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Résumé

Les champignons, tels que Trichoderma et Gliocladium, associés a un comportement parasitaire se
manifestent par un enroulement des hyphes entour les filaments des champignons parasites. Cette étude a
montré ’effet antagoniste de Trichoderma viride vis-a-vis des différents isolats fongiques infectant la
plante zea mays. La souche de Trichoderma viride a été isolée a partir du sol de Jijel ou régne un climat
humide. A partir de différents organes (racines, tiges et feuilles) de la plante zea mays, ont été isolés 28
souches fongiques appartenant a 17 genres : Absidia, Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium,
Epicoccum,, Fusarium, Geotrichum, Melanconium, Monileilla, , Penicillium, Phoma, Pythium,
Scopulariopsis, Scytalidium, Trichoderma et Ulocladium. Le test de confrontation directe entre
Trichoderma viride et les isolats fongiques a été réalisé sur milieu PDA. L’action de compétition de
Trichoderma viride sur 1’agent pathogéne, en présence ou en absence d’une zone d’inhibition a été
considérée de ce test. La vitesse de croissance des isolats fongiques et de Trichoderma viride a été
déterminée . Trichoderma viride atteint la confluence du boite de Pétri quatre jours apres ensemencement,
alors que les différents isolats fongiques n’occupent qu’une surface de 29% a Fusarium rosum, 13% a
Epicoccum sp2, 44% a Epicoccum sp3, 21% a Monileilla sp , Absidia sp avec 15% et Trichoderma sp2
avec 6% ce qui correspond a une inhibition de la croissance mycélienne des isolats fongiques testés.
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Abstract

Fungus such as Trichoderma and Gliocladium associated with a parasitic behavior appear by a rolling
up of the hyphas entour the filaments of parasitic fungus. This study showed the antagonistic effect of
Trichoderma viride with respect to the various fungi isolates infecting the plant zea mays. The stock of
Trichoderma viride was isolated starting from the soil from Jijel or reign a wet climate. From various
bodies (roots, stems and sheets) of the plant zea mays were insulated 28 fungi stocks belonging to 17
genres: Absidia, Alternaria, Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium, Geotrichum,
Melanconium, Monileilla, Penicillium, Phoma, Pythium, Scopulariopsis, Trichoderma and Ulocladium.
The test of direct confrontation between Trichoderma viride and the isolates fungi were made on medium
PDA. The action of competition of Trichoderma viride on the pathogen agent, in presence or the absence
of a zone of inhibition was considered of this test. The speed of growth of the fungi isolates and
Trichoderma viride was given. Trichoderma viride reaches the junction of limps of Petri four days after
sowing, whereas the various fungi isolates occupy only one surface of 29% with Fusarium rosum, 13%
withEpicoccum sp2, 44% with Epicoccum sp3, 21% with Monileilla sp, Absidia sp with 15% and
Trichoderma sp2 with 6% what corresponds to an inhibition of the mycelia growth of the fungi isolates
tested.
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Les champignons sont parmi les agents pathogenes qui
affectent les plantes a feuillage, causant des maladies.
Un grand nombre des champignons appartenant aux
phycomyceétes, aux ascomycetes, et aux deutéromycétes
sont responsables de la majorit¢ des maladies
(flétrissement, pourriture et fonte des semis)[7].

Plusieurs mécanismes sont importants dans les
interactions antagonistes, notamment le mycoparasitisme et
la compétition pour les substrats et les sites d’infections[3].

Les souches fongiques destinées a la lutte biologique
contre les phytopathogénes doivent disposer d’une activité
qui se manifeste par la capacité de Ttrichoderma a utiliser
les mémes ressources du milieu que les champignons
pathogénes, mais Trichoderma emploie ce mode d’action
surtout pour occuper les lieux avant Darrivée des
indésirables [17].

Dans le but de chercher d’autres alternatives de lutte
contre les phytopathogénes, notre travail a consisté a
démontrer la capacité et 1’activité de Trichoderma viride
isolé a partir du sol de Jijel ou régne un climat humide et
une culture importante du mais (zea mays).

