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INTRODUCTION 

 

1 

1. Introduction 

 

L’agriculture constitue la base de l’économie. Malheureusement celle ci est soumise à 

plusieurs contraintes, essentiellement d’ordres abiotique et biotique. Les producteurs sont 

confrontés à diverses maladies qui s’attaquent aux cultures. De nombreuses cultures vivrières 

et de rente sont ravagées par des parasites, dont les plus notoires sont les champignons 

phytopathogènes. Parmi ceux-ci, les espèces du genre Fusarium.  

Sur le plan économique, le genre Fusarium est très important parce qu’il regroupe de 

nombreuses espèces phytopathogènes, susceptibles d’induire des maladies (fusarioses) chez 

de nombreuses plantes. Ils s’attaquent aux cultures telles que le cotonnier (Assigbetsé et al., 

1990), le bananier (Moore et al., 1995), le gombo (Drame, 2004), le riz (Zehhar et al., 2006), 

le blé (Anonyme, 2004 ; Lauzon et al., 2007) et la tomate, (Hibar et al., 2007). La fusariose 

est une maladie responsable du flétrissement ou de la pourriture des racines et des collets des 

plantes. Dans certains cas, surtout chez les plantes céréalières, les graines peuvent être 

impropres à la transformation et à la consommation à cause de la contamination par 

Fusarium. 

Il existe de nombreuses espèces de Fusarium, dont certaines seulement sont pathogènes et/ou 

sont susceptibles d'émettre des mycotoxines (fusariotoxines en l'occurrence), posant 

problèmes en agriculture ou en médecine humaine et pour l'industrie agroalimentaire. 

De plus, beaucoup d’espèces saprophytes sont capables de se développer en tant que 

pathogènes secondaires sur des tissus végétaux sénescents. Les espèces du genre Fusarium 

peuvent ainsi attaquer les céréales (maïs, blé, orge, avoine), les légumes, les plantes 

ornementales et beaucoup d’arbres fruitiers. La majorité des espèces de Fusarium sont 

susceptibles de produire des mycotoxines et sont ainsi impliquées dans des intoxications chez 

les animaux d’élevage. 

Les produits chimiques utilisés à l’heure actuelle pour lutter contre les agents responsables de 

la fusariose présentent des inconvénients. La plupart d’entre eux, sont toxiques pour les 

utilisateurs qui entrent en contact avec la substance de préservation. Cela justifie les 

recherches actuellement menées dans ce domaine, qui tendent à mettre au point de nouvelles 

méthodes de lutte moins nuisibles pour l’environnement (Lounaci et Athmani,  2014).  

De ce fait, la lutte biologique contre ces moisissures phytopathogènes, s'avère très importante, 

et ce par l'utilisation de microorganismes producteurs de substances à effet antifongique.  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Agriculture
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9decine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Industrie_agroalimentaire
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La lutte biologique se considère comme une alternative très prometteuse, à cause de l’ubiquité 

naturelle des agents microbiologiques dans les écosystèmes. Ces dernières se caractérisent par 

leur grande variété, leur dissémination facile, leur spécificité d’action ainsi leur persistance 

dans l’environnement (De Kouassi, 2001). Les micro-organismes utilisés en lutte 

microbiologique appartiennent à plusieurs taxons à savoir les virus, les bactéries, les 

microchampignons, les nématodes et les protozoaires. Les champignons et les bactéries sont 

les micro-organismes les plus utilisés en lutte biologique. Ils ont un intérêt agronomique 

considérable dans la lutte biologique contre les ravageurs de cultures et sont donc l’objet 

d’études de plus en plus poussées.  

Des études ont permis d’identifier certains microorganismes impliqués dans les mécanismes 

de résistance des sols afin de pouvoir sélectionner les plus efficaces et de les utiliser comme 

agents de lutte biologique (Rouxel et al., 1979). En fait, la présence d’un agent de lutte 

biologique dans le sol: (i) Favorise le développement de la plante;  (ii) Assure une protection 

accrue du système racinaire; (iii) Prévient des pertes de rendement pour le producteur; (iv) 

Diminue l’utilisation de pesticides chimiques de synthèse utilisés pour combattre les agents 

pathogènes; (v) Réduit la pollution de l’environnement. 

Dans cette optique, s’inscrit l’objectif de notre travail qui se focalise sur " l'isolement des 

microorganismes possédants une activité anti-Fusarium". Cette étude, repose sur plusieurs 

points importants : (i) L'isolement de l'agent pathogène (le Fusarium),  à partir de différent 

espèces végétales infectées; (ii) L'isolement , à partir du sol, des microorganismes qui ont des 

propriétés antagonistes contre le Fusarium; (iii) La production et la vérification des propriétés 

antagonistes, des métabolites actif des souches antagonistes. 

La première partie de notre travail est consacrée à la description de données bibliographiques 

relatives aux champignons d'une manières générale, à l'agent pathogène "le Fusarium" et 

finalement à l'agent antagoniste étudié dans ce travail. La seconde partie est consacrée au 

travail expérimental et est basé sur les différentes techniques utilisées et d’une autre partie 

exposant, comparant et discutant les résultats obtenus. 

