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CHEKNANE A. (2024) : lIsolement et caractérisation de Trichoderma sp. a partir de
quelques plantes cultivées, dans la région de Laghouat.

Résumé

Cette étude porte sur I'évaluation de la diversité et I'identification des micro-organismes
présents dans la rhizosphere de certaines plantes cultivées dans la région de Laghouat.
Nous avons caractérisé cing genres fongiques (Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Rhizopus
et Penicillium) et neuf espéces a partir d'échantillons de sol provenant de Daya, Assafiya et
Kaf Mokran. Les analyses morphologiques ont révélé divers morphotypes, tels que
cotonneux, granuleux, duveteux, floconneux et poudreux. Dhaya a présenté la plus grande
diversité fongique, suivie par Assafiya et Kaf Mokran.

Les tests de tolérance a la température ont montré une croissance optimale des souches a
22°C et 28°C, une croissance ralentie a 37°C et une inhibition totale a 45°C. En ce qui
concerne la tolérance au pH, le Fusarium s'est avéré prédominant et a croissance rapide sur
tous les pH testés, tandis qu'Aspergillus sp9 et Aspergillus flavus ont montré une
croissance moyenne et Penicillium spl1 une croissance faible.

Les tests d'antagonisme, par confrontation directe et indirecte, ont démontré que certaines
souches, notamment Aspergillus flavus, Aspergillus sp9, Penicillium sp2 et Fusarium sp1,
possedent une capacité inhibitrice significative contre les pathogénes fongiques. Ces
résultats suggérent un potentiel prometteur pour le développement de stratégies de
biocontrdle en agriculture, offrant une alternative écologique aux pesticides chimiques.
Cette recherche met en lumiére la diversité microbienne des sols de Laghouat et ouvre la
voie a des applications pratiques pour une agriculture durable et respectueuse de
I'environnement. Des études futures, incluant des essais sur le terrain et une exploration
approfondie des mécanismes d'action des agents antagonistes, sont nécessaires pour

optimiser leur utilisation dans la gestion des maladies des plantes.

Mots clés :
Isolats fongique, biodiversité, biocontrdle, Laghouat, plantes cultivées.
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CHEKNANE A. (2024): Isolation and characterization of Trichoderma sp. from some
cultivated plants in the Laghouat region.

Summary

This study focuses on evaluating the diversity and identification of microorganisms present
in the rhizosphere of certain cultivated plants in the Laghouat region. We characterized
five fungal genera (Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Rhizopus, and Penicillium) and nine
species from soil samples collected from Daya, Assafiya, and Kaf Mokran. Morphological
analyses revealed various morphotypes, such as cottony, granular, downy, flocculent, and
powdery. Daya exhibited the highest fungal diversity, followed by Assafiya and Kaf
Mokran.

Temperature tolerance tests showed optimal growth of strains at 22°C and 28°C, reduced
growth at 37°C, and total inhibition at 45°C. Regarding pH tolerance, Fusarium was
predominant and exhibited rapid growth across all tested pH levels, while Aspergillus sp9
and Aspergillus flavus showed moderate growth, and Penicillium spl exhibited weak
growth.

Antagonism tests, through direct and indirect confrontation, demonstrated that certain
strains, notably Aspergillus flavus, Aspergillus sp9, Penicillium sp2, and Fusarium spl,
possess significant inhibitory capabilities against fungal pathogens. These results suggest
promising potential for developing biocontrol strategies in agriculture, offering an
ecological alternative to chemical pesticides.

This research highlights the microbial diversity of Laghouat soils and paves the way for
practical applications in sustainable and environmentally friendly agriculture. Future
studies, including field trials and an in-depth exploration of the mechanisms of action of

antagonistic agents, are necessary to optimize their use in plant disease management.
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Fungal isolates, biodiversity, biocontrol, Laghouat, cultivated plants.
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Introduction générale

L’agriculture intensive, bien qu’essentielle pour répondre aux besoins alimentaires
mondiaux, a entrainé une utilisation excessive de fertilisants chimiques. Cette pratique a
conduit & une dégradation significative des sols, & la pollution des eaux et a des impacts
négatifs sur la biodiversité (Sun et al., 2020 ; Shao et al., 2020).

Les biofertilisants, dérivés de micro-organismes bénéfiqgues comme les
champignons mycorhiziens, représentent une solution respectueuse de 1’environnement a
ces problemes. En plus d’améliorer la disponibilité des nutriments pour les plantes, ces
biofertilisants renforcent la structure du sol et augmentent la résilience des cultures face

aux stress abiotiques (Zhang et al., 2023).

Les changements climatiques, avec leurs impacts sur les régimes de précipitations
et les températures, posent des défis supplémentaires pour la production agricole. Les
champignons du sol, grace a leurs capacités d’adaptation et de symbiose avec les plantes,
peuvent jouer un réle crucial dans la résilience des systéemes agricoles face a ces
changements. En renforgant les défenses naturelles des plantes et en améliorant I’efficacité
de I’utilisation des ressources, ces micro-organismes contribuent a la stabilité et a la
durabilité des productions agricoles dans un contexte de variabilité climatique accrue
(Rillig et al., 2019 ; Kope¢, 2024).

Les champignons de sol jouent un rdle essentiel dans les écosystémes terrestres,
influencant la santé des sols, la croissance des plantes et la biodiversité microbienne. Ils
sont impliqués dans des processus écologiques fondamentaux tels que la décomposition de
la matiere organique, la libération de nutriments essentiels et la formation de symbioses
avec les plantes. En particulier, les champignons endophytes et rhizosphériques peuvent
avoir des effets bénéfiques sur la résistance des plantes aux stress biotiques et abiotiques,
ce qui les rend intéressants pour les pratiques agricoles durables (Johnson et al., 2003 ;
Rodriguez et al., 2009 ; Rillig et al., 2010 ; Berendsen et al., 2012 ; Smith et al., 2017).

L'étude de cette diversité microbienne est essentielle pour comprendre les
interactions sol-plante et pour identifier des agents potentiels de biocontrdle qui pourraient
étre utilisés dans des stratégies de gestion intégrée des ravageurs Arshad et al., 2007 ;
Rodriguez et al., 2008 ; Smith et al., 2010 ; Al-Hatmi et al., 2016 ; Verma et al., 2019).
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La diversité microbienne dans les sols est un facteur clé pour la santé des
écosystemes et la productivité agricole. Les microorganismes du sol, en particulier les
champignons, jouent des rdles cruciaux dans les cycles biogéochimiques, la décomposition
de la matiére organique, et la suppression des pathogénes des plantes (Garbeva, van
Veen, & van Elsas, 2004). La rhizosphére, la zone de sol influencée par les racines des
plantes, est particuliéerement riche en microorganismes bénéfiques, y compris les
champignons, qui peuvent agir comme agents de biocontréle contre divers pathogenes des
plantes (Mendes et al., 2013).

Dans les régions arides comme Laghouat, la connaissance de la diversité fongique
et des interactions microbiennes dans la rhizosphére est limitée. Pourtant, cette
compréhension est essentielle pour développer des stratégies durables de gestion des
maladies des plantes qui s'adaptent aux conditions environnementales locales (Kowalski,
2009). Des études récentes ont montré que les champignons antagonistes, tels que les
espéces d'Aspergillus et de Penicillium, peuvent inhiber efficacement la croissance de
pathogenes fongiques par la production de métabolites secondaires et de composes volatils
(Pandey et al., 2019 ; Rinu et al., 2014).

Le plan du mémoire est classique : nous avons dans la premiére partie représentée
une syntheése bibliographique comportant des généralités sur la rhizosphére, la microflore
et les champignons filamenteux ainsi que la lutte biologique.

Alors que la deuxiéme partie est consacrée au travail expérimental qui est réalisé au
niveau de laboratoire de I'université Amar TELIDJI a Laghouat. Nous avons exposé la
méthode d’isolement des especes fongiques a partir de la rhizosphere des plantes cultivées
saines prélevées des différentes zones d’agriculture de la région de Laghouat. Ce travail
expérimental sera fondé sur une analyse in vitro, qui repose sur :

e I’identification morphologique des isolats obtenus,

e Démonstration de I'impact de certains parameétres physiques (température et pH) sur
quelques isolats fongiques.

e La sélection des antagonistes vis-a-vis de trois isolats phytopathogenes de Fusarium, a
savoir : Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum albedinis, Fusarium culmorum.

