, T. harzianum
s’est révélé particuliérement efficace contre Fusarium oxysporum et Fusarium solani, en
stimulant les mécanismes de défense de la plante hote. En effet, son application induit une
augmentation significative de I’activité de deux enzymes clés de défense, la peroxydase (POD)
et la polyphénol oxydase (PPO) jouant un rdle essentiel dans la résistance aux agents
pathogenes. Cette induction enzymatique est associée a une reduction marquée de la gravité des
symptémes, contribuant ainsi a une amélioration de la santé générale et de la croissance des
plants de tomate en conditions infectées. Ces résultats confirment le potentiel de T. harzianum
comme agent biostimulant et bioprotecteur, renforgant les réponses immunitaires naturelles de
la plante (Rashid et al., 2021).

b. Reésistance Systémique Acquise (SAR)

La résistance systémique acquise (SAR) constitue une réponse immunitaire durable déclenchée
généralement aprés une infection locale par un agent pathogéne nécrotrophique. Elle est
caractérisée par I’activation de la voie de signalisation de 1’acide salicylique (SA) et par la
production de protéines de défense telles que les PR (pathogenesis-related proteins).
Contrairement a I’ISR, qui est souvent induite par des interactions symbiotiques, la SAR est
activée suite a un stress pathogene initial, conduisant & une immunisation de I’ensemble de la

plante contre une large gamme d’agents pathogenes (Fu et Dong, 2013).

En résume, Trichoderma spp. bien qu’agissant principalement par I’'ISR, est également capable
d’induire la SAR via la sécrétion de molécules bioactives et d'effecteurs enzymatiques,
notamment des chitinases, des xylanases et des sérines protéases. Ces molécules jouent un réle

crucial dans I’activation de la signalisation du SA (Zeilinger et Omann ; 2007).

23



Chapitre 2. Exploitation du potentiel de Trichoderma

Trichkodermea

!

SALJALET and IROS sigonaling

——
Pathogens lenges

Figure 9. Mécanismes d’induction de la résistance systémique par Trichoderma spp. dans les cellules
végétales (Li et al., 2025).

2.3. Effet de Trichoderma sur la germination et le développement racinaire des plantes

Les souches du genre Trichoderma, en particulier T. harzianum, jouent un réle important dans
la stimulation de la germination des graines, la croissance racinaire et 1’amélioration de la
nutrition des plantes. Ces effets bénéfiques se traduisent notamment par une meilleure fixation
de I’azote, une absorption optimisée des nutriments et un renforcement de la tolérance au stress,

en particulier chez les légumineuses.

2.3.1. Colonisation racinaire et stimulation de la croissance

Trichoderma est capable de coloniser efficacement les racines des plantes, atteignant jusqu’a
100 % de colonisation dans certains cas, comme observé avec certaines souches de T.
harzianum. Cette colonisation active principalement dans la rhizosphére s’effectue via une
application directe sur les graines, le substrat ou autour de la zone racinaire. Elle entraine une
augmentation significative de la biomasse racinaire ainsi qu'une expansion de la surface
d’absorption. Par ailleurs, cette interaction s’accompagne de la production de métabolites qui
stimulent la croissance axiale, la ramification racinaire, et favorisent également la genese
foliaire. Certaines souches, telles que T. harzianum T-22 sont reconnues pour leur compétence
élevée en matiére de colonisation continue des racines durant le cycle végétatif. Les recherches
ont démontré de facon constante que les plantes cultivées en présence de Trichoderma
développent des systemes racinaires plus volumineux et en meilleure santé comparativement

aux témoins non traités (Mouria et al., 2007).
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2.3.2. Amélioration de ’absorption des nutriments

L’activité métabolique de Trichoderma dans le sol conduit a la production de composés acides
capables de décomposer la matiere organique, facilitant ainsi la libération et la disponibilité de
nutriments essentiels tels que le phosphore et le potassium. Cette action est renforcée par
I’activation de certaines enzymes végétales qui optimisent 1’assimilation de ces éléments
nutritifs. En parallele, la sécrétion d’acides organiques permet également de moduler le pH du

sol, créant des conditions plus favorables a I’absorption des nutriments.

Par ailleurs, Trichoderma synthétise des composés a activite hormonale qui favorisent la
croissance aérienne et souterraine de la plante, renforgant ainsi sa capacité d’adaptation et sa

résilience face aux stress environnementaux (Zin et al., 2020).

2.3.3. Impact sur la fixation de I’azote et la signalisation moléculaire

Certaines especes de Trichoderma ont montré une aptitude particuliére a intervenir dans les
processus de fixation de 1’azote, notamment en facilitant ’absorption des nitrates et en induisant
la production d’oxyde nitrique (NO) au sein des tissus végétaux. Ces deux composes agissent
comme des molécules de signalisation essentielles dans le développement des plantes, leur
croissance racinaire et leur réponse aux agressions pathogénes. Le NO interagit également avec
d'autres messagers intracellulaires, tels que le calcium (Ca?") et diverses phytohormones, dont
l'auxine, les gibbérellines, les cytokinines et 1’éthyléne, renforcant ainsi les réponses
physiologiques des plantes. Des études récentes ont également montré que Trichoderma est
capable de réguler positivement I’expression des transporteurs de nitrate a haute affinité, cette
régulation étant vraisemblablement médiée par le NO (Bansh Narayan Singh et al., 2019). Ce
mécanisme confére a Trichoderma un intérét croissant en agriculture, non seulement pour

I’amélioration de la nutrition azotée, mais également pour la protection sanitaire des cultures.
2.4. Impacts de Trichoderma sur la tolérance au stress abiotique

La présence de Trichoderma dans la rhizosphére et au sein des tissus végétaux joue un role clé
dans I’amélioration de la tolérance des plantes face aux contraintes biotiques et abiotiques. En
effet, les stress environnementaux majeurs qui affectent négativement le rendement des cultures
incluent la sécheresse, qui limite la disponibilité en eau et perturbe la croissance des racines et
des tissus végétaux; la salinité, qui modifie I'équilibre ionique dans les cellules végétales et
diminue I'absorption de I'eau et des nutriments essentiels; I'accumulation de métaux lourds, qui

induit des toxiques cellulaires en perturbant les fonctions métaboliques; et enfin, les
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températures extrémes, qui affectent les processus enzymatiques et la fluidité membranaire,

engendrant des dommages cellulaires (Hidangmayum et Dwivedi, 2018).

Ces conditions défavorables perturbent plusieurs processus physiologiques vitaux des plantes,
notamment la photosynthese, tout en favorisant 1’accumulation d’especes réactives de
I’oxygene (ROS). Par ailleurs, elles interférent avec la translocation des nutriments et
déséquilibrent 1’homéostasie hormonale des plantes, ce qui peut provoquer des Iésions

cellulaires et entrainer la nécrose des tissus (Hanaka et al., 2021).

Plusieurs études ont mis en évidence le réle bénéfique des souches de Trichoderma dans
I’amélioration de la tolérance des plantes aux stress abiotiques. En effet, en situation de
sécheresse et de salinité, Trichoderma aide les plantes a maintenir une meilleure gestion de
I'eau et des nutriments. Cela se fait par plusieurs mécanismes, notamment la production de
phytohormones comme l'auxine, qui favorise une meilleure croissance racinaire, ce qui permet
aux plantes d'explorer une plus grande surface du sol pour absorber I'eau et les nutriments, par
exemple, pour le blé dur, I’inoculation avec Trichoderma harzianum a renforcé la tolérance a
une sécheresse modérée, bien que cette réponse dépende de la disponibilité des nutriments dans
le sol (Silletti et al., 2021).

Enfin, Les stress abiotiques entrainent une production accrue d'espéces réactives de I'oxygene
(ROS), pouvant endommager les cellules végétales. Trichoderma intervient en activant les
systemes antioxydants des plantes, en stimulant la production d'enzymes telles que la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et les peroxydases, qui neutralisent les ROS.
En réduisant leur accumulation, Trichoderma protege ainsi les cellules des dommages
oxydatifs, renforcant la tolérance des plantes aux stress environnementaux. Par ailleurs,
Trichoderma koningii a démontré son efficacité dans I'amélioration de la tolérance thermique
des plants de tomate en modulant l'activité des antioxydants et en limitant les effets des ROS,
ce qui contribue a la protection des cellules contre les dommages dus au stress thermique
(Tripathi et al., 2021).
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1. Matériel et méthodes utilisés

Notre travail est conduit au sein du laboratoire de phytopathologie de 1’Institut National de la
Recherche Agronomique d’Algérie - Unité de Recherche Constantine (INRAA —-URC).
L’objectif de cette étude est d’évaluer I’activité antagoniste de trois espéces du genre
Trichoderma sur I’agent phytopathogeéne Fusarium oxysporum, ainsi que leur effet biostimulant

sur une légumineuse (lentille) et une céréale (ble).