 

 L'isolement de l'agent pathogène (le Fusarium),  à partir de différent espèces végétales 

infectées;  

 L'identification morphologique, macroscopique et microscopique, et par voie 

moléculaire des isolats pathogènes. 
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 L'isolement des microorganismes qui ont des propriétés antagonistes contre le 

Fusarium;  

 L'identification morphologique, macroscopique et microscopique, et par voie 

moléculaire des isolats antagonistes;  

 La production, par fermentation et extraction, des métabolites bioactif des souches 

antagonistes; 

 La vérification des propriétés antagonistes des molécules bioactifs. 

Enfin, ce travail est clôturé par une conclusion générale et la mise en évidence des 

perspectives de recherche. 
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2-  Revue bibliographique 

2.1 - Généralités sur les champignons 

Les champignons représentent l’un des plus importants groupes d’organismes sur terre et 

jouent un rôle clé dans un grand nombre d’écosystèmes (Mueller et Schmit, 2007). Ce sont 

des organismes eucaryotes à mode de reproduction sexuée ou asexuée. Les spores produites 

peuvent avoir un rôle dans la dispersion des champignons, mais peuvent également jouer un 

rôle dans la survie de l’organisme lorsque les conditions environnementales deviennent 

défavorables (Madelin, 1994). Leur mode de nutrition se fait par absorption en libérant dans 

un premier temps des enzymes hydrolytiques dans le milieu extérieur. Ces organismes sont 

dépourvus de chlorophylle et sont tous hétérotrophes  (Carlile et Watkinson, 1994 ; Redecker, 

2002).  

Classiquement, les champignons étaient regroupés dans un règne distinct, celui des eumycètes 

(figure 1) ou cinquième règne (Kendrick, 2000). Les classifications les plus récentes font 

apparaître les champignons dans le règne unique des eucaryotes et plus précisément dans le 

groupe des Opisthokonta (Simpson et Roger, 2004; Adl et al. 2005). La classification des 

champignons est d’abord basée sur un mode de reproduction sexuée ou phase téléomorphe. 

Ce critère définit quatre des cinq groupes principaux : les chytridiomycètes, les zygomycètes, 

les basidiomycètes et les ascomycètes. Certaines moisissures sont le plus souvent ou 

exclusivement rencontrées à un stade de multiplication asexuée, dit anamorphe. Ces 

organismes sont alors classés d’après le mode de production des spores asexuées ou conidies. 

Ces espèces sont classées dans le cinquième ordre, les Deutéromycètes ou Fungi imperfecti.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 Les grands groupes des eumycètes (Durrieu, 2008) 
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2.2 - Les champignons filamenteux 

2.2.1- Caractéristiques morphologiques  

Les champignons filamenteux sont composés d’un appareil végétatif appelé thalle. Il est 

composé de filaments ou hyphes enchevêtres les uns par rapport aux autres, et l’ensemble des 

hyphes constituent un réseau appelé mycélium (Gonçalves et al., 2005). Les hyphes sont 

diffus, tubulaires et fins avec un diamètre compris entre 2 et 15 μm et sont plus ou moins 

ramifiés. Chez certaines moisissures, comme par exemple Mucor, les cellules ne sont pas 

séparées par une cloison transversale, le thalle est alors dit coenocytique ou « siphonné » alors 

que chez d’autres, comme par exemple Aspergillus, le thalle est cloisonné ou « septé » (Figure 

2) (Girbardt, 1957; Trinci, 1969; Gregory, 1984 ; Bartnicki-Garcıa, 2002). Les cloisons, 

appelées septa possèdent des perforations assurant la communication entre les cellules (Justa-

Schuch et al., 2010 ). Les caractéristiques morphologiques de ces microorganismes sont liées 

à leur substrat nutritif. La colonisation du substrat est réalisée par extension et ramification 

des hyphes. (Chabasse et al., 2002). 

 

Figure 2 Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un mycélium : (A), 

hyphe coenocytique ; (B), hyphe cloisonne   (Chabasse et al., 2002). 

 
 
Les champignons filamenteux possèdent une paroi constituée essentiellement de 

polysaccharides, de glycoprotéines et de mannoprotéines (Figure 3). Les polysaccharides sont 

majoritairement la chitine, polymère de molécules de N-acétylglucosamine liées entre elles 

par une liaison de type β-1,4, et les glucanes, polymères de molécules de D-glucose liées entre 

elles par des liaisons β. Ces deux polysaccharides assurent la protection des moisissures vis-à-

vis des agressions du milieu extérieur. La chitine joue un rôle dans la rigidité de la paroi 
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cellulaire, les glycoproteines jouent un rôle dans l’adhérence et les mannoprotéines forment 

une matrice autour de la paroi (Nwe et Stevens, 2008). 

  

Figure 3 Schématisation de la structure de la paroi fongique (Nwe et Stevens, 2008). 

 

2.2.2- Développement 

Le développement des moisissures comprend deux phases : une phase végétative et une phase 

reproductive. Pendant la phase végétative, qui correspond à la phase de croissance, l’appareil 

végétatif colonise le substrat par extension et ramification des hyphes (Davidson et al.,1996). 

