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Etude de I'effet antagoniste des espéces fongiques contre Fusarium oxysporum f. sp

ciceris agent pathogene du pois chiche (Cicer areitinum L).

Résume

Ce travail porte sur I’isolement, 1’identification et 1’effet antagoniste des Trichoderma isolés a
partir du sol sur Fusaruim oxysporum f. sp ciceris (Foc) agent du flétrissement vasculaire du
pois chiche. Dans les essais in vitro, I'ensemble de souches fongiques testées ont montré un
effet inhibiteur trés remarquable sur la croissance mycélienne de Foc avec des frégquences
variables entre 28 et 85% par le test direct et entre 56.73 et 66.08% par confrontation
indirecte. Les spores des especes fongiques antagonistes ont montré un effet positivement
significatif dans d’inhibition de la germination des spores de Foc. Cette inhibition a été
marquee variable entre 47 et 88.33%. Par ailleurs, les filtrats de culture ont également inhibé
la croissance mycélienne du Foc, dont I’intervalle d’efficacité est variable entre 9.72 et 100%.
L’efficacité avec I’augmentation de la concentration. Toutefois, les filtrats ont exposée aussi
une inhibition tres remarquable sur la germination des spores de Foc avec des fréquences
variables entre 6.12 et 83.33%. Les traitements in vivo exposent une diminution de la gravité
de la maladie entre 57.62% et 79.66 %.

Mots-clés. Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, Trichoderma sp, especes fongiques,

antagonisme.



Study of antagonistic effect of fungal species against Fusarium oxysporum f.sp. ciceris
(Padwick), causal agent of chickpea vascular wilt.

Abstract

This work deals with the isolation, identification and the antagonistic effect of Trichoderma
isolated from soil on Fusaruim oxysporum sp causative agent of vascular wilt of chickpea. In
in vitro tests, use of strains of Trichoderma sp scored zones of inhibition of mycelial growth
of 28 and 85% by the direct test and 56.73 to 66.08% % by the indirect test. In addition, the
culture filtrates also inhibited the mycelial growth of Foc, with an efficacy range 9.72 to
100%. Moreover, the culture filtrates also inhibited the mycelial growth of Foc, whose
efficiency range is variable between 9.72 and 100%. Efficiency with increasing concentration.
However, the filtrates also exhibited a very remarkable inhibition on the germination of Foc
spores with variable frequencies between 6.12 and 83.33%.The spores of the antagonistic
fungal species showed a positively significant effect in inhibiting the germination of Foc
spores. This inhibition was marked variable between 47 and 88.33%. In in vivo treatments,
results show a decrease in disease severity between 36.01 disease severity between 47 and
88.33%.

Keywords. Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, Trichoderma sp, fungal species, antagonisme..
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Introduction

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est une légumineuse a graines qui constitue une
source importante de protéines pour I’alimentation humaine et animale (Younesi et al., 2021 ;
Bhar et al., 2021). Par son aptitude a fixer I'azote atmosphérique, cette culture joue un réle
déterminant dans la nutrition azotée par la fixation de 1’azote atmosphérique (Moutassem et
al., 2018 ; Bhar et al., 2021).

Par rapport a la moyenne mondiale (995 kg/ha), les performances de la culture de pois
chiche en Algérie représente environ la moitié de la production mondiale. Divers facteurs sont
impliqués dans cette faible productivité, dont les plus importants sont les mauvaises pratiques
agronomiques et la sensibilité des cultivars de pois chiche aux maladies (Moutassem et al.,
2018 ; Moutassem et al., 2019, Bhar et al., 2021).

En effet, la fusariose vasculaire, causée par Fusarium oxysporum Schlechtend : Pr. F.
sp. ciceris (Padwick) T. Matuo & K. Satois est la maladie la plus dévastatrice de la culture de
pois chiche apres l'ascochytose [incitée par Ascochyta rabiei (Pass.) (Meseret et Getahun,
2022). dans les principales zones de production de pois chiches dans le nord-ouest de
I'Algérie (Moutassem, 2020). Dans le Nord-Ouest du pays 98% des champs prospectés sont
affectés par la fusariose du pois chiche (Moutassem, 2020). Cette maladie provoque de graves
pertes de récolte pouvant atteindre 100 % dans les conditions favorables de développement de
la maladie (Navas-Cort’es, et al., 2000, Younesi et al., 2021 ; Bhar et al., 2021 ; Meseret et
Getahun, 2022).

La fusariose du pois chiche est une maladie monocyclique dans laquelle le
développement est entrainé par l'inoculum primaire de I'agent pathogene. L’agent pathogéne
causal pourrait survivre sur les résidus de culture (racines et tiges) enfouis dans le sol pendant
au moins six ans (Hawareet al., 1996, Moutassem et al., 2019, Bhar et al., 2021 ; Meseret et
Getahun, 2022). Dans ce cadre, la lutte contre cette maladie doit se concentrer sur I'exclusion
des agents pathogenes en réduisant la quantité et/ou I'efficacité de I'inoculum initial (Jimenez-
Diaz et al., 2015, Meseret et Getahun, 2022).

Pour réduire I’importance de cette maladie, les producteurs ont souvent recours a tout
un arsenal de pesticides (Jarvis, 1993 ; Lumsden et Lewis 1989 ; Ole Becker et Schwinn,
1993) avec des résultats souvent mitigés (Besnard et Davet, 1993., De Waard et al., 1993.,
Jarvis, 1993). L'utilisation excessive de fongicides chimiques peut entrainer la pollution de
I'environnement et avoir pour conséquence I'émergence de pathogenes résistants aux
fongicides spécifiques et, par ailleurs, sont responsables de divers problémes de santé chez

les humains et les animaux (Gerhardson, 2002).



Introduction

A cet effet, une reduction ou une élimination des applications des pesticides
synthétiques dans l'agriculture est fortement souhaitable. Un des moyens les plus prometteurs
est l'utilisation de nouveaux outils basés sur les agents de biocontr6le (Abhishek et al., 2021,
Sharma et Gaur, 2021). Les microorganismes antagonistes a des agents phytopathogénes ont
été découvert et certains d'entre eux sont utilisés comme agents de lutte biologique contre les
maladies des plantes (Abhishek et al., 2021, Sharma et Gaur, 2021).

Beaucoup d’antagonistes existent slrement dans la nature et entrainent une
lutte biologique plus ou moins efficace sur les phytopathogénes (Joshi et al., 2021 ;
Kumar et al., 2021). L’homme a toujours essai d’augmenter 1’efficacité des antagonistes a
travers ’introduction de nouvelles grand population de ces microorganismes au champ ou
elle n’existe pas, ou a travers la stimulation de leur croissance en apportant des
amendements au sol synergie (Contreras-Cornejo et al., 2022 ; Kumbhar et al., 2022). Dans
les deux cas, le résultat est unaccroissement des activités inhibitrices des antagonistes
contre les pathogénes.

Dans ce contexte, une attention particuliere a été portée aux champignons
antagonistes, principalement a cause de leur potentiel a diminuer la densité de I'inoculum des
champignons pathogenes (Dennis et Webster, 1971 ; Siya et al., 2022). De nombreux travaux
ont démontré que les Trichoderma ont un potentiel de lutte intéressant contre divers
agents pathogenes (Hariharan et al, 2023).

Les propriétés antagonistes des Trichoderma sont connues depuis longtemps puisque
la premiere publication qui en fait mention date de 1887. Cependant, 1’étude approfondie du
phénomeéne d’antagonisme et de son application comme moyen de lutte a I’égard des parasites
des plantes cultivées n’a débuté qu’entre les deux guerres mondiales (Siya et al., 2022). En
effet, Trichoderma est capable d’attaques différents agents pathogenes par des mécanismes
variés dont les principaux sont 1’antibiose, la compétition et le parasitisme qu’il utilise de
maniere complexe, indépendamment ou en synergie (Contreras-Cornejo et al., 2022 ; Kumhar
et al., 2022).

L’objectif de ce travail est d’apporter un plus dans la lutte biologique par la mise en
évidence de especes fongiques indigenes bénéfiques pour les plantes. Ce travail consiste a la
mise en évidence de I’activité antifongique des quelques souches fongiques contre Fusarium

oxysporum f. Sp ciceri (Foc) agent de la fusariose vasculaire du pois chiche in vitro et in vivo.