1.1. Matériel biologique

1.1.1. Les souches antagonistes « Trichoderma »

Trois especes de Trichoderma identifiées sont utilisées dans cette essai, et sont dénommees : T.
harzianum, T. atroviride et T. gamsii. Ces espéces font partie de la mycothéque de I’URC et

sont isolées a partir de la rhizosphere des cultures.
1.1.2. L’agent phytopathogéne

L’agent phytopathogeéne testé est Fusarium oxysporum, agent causal du flétrissement, isolé a
partir de la courgette da la région de Biskra par Dr. Fadlaoui S. et fait partie de la collection de
I’URC.

1.1.3. Matériel végetal

Le matériel végétal utilisé dans 1’étude de I’effet biostimulant est la variété Syrie pour la lentille

et la variété Anapo (Blé tendre) pour le blé.
1.2. Ravivement des especes utilisées

Les tubes conserves contenant le pathogene F. oxysporum et les trois especes de Trichoderma
« T. harzianum, T. atroviride, T. gamsii » sont ravivées selon le protocole suivant : ils sont
d’abord décongelés a température ambiante. Par la suite, et dans des conditions strictes
d’asepsie pour garantir un environnement de travail stérile, chaque isolat est manipulé a 1’aide
d’une pipette Pasteur désinfectées a I’alcool, un disque de 6mm de diamétre est prélevé a partir
du tube de conservation et transfére par la suite sur une boite de Pétri contenant du PDA, milieu
de culture favorise la croissance du mycélium fongique comme mentionné dans 1’annexe 1
(Leslie et Summerell, 2006). Nous réalisons quatre répétitions pour chaque isolat afin d’assurer

la pureté de I’espece.
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Les boites sont ensuite hermétiquement fermées et étiquetées afin d'éviter toute contamination
et incubées a une température optimale, généralement autour de 25°C £ 2 pendant une période

de 7 jours afin de permettre la reprise de la croissance du champignon.
1.3. Confirmation de I’identification du matériel fongique

La caractérisation morphologique du Fusarium et des especes de Trichoderma identifiées a été
réalisée suivant une approche combinée, associant des observations macroscopiques et

microscopiques courante pour la caractérisation des champignons.

L’étude des caractéres macroscopiques est menée sur des cultures dgées de 7 jours, cultivées
sur milieu PDA en conditions contrdolées. Les observations sont portées sur 1’ensemble des
propriétés phénotypiques visibles a 1’ceil nu, telles que la couleur, la texture du mycélium, ainsi
que la pigmentation du substrat. Ces parameétres sont constitués des éléments discriminants pour

différencier les especes examinées (Dianda et al., 2023).

En complément, une observation microscopique est réalisée afin d’étudier les structures
micromorphologiques distinctives, incluant la morphologie des conidies, la forme et la

disposition des phialides, ainsi que la pigmentation des spores (EI Khoury et al., 2022).

Les préparations microscopiques sont effectuées selon la méthode du ruban adhésif : un
fragment de ruban transparent est délicatement appliqué a la surface des colonies afin d’y
prélever les structures fongiques, avant d’étre transféré sur une lame de microscope
préalablement traitée avec une goutte de bleu de méthylene pour faciliter la coloration et
I’observation. Les lames préparées sont ensuite ét¢ examinées a 1’aide d’un microscope optique
a un grossissement de G : 0,65x40 ou G : 1,25x100, permettant une analyse détaillée des
éléments morphologiques caractéristiques et contribuant ainsi a l'identification précise des
différentes espéces (Fig. 10).
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Figure 10. Les étapes de la préparation et de I’observation microscopique des structures morphologiques
de Trichoderma spp.

(A, B, C) Préparation des lames pour l'observation au microscope : fixation des échantillons, montage sur lame,
marquage, puis coloration spécifique a 1’aide du bleu de méthyléne ; (D) Observation et analyse microscopique :

utilisation du microscope avec différents objectifs afin d'examiner les échantillons préparés.

1.4. Evaluation de I’activité antagoniste et le mode d’action in vitro de Trichoderma

Spp.

L'activité antagoniste de Trichoderma spp. est évaluée in vitro sur milieu de culture PDA, en
suivant les deux méthodes de confrontation directe et indirecte avec I’agent phytopathogene

F. oxysporum.
1.4.1. Méthode de confrontation directe

Cette procédure consiste a disposer dans une boite de Pétri de 90mm de diametre contenant du
milieu PDA, deux disques de mycélium de 6mm de diameétre, 'un portant 1’antagoniste
(Trichoderma spp.) et I’autre 1’agent phytopathogene (F. oxysporum). Les deux fragments sont

positionnés sur un axe diamétral a une distance de 30mm du centre de la boite (Fig. 11).

Dans les boites témoins, un disque de mycélium de 6mm du pathogéne est place dans une boite
de culture contenant du PDA. Deux répétitions sont réalisées pour les trois Trichoderma, ainsi
que pour les témoins. L'incubation a été effectuée dans une étuve réglée a 25 °C pendant 7 jours
(Bouziane et al., 2020).
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Figure 11. Technique de confrontation directe in vitro de Trichoderma spp. vis-a-vis F. oxysporum.

Les mesures radiales des mycéliums de l'agent pathogene sont mesurées en (mm) au bout du
7°™M€ jour d’incubation.
Dans le but d’étudier les modifications structurales qui affecte le pathogéne et le mode d’action

des souches antagonistes, nous avons effectué des observations microscopiques de la zone du

contacte des deux colonies (antagoniste et pathogene) au bout de la période d’incubation.
1.4.2. Méthode de confrontation indirecte

Cette ¢étude évalue l'inhibition de la croissance mycélienne de I’agent phytopathogéne par des
substances antifongiques volatiles (SAV), elle consiste a déposer au centre de chaque boite de
Pétri un disque de 6mm de diametre prélevé a partir de culture de Trichoderma spp. et F.
oxysporum. Les couvercles des deux boites sont retirés et la partie inférieure de la boite
contenant les deux champignons sont scellées avec du parafilm pour éviter toute contamination
et toute perte de SAV. Deux répétitions sont réalisées pour chaque espéce de Trichoderma de
méme pour le témoin. Les boites sont par la suite incubées a 25°C pendant 7 jours (Fig. 12).

Les mesures radiales des mycéliums de l'agent pathogéne sont réalisées au bout du 7™ jour
d’incubation (Tian et al., 2020).
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Figure 12. Technique de confrontation indirecte.

1.4.3. Evaluation du pourcentage d’inhibition

Apres une incubation de 7 jours, les boites de Pétri présentant la confrontation entre
Trichoderma et le pathogéne F. oxysporum sont prétes pour I’évaluation. A l'aide d'une régle
graduée, la croissance mycélienne du pathogéne est mesurée. Ces mesures permettent d’estimer
I’effet inhibiteur de Trichoderma sur le développement du pathogéne en comparaison avec un

témoin. Le taux d'inhibition est calculé selon la formule de Hmouni et al., (1996).

[ | (%) = (1-Cn/Co) x100 ]

Ou:

1% représente le taux d’inhibition de la croissance mycélienne.
Cn correspond au diamétre moyen des colonies du pathogene en présence de I’antagoniste.

Co correspond au diamétre moyen des colonies du pathogene témoin.

1.4.4. Test d’activité antifongique par des métabolites secondaires

a. Culture en milieu liquide de Trichoderma spp.

Dans le but d’extraire les métabolites secondaires produits par les souches de Trichoderma, ces
dernieres ont été cultivées en milieu liquide. Pour cela, des erlenmeyers de 1000ml sont utilisés,
chacun contenant 400ml de bouillie liquide (Potato Dextrose) préalablement stérilisé et
supplémenté avec un antibiotique a large spectre, le chloramphénicol, afin d’inhiber toute
contamination bactérienne. L’inoculation est réalisée dans des conditions d’aseptique en
transférant I’ intégralité du contenu de boites d’une Pétri contenant les cultures de Trichoderma

agées de 7 jours (sous forme de morceaux de gélose colonisée) dans les erlenmeyers
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correspondants, un erlenmeyer par souche. Les cultures sont ensuite incubées a 25°C pendant
une période de 15 jours, sous agitation constante a 120rpm a ’aide d’un agitateur va-et-vient
afin de permettre un meilleur échange gazeux et de favoriser le développement homogéne de

la biomasse fongique dans le milieu liquide (Fig. 13).

Figure 13. Les étapes de la culture liquide de Trichoderma.