Cette phase correspond également à la phase de nutrition, les hyphes absorbant à travers leur 

paroi, l’eau ainsi que les éléments nutritifs contenus au sein du substrat tout en dégradant le 

substrat par émission d’enzymes et d’acides. La forme mycelienne en expansion, qui constitue 

une phase active de développement, est responsable de la dégradation et de l’altération du 

substrat (Zyska, 1997). La phase reproductive comprend deux types de reproduction : la 

reproduction asexuée, correspondant à la forme anamorphe, et la reproduction sexuée, 

correspondant à la forme téléomorphe. La reproduction asexuée correspond majoritairement à 

la dispersion de spores asexuées, permettant la propagation des moisissures afin de coloniser 

d’autres substrats. Cette forme de reproduction asexuée est appelée la sporulation (Adams et 

al., 1998). Il existe différentes formes de reproduction asexuée et différents types de spores 

(Figure 4). Les spores peuvent être le résultat de la fragmentation. Dans ce cas, un nouvel 

organisme se développe à partir d'un fragment parent de mycélium (arthrospores). Les spores 

peuvent aussi être produites de manière endogène à l’intérieur du sporocyste 

(sporocystiospores), ou de manière exogène en continu à l’extrémité des structures 
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spécialisées appelées phialides (conidiospores). Ensuite, les spores se détachent du mycélium 

sous l’effet d’un petit choc mécanique, d’un frôlement ou d’un courant d’air  (Barnett et 

Hunter, 1998).  

 

Figure 4 Différents modes de sporulation et les différents types de spores associées (Barnett 

et Hunter 1998). 

La reproduction sexuée se déroule en trois étapes : plasmogamie, caryogamie et méiose 

(Jennings et Lysek, 1996) (figure 5). La plasmogamie correspond à la fusion cellulaire entre 

deux cellules haploïdes. La cellule résultante est appelée dicaryon car elle possède deux types 

de noyaux haploïdes. Les deux noyaux vont fusionner lors de la caryogamie puis la méiose va 

convertir une cellule diploïde en quatre cellules haploïdes (Carlile et Watkinson, 1994). On 

recense également des modes de reproduction différents de celui qui précède : certains 

organismes garderont un mode de vie haploïde, d’autres un mode de vie uniquement diploïde, 

tandis que certains organismes (Deutéromycètes) n’ont pas de capacité de reproduction 

sexuée (Carlile et Watkinson, 1994).  

 

Figure 5 Schématisation de la reproduction asexuée et sexuée d’une moisissure. 
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2.3- Le genre Fusarium 

2.3.1- Aspects Morphologiques 

Les champignons du genre Fusarium appartiennent aux hyalo-hyphomycètes et présentent un 

mycélium septé et incolore. En culture, les colonies présentent souvent des nuances roses, 

jaunes, rouges ou violettes (Booth, 1985; Alves-Santos et al., 1999; Katan et  Ortoneda et al., 

2003). Les cellules conidiogènes se forment sur des hyphes aériens ou sur des conidiophores 

courts et densément branchés. Les conidies sont de trois types : macroconidies, microconidies 

et blastoconidies (figure 6). Les macroconidies falciformes, avec plusieurs septa transverses, 

une extrémité apicale crochue et une base pédicellée sont produites en basipétale (croissance à 

partir de la base) par les monophialides ou les sporodochia (agrégats de conidiophores) et sont 

accumulées en masse. Les microconidies sont ellipsoïdes, ovoïdes, subsphériques, pyriformes, 

claviformes ou allantoïdiennes, généralement unicellulaires et présentent une base arrondie ou 

tronquée. Elles sont produites en séries basipétales sur des mono ou polyphialides et 

accumulées en petites têtes ou en chaînes. Les blastoconidies sont produites séparément sur 

des cellules polyblastiques et présentent de 0 à 3 septa. Des chlamydospores, souvent 

présentes, sont hyalines ou pâles, intercalaires ou terminales et possèdent une paroi épaisse 

(de Hoog et al., 2011). 
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Figure 6  Terminologie pour décrire la morphologie du genre Fusarium (de Hoog et al., 
2011) 

 
 

2.3.2 - Taxonomie 

 
La taxinomie ou taxonomie a pour objet de décrire les organismes vivants et de les regrouper 

en entités appelées taxons afin de les identifier, les nommer et enfin les classer. Depuis la 

seconde moitié du XXème siècle, une nouvelle approche conceptuelle de ces classifications 

est possible grâce à la biologie moléculaire. La taxinomie en mycologie est donc en constante 

évolution suite aux données recueillies lors des différentes approches phylogénétiques. Ce 

remodelage des classifications s’applique également pour le genre Fusarium. Le genre 

Fusarium appartient au phylum des Ascomycota, à la classe des Sordariomyceteset à l’ordre 

des Hypocreales (Catalogue of life, 2014). Il s’agit d’un genre polyphylétique à la taxinomie 

complexe. Par exemple, Fusarium solani et Fusarium verticillioides possèdent des formes 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Sordariomycetes
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sexuées (téléomorphes) appartenant respectivement aux genres Nectria ou Gibberella alors 

que Fusarium oxysporum n’est actuellement connu que sous sa forme asexuée (anamorphe). 