Chapitre 1. Matériel et méthodes

1. Matériel biologique

1.1. Matériel fongique

Le matériel fongique pathogéne est figuré par un isolat de Fusarium oxysporum f .sp.
ciceris (Foc) ; agent responsable de flétrissement vasculaire du pois chiche. Cet isolat est
originaire de la région d’Ain Témouchent (Algérie), isol¢ a partir des tiges de pois chiche
présentant les symptomes de la maladie. L’isolat a été obtenu a partir de la collection de
Foc récoltée par Moutassem (2020). Le test de pathogénicité effectué par le méme auteur

indique que ’isolat choisi a montré un aspect trés agressif.

1.2. Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé dans cette étude est constitué d’une seule variété de pois
chiche Guab 4. Cette variété nous ont éte fournées par I'Institut Technique des Grandes

Cultures (ITGC) de Sétif, ou elle est multipliée chaque saison.

2. Isolement des especes fongique antagonistes a partir du sol rhizosphérique
2.1. Prélevement des échantillons de sols rhizosphériques

Dans le but d’emporter des isolats fongiques antagonistes, des prélevements des
échantillons de sols rhizosphériques de plantes de pois chiche ont été effectués au cours de
la saison agricole 2022-2023 dans la région de Mascara dans 1’Ouest algérien. Les
prélevements ont été realises a l'aide d'une spatule propre a une profondeur de 15-25 cm
pour arracher entierement la plante saine de la lentille avec le sol adhéré aux racines (la
rhizosphere).

Les échantillons des sols prélevés ont été placés dans des sacs en papiers craft, bien
fermés, ramenés au laboratoire de phytopathologie. Les échantillons du sol ont été tamises,
séchés a I’air libre pendant 15 jours, puis conservés dans au réfrigerateur a 4°C en vue
d’une analyse fongique.

L’isolement de la flore fongique antagoniste a partir du sol rhizosphérique a été
effectué selon la technique de suspensions-dilutions décrite par Davet et Rouxel (1997).
Cette technique consiste a additionner 1g de sol dans 9 ml d’eau distillée stérile. Une
agitation a éeté effectuée sur le mélange en utilisant un agitateur vortex pendant 10 min. le
mélange a éte laissé reposer pendant 10 min. Un prélevement de 1 ml de solution mere est
mis aseptiquement dans 9 ml d’eau distillée stérile suivi d’une agitation ce qui signifie la
concentration 10, ainsi de suite jusqu’a la dilution 10™. Un ml de chaque suspension a été
additionné a 9ml de PDA tiede, bien agitée avec un agitateur vortex. Le mélange a été
versé dans des boites de boite de Pétri stérile. Ces derniéres ont été incubées a 25°C
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Chapitre 1. Matériel et méthodes

pendant 7 a 15 jours. Apreés incubation, la fréquence d’isolement de chaque genre fongique
a été calculée.
2.2. Purification et obtention des cultures monospores

Les isolats fongiques poussés sur le milieu de culture ont été enlevés a I’aide d’une
pense stérile, et transférés dans de nouvelles boites de pétri stériles contenant un milieu de
culture PDA, bien scellées par le parafilm et incubés a 28+2°C.

Les microorganismes isolés ont été purifiés par deux ou trois repiquages successifs,
mono-colonie. Une fois purifié, chaque isolat est désigné par un numéro de code. La
conservation des microorganismes ainsi désigné se fait au réfrigérateur a une température
de 4 C°.

2.3. Obtention de la culture monospores

Pour étudier la variabilité culturale des isolats fongiques, il est indispensable de
réaliser des cultures monospores (Moutassem, 2020). L’obtention des cultures monospores
est accomplie selon la technique décrite par Belabid (2003). Des cultures monospores ont
été obtenues a partir de cultures fongiques agées de 7 jours. Une suspension sporale est
diluée dans 1’eau physiologique, de fagon a obtenir une concentration voisine de 20
spore/ml. Une goutte de suspension contenant 2 a 5 conidie ont été déposées et étalées a la
surface du milieu PDA en boite de Pétri. Aprés 24 heures d’incubation a ’obscurité et a
25C°, les germinations issues d’une unique spore sont d’abord repérées, au fort
grossissement de la loupe binoculaire puis prelevées stérilement et déposées séparément
sur le milieu de culture PDA en boite de Pétri.

Apres deux semaines d’incubation, le comportement de chaque thalle issu de la
germination des spores est observé (aspect du mycélium et pigmentation). Si tous les
thalles présentent des caracteres morphologiques identiques entre eux et a ceux de la
culture meére, un seul est choisi pour constituer le clone représentatif de 1’isolat de départ.
L’observation des colonies est faite sept a huit jours aprées la mise en culture. Les colonies
sont ensuite déterminées, ce qui permet d’établir la fréquence d’isolement de chaque

espece fongique pour chaque échantillon.
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Figure 1. Matériel fongique utilisés dans cette étude (Origine2023).
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Tableau 1. Origine géographique des isolats sélectionnés pour les études antagonistes
contre le FOC.

Isolats Origine géographique
1 Trichoderma spp Mascara
2 Trichoderma spp Mascara
3 Trichoderma spp Mascara
4 Trichoderma spp Mascara
5 Trichoderma spp Mascara
6 Trichoderma spp Mascara
7 Trichoderma spp Mascara
8 Trichoderma spp Mascara
9 Trichoderma spp Mascara
10 | Trichoderma spp Mascara
11 Trichoderma spp Mascara
12 | Trichoderma spp Mascara
13 | Trichoderma spp Mascara
14 | Trichoderma spp Mascara
15 | Trichoderma spp Mascara
16 | Trichoderma spp Mascara
17 | Trichoderma spp Mascara
18 | Trichoderma spp Mascara
19 Trichoderma spp Mascara
20 | Trichoderma spp Mascara
21 | Trichoderma spp Mascara
22 Aspergillus sp Mascara
23 Pennicilium Mascara
24 Epeccicum nigrum Mascara
25 Trichoderma spp Mascara
26 | Trichoderma spp Mascara
27 | Trichoderma spp Mascara
28 | Trichoderma spp Mascara
29 | Trichoderma spp Mascara
30 Trichoderma spp Mascara
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31 | Trichoderma spp Mascara
32 Trichoderma spp Mascara
33 | Trichoderma spp Mascara

3. Tests antagonistes in vitro
3.1. Confrontation par contact direct sur milieu de culture

Cette technique consiste a installer deux pastilles gélosées de 6 mm de diamétre,
dans la méme boite de Pétri contenant un milieu de culture commun PDA ; I’une portant le
pathogene Foc et 1’autre I’espece fongique antagoniste. Les deux pastilles sont placées
suivant un axe diamétral a 2.5 cm et a équidistance du centre de la boite ; les repiquages
sont effectués en méme temps (Benhamou et Chet, 1996). Les boites portant le test direct
sont incubées a 28+2°C pendant six jours. Au cours de ce test, quatre répétitions ont été
retenues pour chaque test. Les témoins sont représentés par des boites de Pétri contenant
uniquement le pathogene.

Des notations relatives a I’inhibition de la croissance diamétrale mycélienne des
colonies du Foc et leur envahissement par le mycélium des especes fongiques antagonistes
sont effectuées chaque 48 h jusqu'a le sixieme jour.

Une observation de la zone de contact entre les deux protagonistes afin d’¢lucider
le mode d’action des antagonistes. Des photos macroscopiques montrant [’aspect
morphologique des thalles et des photos microscopiques du mycélium, conidies et

chonidiogenése ont été également prises.

3.2. Confrontation par contact indirect sur milieu de culture

Cette méthode consiste a repiquer 1’antagoniste et le pathogéne dans deux boites
séparées ; par la suite, un assemblage est réalisé par superposition des deux boites,
I’antagoniste Trichoderma en bas et le pathogene en haut (Comporota, 1985).

Cette technique consiste a déposer au centre de chaque boite de Pétri contenant le
milieu PDA un explant de 5 mm de diameétre prélevé a partir des colonies des especes
fongiques antagonistes. Aprés 48 heures d’incubation, les parties inférieures contenant
I’antagoniste est scellé avec un autre contenant le pathogene, par une bande de para film de
facon a éviter toute contamination et toute perte de substances volatiles. Comme pour la

premiére expérimentation, trois répétitions ont été réalisées.
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Les témoins sont représentés par des boites contenant a la face inférieure
uniquement le milieu de culture et la face supérieure 1’agent pathogéne (Benkada et al.,
2002, Daami-Remadi, ElI Mahjoub, 2001).

2 I'\\C '
) Test
S0 direct
Irichoderma
=)
Foc
Test » - - i
indirect ‘ — _
Trichoderma

Figure 02. Dispositif utilisé pour tester 1’influence des substances volatile émises par

Trichoderma sp, sur la croissance et la sporulation de Fusarium sp.