La capacité de Trichoderma viride est traduite par
I’inhibition de croissance des nombreuses souches
fongiques isolées a partir des différents organes (racines,
tiges et feuilles) de la plante.

MATERIEL ET METHODE
Echantillonnage

Les plantes de mais (zea mays), présentes dans la région
de Jijel (Nord-Est Algérie) et montrant des symptomes
maladifs ont été prélevées enticrement (cas de flétrissement).
Les plantes ont été essuyées de I’humidité, placées dans des
sachets en papier stérile, et transportées au laboratoire dans des
conditions aseptiques. L’analyse de la microflore associée aux
feuilles, tiges et racines a été réalisée en se référant a la
méthode de Davet[14].

Les différents organes ont été abondamment lavés a I’eau
courante, découpés en fragments puis placés dans des béchers
contenant du HgCl, a 0,1% pendant 2mn pour désinfecter
superficiellement nos échantillons, puis lavés trois fois
successives par l’eau distillée stérile et enfin séchés avec
papier Wattman stérile. Ces fragments ont été déposés sur le
milieu de culture PDA dans des boites de Pétri (200g pomme
de terre, 20g glucose, 20g agar agar et 1000mL eau distillé) et
incubés a une température de 25C° pendant cinq jours [20].
Aprés incubation, les colonies des différents champignons se
sont développées sur leur milieu de culture.

Purification des isolats

Pour la purification des isolats fongiques, nous avons
appliqué la méthode des dilutions qui consiste a prélever, a
I’aide d’un fil de platine stérile, un frottement a partir de la
boite de Pétri contenant plusieurs colonies et que I’on met
dans des tubes a essais avec 10mL d’eau physiologique

stérile. Apres agitation, nous avons procédé a la préparation
des dilutions décimales jusqu'a I’obtention d’’une seule
spore/mL. Les spores (monospores) sont ensemencées dans
des boites de Pétri contenant 1’agar blanc (20g agar agar et
1000 mL d’eau distillée) [20].

Aprés incubation de 18 heures a 25C°, la bouture
mycélienne est recherchée a 1’aide d’une binoculaire pour
étre repiquée dans une boite de Pétri contenant le PDA[4].

Identification

L’examen microscopique des isolats fongiques permet
I’identification de la microflore. Les espéces fongiques ont
été estimées au moyen des clés de détermination|[4].

L’agent pathogéne

L’agent pathogeéne utilisé est représenté par des souches
fongiques isolées a partir des différents organes (racines,
tiges et feuilles) de la plante de mais infectée et prélevée de
la wilaya de Jijel. Les différents isolats fongiques sont
identifiés au laboratoire de mycologie Appliquée,
Université Mentouri-Constantine et conservés pour
I’utilisation future.

L’agent antagoniste

Nous avons utilis¢ la souche de Trichoderma viride
isolée a partir du sol de la wilaya de Jijel ou a été cultivée la
plante de mais. Trichoderma viride a ¢été identifié
laboratoire de mycologie Appliquée, Universit¢é Mentouri-
Constantine.

Méthodologie

L’activité antagoniste sur milieu PDA du Trichoderma
viride a été étudiée selon la méthode de [9, 25]. Nous avons
appliqué la méthode de confrontation directe qui consiste a
déposer dans la méme boite de Pétri (contenant 15mL de
milieu PDA), deux pastilles gélosées (8mm de diamétre)
I’'une portant la souche de Trichoderma viride et 1’autre
I’agent pathogéne. Elle ont été placées suivant un axe
diamétral & 3cm de distance. Le témoin est présenté
uniquement par le pathogéne. L’incubation est réalisée a
25C° pendant six jours a 1’obscurité. L’¢volution de la
croissance mycélienne est effectuée toutes les 24 heures par
la mesure du diamétre de la colonie du pathogéne et
I’antagoniste. L’évaluation de [D’inhibition exercée par
Trichoderma viride est estimée par le calcul du pourcentage
d’inhibition de la croissance mycélienne selon la formule
suivante : (I%=(1-Cn/Co) x100) ou Cn est le diamétre
moyen des colonies en présence de I’antagoniste et Co le
diamétre moyen des colonies de témoin.