Dans la derniere partie. Nous interprétons les résultats obtenus et tentons de trouver

des explications scientifiques. Finalement, nous finissons notre travail par une conclusion

générale et des perspectives.
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PREMIERE PARTIE : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Chapitre I : Microflore rhizosphérique

1.1.- Généralités

La rhizosphére constitue une zone de sol, un espace autour des racines des plantes,
définissant des microrégions du sol en contact direct avec les racines des plantes
supérieures (Sabbagh, 2008 ; Berg et Smalla, 2009).

La rhizosphere est la région du sol sous I’influence directe des racines. Elle
représente une interface essentielle entre la plante et le sol, activée par la présence de
microorganismes, de bactéries, de champignons, ainsi que de prédateurs, et est considérée
comme un habitat pour les microorganismes associés aux activités racinaires (Gobat et al.,
2010).

La rhizosphére est le lieu de multiples interactions entre les microorganismes et les
racines, ces interactions pouvant étre benéefiques, nuisibles ou neutres pour la plante (Bais
et al., 2006). Certains microorganismes rhizosphériques, notamment les champignons, sont

bénéfiques pour les plantes, améliorant souvent leur croissance (Morgan et al., 2005).

Le sol est un réservoir important de microorganismes, contenant une microflore
complexe et variée qui joue des rbles essentiels dans I'écosysteme tellurique et pour les
organismes pluricellulaires qui y vivent (Munees et Mulugeta, 2013). Aucun autre habitat
n'abrite une densité d'espéces aussi élevée que le sol. Par exemple, un gramme de sol peut
contenir des millions d'individus et plusieurs milliers d'especes de bactéries (Kilbertus,
1980 ; FAO, 2001).

1.2.- Composition de la microflore rhizosphérique
La microflore du sol est composée de bactéries (archées et eubactéries), de
champignons (levures et moisissures), d’algues et de protozoaires.

1.2.1.- Les bactéries

Les bactéries sont les microorganismes les plus abondants et métaboliqguement les
plus actifs du sol. On estime d’ailleurs que tous les groupes de bactéries connues

pourraient étre isolés du sol si les techniques et les milieux adéequats sont utilisés
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(Dommergues et Mangenot, 1970). De ce fait, accéder a la diversité bactérienne de
maniere exhaustive constitue un des défis majeurs de ces dernieres décennies en écologie
microbienne et les techniques qui y sont dédiées n’ont cessé d’évoluer. Il existe plusieurs
groupes de la bactérie telle qu’ammonifiantes, pectinolytiques, de genre arthrobacter.
(Theodorakopoulos, 2013).

1.2.2.- Les champignons

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

Cephalosporium, Cladosporium, Verticillium (Noumeur, 2008).
1.2.3.- Les protozoaires

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

1.2.4.- Les levures

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

connues (Dommergues et Mangenot, 1970).
1.2.5.- Les virus

A coté des bactéries, actinomycétes, champignon, et algues, qui sont visible au
microscope optique, le sol renferme aussi des microorganismes dont 1’existence ne peut
étre déemontrée que par la microscopie électronique, il s’agit essentiellement de virus

(Dommergues et Mangenot, 1970).
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Les virus libres, placés hors d’une cellule vivante et a la lumiére sont rapidement
inactive. Mais, dans le sol, ils peuvent, une fois adsorbés conserver longtemps leur pouvoir
infectieux (Davet, 2003).

1.2.6.- Les algues

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

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

Chapitre 11 : Les champignons

Les champignons sont des micro-organismes eucaryotes qui sont classes en trois
groupes par rapport & leurs importances industrielles : les champignons filamenteux, les

levures et les champignons supérieurs (Brock et coll., 1994).

11.1.- Caracteéristiques des champignons filamenteux

Les champignons filamenteux sont caractérisés par une structure myceélienne. Leur
appareil végétatif (thalle) est constitué par des filaments ramifiés, les hyphes. Leur
organisation est coenocytique, a l'intérieur de la structure filamenteuse, entourée d'une
paroi rigide, se trouve une masse cytoplasmique multinucléée mobile, sans cloisonnement
en unités cellulaires. Chez de nombreux champignons, il existe des cloisons transversales a
intervalles réguliers dans les hyphes, mais, en fait, ces cloisons sont percées d'un pore
central permettant la libre circulation du cytoplasme et des noyaux. Néanmoins, on dit
qu'ils ont un mycélium « cloisonné » (Bocquet, 1993).

Les champignons se reproduisent par germination des spores. Les spores mares
sont libérées des appareils sporiféres et disséminées dans la nature, essentiellement par le
vent. Une spore germe et émet un filament (hyphe) qui croit, s'allonge par I'extrémité
apicale et se ramifie pour donner un nouveau mycélium. Les champignons ont aussi la
possibilité de se propager par bouturage. Un simple fragment de mycélium est capable de
se développer et de former une colonie. Il peut exister deux types de reproduction, asexuée

et sexuée (Alexopoulos et coll., 1996).
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Les spores asexuées naissent des corps fructiferes et elles peuvent étre endogenes (a
I'intérieur d'un sporange) ou exogenes (conidies). Les spores sexuées naissent de la

division méiotique d'un zygote, suivie d'une ou plusieurs divisions mitotiques.

11.2.- Classement des champignons filamenteux

La classification de Kwon Chung et Bennett (1992) modifiée par de Hoog et
Guarro (1995) est la plus utilisée actuellement (Fig. 1).

On estime a plus de 100 000 le nombre d’espéces fongiques, plus de 1000 d’entre

elles pouvant contaminer les aliments (Castegnaro et Pfohl-Leskowicz, 2002).
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Figure 1 : Classification des champignons.

11.3.- Importance dans le sol

Leur r6le dans le sol est considérable et tres varié ; il s'exerce surtout dans la phase
de décomposition de la matiere organique fraiche qui précéde I'hnumification : la plupart
sont aptes a décomposer la cellulose, certains sont susceptibles d'hydrolyser les composés
de nature phénolique, plus résistants ; lignine, tannins (Gobat et al., 2003).

Certains champignons sont associés aux racines des plantes supérieures (en
particulier des arbres), en formant les mycorhizes, a vie symbiotique, qui facilitent la
croissance et la nutrition des espéces contaminées (Duchaufour, 2001 ; Bousseboua,
2005).

Par sa taille et sa structure, un mycélium est a méme de transporter activement des
quantités importantes d'eau et de substance d'un endroit a l'autre du sol (Gobat et al.,
2003).
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Chapitre 111 : Lutte biologique

La lutte biologique est considérée comme une voie alternative a I’utilisation des
produits chimiques qui constituent un danger sur I’environnement et sur I’homme (CooKk,

2014 ; Benbrouket al., 2008).
I11.1.- La lutte biologique a I’aide de microorganismes antagonistes

Est utilisation d’un organisme vivant en vue de limiter, arréter ou bien inhiber le
développement d’un autre organisme vivant Sans avoir recourt aux pesticides, plusieurs
étre vivant, bactéries et champignons, ont fait 1’objet d’étude ou ont été utilisées dans des

applications de lutte biologique (Emmert et Handelsman, 2003).

La lutte biologique est considérée comme une voie alternative a 1’utilisation des
produits chimiques qui constituent un danger sur 1’environnement et sur I’homme (Cook,

2014 ; Benbrouket al. 2008).

L’utilisation de microorganismes antagonistes en lutte biologique peut avoir des
effets directs ou indirects sur les agents biotiques (Nasraoui, 2006). Les agents de lutte
biologique peuvent étres de plusieurs types : des virus (Cydia pomonella, Pandemis
heparana...), des bactéries (Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilus...) et des

Champignons (Metarhizium anisopliae, Coniothyrium minitans...).

Les especes du genre Trichoderma forment un important groupe d’antagonistes.
Les mécanismes employés par les Trichoderma pour contréler les phytopathogenes des
plantes sont : I’antibiose, le mycoparasitisme, la compétition et 1I’induction de la résistance

systémique (Chet, 1987 ; Schirmbacket al. 1994).