3.3. Analyse de la compétitive entre les spores de Trichoderma et les spores de Foc
L’objectif de ce test est I’analyse de la germination des spores du Foc en présence
des spores de I’antagoniste. Ce test consiste a mette en contact direct les spores de Foc et
les spores de Trichoderma d’une solution stérile de PDB. Pour la réalisation de I’essai
autres especes de Trichoderma ont été choisies T3, T2 T8 et T15. Des suspensions sporale
de Foc et des espéces antagonistes sélectionnées ont été préparées séparément par un
milieu de culture PDB. Les suspensions ont été ajustées a la concentration de 5*10° spores
/ ml.
Dans des tubes a essai 5 ml de chaque antagoniste a ¢té additionnée a 5 ml d’une
suspension sporale de I’antagoniste. Le mélange est bien agité, puis incubé a 28+2°C
pendant six jours. Au cours de ce test, quatre répétitions ont été retenues pour chaque
espéce fongique. Les témoins sont représentés par des tubes a essai contenant uniquement
le pathogene. L’effet de I’inhibition de la germination de spores de Foc a été calculé selon
la formule suivante :

o—C

C n
I(%) = TXlOO
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Ou : I (%) est pourcentage d’inhibition de la germination de spores de Foc, Cn est le
nombre de spores germé en présence de spore de I’antagoniste et Co le nombre de spores

germé dans les témoins.

3.4. Selection des isolats

Un criblage sélectif a été realise en vue du choix des souches utilisables dans une
perspective pour 1’analyse de I’effet des filtrats. Six souches fongiques de Trichoderma ont
sélectionnées selon l'activité antagoniste éventuelle sur la base du degré d'inhibition de la
croissance mycélienne radiale du parasite. Les souches sont retenues au travers de ce
criblage sélectif que les souches exercant une inhibition jugée significative et qui serviront
de base pour une étude mieux approfondie.

Le test de I’activité des isolats identifiés consiste a rechercher son effet antagoniste
sur le développement de 1’isolat test Foc. La technique utilisée pour réaliser cette sélection

est motionnée ci-dessous dans la partie étude de I’activité antagoniste in vitro.

3.4. Effet des filtrats de culture
3.4.1. Préparation des filtrats

L’effet des filtrats de culture de 7 isolats fongiques a été évalué contre le Foc selon
la technique décrite par Dubey et al. (2007) avec quelques modifications. Pour réaliser ce
test, 5 ml d’une suspension sporale de chaque espéece fongique antagoniste ajustée a la
concentration de 10° spores par ml a été injectée dans des erlenmeyer de 500 ml contenant
200 ml de milieu PDB liquide stérile, amendé par un antibiotique de type chloramphénicol.
Ces erlenmeyers ont été incubés a 28 °C pendant 21 jours sous agitation discontinue a
I’aide d’un agitateur va et vient. Le filtrat de la culture a été d’abord filtré¢ a travers un
papier filtre wattman N1 pour écarter la fraction mycélienne et une seconde filtration a
travers des membranes Millipore de 0,20 um de diamétre pour exclure toute masse sporale.

Les filtrats ont été conservés a 4°C.

3.4.2. Activité antifongique des filtrats de culture sur la croissance mycélienne de Foc
Pour étudier 1’effet antifongique des filtrats de culture de Trichoderma sp sur la
croissance mycélienne du Foc, des volumes de 5,10 et 15 ml de chaque filtrat a été
additionné a 45, 40 et 35 ml de PDA Stérile et tiede, respectivement.
Les témoins ont percu les mémes volumes de 1’eau distillée stérile. A partir des
cultures agées de 7 jours de Foc, une pastille gélosée de 6 mm de diametre a été prélevée
9



Chapitre 1. Matériel et méthodes

de chaque culture et placée au centre d’une boite de Pétri contenant le milieu PDA traité
avec les trois concentrations de filtrats de la culture de Trichoderma sp. Quatre répétitions
indépendantes ont été réalisées pour chaque souche fongique et pour chaque concentration.

La notation du diametre moyen des colonies traitées est réalisée lorsque les
filaments mycéliens éteignent la périphérie de la boite dans les lots témoins. L’évaluation
de I’inhibition exercée par les especes fongiques est estimée par le calcul du pourcentage

d’inhibition de la croissance mycélienne selon la formule suivante (Hmouni et al., 1996) :

Co—Cn
(%) = —x100
Co

Ou : I (%) est pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne, Cn est le diamétre
moyen des colonies en présence de 1’antagoniste et Co le diamétre moyen des colonies

témoins.

3.4.3. Activité antifongique des filtrats de culture sur la germination des spores de Foc

Cette activité a été analysee selon le protocole désigne par et al, 2008. La technique
consiste a I’addition des volumes de 0.5, 1 et 1.5 ml de chaque filtrat & 9.5, 9 et 8.5 ml
d’une suspension sporale (10° spore /ml) de Foc préparées par un milieu PDB,
respectivement. Les mélanges ont été incubés a 28+2°C pendant 6 jours. Les témoins ont
percu les mémes volumes de I’eau distillée stérile. A partir des cultures agées de 7 jours de
Foc. Quatre répétitions ont été retenues pour chaque concentration et compris le témoin.

L’effet antisporale des filtrats a été calculé selon la formule décrite précédemment.

4. Test antagonistes in vivo
4.1. Préparation de I’inoculum du Foc

L’inoculum d’inoculation a été réalisé selon une nouvelle technique décrite par
Moutassem et al, (2023). Cette technique consiste un mettre dans des sachets en
plastiques autoclavable le sable tamisé et la farine de mais, le mélange est humidifié par
I’eau distillée, selon la proportion de 9/1/1, respectivement. Le mélange a été stérilisé deux
fois pendant 45 min a 120° C.

Le substrat préparé est pulvérisé premierement par 50 ml d’une suspension sporale
du Foc d’une concentration de 10° conidie /ml, puis pulvérisé aussi par une suspension
sporale des antagonistes ajusté a la méme concentration (10° spore/ ml de I’antagoniste).

L’inoculum ainsi obtenu est incorporé dans des pots contenant le substrat de culture

10
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stérilisé a raison de 100g pour 3kg de substrat, ce dernier est composé¢ d’un mélange
stérile (deux fois a 120°C pendant 30 min) de sable, terre et terreau selon les proportions
respectivement de 1/1/1. Les substrats portent le pathogéne et I’antagoniste ont été incubés
a la température ambiante 28+2°C pendant 21 jours. Une agitation des sacs chaque jour a
éteé effectuée afin de permettre une concurrence entre les deux antagonistes.

Les semences d la variété GUAB ont été semées dans des pots a la base de quatre
grains par pot contenant le sol infesté par le FOC et traite par les espéces fongique

antagonistes. Des pots non traités par les antagonistes ont été servis comme témoin.

4.2. Expression des résultats

La fréquence d’isolement des espéces identifiées est calculée uniquement a partir
des échantillons ensemencés sue milieu PDA et incubés a 30C° selon la méme formule
utilisée pour calculer la charge fongique totale.

Le taux de contamination est calculé selon la procédure décrite par Ponchet (1966).
Ce taux représente le nombre de chaque genre fongique isolé sur le nombre total exprimé

en pourcentage.

L’incidence (D) est évaluée selon la formule :

__NPM
" NTP

DI x100

4.2.1. Mesure de la sévérité d’attaque

La severité ou la gravité de la maladie est obtenue selon 1’évaluation visuelle de la
proportion des tissus de la plante atteinte par le flétrissement ou le jaunissement.

La sévérité (S) ou I’indice de sévérité moyenne (ISM) est calculé selon la formule :

Sou (ISM) = M
X nj
Ou
n;j : est le nombre de plantes caractérisées par 1’indice
Ij. est’indice de sévérité attribué aux plantes malades.
L’échelle de notation utilisée par Trapero-Casas (1983) a été appliquée le long de
nos expérimentations.
Cette échelle consiste a donner une note a la plante malade examinée en fonction de

I’importance des symptomes observés :

0 : pas de symptémes.

11
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1 : jaunissement ou flétrissement du 1/3 de la plante.
2 : mémes symptdmes mais affectant les 2/3 de la plante.
3 : symptémes identiques affectant la plante entiére.

4 : plante morte.