(A) Inoculation aseptique des morceaux de gélose ; (B) Incubation des cultures sous agitation constante.

b. Extraction physique des métabolites secondaires produits par Trichoddema en

culture liquide

Apres I’obtention de culture liquide de Trichoderma, 1’extraction des métabolites secondaires
est réalisée en plusieurs étapes sans ajout d’additifs chimiques. Dans un premier temps, la
culture a été¢ versée dans un mixeur électrique afin de broyer la masse mycélienne et
d’homogénéiser le mélange. La suspension obtenue a été soumise a une sonification a 1’aide
d’un sonificateur réglé sur une fréquence adaptée soit 130 Watt, quatre fois pendant 30s apres
les avoir mis dans de la glace pendant 15s. La sonde du sonificateur est immergée dans la
suspension, sans toucher les parois ni le fond du récipient. Cette étape est réalisée dans le but
d’extraire les métabolites secondaires se trouvant a I’intérieur des cellules du champignon

(Choéez-Guaranda, 2023).

Apres cela le mélange est filtré une premiére fois a 1’aide d’un tissu en gaze stérile. Une seconde
filtration plus fine est ensuite effectuée a I’aide d’un filtre-seringue de 0,2pum. Ce dernier permet
d’obtenir un extrait stérile, exempt des spores, de bactéries et d’autres particules

microscopiques, garantissant ainsi la pureté du filtrat contenant les métabolites d’intéréts.
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Figure 14. Réalisation de I’extraction des métabolites secondaires produits par Trichoderma spp. en
culture liquide

(A) Broyage de la masse mycélienne ; (B) seconde filtration aprés sonification ; (C) filtrat contenant les

métabolites d’intéréts.

c. Evaluation de ’activité antifongique des métabolites secondaires de Trichoderma

sur F oxysporum

Les filtrats contenant les métabolites secondaires produits par Trichoderma spp., sont testés afin
d’évaluer leur activité antifongique. Ce filtrat est ajouté au milieu de culture PDA préalablement
stérilisé, a raison de 40% puis refroidi a une température de 40°C (afin d’éviter la dénaturation
des composés bioactifs). Un antibiotique a large spectre, le chloramphénicol, est ¢galement
incorpor¢ au milieu pour prévenir toute contamination bactérienne. Le mélange ainsi préparé
est vers¢ dans des boites de Pétri stériles, puis laissé a température ambiante jusqu’a
solidification compléte. Par la suite, des disques de 6mm de diametre, prélevés a 1’aide d’une
pipette Pasteur stérile dans une culture pure agée de 7 jours de F. oxysporum, sont déposés au
centre de chaque boite. Les boites sont hermétiquement fermées pour éviter toute contamination

extérieure, puis incubées a 25°C pendant 7 jours (Choez-Guaranda, 2023).

L’évaluation de I’effet antifongique des metabolites se fait aprés 7 jours d’incubation selon le

diamétre du pathogeéne dans la boite.
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Figure 15. Les étapes de I’évaluation de I’activité antifongique des métabolites secondaires de Trichoderma
sur F. oxysporum.

1.5. Evaluation de I’effet biostimulant de Trichoderma spp. sur les cultures de

légumineuses et céréales

1.5.1. Test in vitro - test de germination

Les semences de blé et de lentille : Pour cultiver des semences de blé et de lentille dans des
boites de Pétri, il faut tout d’abord commencer par la préparation des graines. Les semences
sont sélectionnées et triées pour éliminer celles qui sont abimées ou mal formées, puis
désinfectées afin d’éviter toute contamination fongique ou bactérienne pendant la germination.
La désinfection se fait en plongeant les graines dans une solution de 1’eau de javel diluée a 2%
pendant 2 minutes, suivie de deux ringages de 2 minutes, chacun a I’eau distillée stérile pour
éliminer toute trace de désinfectant, puis les graines doivent étre séchés par le papier absorbant
stérile.

La préparation des boites pour 1’ensemencement est faite comme suit : un disque de mycelium
de 6mm de diametre des especes de Trichoderma est disposé au centre de la boite puis 5 graines
(blé et lentilles) sont positionnées délicatement autour de mycélium et en les espacant
suffisamment pour qu’elles aient de la place pour germer et se développer. Dans les boites
témoins, on dispose les 5 grains de céréales et de légumineuse dans une boite de culture
contenant du PDA. Les boites sont ensuite fermées et incubées a une température de 25°C

pendant 7 jours (Fig.16).

L’estimation de I’effet biostimulant est évaluée, apres 5 jours de cultures, selon la langueur des

coléoptiles.
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Figure 16. Les étapes du test de I’essai de ’effet direct des Trichoderma spp. sur la germination des
semences de blé et de lentille.

(A) Sélection des semences de blé et de lentille ; (B) Désinfection des semences par immersion dans une solution
d’eau de javel diluée ; (C) Séchage des semences désinfectées ; (D) Ensemencement des graines de blé autour
d’un disque de mycélium et témoin sans Trichoderma spp. ; (E) Ensemencement des graines de lentille autour

d’un disque de mycélium et témoin sans Trichoderma spp.
1.5.2. Test effet biostimulant in vivo des Trichoderma spp.

L’essai in vivo consiste a tester 1’effet des Trichoderma présent dans le sol sur le développement

aérien et racinaire du blé et de la lentille.
a. Stérilisation du substrat

Le sol utilisé dans cette essai est caractérisé par son homogeénéité, il est mélangé a de la tourbe
dans une proportion de 75% de sol pour 25% de tourbe. Cette combinaison a pour but
d’améliorer la structure physique du substrat, d’augmenter sa capacité de rétention en eau et

d’enrichi sa teneur en matiére organique, ce qui favorise le développement des racines.

Par la suite, le mélange obtenu est conditionné dans des sacs hermétiques pour prévenir toute
contamination par 1’agent pathogeéne extérieurs. Ces sacs ont ensuite été placés dans un four

Pasteur et stérilisés a une température de 120°C pendant 2 heures. Cette étape permet d’éliminer
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les microorganismes nuisibles, les parasites ainsi que les graines indésirables. Afin d’assurer

une stérilisation compléte du substrat le processus est répété pendant 2 jours consécutifs.

b. Préparation de la suspension sporale de Trichoderma spp. et inoculation du

substrat de culture

Pour la préparation des suspensions sporales des différentes espéces de Trichoderma, une
quantité de 10ml d’eau distillée stérile est versée sur des boites de Pétri contenant les colonies
fongiques bien developpées. Le mycélium ainsi que les spores ont été mis en suspension en
grattant délicatement la surface du milieu a I’aide d’une pipette Pasteur stérile, afin d’obtenir

une solution homogéne.

Par la suite, 100 ml de la suspension sporale est transférés dans des sacs contenant du sol
préalablement stérilisé. Les sacs sont hermétiquement fermés a I’aide d’un ruban adhésif et

incubé a une température de 25 °C pendant 21 jours (Fig. 17).

Figure 17. Les étapes de la préparation de la suspension sporale de Trichoderma et son incorporation
dans des sacs contenant du sol préalablement stérilisé.

(A, B) L’ajout d’eau distillée stérile dans la boite et grattage de la surface de milieu ; (C, D) Obtention et
transfert d’une suspension homogéne de spores et de mycélium ; (E, F) Fermeture et incubation des sacs.

c. Semis des cultures

Le contenu des sacs préparés au préalable est vidé dans des pots. Dans chacun, cing graines de

céréale ou de légumineuse désinfectées par 1’eau de javel sont semées séparément a une
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profondeur de 1cm aprés une phase de pré-imbibition dans 1’eau pendant 30 a 45 minutes. Les

pots sont fermés hermétiquement afin d’assurer une germination optimale des graines.

Apres la germination des semences, les pots sont transférés dans un endroit ensoleillé et arrosés

régulierement avec une solution physiologique.

L’estimation de 1’effet biostimulant est évaluée, aprés deux mois de cultures, selon la hauteur

des plantes, longueur des racines et poids des racines.

Figure 18. Les étapes de culture des semences dans le sol (in vivo).

(A, B) Semis de Cing graines de blé et lentille aprés la désinfection dans les pots, (C) Transfert des
plants germés en pots dans un endroit ensoleillé, (D) Arrosage régulier des pots avec une solution

physiologique.
1.6. Traitement des données

Les résultats sont traités afin de faire ressortir les effets antifongiques et biostimulants des trois
espéces de Trichoderma étudiées (T. harzianum (T1), T. atroviride (T2) et T. gamsii (T3)). Pour
cela, des histogrammes des moyennes et une analyse de la variance ANOVA a un facteur s avec

le test de Duncan pour faire ressortir les sous-ensembles pour alpha = 0.05, sont effectués.
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2. Interprétation des résultats

2.1. Caractérisation macroscopique et microscopique du matériel fongique testé

Les caracteres macroscopiques des différentes espéces de Trichoderma testées sont étudiés sur
milieu gélos¢ PDA. L’étude macroscopique est réalisée par I’observation, a 1’ceil nu, apres 7
jours d’incubation des caractéres culturaux : couleur et texture de la culture, couleur du substrat
et la présence ou I’absence de pigments caractéristiques de chaque espéces (Tab. 2). La
caractérisation microscopique des souches est réalisée afin d'explorer leur morphologie et leurs
structures caractéristiques invisibles a 1’0il nu. L’observation a été réalisée a l'aide d'un

microscope optique, au grossissement G : 0,65 x 40 et G : 1,25 x 100.