111.1.- Effets des pesticides sur la biologie des sols

Les pesticides sont prioritairement utilisés pour détruire ou repousser les agents
biotiques des cultures et récoltes et/ou pour détruire les adventices. Leur emploi superficiel
sur les mauvaises herbes ou sur les cultures n'épargne pas le sol qui en recoit une bonne
part. Les organismes vivants des sols sont donc inévitablement en contact avec les
pesticides. Ainsi, ces pesticides ou leurs produits de dégradation peuvent avoir une action
directe ou indirecte sur les organismes vivants du sol (Columa, 1977 ; Calvet et al.,
2005).

10
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Les pesticides peuvent étre toxiques pour les microorganismes des sols. Dans ce
cas, I’activité microbienne est ralentie et on assiste a une sélection des microorganismes
résistants aux pesticides ou pouvant l'utiliser comme source de carbone. Cela se traduit par
des réajustements microbiens pouvant étre associés a des modifications de caractéristiques
physiologiques de la microflore des sols et peut étre aussi une diminution de la diversité

des microorganismes (Columa, 1977 ; Barriusoet al., 1996 ; Savadogoet al., 2007).

Une étude d'impact de l'utilisation prolongée de pesticides dans un agrosystéme
cotonnier, menée par Hussain et al. (2001), a révélé que I’endosufan, le profenofos +

alphametrine et le méthamidophos diminuait la population bactérienne.

La méme observation a été faite par Mader et al. (2002) sur un sol cultivé en
pomme de terre traitée par du dinosébe et du glufosinate concernant la population totale de
champignons, le diméthoate entrainait une diminution de la population de champignons
alors que I'endosulfan, le monocrotophos, le profénofos et le méthamidophos la

stimulaient.

11
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DEUXIEME PARTIE : MATERIEL & METHODES

11.1.- Objectif

Cette étude vise a identifier et caractériser les microorganismes fongiques présents
dans les rhizosphéres de certaines plantes cultivées de la région de Laghouat. Les objectifs

spécifiques sont les suivants :
1. Isolation des espéces fongiques :

o Isoler différentes especes fongiques a partir de la rhizosphére de plantes
cultivées saines prélevées dans diverses zones agricoles de la région de

Laghouat.
2. Purification et collection :
o Purifier et obtenir une collection d'isolats fongiques.
3. ldentification morphologique :

o ldentifier les isolats selon des criteres morphologiques, tant macroscopiques

gue microscopiques.
4. Tolérance aux parameétres physiques :

o Démontrer la tolérance des souches isolées a certains parameétres physiques,
notamment la température et le pH.

5. Activité antagoniste :

o Tester l'activité antagoniste in vitro des isolats obtenus vis-a-vis des souches

pathogénes de Fusarium.

La partie pratique de cette recherche a été réalisée dans le laboratoire pédagogique
du domaine des sciences de la nature et de la vie de I'Université Amar TELIDJI -

Laghouat.
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11.2.- Echantillonnage

Quatorze (14) échantillons de sol rhizosphérique ont été collectés dans trois (3)

zones différentes de la région de Laghouat pendant les mois de janvier, février et mars
2024 (Fig. 2).

Images €2074 Taetcs, Donees cartoraphiues 82004

Figure 2 : Localisation géographique des sites de prélévement des échantillons de sol rhizosphérique.
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Les échantillons ont été prélevés au hasard, a une profondeur de 20 cm, dans divers types de

rhizosphére, placés dans des sachets en plastique étiquetés, puis transportés au laboratoire de

I'Université Amar TELIDJI a Laghouat. lls ont été conservés a température ambiante jusqu'a leur

analyse (Tab.1).

Tableau 1 : Liste des échantillons de différents types de sol rhizosphérique des plantes cultivées

collectés dans différentes zones de la région de Laghouat.

N° Région Type de sol N° Région Type de sol

01 Assafia Rhizosphere de blé 08 Daya Rhizosphere de feve
02 Assafia Rhizosphére de L'orge 09 Daya Rhizosphére d'abricot
03 Assafia Rhizosphere de luzerne 10 Daya Rhizosphere de chou-fleur
04 Assafia Rhizosphére de carotte 11 Daya Rhizosphere d'olivier
05 Daya Rhizosphere de figuier 12 Kaf Mokran Rhizosphere de palmier
06 Daya Rhizosphére de poirier 13 Kaf Mokran Rhizosphére de feve
07 Daya Rhizosphere de péches 14 Kaf Mokran Rhizosphére de figuier

Source: CHEKNANE (2024).

15




DEUXIEME PARTIE MATERIEL & METHODES

11.3.- Technique d’isolement des microorganismes du sol

L’isolement des mycétes a partir du sol a été réalisé selon la méthode de suspension
dilution, ou « dilution plates » (Davet, 1996 ; Davet et Rouxel, 1997), sur un milieu de
culture Potato Dextrose Agar (PDA).

11.3.1.- Méthode de dilution

La préparation des dilutions consiste d'abord a ajouter une masse connue de terre
(généralement 1g) a 9 ml d'eau distillée stérile, puis & agiter pendant quelques secondes a
I'aide d'un vortex, ce qui constitue la dilution 107, Des prélévements successifs de 1 ml de
cette suspension, et des suspensions suivantes, auxquels sont ajoutés 9 ml d'eau distillée

stérile & chaque fois, vont constituer les dilutions 102, 1073, ..., jusqu'a 10° (Fig.3).
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Figure 3 : Méthode de suspension dilutions.

De la méme maniere, 1 ml de la suspension 107!, préalablement agitée a 1'aide d'un
vortex, est prélevé avec une micropipette et dilué dans un second tube a essai contenant 9
ml d'eau distillée stérile pour obtenir une dilution de 102. Ce processus est répété pour
chaque dilution jusqu'a atteindre une diminution exponentielle de la charge microbienne de

I'échantillon mére a 1077.
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11.3.2.- Milieu de culture utilisé

Le milieu de culture utilisé pour 1’isolement des champignons du sol est le milieu

PDA (Rapilly, 1968). Il est composé de :

200 g de pommes de terre

20 g d'agar

20 g de glucose

1000 ml d'eau distillée

Avant de commencer, il est nécessaire de créer une zone stérile a l'aide de la
flamme d'un bec Bunsen sur une paillasse soigneusement nettoyée. Les étapes de

préparation sont les suivantes :

1. Cuire 200 g de pommes de terre pelées, lavées et coupées en fines tranches dans

environ 500 ml d'eau pendant 20 a 30 minutes.
2. Filtrer le liquide a l'aide d'une passoire dans une bouteille en verre.

3. Ajouter 20 g d'agar-agar et 20 g de glucose au filtrat, puis compléter le volume a

1000 ml avec de I'eau distillee.
4. Stériliser la préparation a l'autoclave a 121 °C pendant 20 minutes.
5. Vérifier que le pH est compris entre 7,0 et 7,2.
6. Verser le milieu de culture stérile dans des boites de Pétri stériles.

Un volume de 1 ml de chaque suspension a été déposé dans des boites de Pétri
contenant le milieu PDA pour ensemencer les champignons. Trois répétitions ont été
réalisées pour chaque dilution. La croissance bactérienne a été inhibée par 1’ajout de
I’antibiotique chloramphénicol aux milieux de culture & une concentration de 5 mg/l
(Botton et al., 1990). Les préparations ont été incubées a 28 °C jusqu’au développement

apparent de colonies (Fig. 4).
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CHEKNANE A. (2024)

Figure 4 : Préparations du milieu de culture PDA.

11.4.- Dénombrement des colonies

Le dénombrement consiste a compter les colonies présentes sur les boites de Pétri.

Le comptage est effectué macroscopiquement, en tenant compte des caractéristiques des

colonies sur leur milieu approprié (Fig. 5).

Apparition des colonies

t| et purification

|
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Figure 5 : Procédé de dénombrement et d’isolement des champignons.

11.5.- Repiquage et purification

Aprés un bon développement des colonies, des repiquages sont effectués pour

purifier les champignons et minimiser les risques de contamination, jusqu'a ce qu'une seule

colonie d'un champignon donné soit isolée sur chaque boite de Pétri (Guiraud, 1989).
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Le repiquage se fait par prélevement d’un fragment de colonie a 1’aide d’une
pipette stérilisée, en évitant tout contact avec les autres colonies avoisinantes de la méme
boite sur le milieu PDA. Ce fragment est déposé au centre d’une nouvelle boite de Pétri
soigneusement étiquetée. Le repiquage se fait de maniere aseptique pres du bec Bunsen, et
les boites sont incubées a 28 °C pendant 7 & 10 jours jusqu'a obtention des souches pures.