4.2.2. Calcul de I’indice de flétrissement (DII)
L’incidence I et la sévérité S sont utilisé pour le calcul, I’index de I’intensité de la
maladie DII. Ou :

DI * ISM

DII =
4

4.2.3. Calcul de PAUDPC (Area Under the Disease Progress Curve)
AUDPC est une méthode d’analyse qui permet de résumer les données de I’intensité de la
maladie, en une seule valeur. Cette valeur est indispensable pour la comparaison entre les
différentes épidémies a travers les années, les emplacements, ou les stratégies de la gestion
(Cook, 2006 ; Sparks et al., 2008). Cependant, cette méthode est utile pour la description,
I’estimation et la comparaison entre les épidémies causées par le FOC (Navas-Cortes et
al., 2000 ; 1998). L’ AUDPC est calculé en utilisant la formule suivante :
L’ AUDPC est calculé selon la formule rapportée par Cook (2006) :

n
AUDPC = Z[(xi +xi+1)/2](ti+ti+ 1)
i+1
Ou :
X; = la proportion des tissus ou le nombre de plantes malades a toute une seule mesure
(intensité de la maladie) a I’observation 1,
t; = temps (jours) apres I’inoculation a I’observation
n = le nombre total d’observations. La somme de régions individuelles trapézoides, ou
régionsdeian-1.i
I + 1 représente des observations de 1 a n.

5. analyses statistiques

Les résultats obtenus out été traités par deux analyses indépendantes a 1’aide de logiciel
XLSTAT (2008). Quatre répétitions sont retenues pour chaque facteur étudie. Les données
sont traitées par une analyse de la variance suivie d’une comparaison des moyennes par le

test de Newman et Keuls 5 et 1%.
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1. Présentation des résultats
1.1. Analyse de la mycoflore isolés a partir de la rhizosphére de pois chiche

L’étude des caractéres macroscopiques portant sur la couleur, I’aspect de colonie et le
revers des boites, et microscopiques dont la forme de thalle, des spores, des souches fongiques
isolées, a permis d’identifier 1204 isolats, répartis en sept genres fongiques. Les résultats obtenus
sont presentés dans la figure 3.

\spergillus  Pénicillivm \lternaria Trichoderma  Fosarium Rhizoctonia  Epicoccum

Figure 3. Représentation global de la fréquence des genres fongiques obtenus a partir de la
rhizosphére de pois chiche.

L’analyse des résultats obtenus montre effectivement la dominance de genre Aspergillus
avec une fréquence d’isolement de 45.20 % divisé en trois espéces déférentes comme suite :
Aspergillus terrus; Aspergillus Niger; Aspergillus sp. Le genre Penicillium se situe en deuxiéme
place avec un pourcentage de 32.11 % suivi par le genre Fusarium 11.2% aussi une fréquence de
5.6 % pour le genre Trichoderma. Par contre, une faible fréquence d’isolement a été constatée

pour les autres genres Epicoccum 1.2% et Rhizoctonia 0.99%.

1.2. Description morphologique de quelques especes fongiques recensées
1.2.1. Aspergillus sp

Les Aspergillus présentent une croissance rapide sur les milieux de culture PDA. Apres
48 heures d’incubation, les colonies vont prendre leur teinte caractéristique, brune, verte, jaune

ou noire selon suivant les espéces forment des colonies souvent poudreuses ou granuleuses. La

13
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couleur de colonies permet une orientation rapide dans 1’identification. Les observations
microscopiques ont montré que les Aspergillus spp sont caractérisés par un appareil végétatif
mycélien coloré, de diamétre fin régulier, segmentés et ramifiés. Sur les filaments végétatifs
prennent naissance des filaments dressés, non cloisonnés qui se terminent par une vésicule de
forme variable sur laquelle sont disposées les cellules conidiogenéses. Les conidies, seches,
disposées en chaines divergentes ou associées en colonnes compactes, sont toujours
unicellulaires, globuleuses, sub-globuleuses ou elliptiques, lisses ou ornementées, hyalines ou

pigmentées en jaune, vert, brun ou noir.

1.2.2. Pénicillium sp
Une colonie bleu pointue exprime la production massive des spores, un mycélium bleu
avec une extrémité ramifiée qui forme le conidiophores, lesquelles sont disposées les cellules

conidiogenese ou phialides.

1.2.3. Fusarium sp

Les Fusarium produisent des macro-conidies pluricellulaires en forme de croissant,
d’autres formes peuvent étre aussi présentes, constituées par des micro-conidies unicellulaires,
ovoides. Présence ou 1’absence de macro- et micro-conidies, de chlamydospores ainsi que la
couleur et la forme de Fusarium sont les caractéres de classification utilisés couramment pour

I’identification des espéces du genre Fusarium.

1.2.4. Alternaria sp

Colonie couvrant l'ensemble des boites Pétri, mycélium gris au gris foncé ou noir,
conidies soufflées depuis les sommets des conidiophores. Chaines irrégulierement ramifiées
courtes jusqu'a 10 unités, avec un maximum de six cloisons transversales et deux a trois

longitudinale ou oblique, se rétrécissant vers I'apex, formant un bec court.

1.2.5. Epicoccum sp

L’identification macro et microscopique genre du Epicoccum dédut qu’elle est
caractérisee par une couleur noire, brune foncée de la colonie ainsi que par un mycélium
cloisonné coloré en vert brun. Colonie couvrant I'ensemble des boites Pétri, myceélium gris au
gris foncé ou noir, conidies soufflées depuis les sommets des conidiophores. Chaines
irregulierement ramifiées courtes jusqua 10 unités, avec un maximum de six cloisons
transversales et deux a trois longitudinale ou oblique, se rétrécissant vers lI'apex, formant un bec

court.
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1.3. Résultats des tests antagonistes
1.3.1. Résultats des tests directs
L'ensemble des espéces fongiques ont été testées afin de mettre en évidence leur activité

antagoniste directe vis-a-vis le Foc (figure 4).

Figure 4. L’effet inhibiteur de differents espéces antagonistes Trichoderma sp sur Foc en contact
direct. (Origine2023).

L’étude et la comparaison de I’efficacité des isolats testés ont exposé une réduction
significative de la croissance mycélienne du Foc qui varie en fonction 1’espéce fongique. A cet
effet, TANOVA a montré que I’espece (F (32.99) =15.56; P=0.0000) ont un effet hautement
significatif sur la zone d’inhibition de la croissance mycélienne. Les résultats obtenus, indiquent
une zone d’inhibition qui varie entre 28 et 85% (figure 5). A cet égard, les zones d’inhibition les
plus élevées sont constatées chez les especes T1, T13 et T14 avec des fréquences de 85, 72 et

15
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72% respectivement. Par contre les fréquences les plus faibles ont été notées pour les isolats T16
(28%), T17 (289%) et T15 (30%).

100

o o hefed

80
-
6l
b1l

40 E

Zone d'inhibation %)

0

ITRTIT6 17 DT TRIBTETIETIOTITTISTIO 20 121 T2 T23 124 125 126 T27 128 129 130 131 1327133
Fspéee fongigue
Figure 5. Effet inhibiteur des especes de Trichoderma sp sur le Foc en contact direct. Les

valeurs représentent la moyenne de quatre répétitionstl’erreur standard. Les lettres a, b

et...représentent le niveau de signification au seuil de 5%.

Figure 06. Observations microscopiques de la zone de confrontation entre Trichoderma et le
Foc. a) enroulement de mycélium de Trichoderma sur le Foc, b) vacuolisation et c) lyse des
hyphes de Foc. (Origine2023).
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Les observations microscopiques réalisées au niveau de la zone de contact entre les deux
antagonistes exposent ’existence de modifications partielles ou totales au niveau du mycélium
du pathogéne (Figure 6). Ces modifications sont traduites par un arrét de la croissance
mycélienne se marquant par une lyse total ou partiel, une transformation en cordons des

filaments mycéliens et un enroulement du mycélium du Trichoderma sur celui du Foc.

1.3.2. Résultats des confrontations indirects

L'action antagoniste des Trichoderma sp a été examinée in vitro vis-a-vis le Foc par
confrontation indirect. Cette technique nous a permis de mettre en évidence I’effet inhibiteur
méme a distance de différentes souches fongiques testées (figure 7).. Dans ce contexte, les
analyses ANOVA exposent un effet hautement significatif (F (32.99)=52.23 ; P=0.0000) de
I’espéce fongique sur la zone d’inhibition du Foc. En effet, les données obtenues montrent des

taux d’inhibition variables en fonction 1’espéce fongique et le temps d’exposition (figure 9).

Figure 07. L’effet inhibiteur de differents especes antagonistes Trichoderma sp sur Foc en
contact direct. (Origine2023).