La taxinomie du genre autrefois basée sur les aspects morphologiques ou l’adaptation à un 

substrat particulier, a été revue en profondeur avec l’avènement des techniques de phylogénie 

moléculaire . Les données récentes issues de ces travaux montrent que les anciennes 

taxinomies sont en partie erronées. Ceci s’est traduit par le rattachement d’espèces des genres 

Acremonium ou Cylindrocarpon au sein du genre Fusarium telles que Acremonium falciforme 

ou Cylindrocarpon lichenicola (Summerbell et al., 2002) mais aussi par la notion de 

complexes d’espèces non différentiables morphologiquement (espèces cryptiques). 

  

2.3.3- Identification 

 

L’identification des microchampignons est alors effectuée par la comparaison d’un grand 

nombre de critères (Guarro et al., 1999). Dans le cas des Fusarium, l’examen des 

macroconidies permet d’identifier rapidement le genre et en fonction de la forme et de la 

septation, donner une indication quant à l’espèce. 

Des méthodes d’analyse biochimiques peuvent également apporter des informations sur le 

champignon. La détermination du contenu en acide gras, de la composition de la paroi 

cellulaire, de la composition en protéines ou encore des métabolites secondaires font partie 

des critères étudiés (Alves-Santos et al., 1999; Baayen, 2000; Haan et al., 2000). .les  

méthodes d’identification basées sur des techniques de biologie moléculaire ont fait leurs 

preuves et se sont imposées par leur fiabilité. Ces techniques sont majoritairement basées sur 

l’ADN. L’amplification par PCR de régions spécifiques est une méthode puissante pour 

l’analyse ciblée d’un type de champignon (Hsu et al., 2003). Le polymorphisme 

d’amplification d’ADN aléatoire (Random Amplified Polymorphic DNA : RAPD, Hadrys et 

al., 1992) est une méthode consistant à amplifier à l’aide d’amorces dégénérées des cibles 

aléatoires. Le profil de bandes obtenu peut être caractéristique et permettre la distinction 

d’espèce de champignons (Carnegie et al., 2001) mais aussi de races du même champignon 

(Mar Jimenez-Gasco et al., 2003). Les méthodes basées sur l’analyse du polymorphisme de 

taille de fragments de restriction (Restriction Length Fragment Polymorphism : RFLP 

(Botstein et al., 1980) et la combinaison PCR et RFLP : analyse du polymorphisme de 

fragments amplifiés (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences : CAPS) sont également des 

méthodes robustes (Kamiya et al., 2004). 
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Ces méthodes de biologie moléculaire reposent sur des séquences cibles spécifiques utilisées 

pour les  identifications, on retrouve l’ADN ribosomique (ADNr), l’ADN mitochondrial et 

parfois des séquences répétées de type microsatellites. Actuellement près de 700 000 

séquences d’ADNr fongiques sont disponibles dans Genbank. Pour l’identification des 

champignons filamenteux, la cible prépondérante est l’ADNr (Guarro et al., 1999). 

L’avantage de cette cible est multiple, il s’agit de séquences répétées dans le génome et 

retrouvées dans tous les organismes vivants. 

L’unité minimale se compose de plusieurs parties, des séquences très conservées (18S, 5.8S et 

28S) alternant avec des séquences beaucoup plus variables (ETS, ITS1 et 2 et IGS) (figure 7). 

 
 
 
 

 

 

 

 

2.3.4- Potentiel toxinogène 

Le genre Fusarium comprend des espèces capables de produire de nombreuses mycotoxines : 

les trichothécènes, la zéaralénone et les fumonisines,.. ect (Pitt, 2000) (Tableau 2). Les 

mycotoxines synthétisées par les espèces du genre Fusarium leur confèrent un pouvoir 

pathogène important vis-à-vis des végétaux ou des mammifères dont l’Homme (Nucci et al., 

2007). Les mycotoxicoses sont ainsi dues à l’ingestion d’aliments contaminés par les 

mycotoxines. La plus connue est l’aleukie alimentaire toxique secondaire à la consommation 

de céréales colonisées par Fusarium sporotrichioïdes et Fusarium poae. Les manifestations 

initiales sont gastro-intestinales mais secondairement apparaissent des symptômes cutanés et 

hématologiques avec immunosuppression. Les autres mycotoxicoses se manifestent sous 

forme d’ostéo-arthrose dystrophique chronique ou de symptômes gastro-intestinaux et 

neurologiques (Gupta, 2000). Ces champignons présentent également la capacité de produire 

du biofilm en présence de matériaux étrangers tels que les lentilles oculaires ou les cathéters. 

Le micro-organisme, ainsi intégré dans une matrice extracellulaire endogène, devient plus 

résistant aux différents traitements antifongiques ou aux solutions de nettoyage du matériel 

(Dyavaiah et al., 2007; Ahearn et al., 2008 ; Imamura et al., 2008 ; Mukherjee et al., 2012). 