11.6.- Identification des microorganismes

L’identification a été réalisée en se basant sur les criteres morphologiques et
culturaux des différentes souches. Toutes les souches pures obtenues ont été soumises a
une identification morphologique par observation au microscope. Un fragment de la
souche pure (quelques spores et un fragment myceélien a la marge du thalle) a été préleve
avec une anse en platine stérile. Ce fragment a ensuite été transféré sur une lame contenant
de I'eau distillée. L.’observation microscopique a été effectuée a des grossissements de 10X

et 40X.
11.6.1.- Identification macroscopique

Les caracteres morphologiques et culturaux sont évalués a 1'eeil nu et se basent

essentiellement sur les aspects suivants :

La vitesse de croissance (rapide, moyenne, lente) ;

— Latexture des colonies ;

La couleur des colonies ;

La couleur du revers de la culture ;

Le mode de reproduction.

11.6.2.- Identification microscopique

L'étude microscopique du myceélium repose sur les aspects suivants :

L'absence ou la présence de cloisons ;

La couleur des filaments mycéliens ;

Le mode de ramification des cloisons ;

- Ladifférenciation des thallospores.
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La détermination des especes s'est avérée difficile en raison du manque de
documentation et de matériel de comparaison. Nous avons utilisé les clés de détermination
de Barnett et Hunter (1972) ainsi que celles de Champignon (1997). Ces données ont

permis d'identifier le genre, et parfois I'espéce, de chaque isolat.
I1.7.- Tolérance des isolats a certains parametres physiques

Les facteurs environnementaux tels que I'aération, le pH, la disponibilité d'eau, les
nutriments et la température influencent la croissance des micro-organismes et jouent un
role déterminant sur la biodiversité microbienne dans un habitat donné (Brock et al., 1994;
Dix et Webster, 1995).

Pour étudier I'effet de deux facteurs abiotiques (température, pH) sur le milieu le
plus favorable a la croissance mycélienne, quatre isolats ont été sélectionnés parmi les
souches obtenues : Aspergillus flavus, Aspergillus sp9, Fusarium spl, Penicillium sp2.

Les deux facteurs ont été étudiés a différents niveaux. A chaque niveau, deux
répétitions de boites de Pétri ont été inoculées pour chaque isolat. L'évolution de la
croissance mycelienne a été évaluée quotidiennement en mesurant les diameétres

perpendiculaires de chague colonie.

11.7.1.- Effet de la température sur le développement des isolats

La température influence les processus vitaux, et chez les champignons, elle a un
impact sur la croissance mycélienne et la fructification (Marc, 2018). La température
d'incubation est un facteur crucial pour le métabolisme et la croissance des cellules (Ana et
Navarro, 2014).

La résistance des champignons a différentes températures a été validée. Les
températures de 22°C et 28°C sont considérées comme idéales pour le développement des
mycéliums, tandis que les températures de 37°C et 45°C ont été choisies en fonction des
plantes hotes (plantes cultivées) vivant dans des régions sahariennes ou les températures

sont trés élevées.

Les isolats fongiques ont été testés pour leur tolérance a la chaleur dans un
environnement a des températures de croissance minimale, optimale et maximale,
respectivement autour de 22°C, 28°C, 37°C et 45°C. Ensuite, les boites ont été incubées

dans une étuve pendant une période de 7 jours (Fig. 6).
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CHEKNANEA. (2024)

Figure 6 : Tolérance des champignons isolés aux différents températures.

11.7.2.- Effet de pH sur le développement des isolats

Les micromycetes peuvent se développer dans une large gamme de pH, se

développant normalement pour des pH compris entre 3 et 8 (Tabuc, 2007).

Pour évaluer l'influence du pH sur la croissance myceélienne, nous avons utilisé le
milieu de culture PDA avec une gamme de pH allant de 4 a 9. Cette méthode consiste a
utiliser un milieu PDA en surfusion, réparti dans des erlenmeyers de 100 ml, auxquels sont
ajoutées des quantités différentes d'acide chlorhydrique ou d'hydroxyde de sodium selon le

pH recommandé.

Chague pH obtenu est contrélé a l'aide d'un pH-meétre pour une éventuelle
correction. Aprés autoclavage, les milieux de culture tamponnés sont coulés dans des
boites de Petri et ensemencés avec un explant mycélien déposé au centre des boites. Les
boites sont ensuite incubées a 28°C dans I'obscurité. Deux répétitions ont été réalisées pour

chaque souche (Fig. 7).
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CHEKNANE A. (2024)

Figure 7 : Différentes correction de pH du milieu de PDA.

11.8.- Test d’antagonisme In vitro

Pour I'étude de l'activité antagoniste in vitro des souches, les trois isolats
d'Aspergillus flavus, Aspergillus sp9, Fusarium spl, et Penicillium sp2 ont été confrontés
aux isolats de Fusarium oxysporum albidinis, Fusarium culmorum et Fusarium

gramireaum.

Ce test a été réalisé sur milieu PDA en utilisant deux méthodes de confrontation :
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11.8.1.- Confrontation directe

La méthode de confrontation directe consiste a repiquer deux disques fongiques,
I'un de I'agent pathogene et I'autre comme agent antagoniste, dans une méme boite de Petri
contenant le milieu PDA. Les deux disques fongiques sont déposes a 2 cm de distance I'un
de l'autre. Le témoin consiste a repiquer un disque fongique de I'agent phytopathogene et
un disque de gélose stérile dans une boite contenant le milieu PDA. L'incubation se fait a

I'obscurité a 28 °C pendant 07 jours.

Apreés incubation, les mesures de la croissance mycélienne des colonies de I'agent
phytopathogene sont réalisées en mesurant le diametre de la colonie exprimé en mm
(Dennis et Webster, 1971) (Fig. 8).

Figure 8 : Test d'antagonisme méthode de confrontation directe.

L'évaluation du pourcentage d'inhibition (IC) est réalisée en suivant la méthode de
Caron (2002).

IC % = (DT-DPA/DT) x 100

DT : Croissance diamétrale du témoin ;

DPA : Croissance diamétrale mycélienne du pathogéne en présence de I'antagoniste.

11.8.2.- Confrontation indirecte

Ce test est effectué conformément a la méthode de Daami-Remadi et EI Mahjoub
(2001). Des disques de 5 mm de diamétre de I'isolat antagoniste et de la souche pathogéne

sont placés dans deux boites de Pétri distinctes contenant le milieu PDA.
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Les deux boites sont ensuite superposées, I'antagoniste en bas et le pathogéne en
haut, avec du parafilm assurant la jonction pour éviter la perte de substances volatiles. Les

boites sont incubées a I'obscurité a 28°C pendant 7 jours (Fig. 9).

Le pourcentage d'inhibition (I) de la croissance mycélienne est calculé selon la
formule suivante (Hmouni et al., 1996).

I (%) = (1- Cn / Co) x100

Cn : Le diamétre moyen des colonies en présence de I'antagoniste ;
Co : Le diametre moyen des colonies témoin.

CHEKNANE A. (2024)

Figure 9 : Test d'antagonisme par méthode de confrontation indirect.

11.9.- Analyses statistiques et parametres étudiés

L’effet de quelques facteurs abiotiques : Température et pH sur le diamétre des
colonies ainsi que 1’effet antagoniste de ces isolats sur certains champignons pathogenes
ont été étudiés. Des analyses de variance (ANOVA) ont été utilisées pour tester les effets
de quelques facteurs et traitements. Les moyennes ont été comparées a l'aide du test de
Tukey post-hoc. Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel R version
4.2.2 pour Windows.

La figure 10 résume la méthodologie globale du travail :
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Figure 10 : Méthodologie de travail.
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TROISIEME PARTIE : RESULTATS & DISCUSSIONS
Chapitre 1 : Analyse mycologique

Ce chapitre présente des informations relatives a l'inventaire de la flore microbienne de
la rhizosphére de certaines plantes cultivées de la région étudiée. Ces informations servent a
mieux comprendre les interactions entre les plantes et les micro-organismes de la rhizosphere,
ainsi qu'a évaluer le réle de cette flore microbienne dans la santé des plantes et la fertilité des

sols.