Tableau 2. Caractéres morphologiques et observation macroscopique du matériel fongique .

Espéce Caractéres macroscopiques Caractéres macroscopiques

e Les conidiophores sont ramifiées.

e Les phialides sont ampulliformes a
lageniformes, généralement en verticilles
de 3 a 4, parfois en paires.

e Les conidies sont subglobuleuses a
obovoides.

e Mycélium de coloration blanche.
T. harzianum  |e  Spores vert clair.
Pigmentation orange du substrat.

e Les conidiophores sont Irréguliers,
fertiles

e Les phialides sont ampulliformes,
solitaire ou verticillées de 2 a 4, plus ou
moins lageniformes.

e Les conidies sont lisses et
subglobuleuses.

e Colonies de coloration verte sapin.

T. atroviride .
e Le substrat de culture incolore.

e Les conidiophores sont étroits et
flexueux ou verticillés.

e  Mycélium blanc ponctué de spores de Les phialides sont lagéniformes, plus ou
teinte verdatre. moins ampulliformes verticilles de 3 & 5.

e  Pigmentation jaune du substrat de o Les conidies sont subcylindriques a
culture. étroitement ellipsoides

e  Chlamydospores : globuleuses a
subglobuleuses ou en forme de massue.

T. gamsii

e Les conidiophores sont des
monophialides non ramifiés.

e Chlamydospores sont globo-

e Mycélium blanc évolué vers des teintes ellipsoidales, isolées ou par paires.

F. oxysporum de rose pale et violet. e Les microconidies sont ovale-

e Le substrat de culture incolore. ellipsoidale, non septées.

e Les macroconidies sont légérement
incurvées, pointue aux deux extrémités
avec 1 a 2 septes.
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Figure 19. Caractéristiques macroscopiques et microscopiques des especes fongiques.

(2) recto ; (2) revers de la boite de Pétri ; (3) aspect microscopique ; (T1) T. harzianum ; (T2) T. atroviride ;
(T3) T. gamsii ; (F) F. oxysporum ; a: conidiophore ; b : phialide ; ¢ : conidie ; d : Chlamydospore ;

e : microconidie ; f : macroconidie.
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2.2. Activité antifongique des Trichoderma spp. in vitro vis-a-vis I’agent pathogéne F.

oxysporum

2.2.1. Résultat des confrontations directes

Dans le cadre de I'évaluation de I'effet antifongique des trois espéces testées « T. harzianum, T.
atroviride et T. gamsii » contre le pathogene F. oxysporum, une confrontation directe est
réalisée. Ce test est réalisé afin d’évaluer l'efficacité de chaque espéce a inhiber la croissance

de ’agent pathogene testé.

Les résultats présentés dans I'histogramme ci-dessus (Fig. 20) montrent que les trois especes
testées possedent toutes une capacité antagoniste intéressante avec des taux supérieurs a 60%.
Toutefois, des différences notables sont observées entre elles. T. gamsii s’est distinguée en
révélant un taux d'inhibition particulierement élevé, atteignant les 71%, démontrant ainsi sa
capacité élevée d’antagoniste vis-a-vis de F. oxysporum. En comparaison, T. harzianum et T.
atroviride révelent des taux d'inhibition légérement inférieurs, de l'ordre de 62% et 61%

respectivement (Fig. 21).

L’analyse de la variance ANOVA a 1 facteur concernant la croissance mycélienne du
pathogene, révéle un effet trés hautement significatif de 1’effet des Trichoderma spp. Le test de
Duncan révele la présence de deux groupes homogeénes : T1, T2 et T3 « groupe 1 » montrant

I’homogénéité de 1’effet antagoniste des Trichoderma et le TO « groupe 2 » (Annexe2).

72

N
-

70

68

66

62
62

=]
[

Pourcentage d'inhibition %
A

58 —

56

m T harzianum T. atroviride T. gamsii

Figure 20. Taux d’inhibition des trois espéces de Trichoderma en confrontation directe avec F.
oxysporum
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Figure 21. Confrontation direct entre Trichoderma spp. En présence de I’agent pathogéne (F)

F. oxysporum ; (T1) T. harzianum ; (T2) T. atroviride ; (T3) T. gamsii.
2.2.2. Résultats des confrontations indirectes

Cette technique a permis de mettre en évidence 1’effet inhibiteur a distance exercé par les
espéces de Trichoderma « T. harzianum, T. atroviride et T. gamsii » sur la croissance
mycélienne de F. oxysporum. Pour cela, les diametres des colonies du pathogéne sont mesurés
apres sept jours d’exposition aux substances volatiles émises par les différentes souches de

Trichoderma, et comparés a ceux du témoin non traite.

Les résultats révelent une réduction importante du diametre des colonies en présence des
Trichoderma testés, avec une croissance moyenne du mycélium variant entre 1,65 mm et 3,3

mm relativement faible par rapport au témoin (3,8 mm).

Les taux d’inhibition révelent un effet inhibiteur marqué, avec des valeurs comprises entre 13%
et 56% traduisant la présence de métabolites volatiles ayant un effet réducteur du
développement de F. oxysporum (Figs. 22 ; 23).

L’analyse de la variance ANOVA a 1 facteur concernant la croissance mycélienne du
pathogene, révéle un effet hautement significatif des de 1’effet des Trichoderma spp. Le test de
Duncan révele la présence de deux groupes homogenes : T1 « groupe 1 » ayant le meilleur effet
antagoniste, TO et T3 « groupe 2 » et un groupe intermédiaire constitué de T2 (Annexe 3).
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Figure 22. Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de pathogéne F. oxysporum en confrontations
indirectes aves Trichoderma spp. « T. harzianum, T. atroviride et T. gamsii ».

Figure 23. Confrontations indirectes entre Trichoderma spp. contre ’agent pathogéne. (F) F. oxysporum ;
(T1) T. harzianum, (T2) T. atroviride et (T3) T. gamsii.

2.2.3. Mode d’action de Trichoderma contre le phytopathogene F. oxysporum

L’observation microscopique de la zone de contact entre Trichoderma et Fusarium oxysporum
a pour objectif d’analyser en détail leurs interactions directes, afin de mieux comprendre le
mode d’action de Trichoderma en tant qu’agent de biocontrdle. Cette analyse vise a mettre en
évidence les mécanismes morphologiques et physiologiques impliqués dans 1’antagonisme

entre les deux champignons.

42



Résultats

L’examen microscopique révele des contacts fréquents entre les hyphes filiformes et ramifiées
de Trichoderma et les hyphes plus larges et septés de Fusarium. Dans plusieurs zones
d’interaction, les hyphes de Trichoderma s’enroulent autour de celles de Fusarium, formant des
structures spiralées plus ou moins serrées (Figs. 24a ; 24d). Cet enroulement observé confirme

le mécanisme de mycoparasitisme.

On observe également des signes de pénétration de la paroi cellulaire de Fusarium par les
hyphes de Trichoderma, accompagnés d’un amincissement ou d’une déformation visible de la
paroi au point de contact. La formation de structures appressorium par les hyphes de
Trichoderma au contact des hyphes de Fusarium est occasionnellement observée dans la figure
24.

Ces interactions mettent en évidence le mode d’action mycoparasitaire de Trichoderma, qui
implique le contact, I’enroulement, la pénétration et la lyse des hyphes de Fusarium, et

confirment son potentiel en tant qu’agent efficace de biocontrole.
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Figure 24. Interaction mycoparasitaire entre Trichoderma spp. et Fusarium oxysporum.
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2.2.4. Reésultats de la confrontation par les métabolites secondaires (filtrat de
culture)

L’effet inhibiteur des substances non-volatiles (métabolites diffusibles) produites par les
différentes especes de Trichoderma est évalué in vitro sur milieu solide (Fig. 25).

Les résultats montrent une inhibition élevée de la croissance de 1’agent phytopathogene
comparée au témoin non traité. En absence de métabolites de 1’antagoniste, le pathogéne atteint
un diamétre moyen de 7cm, traduisant une croissance myceélienne normale. En revanche, 1’ajout
des filtrats de culture a entrainé une réduction significative du developpement mycélien avec
des diameétres moyens respectifs de 1,2cm, 1,13cm et 1,17cm pour T. harzianum, T. atroviride
et T. gamsii (Fig. 26).