Peu d’études de virulence ont été réalisées sur le genre Fusarium. Cependant, parmi les 

espèces les plus courantes, celles du complexe d’espèces Fusarium solani semblent être les 

Figure 7 Représentation d’une unité d’ADN ribosomique. ETS: externally transcribed 
spacer, ITS: internally transcribed spacer et IGS: intergenic spacer. 
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plus virulentes. En effet, dans un modèle murin de fusariose chez l’animal immunocompétent, 

la médiane de survie était à 14 jours pour Fusarium solani alors que pour les autres espèces 

(Fusarium oxysporum, Fusarium verticilloïdes et Fusarium proliferatum), une grande 

majorité d’animaux était encore en vie à la fin de la période d’observation de 30 jours 

(Mayayo et al., 1999) 

 

Tableau 1 Les Fusarium producteurs des mycotoxines (Pitt, 2000) 

 

2.3.5-  Pouvoir pathogène 

 

Les Fusarium sont, principalement, des phytopathogènes. Ces champignons contaminent les 

céréales, les légumes, les arbres fruitiers provoquant des maladies nommées fusarioses. Les 

Fusarium sont généralement impliqués dans la pourriture des racines, tiges et fruits ; dans la 
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dégradation du système vasculaire (Trenholm et al., 1988). Le pouvoir pathogène chez 

l’homme et les animaux est varié. Certaines espèces sont à l’origine des kératites et 

endophtalmies. D’autres espèces (F. solani, F. moniliforme) sont impliquées dans des 

infections systémiques (Guarro et Gene, 1992) 

- Fusarium verticillioides  est un agent de fusarioses disséminées chez les patients infectés par 

le HIV (Duran et al., 1989) ; 

- Fusarium oxysporum est un agent d’onyxis, de kératites, d’endophtalmies, de péritonites et 

d’infections disséminées chez les patients atteints d’hemopathie maligne (Thomas et 

Geraldine, 1992) ; 

- Fusarium solani est l’espèce la plus commune, impliquée dans les fusarioses rencontrées 

aux patients diabétiques. Il peut également être responsable des ulcères cornéens (del Palacio 

et al., 1985 ; Gari-Toussaint et al., 1997). 

 

2.4- La fusariose 

La fusariose est une maladie causée par des champignons du genre Fusarium qui vivent dans 

le sol, et attaquent de nombreuses plantes (Amzelloug, 1999). Il existe plusieurs espèces 

recensées de ce champignon dont à savoir Fusarium oxysporum. Ce dernier est un agent 

vasculaire qui se conserve dans le sol sous forme de chlamydospores et infecte les plantes via 

les racines qu'elles pénètrent directement ou par des blessures d'origine mécanique ou 

biologique (percées des racines secondaires, piqûres de nématodes,...). Les maladies dues à 

l’espèce F. oxysporum sont largement répandues dans le monde. Elles sont dommageables 

pour de nombreuses plantes maraîchères (tomate, cucurbitacées,…) et ornementales (œillet), 

ainsi que pour des cultures en plein champ telles que le coton, le bananier (la maladie de 

Panama) et le palmier dattier (maladie du Bayoud) causée par Fusarium oxysporum albedinis 

(Foa). Ce champignon qui se trouve dans le sol, pénètre par les racines en cheminant la sève 

et envahissant le bourgeon terminal du palmier dattier. Par conséquent, il provoque un 

desséchement puis un dépérissement rapide des arbres. Le bayoud ou la fusariose du palmier 

dattier se caractérise par sa résistance à la sécheresse et par sa capacité de rester dangereux 

après plus de trente ans passés sous sol. Il est également très prolifique soit par le repiquage 

de rejets apparemment sains, soit par l’irrigation, soit par les vents de sables qui peuvent 

transporter de minuscules éléments végétaux (El Hadrami et al., 1998). 
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2.4.1- Dégâts de la fusariose 

 

Les espèces du genre Fusarium sont des pathogènes responsables des pertes économiquement 

importantes chez la majorité des cultures. Ces agents pathogènes peuvent causer la fonte de 

semis, la pourriture des racines et du collet (Pauvert, 1984). Ils attaquent tous les organes 

végétatifs et reproducteurs des plantes (Gargouri,  2003). 

 

2.4.1.1- Fonte de semis (Seedling blight) 

 

La fonte de semis est due à des semences contaminées et elle est fréquente dans les régions 

humides où la maladie de l’épi prédomine (Gargouri et al. 2001). Moins fréquemment, cette 

maladie peut être causée par l’inoculum présent dans le sol ce qui est généralement le cas des 

régions arides (Gargouri, 2003). La maladie peut se traduire par des manques à la levée. En 

effet, la germination a eu lieu mais les racines meurent au cours de leur développement ou 

elles sont partiellement nécrosées. La fonte de semis due au Fusarium se manifeste 

tardivement, elle est localisée dans les zones les plus sèches. Parfois, la maladie se traduit par 

le dessèchement brutal de jeunes plantules qui restent dressées. Dans le cas d’une infection 

sévère, les racines latérales avortent ou encore sont détruites dans un stade assez jeune 

(Mrabet, 1998). La fonte de semis est responsable d’une réduction de rendement qui peut 

atteindre 17% (Gargouri, 2003). 