Une diversité fongique significative a été observée apres I'analyse mycologique de nos

échantillons de plantes cultivées sur un milieu de culture PDA.

Les deux dernieres décennies de recherche sur la biodiversité du sol ont révelé que les
communautés souterraines sont d'une diversité remarquable et qu'elles jouent un réle majeur dans
la formation de la biodiversité en surface, du fonctionnement des écosystémes terrestres, ainsi
que de leurs réponses écologiques et évolutives aux changements environnementaux (Bardgett
etal., 2014).

I.1.- Inventaire de la flore fongique de la région d’étude

Au total, 367 colonies fongiques ont été recensées dans l'ensemble des échantillons

prélevés dans trois zones de la région Laghouat (Daya, Assafia, Kaf- Mokran).
I.2.- Répartition du nombre de colonies par échantillon

Parmi ces colonies, 61 proviennent de I'échantillon "EF", 50 de I'échantillon "EE", 49 de
I'échantillon "EJ", 40 de I'échantillon "EH", 40 de I'échantillon "EI", 32 de I'échantillon "EC", 25
de I'échantillon "EB", 25 de I'échantillon "EL", 22 de I'échantillon "EG" et 19 de I'échantillon
"EM", 17 de I'échantillon "EA", 14 de I'échantillon "EK". Enfin, I'échantillon 13 colonies dans
I’échantillon "EN" (Figure.11).
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Figure 11 : Répartition du nombre de colonies par échantillon.

1.3.- Dénombrement des genres fongiques par dilution

Comme le montre la figure 12, la répartition des genres fongiques recensés dans les

différentes dilutions au cours de la période d'échantillonnage est la suivante :

14

12

10

NOMBRE DES GENRES PAR DILLUTION
o

m10-0 m10,-1 10,-2 m10,-3 ™ 10,-4

Aspergillus  Fusarium Pinicillium Rhizopus Alternaria Champignon
spl
LES GENRES OBTENUS

Figure 12 : Nombre des genres fongiques en fonction des dilutions.

Dilution 10-! : trois colonies Aspergillus sont notées et suivies par une colonie pour
chaque genre : Penicillium, Fusarium, Rhizopus.

Dilution 10 : douze colonies Aspergillus deux colonies de Rhizopus et deux colonies
Fusaruim et Champignon spl.

Dilution 102 : Aspergillus avec quatre colonies, suivi par Alternaria cing colonies et un
colonie de Champlgnon spl.

Dilution 10 : Aspergillus a été marque que la seule colonie présente.
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1.4.- Nombre de genres par échantillon

La différence de la diversité fongique entre les échantillons de sols étudiés est représentée

sur la figure 13 :

m Aspergillus ™ Fusarium ™ Pinicillium = Rhizopus ® Champignonspl ™ Alternaria

2
0
ED EE EF EG EH EI EJ EK

EA EB EC

[
w
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EL EN

Figure 13 : Nombre total de genres identifiés dans les échantillons du sol étudiés.

L'échantillon E.H a réveélé le plus grand nombre de genres avec quatre genres fongiques:

Aspergillus, Fusarium, Rhizopus et Alternaria.

L'échantillon E.C contient trois genres de mycetes : Fusarium, Aspergillus et Rhizopus.

Les échantillons E.G contiennent deux genres : Aspergillus et Champignon sp1.

L'échantillon E.I contient Penicillium et Aspergillus, tandis que I'échantillon E.J contient
Aspergillus et Alternaria. Les échantillons E.A, E.B, E.E, E.K, et E.N contiennent tous le méme

genre, Aspergillus. Enfin, I'échantillon E.F contient Alternaria.
1.5.- Abondance totale des espéces fongiques par site d’étude

Les résultats obtenus ont permis d’identifier 5 genres fongiques et 10 espéces fongiques
(Fig. 14).
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Nombre des especes
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Figure 14 : Abondance relative des espéces fongiques par région d’échantillonnage.

La Daya classée en 1° position, avec 07 espéces. Suivi par Assafiya classé en 26™ position

avec 06 espéces. Par contre Kaf-Mokran contient seulement 04 espéces.

1.6.- Caracteérisation des isolats isolées

L'isolement réalise a partir des rhizosphéres des plantes spontanées a permis d'obtenir 10
isolats fongiques appartenant a six genres différents. Parmi ceux-ci, on trouve quatre espéces
d'Aspergillus, deux especes de Penicillium, ainsi qu'une espéce de Fusarium, Rhizopus,

Alternaria et Champignon chacune.

Les caractéristiques microscopiques des isolats représentatives sont répertoriées dans le
tableau 2. Les caractéristiques macroscopiques de culture des isolats fongiques isolées ont

également été décrites, et ces caractéristiques sont résumeées dans le tableau 2.

Les observations ont été effectuées a des grossissements de 10 et 40. Nous avons suivi la

classification adoptée par Barnett et Hunter (1972).
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Tableau 2 : Caractérisation des isolats fongiques obtenus des échantillons de rhizosphére des plantes cultivées de Laghouat (1/2).

(5]
% Espece fongique
O
Aspergillus sp2
Aspergillus niger Van Tieghem, 1867
wn
=
%
]
&
<
Aspergillus flavus Link, 1809
Aspergillus sp9

Aspect
macroscopique
(Recto)

Aspect
macroscopique
(Verso)

Caractéristiques
macroscopiques

Aspects
microscopiques
au

grossissement
x40

Colonies vert olive a gris-vert,
poudreuse, croissance rapide, des
bords irréguliers.

Caractéristiques microscopiques

Croissance rapide, colonies planes
avec un aspect velouté d’une
couleur verte cresson a marron.

Les conidiophores courts et lisses,
conidies rondes en chaine.

Revers incolore, jaune, rouge.

Mycélium non cloisonné, la téte porte
de nombreux conidiophores, phialides
formées sur la vésicule.

Filaments mycéliens fins,
réguliers ;

septés,

Source : CHEKNANE A. (2024).

Remarque : La classification est faite selon Barnett et Hunter (1972). Et une communication personnelle de Dr. HATTAB S. (enseignant- chercheur a UATL).
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Tableau 2 : Caractérisation des isolats fongiques isolées des échantillons de rhizosphére des plantes cultivées de Laghouat (Suite 2/2).

o | Espece fongique Aspect Aspect Caractéristiques Aspects Caractéristiques microscopiques
= macroscopique | macroscopique | macroscopiques microscopiques
© (Recto) (Verso) au gros. x40
P = Colonies poudreuses et blanc puis : Filament mycéliens septes, porte des
bleu vert généralement vertes, conidiospores. Des spores
icilli revers incolore. unicellulaires, globuleuses,
Penicillium spl cylindriques ou fusiformes, grisatres
g ou verdatres.
2 Croissance rapide, des colonies Structure en forme de pinceau avec
& duveteuses a poudreux avec une des filaments mycéliens : fins, septeés,
- couleur verte. a bords paralléles.
Penicillium sp2
Croissance rapide avec une La présence de macro conidies
e texture cotonneuse a laineuse ; fusiformes et cloisonnés.
= blanchatre puis rosées ; violettes Microconidies uni ou pluricellulaires
§ Fusarium sp. ou jaune. Revers incolore a jaune piriformes fusiformes, cylindriques,
T '| puis rouge foncé. ou ovoides isolés solitaires ou
groupées, disposées ou verticale, ou
plus rarement en chainettes.
Colonie a croissance rapide et trés Sporanges sombres contenant des
9 grossiere spores de couleur pale a foncée
§' Rhizopus sp.
<
o
Croissance rapide colonies avec Filaments septés, fin et régulier bruns
- une texture épaisse, aspes foncés a noires. Conidies
= duveteux d’une couleur marron a pluricellulaires en chaines brunes
g Alternaria sp. noir. irréguliéres ; souvent en forme de
g massue, cloisonnées
longitudinalement et
transversalement.
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Champignon sp

Champignon

Source : CHEKNANE A. (2024).

Remarque : La classification est faite selon Barnett et Hunter (1972). Et une communication personnelle de Dr. HATTAB S. (enseignant- chercheur a UATL).
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Chapitre 2 : Caracterisation physiologique

11.1.- Tolérance des isolats fongiques aux quelques facteurs abiotiques

Les caractéristiques physiologiques de la culture des isolats fongiques ont été étudiés.
Ces échantillons ont été collectées au niveau de notre zone d’étude.
11.1.1.- Effet de la température sur le diameétre des colonies des isolats fongiques

Le test de stress thermique détermine la tolérance des isolats fongiques a différentes
températures (22°C, 28°C, 37°C et 45°C) en évaluant le diamétre des colonies des

champignons testés apres 7 jours d’incubation (Fig.15).