La technique de confrontation indirecte nous a permis de mettre en évidence 1’effet
inhibiteur a distance des isolats des isolats fongique exercé sur le Foc ; cet effet est évalué par la
mesure des diamétres des colonies de ce dernier cultivé en présence ou en absence de
I’antagoniste. A cet égard, les deux espéces fongiques nommées T10 et T13 sont les plus
efficaces avec des taux d’inhibition de 1’ordre de 56.73 et 66.08%, respectivement (figure 8). En
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revanche, les isolats T7, T14 etT17 ont marqués est la faible avec un taux d’inhibition 3.72%

pour chaque espece.
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Figure 08. Effet inhibiteur des espéces de Trichoderma sp sur le Foc en contact direct. Les
valeurs représentent la moyenne de quatre répétitionstl’erreur standard. Les lettres a, b

et...représentent le niveau de signification au seuil de 5%.
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Figure .9. Etude statistique comparative effectuée par GLM de I’espéce fongique, le temps et la

concentration de filtrats de culture de Trichoderma sur la zone d’inhibition sur le Foc.
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1.3.3. Effet inhibiteur des spores de Foc par les spores des antagonistes

L'action antagoniste des spores de Trichoderma sp sur les spores du Foc a été examinée in
vitro. Cette technique nous a permis de mettre en évidence I’effet inhibiteur spores fongiques des
antagonistes fongiques sur celles de Foc. Les analyses ANOVA montrent un effet hautement
significatif de 1’espéce fongique (F (3.24)=160.19 ; P=0.0000) et le temps d’exposition (F
(2.24)=424.82 ; P=0.0000) sur I’inhibition de la germination du Foc. En effet, les données
obtenues montrent des taux d’inhibition variables en fonction I’espéce fongique et le temps

d’exposition (figure 10).
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Figure 10. Etude statistique comparative effectuée par GLM de 1’espéce fongique et le temps sur
I’inhibition de la germination des spores de Foc par les spores des especes fongiques.
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Chapitre I1. Résultats et discussion

Figure 11. Inhibition de la germination des spores de Foc par les spores des espéces fongiques.
Les valeurs représentent la moyenne de quatre répétitions+l’erreur standard. Les lettres a, b
et...représentent le niveau de signification au seuil de 5%.

L’effet inhibiteur le plus remarquable a été noté chez la souche T4 avec une fréguence
d’inhibition environ (88.26%) aprés 96h d’exposition. Par contre, 47% d’inhibition de la
sporulation a été notée par la souche T2 (figure 11). Selon les GLM exposés dans la Figure

I’efficacité augmente au fur et a mesure I’augmentation de temps d’exposition.

1.3.4. Effet des Filtrats de culture sur la croissance mycélienne du Foc

L’analyse des données explique significativement ’effet positivement significatif des
filtrats fongiques sur la zone d’inhibition de la croissance mycélienne de Foc (figure 12).
L’analyse de la variance ANOVA a montré un effet trés hautement significatif de ’espece
fongique (F (5.16)=118.40 ;p<0.0000) et la concentration de filtrats (F(2.16)=527,12; p<0.0000)
et significatif du temps d’exposition (F(2.16)=3.85; p<0.023) sur le zone d’inhibition sur la
croissance mycélienne du Foc. Cet effet significatif se traduit par un regroupement des souches
en fonction de leur ressemblance vis-a-vis le taux de I’inhibition de la croissance mycélienne du

Foc.
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Figure 12. Effet inhibiteur des filtrats de culture de Trichoderma sp sur le Foc. (Origine2023).
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La lecture de données affichees sur la figure indique des zones d’inhibition trés variables
en fonction ’espéce fongique et le dose appliquée (figure 13). A cet effet, les deux especes T16
et T10 ont expose la zone d’efficacité la plus élevée pour les trois concentrations testées ; 100%
d’inhibition pour chaque concentration, contrairement a 1’espéce T20 qui a enregistré la valeur
d’efficacité la plus faible aussi pour les deux concentrations C2 et C3 avec environ 37,71 et
9,72% de la zone d’inhibition, respectivement. Pour toutes les espéces, la zone d’inhibition est
dose dépendante, elle augmente avec l’augmentation de la concentration. L’intervalle
d’efficacité est variable entre 100% pour la C1, 24.40 et 100% pour la C2, ainsi qu’entre 13.94 et
52.08% pour la C3.
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Figure 13. Effet inhibiteur des filtrats de culture de Trichoderma sp sur le Foc. Les valeurs
représentent la moyenne de quatre répétitions+l’erreur standard. Les lettres a, b et...représentent

le niveau de signification au seuil de 5%.

Le traitement de donnée indique un accroissement de 1’efficacit¢ des filtrats des
Trichoderma sp en fonction le temps. A cet effet, I’efficacité la plus élevée a été notée aprés 72 h
de traitement contrairement a 1’efficacité apres 24 h qui est la plus faible.

La lecture des données affichées sur la figure expose une efficacité totale de I’espece
Trichoderma 03 pour toutes les concentrations méme aprés 24 h seulement de traitement. Alors

que la souche Trichoderma 10 a exposé un taux de la zone d’inhibition avec environ 81,35, 44,05
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Chapitre I1. Résultats et discussion

et 44,05 pour les concentrations C1, C2 et C3 apres 24 h de traitement, respectivement.
Cependant, elle est de I’ordre de 75,31, 7,79 et 14,42% aprés 72h de traitement, respectivement.
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Figure 14. Etude statistique comparative effectuée par GLM de 1’espéce fongique et le temps sur
I’inhibition de la germination des spores de Foc par les spores des especes fongiques.
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Chapitre I1. Résultats et discussion

Figure 15. Inhibition de la germination des spores de Foc par les spores des espéces fongiques.
Les valeurs représentent la moyenne de quatre répétitions+l’erreur standard. Les lettres a, b

et...représentent le niveau de signification au seuil de 5%.

Figure 16. Effet des especes de Trichoderma sur la sévérité de flétrissement vasculaire causé par

le Foc dans les conditions in vivo.
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Chapitre II. Résultats et discussion

Figure 17. Effet des espéces de Trichoderma sur la sévérité de flétrissement vasculaire causé par
le Foc dans les conditions in vivo. Les valeurs représentent la moyenne de quatre
répétitionstl’erreur standard. Les lettres a, b et...représentent le niveau de signification au seuil
de 5%.
1.3.5. Effet des Filtrats de culture sur la germination des spores du Foc
L’analyse des données explique significativement I’effet positivement significatif des

filtrats fongiques sur le taux d’inhibition de la germination des spores de Foc. L’analyse de la
variance ANOVA expose un effet trés hautement significatif de 1’espéce fongique (F
(5.10)=280.37 ;p<0.0000) et la concentration de filtrats (F(2.10)=484,46; p<0.0000) et le temps
d’exposition (F(1.10)=2128; p<0.00000) sur I’inhibition de la germination des spores du Foc
(figure 14).
Les résultats obtenus montrent un accroissement de 1’efficacité des filtrats des Trichoderma sp
en fonction le temps. A cet effet, I’efficacité la plus élevée a été notée aprés 96h de traitement
contrairement a ’efficacité apreés 24 h qui est la plus faible.

La lecture des données affichées sur la figure expose une efficacité de 83.33% de ’espéce
Tsal8 par la concentration C2 méme apres 24 h seulement de traitement. Alors que la souche

Tsa 16 a exposé un taux d’inhibition le plus faible 6.12% pour la concentration C3 (figure 15).

1.4. Effet des especes fongiques in vivo

Le traitement du sol par les différentes souches fongique a exposé effectivement une
efficacité trés intéressante contre le flétrissement vasculaire du pois chiche dans les conditions in
vivo (figure 16). Les analyses ANOVA effectués par GLM et moyennes comparées par test de
Dunken montrent que, 1’espéce de Trichoderma sp a un effet trés hautement significatif (F
(12.29)=21.19 ; P =0.00000) sur la variation de la valeur de I’AUDPC.

La lecture des résultats affichés sur la figure expose une diminution de la valeur de
I’AUDPC dans tous les traitements comparativement au témoin non traité. Les valeurs de
I’AUDPC notées chez les plantules traitées sont variables 192 entre et 335 expliquent une
réduction de la maladie variable entre 57.62% et 79.66 %. Dans ce cadre, T9 et la plus efficace et

T3 est la faiblement efficace (figure 17).

2. Discussion

Aujourd'hui, la lutte contre les phytopathogenes est principalement effectué par les
traitements chimiques, mais en raison des résistances acquises qui ont été observées avec tous les
fongicides utilisés contre plusieurs pathogénes (Shao et al., 2021 ; Anne-Edwige et al., 2022 ;
Diaz-Urbano et al., 2023), un nouveau systeme agricole plus durable doit étre développé pour
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augmenter la productivité en respectons la santé humaine, animale et la préservation des
ressources naturelles. Cela a incité la communauté scientifique pour progresser vers des
méthodes contrble alternatives, avec l'utilisation de agents antagonistes et en amont les espéces
fongiques (Nicot et al. 2011, Moutassem et al., 2020).