L’analyse de la variance ANOVA a 1 facteur concernant la croissance mycélienne du
pathogene, révele un effet trés hautement significatif des de ’effet des filtrats de Trichoderma
spp. Le test de Duncan révele la présence de trois groupes homogénes : T2 « groupe 1 » ayant
le meilleur effet inhibiteur, T3 « groupe 2 » et TO « Groupe 3 », en plus d’un groupe
intermédiaire constitué de T1 (Annexe 4).

| TémoinF |

Figure 25. Effet inhibiteur des métabolites diffusibles des especes de Trichoderma sur la croissance
mycélienne de I’agent phytopathogéne. (F) F. oxysporum ; (T1) T. harzianum ; (T2) T. atroviride ; (T3) T.
gamsii.
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Figure 26. Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de F. oxysporum par les extrais métaboliques de

Trichoderma spp. apreés 7 jours d’incubation.

2.3. Activité biostimulant des Trichoderma spp. Sur les céréales et les légumineuses

2.3.1. Test «invitro»

a. Effet des Trichoderma spp. sur la germination des graines de blé et de lentille

Les résultats de I’influence des différentes especes de Trichoderma sur la germination des

semences de blé et de lentille, révélent un taux de germination constant de 100% en présence

de T. harzianum, T. atroviride et T. gamsii, ainsi que du le témoin. Ceci démontre que la

présence des Trichoderma spp. n’affecte pas la germination des grains de blé. En revanche, la

germination des semences de lentille montrent une sensibilité variable selon I'espece de

Trichoderma testée. Si le taux de germination reste de 100% avec T. harzianum, il diminue a

90% avec T. atroviride et diminue a 70% avec T. gamsii (Fig. 27).
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Figure 27. Effet de T. harzianum, T. atroviride et T. gamsii sur la germination des grains de blé et de
lentille.

b. Effet des Trichoderma spp. sur la longueur du coléoptile du blé

Le coléoptile est un indicateur de la vigueur de la germination et de la croissance initiale de la
plante. Les résultats montrent que T. atroviride stimule significativement la croissance du
coléoptile, atteignant environ 7,1cm ce qui est supérieur au témoin soit 6,7cm, indiquant un
effet bénéfique de cette espece sur la croissance du blé. En revanche, T. harzianum a un effet
inférieur a celui du témoin avec une longueur de 5,2cm. L’effet le plus négatif est observé chez

T. gamsii, qui inhibe la longueur du coléoptile soit une longueur de 0,5cm (Figs. 28 ; 29).

L’analyse de la variance ANOVA a 1 facteur concernant I’effet des Trichoderma sur la
longueur du coleoptile in vitro, révele un effet tres hautement significatif. Le test de Duncan
révéle la présence de trois groupes homogeénes : T3 « groupe 1 » ayant un effet inhibiteur de

croissance, T1 « groupe 2 » et TO et T2 « Groupe 3 » (Annexe 5).
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Figure 28. Effet de différentes espéces de Trichoderma sur la langueur de coléoptile du blé.

Figure 29. Effet des espéces de Trichoderma spp. sur la germination des graines de blé (B).
(T1) T. harzianum ; (T2) T. atroviride ; (T3) T. gamsii.

c. Effet des Trichoderma spp. sur la longueur du coléoptile de lentille

L’histogramme illustre 1’effet des espéces de Trichoderma sur la croissance du coléoptile de la
lentille, comparativement a un témoin non traité. Les resultats montrent que les traitements a
base de T. harzianum et T. atroviride stimulent significativement la croissance du coléoptile,
avec des longueurs atteignant respectivement environ 2,2cm et 2,1cm en comparaison avec
seulement 1,6cm pour le témoin. Concernant T. gamsii, les résultatas montrent un effet
fortement inhibiteur, réduisant la longueur du coléoptile a environ 0,7cm (Figs. 30 ; 31).

L’analyse de la variance ANOVA a 1 facteur concernant ’effet des Trichoderma sur la

longueur du coléoptile in vitro, ne réveéle pas d’effet significatif pour ce paramétre (Annexe 6).
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Figure 30. Effet de différentes espéces de Trichoderma sur la longueur du coléoptile de la lentille

T3/L

Figure 31. Effet des espéces de Trichoderma spp. sur la germination des graines de lentille (L), (T1) T.
harzianum ; (T2) T.atroviride ; (T3) Tgamsii.

2.3.2. Test « invivo » (culture en pots)

a. Effet des Trichoderma sur le développement des plants de blé

Les resultats obtenus concernant le développement des plants de blé 15 jours aprés semi
révélent une stimulation remarquable de la croissance des plants en fonction des especes de
Trichoderma. Comparativement au témoin non traité, dont la hauteur moyenne des plantules ne
dépassait pas 4,16cm, les plants inoculés présentent une croissance nettement améliorée, en
particulier au niveau de T. harzianum et T. atroviride qui améliorent le développement des
plants soit des hauteurs moyennes respectives de 14,03cm et 14,12cm. T. gamsii s’est distinguée
par son efficacité supérieure, induisant la meilleure croissance observée, avec une hauteur
moyenne de 14,88cm (Figs. 32 ; 33).
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L’effet des especes étudiées se manifeste aussi au niveau du systéme racinaire (Fig. 35). Alors
que la longueur moyenne des racines chez les plants du témoin est de 15,4cm, les traitements
fongiques révélent un développement racinaire important soit 21,1cm pour T. harzianum,
19,6cm pour T. atroviride, et jusqu’a 27cm pour T. gamsii (Fig. 34). Ces résultats confirment
le potentiel des especes de Trichoderma en tant qu’agents de biostimulation, capables de

promouvoir simultanément la croissance aérienne et souterraine du blé.

L’analyse de la variance ANOVA a 1 facteur concernant la hauteur des plants de blé en fonction
de I’inoculum, révéle un effet trés hautement significatif des Trichoderma. Le test de Duncan
révele la présence de trois groupes homogeénes : TO « groupe 1 » ayant la plus faible moyenne
de la hauteur de tige, T1 et T2 « groupe 2 » et T3 « groupe 3 » avec I’effet biostimulant le plus
élevé (Annexe 7). Concernant la longueur des racines I’analyse de la variance révéle un effet
tres hautement significatif des inoculumes. Le test de Duncan révele la présence de quatre
groupes homogeénes : TO « groupe 1 » ayant la plus faible moyenne de la longueur des racines,
T2 « groupe 2 », T1 « groupe 3 » et T3 « groupe 4 » avec I’effet biostimulant le plus élevé
(Annexe 8).
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Figure 32. Hauteur moyenne des plants de blé en fonction des espéces de Trichoderma.
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Figure 33. Effet des espéces de Trichoderma sur le développement du blé 15 jours aprés le semi. (B) blé ;
(T) Trichoderma.
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Figure 34. Effet des Trichoderma sur le développement du systeme racinaire chez le blé.

e

Figure 35. Racines des plants de blé inoculé par les Trichoderma spp. a enregistré une grande langueur par
rapport au témoin blé (B).
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b. Performance de la croissance des plants de lentille

La présence des espéces de Trichoderma spp. montre un effet notable sur la croissance
vegétative, en particulier sur la hauteur des tiges, la longueur des racines et le poids frais des

racines.

Les résultats obtenus montrent que les hauteurs moyennes des tiges aprés 2 mois du semi,
varient selon les traitements. Les plants traités avec T. atroviride présentent la hauteur la plus
élevée atteignant une moyenne de 21,5cm, soit une augmentation notable par rapport au témoin
(16,45cm). Les inoculations avec T. harzianum et T. gamsii entrainent également une
stimulation de la croissance, avec des hauteurs respectives de 17,22cm et 15,56cm (Fig. 36).
Ces données mettent en évidence la capacité de certaines souches de Trichoderma a favoriser

I’élongation des tiges, ce qui suggere une activité biostimulante efficace.

Il est & noter aussi que chez les plants de lentilles inoculés avec Trichoderma spp. les feuilles
conservent une teinte verte intense, ce qui reflete un bon état de santé général et une activité
photosynthétique efficace. En revanche, chez les plants témoins non inoculés, on observe un
jaunissement progressif des feuilles, signe possible de carences nutritionnelles ou d’un stress

physiologique (Fig. 37).

Concernant la longueur des racines, les résultats montrent également une différence notable des
Trichoderma. Le témoin enregistre la plus grande longueur moyenne (16,85cm), suivi de T.
harzianum (14,9cm), T. atroviride (12,5cm) et enfin T. gamsii (9,58cm). Bien que certaines
souches semblent avoir un effet [égerement inhibiteur sur la croissance racinaire (Fig. 38), cela
est compensé par 1’augmentation du nombre des racines secondaires formant une touffe autour
de la racine principale et ayant par conséquent un effet sur le poids des racines. En effet, le
poids frais des racines, indicateur clé de la vigueur et de I’activité physiologique des plantes, a
été nettement accru. Les plants traités avec T. harzianum ont enregistré un poids de 39mg, ceux
traités avec T. atroviride 40,2mg, et ceux inoculés avec T. gamsii ont atteint la valeur la plus

élevée de 41,6mg, contre seulement 19mg pour les plants témoins (Fig. 39).