9

8

7

B Aspergillus spl 6
B Aspergillus niger

m Aspergillus sp2 >

M Aspergillus flavus 4

M Fusarium 3

¥ Pinicillium sp2 -2

-1

" T - 0

T45 T37 T28 T22

Figure 15 : Effet de la variation de la température sur le diamétre des colonies des isolats

fongiques aprés 7 jours d’incubation.

A 22°C, aprés 7 jours d'incubation, une croissance nettement plus faible est observée
par rapport aux témoins respectifs pour tous les isolats étudiés. Cette croissance varie entre
2 mm pour I’isolat K2 du genre Aspergillus flavus et 8 mm pour I’isolat H3 du genre

Fusarium.

Apres 7 jours d’incubation a 28°C, une croissance rapide est observée chez tous les
isolats étudiés par rapport aux témoins respectifs. Cette croissance varie de 2,7 mm a 3 mm
pour I’isolat 12 d'Aspergillus spl, et de 1,6 mm & 1,6 mm pour I’isolat G1 d'Aspergillus niger.
L’isolat N2 d'Aspergillus sp2 montre un diametre de croissance variant de 2,3 mm a 2,6 mm,
tandis que I’isolat K1 d'Aspergillus flavus affiche une croissance de 5,2 mm a 4,3 mm.
L’isolat H3 de Fusarium présente une croissance trés rapide, variant de 6,8 mm a 7,9 mm.

Enfin, I’isolat I3 de Penicillium présente des diametres de croissance variant de 2,8 mm a
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3,1 mm.

L’¢évaluation du diamétre des colonies des champignons endophytes testés a 37°C,
apres 7 jours d’incubation, révéle une croissance nettement plus faible par rapport aux
témoins respectifs pour tous les isolats étudiés. La croissance varie de 3,5 mm a 4 mm pour
I’isolat H3 de Fusarium spl. En revanche, une croissance tres rapide, avec un diametre
variant de 5,5 mm a 5,7 mm, est observée chez ’isolat K1 d'Aspergillus flavus. L’isolat 13
de Penicillium sp2 montre une croissance tres faible, avec un diametre variant de 0,5 mm a

0,8 mm.

L’évaluation de diamétre des colonies des champignons endophytes testés Pour la
température 45°C et aprés 7jours d’incubation, aucune croissance est évaluée des isolats

utilisés par rapport aux témoins respectifs enregistrés chez tous les isolats étudiés.
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Pour argumenter les résultats de votre etude sur la croissance des champignons
endophytes a différentes températures, vous pouvez vous appuyer sur plusieurs références
scientifiques qui étudient la tolérance des champignons a des conditions de stress thermique.
Une étude montre que Aspergillus flavus peut adapter ses attributs morphologiques et
chimiques sous divers stress, y compris le stress thermique, ce qui peut influencer sa

croissance a différentes températures (Toppo et Mathur, 2022).

Les recherches ont révélé que des isolats de Fusarium peuvent présenter des
variations de croissance significatives en réponse a des conditions de stress thermique. Par
exemple, certaines espéces de Fusarium montrent une croissance plus faible a des
températures plus élevées, mais peuvent encore survivre et parfois prospérer dans des

conditions optimales pour leur croissance (Toppo et Mathur, 2022).

Toppo et Mathur (2022) rapporte que Penicillium spp. a démontré des réponses
variables au stress thermique dans diverses études. Par exemple, la croissance de Penicillium
peut étre fortement inhibée a des températures élevées telles que 37°C et au-dessus, tandis

qu'a des températures plus modérées, une croissance plus rapide peut étre observée.

Pour des températures extrémes comme 45°C, une absence de croissance observée
pour tous les isolats est cohérente avec les observations dans la littérature scientifique, ou de
nombreux champignons endophytes montrent une inhibition totale de la croissance a de

telles températures élevées (Goyal et Kalia, 2020).

11.1.2.- Effet de pH sur le diameétre des colonies des isolats fongiques

Ce test vise 2 montrer I’influence de la variation du pH : 4, 5, 6, 7, 8 et 9 du milieu
de culture sur I’activité antifongique des champignons. Afin de surveiller les résultats de

cette méthode, des évaluations ont été réalisées apres 5 jours et aprés 9 jours d’incubation.
11.1.2.1.- Apres 5 jours

Il est important de noter que Fusarium est prédominant a tous les pH avec une
croissance rapide, le diamétre des colonies variant de 1,9 mm a 4,4 mm. En ce qui concerne
Aspergillus sp9, il se développe sur toutes les valeurs de pH, mais avec une croissance faible,

le diamétre variant de 1 mm a 2 mm.
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Les pH optimaux favorables pour la croissance d’Aspergillus flavus sont 5, 8 et 9,
avec des diametres variant de 4,1 mm & 4,3 mm et 3,8 mm respectivement. Les pH optimaux
pour la croissance de Penicillium sp2 sont 8 et 9, avec des diamétres variant de 3,5 mm a 5,6
mm (Fig. 15).

B Aspergillus flavus  ® Aspergillus flovus @ Pinicillium sp2  ® Pinicillium sp 2

6

pH4 pHS pHG& pH7 pHE8 pHY

Figure 15 : Effet de la variation du pH sur le diamétre des colonies (mm) des isolats fongiques apres5
jours d’incubation.
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11.1.2.2.- Apres 9 jours

La figure 16 représente les résultats apres 9 jours d’incubation.

B Aspergillus sp9 W Aspergillus sp9 W Fusarium spl  ® Fusarium spl

pH4 pHS5 pHG6 pH7 pH3 pH9

B Aspergillus flavus W Aspergillus flavus W Pinicillium sp2  ® Pinicillium sp2

Diamétre des colonies (mm)
[a=] w =Y L (=] ~J

[y

7

6

pH4 pHS5 pHG6 pH7 pH3 pH9

Figure 16 : Effet de la variation du pH sur le diametre des colonies des isolats fongiques aprés 9
jours d’incubation.

Diamétre des colonies (mm)
[a=] w =Y L

[y

Il est important de noter que Fusarium est prédominant a tous les pH avec une
croissance tres rapide, le diamétre des colonies variant de 6,6 mm a 8 mm. En ce qui concerne
Aspergillus sp9, il se développe sur tous les pH, mais avec une croissance moyenne, le
diamétre variant de 0,1 mm a 3,2 mm.
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Il convient de souligner que Aspergillus flavus est dominant a tous les pH, mais avec
une croissance moyenne et un diameétre des colonies allant de 0,1 mm a 5,8 mm. Quant a
Penicillium spl, il se développe sur tous les pH, mais avec une croissance faible et un

diametre variant de 0,1 mm a 6 mm.

Une étude a révélé que Fusarium oxysporum montre une croissance optimale a un
pH de 5, bien qu'il puisse se développer sur une gamme de pH allant de 3 & 9, avec une
croissance trés rapide observée entre 6,6 mm et 8 mm de diametre des colonies. En ce qui
concerne Aspergillus flavus et Aspergillus sp9, il est connu que ces especes peuvent se
développer sur une large gamme de pH, bien que leur croissance varie en fonction de I'espece
et des conditions spécifiques. Penicillium spl, quant a lui, peut également croitre sur une
large gamme de pH, mais avec des variations de croissance selon les conditions
environnementales (Barkai-Golan, 2001 ; Dijksterhuis & Samson, 2006 ; Tabuc, 2007 ;
Pitt & Hocking, 2009 ; Schmidt-Heydt et al., 2010).

11.2.- Evaluation de I’activité antagoniste des isolats fongiques

11.2.1.- Confrontation directe

11.2.1.1.- Méthode des disques

Aprés une incubation de 7 jours avec observation quotidienne, les résultats indiquent
que la croissance mycélienne des isolats témoins est plus importante que celle observée lors

des différentes confrontations (pathogene-antagoniste) (Tab.3).

Tableau 3 : Taux d’inhibition (en pourcentage) de la croissance mycélienne des agents pathogénes
étudiés par méthode des disques.