 

2.4.1.2- Pourriture des racines (Root rot ou common root rot) 

 

La pourriture des racines appelée aussi la pourriture commune est une maladie qui apparaît 

chez les plantes âgées et se manifeste par une infection des parties souterraines. Elle est due à 

la présence de l’inoculum dans le sol, aux débris végétaux infectés ainsi qu’aux semences 

contaminées. L’infestation a lieu dans les régions où la pluviométrie est déficiente (Gargouri 

et al. 2001). La maladie cause la destruction des tissus des racines, du rhizome et de la partie 

souterraine de la tige. Les symptômes typiques se caractérisent par une coloration brune ou 

noire. Ce brunissement peut progresser vers le plateau de tallage et très peu vers la tige. Les 

symptômes peuvent se traduire, mais moins fréquemment que la pourriture du pied, en des 

épis blancs prématurés (Gargouri, 2003). 
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2.4.1.3-   Pourriture du pied (Foot rot ou dry land foot rot) 

 

La pourriture du pied est une maladie grave des grandes cultures, céréales et plantes 

fourragères, dans les régions arides et semi-arides pouvant occasionner des pertes élevées du 

rendement. Les conditions climatiques de la Tunisie par exemple favorisent le développement 

de cette maladie (sol sec quand les plantes sont jeunes). En effet, selon les travaux menés par 

Ghodbane et al., (1974), les pertes du rendement dues à la fusariose étaient de l’ordre de 44%. 

Cette maladie est due principalement aux champignons présents dans le sol sous forme de 

chlamydospores, de mycélium et débris végétaux infestés enfouis dans la couche superficielle 

du sol. Les pathogènes pénètrent par le coléoptile, le rhizome ou les racines secondaires 

(Burgess et al., 1981). 

L’infection reste latente et ne se développe que si la plante se trouve dans les conditions de 

stress hydrique pendant ou juste après la floraison (Gargouri, 2003). Lorsque l’attaque du 

collet est précoce, le champignon peut attaquer les différentes gaines et détruire la jeune 

plante. 

 

2.4.2- Cycle biologique de la maladie 

 

Le Fusarium responsable d’importants dégâts durant tout le cycle vital de la plante hôte, chez 

les légumineuses, est transmis essentiellement par les semences, mais peut aussi prévenir du 

sol où il se conserve sous forme de spores durables. Parasitant les caryopses, le Fusarium peut 

être présent à la surface, soit à l’état de spores libres, soit sous forme de petites colonies 

mycéliennes. Plus fréquemment, il est interne et se localise dans le péricarpe ou plus 

profondément dans les téguments séminaux et l’embryon. Présent autour de ce dernier sous 

forme de mycélium, les caryopses germent et donnent des plantules qui présentent des faciès 

caractéristiques durant le cycle vital de la plante hôte (Champion, 1997). Les plantules 

détruites par le parasite, en pré-émergence comme en post-émergence, constituent une source 

de contamination par des plantes voisines, c’est le premier foyer infectieux. En effet, le 

parasite édifié sur la plantule détruit des coussinets sporifères qui sont les spores entraînées 

par le vent et par la pluie. Ces spores vont infecter les autres plantes ou contaminer le sol. 

Au cours des périodes successives de croissance jusqu’à celles de la reproduction de la plante 

puis la maturité des graines, le Fusarium, d’abord localisé au niveau des parties souterraines, 

se développe et sporule abondamment (Figure 8). Il constitue ainsi un deuxième foyer 

d’infection qui favorise la dissémination de la maladie aux plantes voisines. La maladie se 
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perpétue, ainsi d’une année à une autre, soit par les caryopses infectés qui hébergent le 

parasite, soit par les spores formées sur la plante parasitée durant tout le cycle végétatif, soit 

enfin par contamination du sol (Mrabet, 1998; Caron, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.3- Moyens de lutte contre La Fusariose 

 

Différents moyens de lutte existent, cependant la prévention reste la meilleure arme contre les 

épidémies de fusariose en champ. 

 

2.4.3.1- Pratiques culturales 

La production de spores infectieuses à partir des déchets végétaux présents dans les champs 

est la première étape du cycle infectieux de Fusarium. Il convient donc de ne pas réutiliser les 

déchets végétaux pour fumer les cultures. 

Au niveau du semis, il est recommandé de semer les céréales dans un sol bien travaillé. 

Idéalement le sol doit favoriser une germination et une levée rapide. De cette manière la jeune 

plante peut être plus robuste pour faire face à une infection. 

Une pratique d’alternance de culture apporte des effets bénéfiques compte tenu de la 

préservation nécessaire des ressources du sol. De plus, elle induit une variation naturelle de la 

flore favorable à la résistance aux pathogènes. De plus la culture de variétés résistantes est à 

privilégier. 

Figure 8 Cycle de Fusarium spp. : Illustration des différents modes d’action (Caron, 2000) 
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2.4.4- Moyens de lutte biologique 

De nombreux agents de bio-contrôle sont actuellement disponibles dans le commerce. Le 

principe repose sur l’hyper-parasitisme. Certains champignons sont des parasites d’autres 

champignons. C’est le cas pour de nombreuses espèces du genre Trichoderma. T. harzianum a 

été décrit comme capable de contrôler les pathologies induites par F. oxysporum sur le 

bananier (Thangavelu et al., 2004). 