RESULTATS ET DISCUSSIONS

Tous les échantillons analysés sont contaminés par des
moisissures. Plusieurs champignons ont pu étre isolés et
identifiés. En effet, 28 isolats fongiques ont été isolés
appartenant a 17 genres : Absidia, Alternaria, Aspergillus,
Botrytis, Cladosporium, Epicoccum, Fusarium,
Geotrichum,  Melanconium,  Monileilla,  Penicillium,



Phoma, Pythium, Scopilariopsis, Scytalidium, Trichoderma
et Ulocladium. Les résultats sont présentés dans le tableau
suivant.

Tableau 1 : Origine des isolats et le taux d’infection

isolat | Isolats fongiques Source | Taux
d’infection
(%)
24 Trichoderma sp2 Racine | 14.28
25 Trichoderma sp3
26 Pythium sp
27 Verticillium sp
28 Alternaria alternata Tiges 14.28
29 Monileilla sp
30 Absidia sp
31 Fusarium rosum
32 Penicillium frequentans | Feuille | 71.42
33 Phoma sp2
34 Penicillium sp
35 Ulocladium sp2
36 Botrytis sp
37 Cladospoium spl
38 Ulocladium sp3
39 Phoma sp3
40 Alternria alternata
41 Phoma sp4
42 Asprgillus niger
43 Epicoccum spl
44 Fusarium sp2
45 Epicoccum sp?2
46 Geotrichum sp
47 Scytalidium sp
48 Ulocladium sp4
49 Melanconium sp
50 Epicoccum sp3
51 Alternaria spl
La majorité des isolats fongiques détectés sont
principalement des moisissures des champs Les

pourcentages d’infection sont variables de 3,57 % pour
Verticillium sp, 7,14 % pour Fusarium sp, 10,71 % pour
Phoma sp, 3,57% pour Botrytis sp, 10,71 % Epicoccum sp,
10,71 % pour Alternaria sp, 7,14% pour Trichoderma sp et
Pythium sp avec 3,57%, Penicillium sp 7,14 %. Les autres
moisissures sont relativement moins fréquentes : Absidia sp
Aspergillus sp et Melanconium sp avec 3,57 % pour chaque
isolat.

L’isolement au niveau des racines a révélé la présence
de trois genres Trichoderma, Pythium et Verticillium. La
présence de Trichoderma et Pythium sur la racine
s’explique par les deux espéces non pathogénes et par
I’humidité et la teneur en eau qui sont tres élevés au niveau
des racines.  Pythium présente de  nombreuses

caractéristiques intéressantes pour un agent de lutte
biologique [23, 26]. Il est connu pour réduire la sévérité de
la maladie de culture, mais sa survie et sa propagation en
culture est également favorisée par la production des
oospores. Pythium peut entrer en compétition pour I’espace
et les nutriments avec la flore endogeéne [17].

Plusieurs chercheures ont signalé que les especes de
Trichoderma étaient caractérisés par leurs mode d’action
surtout pour occuper les lieux avant [’arrivée des
phytopathogénes, et disposer d’une activité mycoparasitaire
et d’'une bonne aptitude a la compétition [8]. Ttrichoderma
est un champignon qui colonise naturellement les sols et les
racines des plantes avant les phytopathogénes. 11 peut jouer
un rdle prédominant dans la santé des plantes [18].

Par ailleurs, au niveau de la tige, ont été rencontrés
quatre genres différents : Absidia, Alternaria, Fusarium et
Monileilla. Sur la feuille ont été isolés vingt souches
fongiques appartenant a 12 genres: Alternaria,
Aspergillus, Botrytis, Cladosporuim, Epicoccum, Fusarium,
Geotrichum,  Melanconium,  Penicillium,  Pythium,
Scytalidium, Ulocladium — a des fréquences variables.
Fusarium sp, Epicoccum sp, Ulocladium sp et Phoma sp
sont parmi les parasites foliaires rencontrés sur le mais[16].