Pathogenes | Fusarium oxysporum f. Fusarium culmorum Fugarium
Isolats sp. Albedinis (FOA) graminearum
Aspergillus flavus 73,84% 30% 40,85%
Aspergillus sp9 58,46% 38,57% 85,71%
Pinicillium sp2 69,23% 14,28% 42,85%
Fusarium spl 50,76% 42,85% 39,68%

Source: CHEKNANE (2024).

Le taux d'inhibition maximal a été enregistré en présence d'Aspergillus flavus, avec
des valeurs de 73.84% vis-a-vis de FOA (Fig. 17), 30% vis-a-vis de F. culmorum (Fig. 18)
et 40.85% vis-a-vis de F. graminearum (Fig. 19). En présence de Fusarium sp., les taux
d'inhibition sont respectivement de 50.76% vis-a-vis de FOA (Fig. 17), 42.85% vis-a-vis de
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F. culmorum (Fig. 18) et 39.68% vis-a-vis de F. graminearum (Fig. 19). Aspergillus sp9 a
montré des taux d'inhibition de 58.46% vis-a-vis de FOA (Fig. 17), 38.57% vis-a-vis de F.
culmorum (Fig. 18) et 85.71% vis-a-vis de F. graminearum (Fig. 19). En revanche,
Penicillium sp2 a affiché un faible taux d'inhibition, avec des valeurs de 69.23% vis-a-vis de
FOA (Fig. 17), 14.28% vis-a-vis de F. culmorum (Fig. 18) et 42.85% vis-a-vis de F.
graminearum (Fig. 19).

~

(NANE A. (2024) e NARE A (2024 )
FOA Témoin FOA/ Aspergillus flavus FOA/ Aspergillus sp9

CHEKNANE A. (2024) & ;
FOA/ Penicillium sp2 FOA/ Fusarium spl

Figure 17 : Effet d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis (FOA),
par confrontation directe (méthode des disques), en présence des champignons rhizosphériques aprés 7
jours d’incubation.

Les études sur les tests d'antagonisme entre différentes souches de champignons,
notamment Aspergillus flavus, Fusarium sp., Aspergillus sp9, et Penicillium sp2, mettent en
évidence I'efficacité de certains champignons pour inhiber la croissance d'autres espéces.
Ces tests sont généralement menés en laboratoire, ou les souches sont mises en confrontation
directe pour évaluer leur impact sur la croissance mycélienne. Ces études soulignent
I'importance de comprendre les interactions entre les champignons dans le sol, notamment
dans le contexte de la lutte biologique contre les pathogenes des plantes. Elles suggerent
également que certaines souches pourraient étre utilisées comme agents de biocontréle pour
limiter les infections fongiques et améliorer la santé des plantes (Giorni et al., 2009 ; Gomes
etal., 2016 ; Sarma et al., 2016 ; Ben Khedher et al., 2018).
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CHEKNANE A. (2024)% IEEHEKNANE »_r'

F. culmorum/ Penicillium sp2 F. culmorum/ Fusarium spl

Figure 18 : Effet d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium culmorum, par confrontation
directe (méthode des disques), en présence des champignons rhizosphériques aprés 7 jours d’incubation.

F. grminearum/ Aspergillus sp9

CHEKNANE A. (2024{ - KNANE A.
F. graminearum/ Penicillium sp2 F. graminearum/ Fusarium spl

Figure 19 : Effet d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium graminearum, par confrontation
directe (méthode des disques), en présence des champignons rhizosphériques apres 7 jours d’incubation.
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11.2.1.2.- Méthode des stries et du disque

Les résultats obtenus apres 7 jours d'incubation et une observation quotidienne
indiquent que la croissance mycélienne des isolats témoins est supérieure a celle observée
lors des différentes confrontations (pathogéne-antagoniste) (Tab.4).

Tableau 4 : Taux d’inhibition (en pourcentage) de la croissance mycélienne des agents pathogenes
étudiés par méthode des stries et du disque.

Pathogenes | Fusarium oxysporum f. Fusarium culmorum Fu§arium
Isolats sp. Albedinis (FOA) graminearum
Aspergillus flavus 95,38% 61,42% 41,26%
Aspergillus sp9 84,61% 42,85% 31,74%
Pinicillium sp2 38,46% 61,42% 17,46%
Fusarium spl 83,07% 60% 34,92%

Source: CHEKNANE (2024).

Le taux d'inhibition maximal a été enregistré en présence d'Aspergillus flavus, avec
des valeurs de 95.38% vis-a-vis de FOA (Fig. 20), 61.42% vis-a-vis de F. culmorum (Fig.21)
et 41.26% vis-a-vis de F. graminearum (Fig. 22). En présence d'Aspergillus sp9, le taux
d'inhibition est de 84.61% vis-a-vis de FOA (Fig. 20), 42.85% vis-a-vis de F. culmorum
(Fig. 21) et 31.74% vis-a-vis de F. graminearum (Fig. 22). Penicillium sp2 a montré un taux
d'inhibition de 38.46% vis-a-vis de FOA (Fig. 20), 61.42% vis-a-vis de F. culmorum (Fig.
21) et 17.46% vis-a-vis de F. graminearum (Fig. 22). Enfin, Fusarium spl a marqué des
taux d'inhibition de 83.07% vis-a-vis de FOA (Fig. 20), 60% vis-a-vis de F. culmorum (Fig.
21) et 34.92% vis-a-vis de F. graminearum (Fig. 22).

Ben Khedher et al., (2018) étudient I'activité antifongique d'Aspergillus flavus
contre Fusarium oxysporum, ce qui pourrait soutenir nos observations d'inhibition
élevée. Une autre étude examine l'effet antagoniste d'Aspergillus flavus sur Fusarium

culmorum, ce qui pourrait étre pertinent pour nos résultats d'inhibition (Giorni et al., 2009).

Cette recherche explore I'activité antagoniste des espéces d'Aspergillus (Sarma et
al., 2016). Cet article examine l'activité antifongique des espéces de Penicillium contre les
especes de Fusarium, ce qui pourrait étre pertinent pour comprendre vos résultats avec
Penicillium sp2 (Liu et al., 2015)
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FOA/ Aspergillus flavus FOA/ Aspergillus sp9

C "j. | ‘ 120
FOA/ Penicillium sp2
Figure 20 : Effet d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp. Albedinis (FOA),

par confrontation directe (méthode des stries et du disque), en présence des champignons
rhizosphériques apres 7 jours d’incubation.

’ CHEKNANE A. (2024)
F. culmorum/ Aspergillus flavus F. culmorum/ Aspergillus sp9

F. culmorum Témoin

R.CHEKNANE A. (2024)
F. culmorum/ Penicillium sp2 F. culmorum/ Fusarium spl

Figure 21 : Effet d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium culmorum, par confrontation
directe (méthode des stries et du disque), en présence des champignons rhizosphériques aprés 7 jours
d’incubation.
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F. graminearum Témoin F. graminearum/ Aspergillus flavus ~ F. graminearum/ Aspergillus sp9

F. graminearum/ Penicillium sp2 F. graminearum/ Fusarium spl
Figure 22 : Effet d’inhibition de la croissance mycélienne de Fusarium graminearum, par confrontation
directe (méthode des stries et du disque), en présence des champignons rhizosphériques aprés 7 jours

d’incubation.

11.2.2.- Confrontation indirecte

Cette technique nous a permis de mettre en évidence I'effet inhibiteur a distance de
Penicillium sp2 sur I'agent pathogene testé, Fusarium oxysporum f.sp. albidinis (Fig.23).

Avec un taux d'inhibition a été enregistré 86.15% (Fig. 20),

= CHEKNANE A. (2024
FOA Témoin FOA/ Penicillium sp2

Figure 31 : Effet d’inhibition de la croissance mycélienne de FOA, par confrontation indirecte, en

CHEKNANE A. (2024):

présence de Penicillium sp2 aprés 7 jours d’incubation.
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Les résultats de ce test montrent un ralentissement de la croissance mycélienne de la
souche pathogéne sous l'influence de [I'antagoniste, comparativement au témoin.
Contrairement au test de confrontation directe, ou la croissance mycelienne continue
d'évoluer avec le temps, il est apparu que méme en I'absence de contact direct entre I'agent
pathogéne et l'antagoniste testé, ce dernier a pu exercer un effet inhibiteur sur le
développement des colonies des isolats fongiques pathogénes. Cet effet a été évalué en
mesurant les diametres des colonies des pathogénes cultivés en présence et en absence de

I'antagoniste.