 

2.5- Le genre Trichoderma 
 

Le terme « Trichoderma » a été introduit dans la mycologie en 1794 par Persoon (Roussos, 

1985 ; Bissett, 1991). Il désigne des champignons microscopiques  considérés durant 200 ans 

comme étant des «Gastéromycètes». Ces organismes cosmopolites appartiennent à un grand 

ensemble de champignons sans reproduction sexuée connue (Vining, 1990 ; Genilloud et al., 

1994 ; Fujita et al., 1994 ; Roquebert, 1996). 

En milieu terrestre, leur production d'enzymes, de substances bioactives et leur 

développement rapide font des Trichoderma sp. des agents potentiels en agroalimentaire et 

une matière de choix pour l'exploitation industrielle (Prieto et al., 1997). Quelques-unes des 

quelques 35 espèces établies à ce jour sont d’intérêt économique, pour leur production 

d’enzymes cellulolytiques et utilisés comme agents de lutte biologique en raison de leur 

antagonisme vis-à-vis d'autres espèces fongiques (antibiose, mycoparasitisme, compétition, 

lyse, promotion de la plante hôte) (Fujita et al., 1994 ; Schirmböck et al., 1994 ; Roquebert, 

1996 ; Cooney et al., 1997 ; Prieto et al., 1997 ; Grondona et al., 1997 ; Verbist, 2000 ; 

Kubicek et al., 2003). 

 

2.5.1- Morphologie 

 

L'aspect macroscopique des Trichoderma sp. est apprécié à partir de cultures sur géloses 

nutritives appropriées, réparties en boîtes de Pétri. Les colonies fongiques peuvent être 

légèrement floconneuses ou bien compactées en touffes. Entre ces deux extrêmes, existent des 

aspects intermédiaires. Les colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des 

phialides. 

Cinq jours après sa germination, la conidie donne naissance à un mycélium d'abord blanc et 

stérile en forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible sur les parties 

aériennes du mycélium, correspondant à la conidiogenèse. 
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D'autres cercles concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16ème et le 20ème 

jour un feutrage épais se superpose à la culture. 

Au microscope optique on peut observer un mycélium composé d'hyphes jaunes, septés, 

ramifiés à parois lisses. Les conidiophores (Figure 9) ont une forme conique ou pyramidale. 

Très ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de quilles. A leur tour, les 

phialides portent les spores (Cournut, 1984 ; Landreau, 2001, Kubicek et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.2- Taxonomie 

 

La division du genre Trichoderma en espèces a fait l'objet de nombreuses études et de 

beaucoup de discussions. Dans le règne vivant les limites de «l'espèce» reposent sur la 

possibilité de croisement entre individus. Or, les champignons anamorphes du genre 

Trichoderma, en tant que tels, n'ont pas de reproduction sexuée connue, et ce caractère ne 

peut donc être utilisé pour leur systématique. On se base alors sur les aspects culturaux et la 

morphologie des appareils sporogènes (Roquebert, 1996) ainsi que sur le matériel génétique 

en s'appuyant sur des techniques de biologie moléculaires (Gams et Bissett, 1998). 

Si on répertorie succinctement les dates les plus importantes qui ont marqué la systématique 

des Trichoderma sp., on se rend vite compte que leur positionnement taxonomique n'a pas été 

chose facile. 

En 1794, Persoon décrit le premier Trichoderma sp. et établit 4 espèces. 

Figure 9 Aspect morphologique d'un conidiophore de Trichoderma 
longibrachiatum (Samuels et al., 1994). 
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En 1821, Fries classa les Trichoderma sp. parmi les Gastéromycètes. 

En 1860, débutent les controverses sur cette systématique, Tulasne contredit Fries puisqu'il ne 

trouve pas de forme téléomorphes (sexuées) à ce genre. 

En 1871, devant le nombre croissant d'espèces rencontrées, Harz insiste sur l'importance des 

caractères morphologiques sous microscopie optique (surtout les phialides). 

En 1916, Waksman décrit ce qu'il trouve être 6 nouvelles souches de Trichoderma sp. en 

utilisant des critères macroscopiques, différents de ceux préconisés par Harz. 

En 1926, Abbot identifie 4 espèces de Trichoderma selon des critères une fois de plus 

différents des précédents. 

Jusqu'à 1939 le raisonnement d'Abbot reste en vigueur, mais aussi à côté d'identifications 

totalement indépendantes. 

En 1939, Bisby tente de mettre de l'ordre dans ces systèmes en proposant une unique espèce : 

Trichoderma viridae. Et durant 24 ans, toute espèce fongique à spores vertes était considérée 

comme étant un Trichoderma sp. 

En 1963, les travaux de Gutter et Monbasher mettent fin au système précédant, en démontrant 

la variabilité des espèces de Trichoderma en fonction des conditions environnementales. 

En 1969, conscient de toute cette polémique, Rifai propose une classification «utilisable avec 

le concept d'« espèces agrégées », basé sur les caractères microscopiques. « Une espèce 

agrégée est une entité composée de groupement d’espèces très similaires, difficiles à séparer 

». Neuf espèces agrégées sont crées (T. aureoviridae Rifai, T. hamatum Bain, T. harzianum 

Rifai, T. koningii Oudemans, T. longibrachiatum Rifai, T. piluliferum Webster et Rifai, T. 

polysporum Rifai, T. pseudokoningii Rifai et T. viridae Gray), tout en tolérant une certaine 

variabilité au sein de chaque espèce agrégée (Rifai, 1969). 