En effet, les agents de lutte biologiques en particulier les champignons antagonistes
peuvent étre un outil pour favoriser cette transition, car ils peuvent remplacer ou compléter les
produits agrochimiques qui ne répondent pas aux critéres normatifs (Diaz-Urbano et al., 2023).
Les champignons filamenteux, qu'ils soient utilisés individuellement, et/ou en association, se
distinguent par leur potentiel antagonistes. Les champignons filamenteux sont des micro-
organismes qui colonisent, partiellement ou tout au long de leur vie, les tissus internes de la
plante, tels que les racines, les tiges, les graines, les feuilles et les fruits sans provoquer des
maladies (Kumar et al., 2021 ; Diaz-Urbano et al., 2023). lls se trouvent dans toutes les plantes
de la planéte et il en existe une grande diversité. Certains sont spécifiguement associés a
certaines espéeces, tandis que d'autres sont cosmopolites.

Le pois chiche (cicer areitinum L.) est une légumineuse soumise & de nombreuses
contraintes fongiques par rapport au potentiel infectieux des sols. En effet, le Nord-ouest
Algérien est une zone caractérisé par la production massive des légumineuses, notamment le pois
chiche. Cette zone est également décrite dans la littérature comme étant favorable a la
prolifération de F. oxysporum f. sp ciceris, subséquemment dévastatrice sur cette culture
(Moutassem et al., 2018 ; Moutassem., 2020). Cependant, la croissance de cette espece
pathogéne pourrait étre inhibée par d'autres micro-organismes qui coexistent dans la méme niche
écologique par différents mécanismes d'action naturellement développés. En vue de mettre en
ceuvre lutte biologique, des études de sol dans cette zone ont été réalisées. Ces investigations ont
conduit a l'isolement de 153 champignons rhizosphériques.

Cette ¢étude a permis de mettre en évidence 1’existence d’une biodiversité importante au
sein de la population fongique du sol. En effet, au niveau des échantillons de sol analysés, la
biodiversité s’avere variée aux plans qualitatif et quantitatif. Sur le plan quantitatif, 7791 isolats
fongiques représentants 11 genres a savoir, Aspergillus Penicillium, Alternaria, Fusarium,
Cladosporium, Trichoderma, Epicoccum, Rhizopus, Mucor, et Chaetomium ont été obtenus de
I’ensemble des échantillons du sol. Ces souches sont autochtones, habituellement isolées a partir
du sol.

Dans la totalité, la fréquence d’isolement élevé, ainsi que la biodiversité assez importante
constatée peuvent étre expliqués probablement par la qualité du sol. Les résultats obtenus ont
également exposé une puissante prolifération des especes fongiques appartenant la classe des

deutéromycétes. La présence et la dominance de 1’Aspergillus et Penicillium dans tous les
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échantillons sont expliqué par la multiplication massive des spores par ces deux genres avec des
valeurs de 27.44% et 25.5%, respectivement. Ainsi que situe dans la troisieme place avec une
fréquence de 14.45% le genre Fusarium suivi par le genre Rhizomucor avec un pourcentage de
11.53%. Le genre de la lutte biologique Trichoderma est apparu avec une fréquence d’isolement
de 11.06 %. Bien que les genres pour Epicoccum et Chaetomium ont été isolés avec des
fréquences plus ou moins faibles avoisinant 1.95 et 1.23% respectivement.

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par Abdelaziz, (2006). Les isolements
pratiqués a partir des échantillons du sol, ont permis d’identifié 24 isolats représentant 7 genres
fongiques :Alternaria, Aspergillus, Chrysonilia, Fusarium, Penicillium, Rhizopus et
Trichoderma. Le genre majoritaire est Aspergillus avec une fréquence de 37.5%, suivie par
Penicillium 8.33 % et le genre Trichoderma 8.33%. par contre, les prélevements des échantillons
de sol pour la recherche de champignons microscopiques réalisée par Fenghour et Ladjama,
(2002) a permis de mettre en eévidence 6 genres différents: Aspergillus, Penicillium, Alternaria,
Nigrospora, Mucor et Trichoderma. Cette étude a montré que les Aspergillus ont également
marqué leur présence avec un taux faible. Cependant, une forte prédominance du genre
Penicillium a été constatée. Dans le méme ordre des idées Tariq et al., (2011) a constaté que le
genre Aspergillus a montré 1’infériorité numérique suite a une enquéte sur la mycoflore du sol.
Les enquétes effectuées par ces chercheurs ont également inventoriés 20 especes réparties en
11genres fongiques, dont la majorité d'entre eux appartenant au groupe des Deutéromycetes.

Les champignons du sol agricole jouent un réle important dans une large gamme de
secteurs tels que l'activation des nutriments minéraux, la lutte antiparasitaire et 1’amélioration de
la qualité des cultures (Khan, 2022 ; Ren et al., 2023).

Nos résultats sont en accord avec ceux obtenus par LaszI6 et al., (2007). A partir de 18
¢chantillons du sol ces travaux ont permis 1’isolement de 116 souches de Trichoderma réparties
en 11 especes (T. harzianum, T. pleuroticola, T. tomentosum, T. virens, T. rossicum, T. spirale,
T. brevicompactum, T. atroviride, T. gamsii, T. koningiopsis et T. longibrachiatum). Cependant
I’espece la plus dominante est le T. harzianum (41 isolats) suivi par T. virens (31 isolats) et T.
atroviride (9 isolats). Les travaux d’Ahsanuret al., 2009 ont montré 1’apparition de 5 groupes
appartenant au genre Trichoderma dont T.harzianum le plus dominant. D’aprés Choudhary et
Reena, ont isolés seulement trois espéces, a savoir ; T. harzianum de (08 isolats), T. viride (04
isolats), T.koningii (05 isolats). Par contre, certains auteurs ont pu mettre en évidence 1’existence
de plusieurs especes de Trichoderma dans le sol. Toutefois, T. harzianum et T. Virens les deux
champignons les plus fréquemment isolés.

D’aprés les analyse du sol la diversité des 38 souches de Trichoderma peut dire est

influencé par les éléments minéraux par exemple phosphore et 1’azote.
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Les résultats obtenus sur ’effet antagoniste in vitro des espéces fongiques et en
particulier les Trichoderma sp ont démontré une activité antagoniste tres importante de la
croissance mycélienne du Foc avec des fréquences variables entre 10 et 80%. Cette variabilité est
en fonction I’espéce fongique et le temps d’exposition. Nos résultats de test de confrontation
direct indiquent une compétitivité potentielle des espéces fongiques, octroyé aux processus de
I’hyperparasitisme. Ces actions sont confirmées par 1’observation microscopique de la zone de
contact entre les deux antagonistes. Les observations microscopiques de la zone de contact entre
les deux antagonistes montrent une potentielle altération du mycélium du Foc, une activité
Iytique tres prononcée, une transformation dans les cordons des filaments mycéliens et
I’enroulement du mycélium des espéces de Trichoderma spp sur celle du Foc.

La compétition est le processus qui se produit lorsqu'un organisme pathogéne rapproche
une déficience de nutriments et d'espace vital apres une confrontation avec une espece fongique
antagoniste. La faim causée par une insuffisance nutritionnelle est la cause la plus fréquente pour
le phénomeéne biocide fongique. Ces résultats sont confirmés par nos expériences ol nous avons
constaté un développement rapide des antagonistes en comparaison avec le Foc. Ces
constatations sont analogues aux résultats antérieurs rapportés par Younesi et al., 2021;
Mukherjee et al., 2022 ; Asad 2022; Ren et al., 2023; Abdelmoteleb et al., 2023;
Sirikamonsathien et al., 2023, exposent une compétition pour l'espace et les nutriments des
espéces de fongiques antagonistes avec les phytopathogenes inhibent par la suite leurs croissance
mycélienne. La réduction des concentrations de nutriments conduit généralement a une
diminution de la germination des conidies et a une croissance plus lente des germes de
pathogenes (Nassr et Barakat 2013 ; Asad, 2022).

Les résultats obtenus de 1’observation microscopique de la zone de contact exprime un
enroulement de mycélium de Trichoderma sp en forme spirale et entrave le ceux du Foc pendant
la phase de croissance. Toutefois, avec l'augmentation du temps d’exposition au processus
antagoniste, le mycélium de ce dernier s'amincit progressivement et cesse de croitre. Le
processus hyperparasitaire, commence le plus souvent par un développement d’une masse
mycélienne en direction du pathogéne, 1’établissement de contact, enroulement et pénétration
(Chet, 1990 ; Dubey et al., 2007 ; Mukherjee et al., 2022).