D’une maniére générale, Fusarium, Ulocladium et
Epicoccum s’attaquent a toutes les parties de la plante
(racines, tiges et feuilles), qu’ils détruisent [10]. II a été
signalé¢ que les champignons des champs envahissent les
grains en cours de développement sur la plante sur pied ou
aprés que les semences ont muri. A ce stade, la teneur en
eau des semences est forte et leurs tissus sont actifs. Les
résultats de I’analyse mycologique ont montré une nette
dominance qui semble favorisée par une teneur en humidité
en équilibre avec une humidité relative de 90% ou plus [5].

La dominance du genre Fusarium, Ulocladium et
Phoma dans la flore contaminante des céréales a été
reportée dans plusieurs travaux [11];[15] ; [24] ;[19] Ainsi,
les espéces du genre Aspergillus et Penicillium sont
considérés comme des moisissures de stockage. Le taux de
contamination par les deux genres précédent s’est révélé a
la durée de stockage et par une humidité élevée du grain [6,
7]. Les autres souches isolées des échantillons analysés
appartiennent aux genres Epicoccum, Cladosporium,
Absidia, Monileilla,Scytalidium et Geotrichum qui sont
naturellement présents sur les cultures au niveau des
champs et dans le sol [12].

Les résultats de l’isolement de chaque organe de la
plante montrent que les feuilles sont les plus contaminées
avec un pourcentage de 71,42 % suivi des racines et des
tiges avec 14,28 % (figure 1).

Les résultats de I’antagonisme entre7richoderma viride
et les différents phytopathogénes de la plante de mais
montrent une réduction importante de la croissance
mycélienne des colonies des différents isolats fongiques
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confrontés a la souche Trichoderma viride par rapport au
témoin tableau 2.
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Contrairement aux isolats suscités, nous remarquons
une croissance mycélienne qui continue d’évoluer avec les
isolats  Scytalidium sp; Ulocladium sp4; Pythium sp ;
Phoma sp3 et Melanconium sp figure 2 3,4, 5,6.

Tableau 2: Diameétre moyen des colonies (mm) des
pathogenes confrontés a Trichoderma viride et I’importance
de taux d’inhibition aprés six jours de confrontation

Figure 1 : Pourcentage d’infection de différents organes de
la plante de mais

La croissance des colonies de Monileila sp , Absidia sp ,
Phoma sp2 , Penicillium sp , Botrytis sp , est stoppée au
troisiéme jours de confrontation , celle de Cladosporium sp
, Geotrichum sp , Ulocladium sp est arrétée au cours du
quatriéme jours lorsque ces isolats sont en contact direct
avec Trichoderma viride . Au bout de six jours, la colonie
de Trichoderma viride recouvre complétement les colonies
de ces parasites sur lesquelles elle sporule figure 2.
Trichoderma viride a montré un pouvoir
antagoniste représenté par sa capacité d’arréter, a distance
le développement des pathogéne Trichoderma sp2 et
Verticillium sp.

Selon [1], le test de confrontation in vitro exercé par les
espeéces de Trichoderma montre une augmentation de la
colonie et la sécrétion d’enzymes extracellulaire qui détruit
les membranes des hyphes de pathogene.

Ces résultats ont révélé un ralentissement de la
croissance mycélienne des différents isolats. En effet, le
diamétre moyen des colonies d’Alternaria spl, Epicoccum
sp3, Epicoccum sp2, Epicoccum spl, confronté a
Trichoderma viride est respectivement de 26,83 mm ;
26,25mm ; 37,25mm etl8, 25mm au lieu de 40,33mm ;
46,75mm ; 42,41mm et 22,41mm chez le témoin.

L’inhibition de la croissance est de 1’ordre de 34% pour
Alternaria spl ; 44% pour Epicoccum sp3; 13% pour
Epicoccum sp2 et 19% pour Epicoccum spl.

Trichoderma viride atteint la confluence de la boite de
Pétri au bout de trois jours d’incubation. La boite est
presque envahie par Trichoderma viride alors que les
colonies des différents isolats n’occupent qu’une trés petite
surface; ce qui correspond a une inhibition de la croissance
mycélienne.