L’analyse de la variance ANOVA a 1 facteur concernant la hauteur des plants de lentille en
fonction de I’inoculum, révéle un effet trés hautement significatif des Trichoderma. Le test de
Duncan révéle la présence de quatre groupes homogenes : T3 « groupe 1 » ayant la plus faible

moyenne de la hauteur de tige, T2 « groupe 2 », T1 « groupe 3 » et T2 « groupe 4 » avec ’effet

51



Résultats

biostimulant le plus élevé. Concernant la longueur des racines 1’analyse de la variance ne révele

pas d’effet significatif des inocula (Annexe 10).

L’ANOVA a un facteur révele un effet trés hautement significatif du poids des racines en
fonction des Trichoderma inoculés. Le test de Duncan révéle la présence de deux groupes
homogeénes : TO « groupe 1 » ayant le plus faible poids ; T1, T2 et T3 constituent le « groupe

2 » avec des poids relativement similaires (Annexe 11).
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Figure 36. Hauteur moyenne des plants de lentilles en réponse aux différentes espéeces de Trichoderma.

TémoinL II T. harzianum Témoin L

Figure 37. Effet des especes de Trichoderma sur la hauteur des plants et la coloration foliaire de la lentille,
(L) lentille ; (T) Trichoderma.
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Figure 38. Influence de diverses espéces de Trichoderma sur la langueur des racines de lentille.
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Figure 40. Racines des plants de lentille inoculée par Trichoderma spp. a enregistré une grande masse par
rapport au témoin lentille (L).
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3. Discussion des résultats obtenus

Cette ¢tude a pour but d’évaluer les caractéristiques antifongique et biostimulante de trois
espéces de Trichoderma : T. harzianum, T. atroviride et T. gamsii. Le potentiel antifongique
est évalue in vitro par la technique de confrontation directe et indirecte ainsi que par I’efficacité
du filtrat. L’effet biostimulant est évalué¢ in vivo, par I’ensemencement des isolats de

I’antagonisme dans le substrat de culture, sur deux cultures stratégiques « blé et lentilles ».

Les résultats des confrontations directes des trois especes de Trichoderma contre F. oxysporum
révélent des pourcentages d’inhibition intéressants de plus de 60%. T. gamsii est I’espéce qui a
le plus haut potentiel biocontrdle parmi les trois espéces testées. Ces observations sont
cohérentes avec les travaux de Redda et al. (2018), qui ont montré que T. gamsii inhibe F.
OXysporum avec un taux supeérieur a 53%. Dans la méme étude, T. gamsii et T. atroviride ont
¢galement démontré une capacité d’inhibition significative contre Botrytis cinerea, avec des
taux respectifs de 70% et 69%. Les résultats obtenus concordent aussi avec ceux de Hernandez
et al. (2024) qui montrent que T. harzianum (LBAT-53) présente une croissance plus rapide
que celle de F. oxysporum et inhibe la croissance mycélienne du pathogéne a plus de 66% apres

7 jours. Lors des tests de confrontation avec des souches de F. oxysporum.

Des observations microscopiques menées au niveau de la zone d’interaction entre les agents
antagonistes et F. oxysporum révélent un enroulement des hyphes de Trichoderma autour de
ceux du pathogene, accompagné de la formation de structures de type appressorium. Ces
résultats confirment ceux rapportés par Nofel et al. (2021) qui a I’aide de la microscopie
électronique a balayage, ont mis en évidence un enroulement rapide des hyphes de Trichoderma
autour de ceux de F. oxysporum, suivi de la formation d’appressorium et de la lyse des hyphes

du champignon pathogéne.

Dans ce travail, la confrontation indirecte réalisée entre Trichoderma spp. et F. oxysporum,
montrent un ralentissement de la croissance mycélienne de Fusarium par les espéces
antagonistes comparativement aux témoins, en présence de T. harzianum le diametre moyen
des colonies de F. oxysporum diminué de 50%. Il ressort de ce résultat, que malgré 1’absence
d’un contact direct entre le pathogene et I’antagoniste, ce dernier a pu exercer un effet inhibiteur
sur le développement des colonies de F. oxysporum. Dennis et Websters (1971) explique ce
phénomeéne par la confirmation de I’hypothése que les Trichoderma émettent des substances
chimiques toxiques qui sont des dérivés de I’hydrazine sous formes des substances volatiles

importantes. Ces mémes résultats sont obtenus par Hibar et al. (2005) qui expliquent I’aptitude
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de T. harzianum a produire des substances volatiles, capables de limiter et méme de stopper le
développement de 1’agent pathogéne a malgré 1’absence de contact direct entre les deux

champignons.

Les résultats obtenus dans notre étude en accord avec ceux rapportés par Almi et al. (2015), qui
ont évalué I’activité antagoniste de deux souches de T. harzianum (T-127a et T-127b) vis-a-vis
de Fusarium solani et Cylindrosporium sp., agents pathogénes de Lens culinaris. Leurs tests de
confrontation directe ont permis d’observer des taux d’inhibition avoisinant les 90 %, traduisant
une forte compétitivité des souches. Cette efficacité est attribuée a une synergie de mecanismes
tels que le mycoparasitisme, 1’antibiose et la compétition. De plus, ces auteurs rapportent une
réduction significative de la germination des agents pathogénes, ce qui renforce 1’idée que
Trichoderma peut interférer avec le développement fongique méme en 1’absence de contact

direct, probablement grace a ses métabolites volatils ou diffusibles

Les extraits métaboliques des espéces de Trichoderma testés montrent une inhibition notable
de la croissance mycélienne de F. oxysporum avec des taux d'inhibition trés proches (entre
82,9% et 83,8%), suggérant la forte capacité antifongique de leurs extraits métaboliques. Cette
inhibition est probablement due a la production de composeés antifongiques tels que les enzymes
hydrolytiques et des métabolites secondaires hautement efficaces contre le phytopathogene.
L’inhibition de la croissance de Fusarium sp. serait liée au mécanisme d'antibiose des
métabolites secondaires produits par Trichoderma spp. dans le milieu de culture. L’antibiose
est un mécanisme courant chez les champignons antagonistes, en raison des composés
antibiotiques qu’ils produisent, lesquels empéchent le développement de la zone de croissance
du champignon pathogene (Sriyanti et al., 2015). De méme, Saxena et al. (2015) indiquent que
Trichoderma spp. peuvent produire des toxines (antibiotiques) capables d’éliminer d’autres
micro-organismes, méme a de trés faibles concentrations. Ceci est confirme aussi par Vinale et
al. (2014), qui montrent que Trichoderma spp. peuvent produire des enzymes, hormones,
composés antibiotiques et toxines. Les composés antibiotiques identifiés comprennent : I'acide
2-hydroxy malonique, la cytosperone, les kiningines, le mannitol, le trichodermol et les

viridines.

L’évaluation de la germination des graines met en évidence des différences notables entre le
blé et la lentille en condition d’inoculation avec trois espéces de Trichoderma. Pour les graines
de blé, un taux de germination constant de 100% est observé en présence de T. harzianum, T.

atroviride T. gamsii et du témoin. Cela suggere que ces especes spécifiques n’ont pas d’impact
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négatif sur la germination des grains de blé. Cette neutralité, ou absence d’effet indésirable, est
un indicateur positif de leur potentiel d’utilisation comme bio-inoculants en culture du blé car
elles ne géneraient pas 1’établissement initial de la culture tout en offrant potentiellement

d’autres avantages par exemple la suppression des maladies et la stimulation de la croissance.

En revanche, la réponse des lentilles se varie selon I'espéce de Trichoderma (100% avec T.
harzianum, 90 % avec T. atroviride et 70 % avec T. gamsii). Ces résultats traduisent une
interaction plus complexe et possiblement phytotoxique influencée par la production de
métabolites secondaires, une réponse de stress induite ou une variabilité génétique propre aux
souches. Ce phénomene est appuyé par des travaux antérieurs de Harman (2011) ;
Saravanakumar et al., (2016) qui reconnaissent 1’effet majoritairement neutre ou bénéfique de
certaines especes de Trichoderma, en particulier T. harzianum, sur la germination de diverses
cultures, via la production de phytohormones, la solubilisation des nutriments et la protection

contre les pathogeénes.