Nos résultats dévoilent aussi une action lytique partielle et complete des mycéliums du
Foc apres une confrontation direct. Ce constat peut étre expliqué par les secrétions enzymatiques
issues des souches de fongiques qui possedent des activités lytiques importantes. Au cours de ce
processus, les antagonistes exsudent des enzymes lytiques notamment, les chitinases, cellulases,
xylanases, glucanases et protéinases, dégradant par conséquent les paroi cellulaires des
pathogenes (Mukherjee et al., 2022). Les CWDE et les métabolites secondaires dégradent de
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maniere synergique la paroi cellulaire du pathogéne (Xiong et al.,, 2016). D'autres études
antérieures témoignant nos résultats montrent un enroulement des hyphes et la déformation
morphologique dans les cultures doubles de T. harzianum avec F. solani, Alternaria solani et
Pythium ultimum (Benamira et al., 2017 ; Mazrou et al., 2020 ; Diaz-Guti"errez et al., 2021).

D’apres Meslouhi (1989), cette action inhibitrice est due a des substances de nature
chimique libérées par les souches de Trichoderma (phénomeéne d’antibiose). La capacité a
produire de telles substances varie selon les isolats d’'une méme espéce ou d’espéce différente.
Dans une étude effectuée par Venkataramanamma et al., 2022 , les tests antagonistes en
confrontation direct de 21 isolats de Trichoderma spp, une zone d’inhibition trés remarquable a
été constaté variable entre 10.30 et 48.44%. Divers chercheurs ont fait le méme travail et
Azevedo
et coll. (2020) ont isolé 21 isolats de Trichoderma a partir de la rhizosphére pois chiche et évalué
contre F. oxysporum du pois chiche et inhibition observée dans la gamme de 21,58-45,32 %.

Regardant les résultats obtenus sur la confrontation indirecte, nous pouvons également
conclure que les souches fongiques testées inhibent significativement la croissance mycélienne
du Foc a distance par la libération de biomolécules volatiles a intérét antifongique. Nos résultats
indiquent une fréquence d’inhibition qui varie entre 10 et15%, avec des fréquences élevees chez
les Trichoderma spp. Ce processus d’antibiose est parmi les mécanismes importants impliqués
dans la gestion biologique contre les phytopathogénes en général et le Foc en particulier (Dennis
et Webster, 1971 ; Dubey et al., 2007, Moutassem et al., 2020, Pandey et al. 2022 ; Ling et al.,
2023 ; Rajab et al., 2023). En effet, 1'antibiose est un mécanisme d’antagonisme infére par des
métabolites secondaires spécifiques ou non spécifiques d'origine fongique, par des substances
volatiles et d'autres composés toxiques (Dennis et Websters, 1971a, Mukherjee et al., 2022 ;
Asad 2022 ; Pandey et al. 2022 ; Ling et al., 2023 ; Rajab et al., 2023).

D’une maniére générale, 1’effet des substances volatiles émises par les especes de
Trichoderma est sensiblement faible. Trichoderma viride se montre toutefois plus efficace avec
des taux d’inhibition les plus élevés. Les antagonistes ont inhibé la croissance de FOC par la
production de substances volatiles. Les composés volatils produits par Trichoderma ont prouvé
I’inhibition de la croissance mycélienne contre Alternaria alternata (Swapan et al, 2022),
Pseudopestalotiopsis theae (Pandey et al. 2022), Phytophthora infestens (Sirikamonsathien et al.,
2023) et d’autres phytopathogénes. En effet, T. harzianum est également connu par sa production
de certains composés volatils et non volatils (Markuz et al., 2012; Singh et al., 1997). D’aprés
Meslouhi (1989) cette action inhibitrice est due a des substances de nature chimique libérées par
les souches de Trichoderma (phénoméne d’antibiose). La capacité a produire de telles substances

varie selon les isolats d’une méme espece ou d’espece différente.
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D’aprés Dennis et Websters (1971), les Trichoderma émettent des substances chimiques
toxiques qui sont des dérivés de 1’hydrazine présents sous formes des substances volatiles
importantes.

Différentes concentrations de filtrats de culture de Trichoderma sp ont été analysées pour
leur pouvoir antagoniste contre le Foc in vitro. Ce test a été effectué par la technique de diffusion
des filtrats dans le milieu de culture PDA. Les résultats obtenus ont exposé une activité
antifongique trés prononcée des filtrats de la culture des especes fongiques testées sur le Foc, et
qui varie en fonction 1’espéce fongique et la concentration utilisée. Dans ce cadre, la zone
d’inhibition est variable entre 10 et 15% avec une efficacité remarquable chez les especes de
Trichoderma. Par ailleurs, cette efficacité augmente au fur et a mesure I’augmentation de la
concentration.

Le succés de especes fongiques en tant qu'agent de lutte biologique contre diverses
phytopathogenes, est significativement associé a la production d’un nombre excessif de
métabolites bioactifs, y compris les métabolites secondaires (Zeilinger et al., 2017; Li et al.,
2018). Ces rapports confirment les résultats de notre travail actuel selon lequel les métabolites
secondaires extraits a partir des Trichoderma sp ont montré une réduction significative de la
croissance mycélienne de Foc. Cependant, la variation observée de l'activité fongicide des
Trichoderma pourrait étre attribuee aux différents types de composés chimiques produits par les
différentes especes.

Ces résultats sont en accord avec les rapports précédents rapportés par Mathew et Gupta,

1998 ; Ezziyyani et al., 2009; Srideepthi et Krishna, 2015. Des résultats similaires obtenus par
Inhibition similaire de la croissance des colonies de F. oxysporum, P. capsici et R. solani par T.
asperellum a été signalé plus tét (EI Komy et al., 2015; Jiang et al., 2016 ; Asad et al., 2014). Les
filtrats de culture de T. asperellum a montré une inhibition significative sur trois
phytopathogénes.
Nos résultats montrent I’effectivité de toutes les especes de Trichoderma testées in vivo, par
conséquent réduisent la sévérité de la fusariose du pois chiche dans les conditions contrdlées. Les
résultats obtenus indiquent la diminution de la sévérité de la maladie avec des pourcentages qui
s’étalent entre 28.27 et 64.27 %. In vivo, l'efficacité des Trichoderma pourrait étre attribuée a la
réduction de la population du Foc du sol d’une part certifient ainsi l'activité antifongique des
especes de Trichoderma in vitro et a I'induction de la résistance systémique chez la plante héte
d’autre part.

Nos résultats montrent 1’effectivité de toutes les espéces de Trichoderma testées in vivo,
par consequent réduisent la sévérité de la fusariose du pois chiche dans les conditions contrélées.

Les résultats obtenus indiquent la diminution de la séverité de la maladie avec des pourcentages
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qui s’étalent entre 28.27 et 64.27 %. In vivo, l'efficacité des Trichoderma pourrait étre attribuée a
la réduction de la population du Foc du sol d’une part certifient ainsi l'activité antifongique des
especes de Trichoderma in vitro et a l'induction de la résistance systémique chez la plante héte
d’autre part.

Les champignons antagonistes présentent une efficacité de lutte biologique prometteuse
et ont fait I'objet d'études intensives dans le contrdle des maladies des plantes diverses cultures
économiques (Zin et Badaluddin, 2020 ; Ferreira et Musumeci, 2021). lls agissent par divers
mécanismes contre les phytopathogenes a la fois dans les voies directes et indirectes, y compris
les composes antimicrobiens, expression génique pour induire la résistance des plantes la
compétition pour les ressources naturelles, vie adaptative élevee dans les plantes hétes dans
diverses conditions environnementales (Kaewsalong et al., 2019 ; Sood et al., 2020). Ces
mécanismes sont utilisés seuls ou de maniere combinée par champignons endophytes et agissent
souvent en synergie pour prévenir et éradiquer maladies des plantes sur les plantes hdétes
(Adeleke et al., 2022). Parmi eux, les Trichoderma spp., les Aspergillus spp., et les Penicilieum
sont des espéces antagonistes dominantes dans le contrble des maladies des plantes, et ils ont été
signalés comme un puissant biocontr6le agents dans la suppression de nombreuses maladies
dans diverses cultures. Cependant, les effets d'endophytes Trichoderma spp. lutter contre les
maladies du caoutchouc sont encore limite. Les résultats de la présente etude ont montré les
effets de endophyte Trichoderma spp.