Les résultats indiquent que I'inhibition observée peut s'expliquer par la capacité de
Penicillium sp2 a produire des substances volatiles qui limitent voire stoppent le
développement de I'agent pathogéne. Cette action inhibitrice est attribuée a des substances
de nature chimique libérées par les souches de Penicillium, la capacité de production de

telles substances variant selon les isolats d'une méme espéce ou entre espéces différentes.

Apres 7 jours d'incubation et des observations quotidiennes, les souches
sélectionnées selon les résultats des techniques de confrontation directe ont montré que
I'effet inhibiteur sur la croissance mycélienne des souches pathogeénes avec les antagonistes
Penicillium sp2 et Aspergillus sp9 était plus marqué qu'avec d'autres antagonistes. Le taux
d'inhibition maximal a été enregistré en présence de Penicillium sp2, atteignant 86.15% vis-
a-vis de FOA (Fig.23).
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Discussion générale

Le présent travail a consisté en I'évaluation de la diversité et I'identification des
microorganismes présents dans la rhizosphere de certaines plantes cultivées dans

differentes régions de Laghouat.

Cet aspect de la recherche est bien couvert dans I'article de Berg et al. (2009), qui
explore les interactions plantes-microbes dans la rhizosphere et leur réle dans la promotion

de la croissance et la santé des plantes.

Mengjiao Wang et al. (2024) ont également étudié la diversité microbienne dans la
rhizosphére des plantes, en se concentrant sur le colza et en utilisant des techniques de

séquencage haut debit pour analyser les communautés microbiennes.

Les résultats de la caractérisation morphologique macroscopique et microscopique
de nos souches (Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Rhizopus et Penicillium), étudiées sur
milieu PDA, le plus couramment utilisé a cet effet, ont révélé cinq morphotypes différents :

cotonneux, granuleux, duveteux, floconneux et poudreux.

La caractérisation morphologique des souches fongiques est détaillée dans plusieurs
études, notamment celles portant sur I'analyse des morphotypes fongiques sur des milieux
de culture standard comme le PDA, soulignant les différences de croissance et de

morphologie parmi diverses especes fongiques (Berendsen et al., 2012).

Les résultats montrent une différence de la diversité fongique entre les échantillons
de sols étudiés. L'échantillon E.F a révélé le plus grand nombre de genres en comparaison
avec les autres échantillons. Au total, cing genres fongiques et neuf espéces ont été
identifiés. Daya s'est classée en premiére position avec sept espéces, suivi de Assafiya en
deuxiéme position avec six espéces, tandis que Kaf-Mokran ne contenait que quatre

especes.
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Les études de Berg et Smalla (2009) et de Wang et al., (2024) abordent les
differences de diversité microbienne entre les échantillons de sols, en soulignant I'impact
des especes de plantes et des types de sols sur la composition microbienne de la
rhizosphere.

L'effet de la température sur la croissance mycélienne des différentes souches a éte
observé sur milieu PDA. Une inhibition totale de la croissance mycélienne a été observée a
45 °C, tandis que la croissance était ralentie a 37 °C pour toutes les souches. En revanche,

la croissance était maximale (optimale) a 22 °C et 28 °C pour toutes les souches.

Des recherches sur I'effet de la température sur la croissance fongique ont montré
des résultats similaires, confirmant que des températures élevées peuvent inhiber la
croissance mycélienne, tandis que des températures modérées favorisent une croissance
optimale (Wang et al., 2024).

Les résultats montrent que Fusarium est prédominant et affiche une croissance tres
rapide sur tous les pH testés, ce qui en fait un pathogene préoccupant. Aspergillus sp9, bien
qu'il se développe sur tous les pH, présente une croissance moyenne. De méme,
Aspergillus flavus est dominant sur tous les pH avec une croissance moyenne, tandis que

Penicillium sp1 montre une croissance faible.

Les études de Berg et al. (2002) et Borrero et al. (2006) traitent de la diversité et
de la dominance de certaines especes fongiques dans différents environnements de sol,

ainsi que de leur réponse aux variations de pH.

Les tests d'antagonisme par confrontation directe utilisant les souches Aspergillus
flavus, Aspergillus sp9, Penicillium sp2 et Fusarium spl montrent un effet inhibiteur sur
les isolats fongiques. Les colonies des différents isolats pathogénes occupaient une trés
petite surface comparativement au témoin, ce qui correspond a une inhibition de la

croissance mycélienne de I'agent pathogene.

La recherche sur les interactions antagonistes entre les champignons, telle que celle
de Boehm et Hoitink (1992) et Bloemberg et Lugtenberg (2001), met en évidence les
mécanismes par lesquels certains microorganismes inhibent la croissance des pathogenes

fongiques.
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Discussion géenerale

Les tests d'antagonismes in vitro menés contre trois souches pathogenes ont donné
des résultats positifs avec les deux méthodes testées (confrontation directe et indirecte) en
utilisant Aspergillus flavus, Aspergillus sp9, Penicillium sp2 et Fusarium spl comme
souches antagonistes. Ces souches ont totalement inhibé la croissance des champignons
pathogenes. Les travaux de Berg et al. (2009) et Wang et al. (2024) sur l'utilisation de
bactéries et champignons antagonistes pour la biocontréle des pathogénes soulignent
I'efficacité des approches de confrontation directe et indirecte pour inhiber la croissance

des champignons pathogenes
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Conclusion générale

Ce mémoire de fin d'études a porté sur I'évaluation de la diversité et I'identification
des micro-organismes présents dans la rhizosphere de certaines plantes cultivées dans
differentes régions de Laghouat. L'étude a permis d'identifier cing genres fongiques
(Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Rhizopus et Penicillium) et neuf espéces, révélant une

diversité notable parmi les échantillons de sol analysés.

La caractérisation morphologique macroscopique et microscopique a mis en
évidence cing morphotypes distincts : cotonneux, granuleux, duveteux, floconneux et
poudreux. Les résultats montrent que I'échantillon de sol de Daya présente la plus grande
diversité fongique, suivi par Assafiya et Kaf Mokran. Ces observations suggerent que la
diversité fongique varie en fonction de la région, avec Daya en téte en termes de diversité

des especes.

Les analyses morphologiques ont montré que les micro-organismes isolés
présentent des morphotypes variés, incluant des aspects cotonneux, granuleux, duveteux,
floconneux et poudreux. La diversité la plus élevée a été observée dans les échantillons de
sol de Daya, suivie par ceux d'Assafiya et de Kaf Mokran, ce qui indique une variabilité

régionale significative.

L'étude de I'effet de la température sur la croissance mycélienne a révélé que toutes
les souches étudiées ont une croissance optimale a 22 °C et 28 °C, une croissance ralentie a
37 °C, et une inhibition totale a 45 °C. Ces résultats indiquent une capacité d'adaptation
des micro-organismes a différentes conditions thermiques, ce qui est crucial pour leur

utilisation potentielle dans des programmes de biocontréle.

Concernant la tolérance au pH, Fusarium s'est révélé étre le genre prédominant
avec une croissance rapide sur tous les pH testés, le classant comme un pathogene
préoccupant. Aspergillus sp9 et Aspergillus flavus montrent une croissance moyenne sur

tous les pH, tandis que Penicillium spl présente une croissance faible.
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Les tests d'antagonisme effectués par confrontation directe et indirecte ont montré
que les souches antagonistes telles qu'Aspergillus flavus, Aspergillus sp9, Penicillium sp2
et Fusarium spl possedent un fort potentiel inhibiteur contre les pathogenes fongiques.

Ces résultats sont prometteurs pour le développement de stratégies de biocontrdle

en agriculture, offrant une alternative écologique et durable aux pesticides chimiques.

En conclusion, cette étude a non seulement mis en évidence la diversité des micro-
organismes dans la région de Laghouat, mais a également démontré leur potentiel en tant
qu'agents de biocontrdle. Des recherches futures, incluant des études sur le terrain et
I'exploration des mécanismes moléculaires sous-jacents, seront nécessaires pour optimiser

I'application pratique de ces micro-organismes dans la gestion des maladies des plantes.
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