DMP DMT Inhibition DMA
Souches (mm) (mm) (%) (mm)
R24 45.25 47.83 6 58.75
R25 44 .83 57.16 22 46.83
R26 45.5 60.66 25 48.91
R27 24 .33 39 38 63.75
T28 18.66 23.58 21 55.75
T29 10.5 13.25 21 64.58
T30 24 .41 28.41 15 48.41
T31 25 34.83 29 60.91
F32 41.16 56.58 28 41.58
F33 28.91 37.83 24 61.5
F34 17.83 24.58 28 55.5
F35 21.41 31.41 33 35.16
F36 15.16 16.83 10 59.5
F37 2041 26.5 23 4491
F38 64.41 73.25 13 57.25
F39 66.5 74.25 11 44
F40 14.66 16.5 12 52
F41 39.08 54.81 29 60.16
F42 2408 | 2808 |15 55.33
F43 1825 | 2241 |19 48.83
F44 1583 | 2508 |37 58.66
F45 37.25 42 .41 13 46.5
F46 239 62.5 62 52.75
F47 48.46 75.83 37 43,58
F48 4933 70.91 31 59.66
F49 53.83 72.66 26 52.41
F50 2625 | 4675 | 44 51.08
F51 26.83 40.33 34 50.5

DMP = Diamétre moyen pathogéne ; DMT = Diamétre moyen du
témoin ; DMA = Diamétre moyen de 1’antagoniste

Les isolats Scytalidium sp ; Ulocladium sp4 ; Pythium
sp ; Phoma sp3 et Melanconium sp montrent une résistance
importante aux substances produites par Trichoderma
viride avec un diameétre moyen de la colonie respectivement
de 48,46mm ; 49,33mm; 45,5mm ; 66,5mm et 53,83mm,
par rapport au témoin 75,83mm ; 70,91mm; 60,66mm ;
74,25mm et 72,66mm figure 7,8.



a : colonie de Fusarium rosum en présence de Trichoderma
aprés six jours d’incubation

b: témoin de Fusarium rosum

Figure 2 : Effet inhibiteur de Trichoderma viride sur la
croissance mycélienne de Fusarium rosum
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Figure 3: Diameétre moyen (mm) des colonies des
pathogeénes confrontés a Trichoderma viride aprés six jours
d’incubation a 25C°
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Figure 4 : Diamétre moyen (mm) des colonies de témoin
des pathogénes aprés six jours d’incubation.
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Figure 5: Diamétre moyen (mm) des colonies de
I’antagoniste en présence de pathogénes aprés six jours
d’incubation.

a : colonie d’Epicoccum sp/ en présence
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b : témoin d’Epicoccum splde Trichoderma viride aprés six
jours d’incubation

Figure 6 : Test de confrontation directe sur PDA entre
Trichoderma viride et la souche d’Epicoccum spl
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Figure 7: Diamétre moyen (mm) des colonies des
pathogenes confrontés a Trichoderma viride
comparativement au témoin apres six jours d’incubation
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Figure 8: Pourcentage d’inhibition des isolats fongique
(Technique de confrontation directe)

Dans le méme sens, Comporta (1985)[9] a montré
I’effet inhibiteur de Trichoderma sp vis —a-vis de
Rhizoctonia solani, alors que Howell (2003) [22] a constaté
le mécanisme de la lutte biologique employé par
Trichoderma sp pour lutter contre les maladies des plantes.
(Cundom et al. 2000) [13] ont observé I’envahissement de
la colonie du pathogeéne par Trichoderma harzianum, en

réalisant une compétition in vitro entre cet antagoniste et
Sclerotina sclerotium, aussi(Benhamou et Chet 1997) [2]
ont réalis¢ une confrontation directe entre Trichoderma

harziunum et un champignon tellurique Fusarium
oxysporium sur un milieu de culture (PDA).
Harman et al. (2004) [21] ont d’écrit D’action

mycoparasitaire de Trichoderma sp sur les agents
pathogenes, il est attaché, enroule autour des pathogeénes et
produit de peptaible lesquels facilitent I’entrée d’hyphe de
Trichoderma sp dans le lumen de la moisissure parasite.

Par ailleurs (Pates et al. 1999) [25] ont constaté que la
souche de Trichoderma viride a une activité importante de
secréter des enzymes a fin d’attaquer ou supprimer les
mycotoxines synthétiser par les phytopathogénes.
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