L’induction de la résistance chez les plantes par Trichoderma a été étudiée et comparée
avec les réponses induites par les Rhizobactéries. Trichoderma est résistante aux cyanures et
produit deux différentes enzymes qui sont capables de degrader les cyanures dans la zone
racinaire (Ezzi et al., 2002). Par la suite, ce champignon peut augmenter la croissance racinaire,
détruit les métabolites toxiques produits par la microflore et contréle directement les pathogénes
des racines. Des observations microscopiques sur des cultures de différents champignons ont
montré que Trichoderma croit parallelement avec Rhizoctonia solani. Toutefois, Trichoderma
s’enroule autour du Rhizoctonia solani et forme des crochets empéchant ainsi le développement
de celle-ci (Shalini et al., 2007)

Dennis et Webster (1971) ont montré D’effet des antibiotiques secrété par les
Trichoderma, solubles dans le chloroforme et extractibles a partir du milieu de culture. D’aprés
Comporata (1985), cette interprétation favorise 1’action des enzymes (f1-3) gluconase- chitinase
qui conduisent a la lyse du mycélium du parasite.

Nous pensons qu’en plus de ’action des antibiotiques, Trichoderma se développe plus

rapidement par rapport a au FOC en colonisant le milieu nutritif et en ravissant les éléments
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nutritifs, c’est le phénomene de compétition (Alabouvette et al., 1983; Dubot, 1985; Davet,
1996).

D’aprés Dennis et Websters (1971), les Trichoderma émettent des substances chimiques
toxiques qui sont des dérivés de I’hydrazine présents sous formes des substances.

L’induction de la résistance chez les plantes par Trichoderma a été étudiée et comparée
avec les réponses induites par les Rhizobactéries. Trichoderma est résistante aux cyanures et
produit deux différentes enzymes qui sont capables de dégrader les cyanures dans la zone
racinaire (Ezzi et al., 2002). Par la suite, ce champignon peut augmenter la croissance racinaire,
détruit les métabolites toxiques produits par la microflore et contréle directement les pathogenes
des racines. Des observations microscopiques sur des cultures de différents champignons ont
montré que Trichoderma croit parallélement avec Rizoctonia Solani.

Toutefois, Trichoderma s’enroule autour du Rizoctonia solani et forme des crochets empéchant
ainsi le développement de celle-ci (Shalini et al., 2007)

Les résultats obtenus par Bouragda et al, (2009) ont montré que les isolats de T. viride et
T. harzianum ont un effet effectif sur la diminution de la gravité de la maladie et la réduction de
la gravité (sévérité) de la maladie obtenue a été associée a une augmentation de la croissance
végeétale incluant la hauteur de tige aussi bien que le poids frais et sec de la plante.

L’efficacité de Trichoderma harzianum et T. viride contre R. solani a été prouvée par
Rehmen et al, (2012). Les tests in vitro montrent la réduction de croissance mycélienne avec des
fréquences de 85.5% pour Trichoderma harzianum et 83.0 % pour T. viride. Cependant, les tests
effectués in vivo ont montré que le traitement par T. viride est plus efficace que le traitement par
Trichoderma harzianum, dont I’incidence de la maladie constatée est de 7.4 et 11.53%
respectivement.

L’activité fongistatique de Trichoderma a été investiguée par Ragab et al, (2012). Les
résultats obtenus montrent que de ’incidence observée est de 63% pour T. viride et 53.5% pour
T. harzianum. De méme Ramezani, (2009) a démontré la réduction de I’incidence de la maladie
in vitro par Trichoderma harzianum 5 % et Trichoderma viride 14%

Cet effet bénéfique est obtenu méme en absence de tout agent pathogeéne. En effet,
Windham et al, (1986) ont montré que I’addition de T. harzianum et de T. koningii a un sol
préalablement autoclavé a augmenté le pourcentage de germination des semences de tomate et
du tabac en le comparant au témoin et que 1’application de ces deux especes de Trichoderma au
substrat de culture a amélioré le poids sec des racines ainsi que de la partie aérienne de ces deux
espéces qui représentait 213 % a 291 % de celui du témoin non traité.

Toutes les études antérieurs portées sur les Trichoderma ont montré leur efficacité in vivo

vis a vis une multitude des microorganismes phytopathogeéne et en particulier le Foc (Moutassem
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et al., 2020). Des études récentes sur le réle de Trichoderma dans la biologie contréle ont
principalement utilisé des souches telles que T. harzianum (Ferrigoa,et al. 2020 ; Mei et al. 2019,
Moutassem et al., 2020, Mironenka et al., 2021), T. asperellum 525, and T. pseudokoningii (Mei
et al. 2019 ; Cheng et al. 2010 ; Bi 2016 ; Diaz-Gutierrez et al., ), T. longibrachiatum (Bi 2016;
Zhang et coll. 2016), T. reesei (Luo et al., 2016) et T. atroviride (Han et al. 2013).

En plus de son pouvoir de lutte biologique, T. viride est connu comme agent
d’amélioration de croissance chez la plupart des plantes, les résultats de Verma et al, (2007) qui
ont travaillé sur la tomate et de Gravel et al. (Avis et al., 2008) ont prouvé que Trichoderma est
un améliorateur de croissance chez certains types de végétaux. D’aprés Yedida et al,(2001),
Généralement, Trichoderma inhibe ou dégrade la pectinase et d’autres enzymes qui sont
essentiels pour les phytopathogénes. En plus de son effet inhibiteur, Trichoderma est aussi
capable d’induire une résistance localisée et systématique. L’amélioration de la croissance des
plantes par Trichoderma peut prendre lieu soit au niveau de la plante (Yedida et al., 2001), soit

au niveau du sol (Chang et al. 1986; Harman, 2001).
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Conclusion

L’objectif de notre travail est de tester I’effet antagoniste in vitro ainsi qu'in vivo de
quelques souches de Trichoderma sp contre le Foc en traitement individuels et associés.

Les résultats de test direct ont montré un effet inhibiteur variable entre 71.82 et
88.30%, ou I’espéce pour Trichoderma BK et Trichoderma EK sont les plus efficaces contre
le Foc. Les examens microscopiques ont révélé des changements profonds au niveau de
myceélium de Foc, indiguées par une vacuolisation et une induction du vieillissement précoce
par épaississement pariétal et une lyse des mycéliums de pathogéne.

Les tests antagonistes a distance nous ont permis de dévoiler une grande potentialité
inhibitrice de substances volatiles, dont les taux d’inhibition varient entre 55.3 et 76.3% qui
sont constatée faible chez 1’espéce pour Trichoderma BK et Trichoderma HK et supérieure
chez I’espéce Trichoderma CK.

La lecture des données de ’effet des filtrats de culture de Trichoderma sp sur la
croissance du Foc expose une efficacité totale de 1’espece Trichoderma 03 pour toutes les
concentrations méme apres 24 h seulement de traitement. Alors que la souche Trichoderma 10
a expos¢ un taux de la zone d’inhibition avec environ 75,31, 7,79 et 14,42% pour les
concentrations C1, C2 et C3 aprés 72h de traitement, respectivement.

Les traitements associés par test direct et filtrat de culture ont dénué une augmentation
de I’efficacité in vitro. Bien que en test direct, I’association Trichoderma Jk / 22 a montrer la
plus efficace avec des taux d’inhibition environ 81.35, 81.71 et 81.84% apres 24, 48h et 7h du
traitement. Alors que les traitements associés des filtrats de culture des différentes espéces de
Trichoderma sp exposent que 1’association Trichoderma Jk / DK et Trichoderma IK/JK sont
les plus efficace avec des taux d’inhibition totale apres 24, pour toutes les concentrations.

Les souches de Trichoderma ont été avérés trés efficaces in vivo avec des valeurs de
I’AUDPC variables entre 12 et 25 expliquent une réduction de la maladie variable entre
57.62% et 79.66 %. Cependant, les traitements associés ont montré une réduction tres
importante de la severité de flétrissement vasculaire, dont les valeurs de ’AUDPC sont
variables entre 5 et 12 expriment une diminution de sévérité de la maladie variable entre
79.66 et 91.52%.

L’inconvénient majeur est qu'un mode d’action individuel ne peut agir que sur un
spectre tres étroit de pathogeénes. Jusqu’a maintenant, la majorité des agents de contrdle
biologique ont ciblé une maladie. Il est claire dans cette que les mélanges de Trichoderma sp
ayant des modes d’action différents ou les combinaisons de produits naturels et d’agents de
contrdle biologique puissent augmenter le spectre d’action mais les connaissances sur

I’interaction de tels mélanges sont aujourd’hui limitées.
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