Ma et al. (2020) ont signalé une germination et une vigueur des plantules améliorées chez le
mais traité avec T. harzianum. De méme, les études de Hajieghrari et Mohammadi (2016) sur
le blé montrent souvent des effets neutres a positifs sur la germination. Cependant, des effets
inhibiteurs ont également été rapportés, notamment avec certaines souches produisant des
composés volatils ou non volatils interférant avec la germination, comme 1I’ont montré Viterbo
et Chet (2006). Nos résultats sur les lentilles traitées par T. atroviride et T. gamsii s’inscrivent
dans cette dynamique, suggérant une phytotoxicité potentielle liée a des facteurs tels que la
perméabilité du tégument ou la sensibilité métabolique des graines.

Par ailleurs, 1’évaluation de la post-germination révele des effets divergents. T. atroviride
stimule significativement la croissance des plantules, probablement grace a la production de
phytohormones (auxines, gibbérellines) et a son role dans 1’optimisation nutritionnelle, en
accord avec les observations de Contreras-Cornejo et al. (2009) et Hermosa et al. (2012). A
I’inverse, T. harzianum, bien que réputé pour ses effets bénéfiques, induit ici une réduction de
la longueur du coléoptile. Cette diversité deffets souligne l'importance de la sélection
rigoureuse des souches utilisées. Enfin, T. gamsii se distingue par une inhibition marquée du
développement des plantules, traduite par une forte réduction du coléoptile. Cette toxiciteé
pourrait résulter de la libération de métabolites agressifs (gliotoxines, peptaibols, viridiol),
altérant les processus enzymatiques, la division cellulaire et I’intégrité des structures cellulaires,

comme rapporté par Siddiquee et al. (2012) et Mukherjee et al. (2012).
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Les expérimentations en conditions semi-contrdlées démontrent clairement le potentiel
biostimulant des espéces de Trichoderma spp. sur la croissance des plants de blé et de lentille.
Ces effets se traduisent principalement par une amélioration significative de la croissance
aerienne et du développement racinaire, comme en témoignent les hauteurs moyennes,
longueurs racinaires et poids frais supérieurs enregistrés chez les plants inoculés par rapport

aux témoins.

L’augmentation notable de la hauteur des plants de blé, particulierement avec T. gamsii
(14,88cm) comparée au témoin (4,16cm), souligne D’efficacité de cette espéce comme
biostimulant. Ce résultat est en accord avec les travaux de Harman et al. (2004), qui ont
démontré que I’inoculation de T. harzianum T22 sur le mais entraine une augmentation
significative de la hauteur et du poids des pousses, attribuée a la production de phytohormones

comme 1’auxine cytokinines et 1’acide indole-acétique (IAA).

Par ailleurs, T. gamsii a également stimulé le développement racinaire. Ce résultat rejoint les
travaux de Vinale et al. (2008) qui soulignent que les métabolites secondaires produits par
Trichoderma tels que les peptaibols, polykétides et les acides organiques participent a
I’induction de la rhizogenése et a la ramification racinaire. Ces composes, en agissant comme
signaux biochimiques, favorisent également la solubilisation des nutriments du sol, notamment
le phosphore et certains oligo-éléments, contribuant ainsi a une meilleure absorption et a une
croissance racinaire accrue. En conséquence, les souches de Trichoderma améliorent la
structure et la fonctionnalité du systéme racinaire, ce qui se traduit par une meilleure résilience

et un développement global plus performant des plantes hétes.

Chez la lentille, les effets varient selon les espéces de Trichoderma. T. atroviride favorise
principalement 1’élongation des tiges, tandis que T. gamsii, bien que présentant une croissance
racinaire plus modeste, induit un poids frais racinaire significativement plus élevé (41,6mg en
comparaison avec 19mg chez le témoin). Ces observations concordent avec les résultats de Woo
et al. (2014) qui ont décrit des réponses morphogénétiques différenciées chez les plantes traitées
avec Trichoderma, notamment une prolifération des racines latérales souvent associée a une

augmentation de la biomasse racinaire.

La teinte verte foncé observée sur les feuilles des plants traités indique une assimilation
chlorophyllienne accrue, ce qui est en accord avec les conclusions de Yedidia et al. (2001)
montrant que T. harzianum améliore la nutrition minérale des plantes, en particulier via la

solubilisation du phosphore, favorisant ainsi la photosynthése et la croissance végétative.
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Shoresh et al. (2010) ajoutent que ces effets bénéfiques s’expliquent également par I’induction
de la résistance systémique induite (ISR), qui optimise les fonctions métaboliques et

photosynthétiques, renforcant la vigueur physiologique globale de la plante.

D’autres études viennent appuyer ces résultats. Par exemple, Konappa et al. (2023) ont
démontré que T. asperellum améliore non seulement la croissance des plants de tomate, mais
aussi leur tolérance au stress salin, par I’activation d’enzymes antioxydantes tels que la
superoxyde dismutase (SOD) et catalase (CAT), ainsi qu’a la modulation hormonale
notamment auxines et acide abscissique. De méme, Rinu et al. (2013) dans une étude conduite
dans la région himalayenne de I’Inde, ont montré que T. gamsii (NFCCI 2177), isolé comme
endophyte des racines de lentille, présente une large tolérance aux variations de température
(4-30 °C) et de pH (2,0 a 13,5), tout en exercant un effet promoteur de croissance sur diverses

cultures (blé, mais, soja, lentille) en conditions de serre.

Enfin, les travaux de Vinale et al. (2008) sur la tomate ont mis en lumiére le role des especes
de Trichoderma notamment T. harzianum, T. atroviride dans le renforcement des défenses des
plantes contre les agents pathogénes, notamment par la production de composés antimicrobiens
(acides organiques, peptides, enzymes hydrolytiques) et I’activation de la résistance acquise
systémique (SAR). Rai (2019) rapporte également que I’application de T. atroviride sur la
lentille entraine une amélioration significative de parametres agro-morphologiques tels que la

hauteur des plants, la longueur racinaire, le poids des grains et la nodulation.
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CONCLUSION

Dans un contexte agricole algérien confronté a des enjeux majeurs de sécurité alimentaire et de
durabilité, la vulnérabilité des cultures stratégiques telles que les céréales et les Iégumineuses
alimentaires face aux ravageurs biotiques, tel que les agents pathogénes telluriques du genre
« Fusarium », demeure préoccupante. Face aux limites des solutions chimiques habituelles,
I’approche biologique fondée sur 1’utilisation d’agents biologiques bénéfiques du sol, tels que
les espéces de « Trichoderma », apparait comme une alternative innovante. En combinant des
effets antifongiques et biostimulants, ces microorganismes offrent un levier prometteur pour

renforcer la résilience et la performance des systemes de production.

Les essais d'activité antifongique menes in vitro contre F. oxysporum ont mis en évidence le
fort potentiel de biocontréle des trois especes de Trichoderma étudiées. Les résultats obtenus
indiquent une inhibition significative de la croissance mycélienne du pathogene, suggérant
I’implication de plusieurs mécanismes d’action, tels que la compétition pour les ressources,
I’antibiose par la sécrétion de métabolites antifongiques, ainsi que le mycoparasitisme. De plus,
la capacité de ces espéces a coloniser efficacement la rhizosphére et a persister dans le sol a
long terme renforce leur intérét en tant qu'agents de lutte biologique. Ces caractéristiques
positionnent Trichoderma comme un allié stratégique dans la gestion des maladies fongiques,

tout en contribuant a la santé des sols et a la durabilité des systemes agricoles.

Parallélement, les essais in vitro et in vivo réalisés sur le blé et la lentille ont confirmé le
potentiel biostimulant de ces mémes espéces de Trichoderma. In vitro, une amélioration
significative des parametres de germination a été observée, suggérant une influence directe sur
le développement précoce des coléoptiles. En conditions in vivo, I’inoculation avec
Trichoderma a conduit a une augmentation notable de la biomasse racinaire et aérienne des
deux cultures. Ces effets bénéfiques sont probablement liés & des mécanismes d’interaction
positive avec la plante héte, notamment la production des phytohormones, I'amélioration de
I’absorption des éléments nutritifs et I’activation de réponses de défense systémique induite.
Dans I’ensemble, ces résultats confirment que Trichoderma agit & la fois comme agent de

biocontrole et biostimulant.

Notre étude sur I’effet antifongique et biostimulant de Trichoderma sur les céreales (le blé) et
les légumineuses (la lentille) ouvre des perspectives intéressantes dans le cadre d’une
agriculture plus durable et respectueuse de I’environnement. Les résultats obtenus ouvrent la

voie a I’utilisation de souches de Trichoderma comme alternatives biologiques aux fongicides,

60



CONCLUSION

grace a leur capacité a inhiber efficacement la croissance des pathogénes fongiques affectant

ces deux cultures stratégiques.

Par ailleurs, 1’effet biostimulant observé, notamment a travers I'amélioration de la croissance
vegétative, de la vigueur des plants et de la tolérance aux stress, suggere un potentiel
d’intégration de Trichoderma dans des programmes de biofertilisation. Ces résultats
encouragent le développement de formulations microbiennes adaptées aux conditions locales
et & différents types de sols. A terme, cette approche pourrait contribuer & réduire les intrants
chimiques, améliorer les rendements agricoles, renforcer la résilience des cultures face aux
contraintes biotiques et abiotiques et participer ainsi aux objectifs globaux de sécurité
alimentaire et de durabilité des systémes de production agricole.

Au-dela de ces résultats agronomiques, plusieurs perspectives de recherche méritent d’étre
explorées pour approfondir 1’'usage de ces microorganismes. L’étude des mécanismes
moléculaires impliqués dans I’interaction Trichoderma-plante représente un axe stratégique,
notamment pour I’identification des génes responsables de la stimulation de la croissance et de
la résistance induite. La caractérisation des métabolites secondaires produits, 1’analyse des
voies de signalisation activees chez les plantes hotes, ainsi que les approches de génomique
fonctionnelle et de transcriptomique pourraient permettre d’¢lucider les bases biologiques de

ces effets bénéfiques.

En fin, les études de terrain a grande échelle s’imposent comme une étape essentielle pour
évaluer I’efficacité et la rentabilité de 1’intégration de Trichoderma en agriculture. Cette étude
contribuera a une meilleure compréhension des interactions complexes entre Trichoderma, les
plantes et les pathogénes, ouvrant ainsi des nouvelles avenues pour l'optimisation des

rendements agricoles et la promotion d'une sécurité alimentaire durable.
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ANNEXE 1

1. Préparation du milieu de culture PDA
Pour préparer 1 litre de milieu PDA, avoir besoin des éléments suivants :

Pomme de terre (lavée et non pelée) ............ccccoevvinn. 200g
D-glUCOSE . v 20g
AGAM-AAT. ..ottt 20g
Eaudistillée ..........oooiiiii 1000ml

La gélose PDA (Pomme de Terre-Dextrose-Agar) est un milieu standard qui favorise la
croissance des moisissures. Ce milieu est préparé en faisant bouillir 200g de pomme de terre
dans I’eau distillée dans une cocotte-minute pendant 20 minutes, puis le bouillon obtenu est
filtré dans un bécher et mélangees avec 20g d’agar-agar et 20g de D-glucose. Le milieu est
ensuite stérilisé a 120°C par autoclavage pendant 20 minutes. Apres stérilisation le milieu est
additionné d’antibiotique a large spectre (Chloramphénicol) et versé dans les boites de Pétri
(Fig. 1A) (Leslie et Summerell, 2006).

2. Préparation du milieu de culture PDB
Le milieu de culture PDB (Potato Dextrose Broth) est préparé de la méme maniere que le PDA
en supprime 1’agar. Ce milieu est distribué¢ dans des erlenmeyer de 1 litre remplis de 400 ml

pour chacune puis stérilisé par autoclavage & 120°C pendant 20 minutes (Fig. 1B).

Figure : milieux de culture prét a ’utilisation. (A) milieu solide ; (B) milieu liquide.



ANNEXES

ANNEXE 2
Confrontation directe
ANOVA
Somme des
carreés Ddl Carré moyen F Sig.

Inter-groupes 9,194 3 3,065 98,067 ,000***
Intragroupes ,125 4 ,031

Total 9,319 7

* La différence moyenne est significative au niveau 0.05.

Sous-ensembles homogenes :

Duncan?
Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Traitement N 1 2
T3 2 1,1000
T1 2 1,4500
T2 2 1,5000
Témoin 2 3,8000
Sig. ,091 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 2,000.



ANNEXES

ANNEXE 3
Confrontation indirecte
ANOVA
Somme des
carrés DdI Carré moyen F Sig.

Inter-groupes 3,895 3 1,298 5,770 ,062**
Intragroupes ,900 4 ,225

Total 4,795

* La différence moyenne est significative au niveau 0.05.

Sous-ensembles homogenes :

Duncan?

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Traitement N 1 2
T1 2 1,9000
T2 2 3,1000 3,1000
T3 2 3,3000
Témoin 2 3,8000
Sig. ,065 ,220

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 2,000.



ANNEXES

ANNEXE 4
Test des métabolites secondaires
ANOVA
Somme des
carrés Ddl Carré moyen F Sig.

Inter-groupes 51,105 3 17,035 2271,333 ,000***

Intragroupes ,030 4 ,008

Total 51,135

* La différence moyenne est significative au niveau 0.05.

Sous-ensembles homogenes :

Duncan?
Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Traitement N 1 2 3
T2 2 1,0500
T1 2 1,1500 1,1500
T3 2 1,3000
Témoin 2 7,0000
Sig. ,313 ,158 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise la taille d*échantillon de la moyenne harmonique = 2,000.



ANNEXES

ANNEXE 5
Longueur du coléoptile ble
ANOVA
Somme des
carrés DdI Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 55,136 3 18,379 217,369 ,000%***
Intragroupes ,338 ,085
Total 55,474 7
* La différence moyenne est significative au niveau 0.05.
Sous-ensembles homogenes :
Duncan?
Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Traitement N 1 2 3
T3 2 ,4700
T1 2 5,1500
Témoin 2 6,6600
T2 2 7,0900
Sig. 1,000 1,000 ,213

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 2,000.



ANNEXES

ANNEXE 6
Longueur du coléoptile lentille
ANOVA
Somme des
carrés Ddl Carré moyen F Sig.

Inter-groupes 3,519 3 1,173 2,749 77
Intragroupes 1,707 4 427

Total 5,226

* La différence moyenne est significative au niveau 0.05.

Sous-ensembles homogenes :

Duncan?
Sous-ensemble pour alpha = 0.05

Traitement N 1

T3 2 ,6500
Témoin 2 1,6200
T2 2 2,2500
T1 2 2,2900
Sig. ,070

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise la taille d*échantillon de la moyenne harmonique = 2,000.

Vi



ANNEXES

ANNEXE 7
Hauteur des plants blé
ANOVA
Somme des
carrés Ddl Carré moyen F Sig.

Inter-groupes 157,530 3 52,510 2170,679 ,000***
Intragroupes ,097 4 ,024

Total 157,627

* La différence moyenne est significative au niveau 0.05.

Sous-ensembles homogenes :

Duncan?
Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Traitement N 1 2 3
Témoin 2 4,2300
T1 2 14,1375
T2 2 14,2850
T3 2 14,9400
Sig. 1,000 ,397 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise la taille d*échantillon de la moyenne harmonique = 2,000.

VI



ANNEXES

ANNEXE 8
Longueur des racines blé
ANOVA
Somme des
carrés Ddl Carré moyen F Sig.

Inter-groupes 138,255 g 46,085 1024,111 ,000%**
Intragroupes ,180 4 ,045

Total 138,435

* La différence moyenne est significative au niveau 0.05.

Sous-ensembles homogenes :

Duncan?

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Traitement N 1 2 3 4
15,5500

Témoin
T2
T1
T3 27,1500

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 2,000.

19,7500
21,2500

N N NN

Vil



ANNEXES

ANNEXE 9
Hauteur des plants lentille
ANOVA
Somme des
carrés Ddl Carré moyen F Sig.

Inter-groupes 23,119 7,706 496,686 ,000%**
Intragroupes ,062 4 ,016

Total 23,181 7

* La différence moyenne est significative au niveau 0.05.

Sous-ensembles homogenes :

Duncan?

Traitement N

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
1 2 & 4

T3
Témoin
T1

T2

Sig.

N NN

15,6300
16,5500
17,3275

20,1750
1,000

1,000 1,000 1,000

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.

a. Utilise la taille d*échantillon de la moyenne harmonique = 2,000.



ANNEXE 10
Longueur des racines lentilles
ANOVA
Somme des
carrés ddl Carré moyen F Sig.
Inter-groupes 63,107 3 21,036
Intragroupes ,000 4 ,000
Total 63,107 7




ANNEXES

ANNEXE 11
Poids des racines de lentille
ANOVA
Somme des
carrés Ddl Carré moyen F Sig.

Inter-groupes ,001 3 ,000 81,886 ,000%**
Intragroupes ,000 4 ,000

Total ,001

* La différence moyenne est significative au niveau 0.05.

Sous-ensembles homogenes :

Duncan?

Sous-ensemble pour alpha = 0.05
Traitement N 1 2
Témoin 2 ,0195
T1 2 ,0410
T2 2 ,0411
T3 2 ,0430
Sig. 1,000 ,321

Les moyennes des groupes des sous-ensembles homogenes sont affichées.
a. Utilise la taille d'échantillon de la moyenne harmonique = 2,000.
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