En comparaison avec les nombreux précédents, ce système semble le plus facilement 

utilisable pour la communauté scientifique, d'autant plus qu'il a été amélioré récemment par 

Bissett (1984, 1991a et b). 

En 1991, Bissett propose la notion de « section » pour faire face au nombre croissant 

d'espèces nouvelles de Trichoderma sp., sans rapport avec les espèces agrégées. 

Se basant sur la morphologie des conidiophores et des phialides, il regroupe les espèces 

agrégées dans 5 sections (Trichoderma, Pachybasium, Hypocreanum, Longibrachiatum et 

Saturnisporum) (Leuchtmann, 1996 ; Landreau, 2001). 

Le système taxonomique de Bissett est aussi appuyé, entre autres, par des approches de 

biologie moléculaire (PCR), pour répondre au positionnement de nouvelles espèces de 

Trichoderma identifiées (dont les formes téléomorphes1 sont souvent non identifiées) et reste 
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le plus fiable actuellement Lillard-Roberts, 2004 repose sur des comparaisons de l'aspect 

morphologique, le profil métabolique, l'examen phylogénétique et la séquence d'ADN avec 

des bases de données de références internes au laboratoire de Bissett (Canada). 

Les espèces de Trichoderma ainsi que leurs rares formes téléomorphes observées sont 

classées parmi les Ascomycètes (second plus important groupe fongique en nombre 

d'espèces) du genre Hypocrea (Sugiyama, 1987 ; Kubicek et al., 2003). 

Sous certaines conditions, méconnues, les Hypocrea sp. (téléomorphes) se transforment « 

définitivement » en Trichoderma sp. (anamorphes). On pense alors que l'évolution a conduit à 

la disparition du mode sexué pour l'établissement d'un genre à reproduction exclusivement 

asexuée (Roquebert, 1996). 

La biologie moléculaire nous révèle aujourd'hui que des espèces de Trichoderma 

génétiquement différentes, présentent des similitudes morphologiques spectaculaires et leurs 

caractéristiques se chevauchent ce qui, d'une part explique la longue controverse connue par 

ce genre auparavant et d'une autre part, montre que les seuls critères morphologiques ne 

suffisent plus pour une classification incontestable et rigoureuse des formes anamorphes de 

Trichoderma sp. (Cournut, 1984 ; Sugiyama, 1987). 

La taxonomie moderne des champignons a aboli l'embranchement des Deuteromycotina, 

auquel appartenait le genre Trichoderma. La position taxonomique actuelle des Trichoderma 

sp. se présente comme suit (selon Bissett, 2004) : 

 Embranchement Amastigomycota et/ou Eumycètes 

 Sous embranchement Ascomycotina 

 Classe Sordariomycètes 

 Ordre Hypocréales 

 Famille Hypocraceae 

 Genre Hypocrea mitosporique** (Trichoderma) 

 

**Groupe important de champignons hétérogènes ayant pour caractéristique commune 

l’absence de stade sexué (http ://www. Medicalglossary .org/fungi_ mitosporic _ fungi_ 

definitions.html). 
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2.5.3-  Ecologie 

Grâce à sa grande capacité d'adaptation aux différentes conditions climatiques, le genre 

Trichoderma est très répandu dans la nature, aussi bien en milieu terrestre que marin 

(Roquebert, 1996 ; Esposito et Silva, 1998). 

En effet, les Trichoderma sp. sont remarquables pour leur croissance rapide et leur capacité à 

utiliser différents substrats et sont, par conséquent, l'élément majeur dans la mycoflore 

terrestre et marine (Widden et Abitrol, 1980 ; Kubicek et al., 2003). 

Les Trichoderma sp. terrestres se développent quasiment dans tous les sols (forestiers ou 

cultivés) et sur les végétaux en décomposition. Ils contaminent fréquemment le compost de la 

culture industrielle des champignons comestibles, mais sont rarement parasites de plantes 

vivantes (Roquebert, 1996 ; Esposito et Silva, 1998). 

La présence des Trichoderma sp. en milieu terrestre (6% du nombre total des espèces 

fongiques) semble comparable à celle en milieu marin (6,4% à 10,4%) (Landreau, 2001). 

L'abondance des Trichoderma sp. dans les écosystèmes est due à leur capacité à produire 

diverses substances bioactives et des enzymes. Ils sont de ce fait un maillon important dans 

les chaînes biologiques (Widden et Abitrol, 1980 ; Vining, 1990 ; Kubicek et al., 2003). 

 

2.5.4- Pouvoir antagoniste de Trichoderma 

 

Les propriétés antagonistes des Trichoderma sont connues depuis longtemps puisque la 

première publication qui en fait mention date de 1887. Cependant, l’étude approfondie du 

phénomène d’antagonisme et de son application comme moyen de lutte à l’égard des parasites 

des plantes cultivées n’a débuté qu’entre les deux guerres mondiales. Les modèles étudiés 

s’intéressaient essentiellement aux parasites du sol mais déjà, en 1952, Wood signalait 

l’efficacité de Trichoderma viride pour contrôler Botrytis cinerea sur la laitue. 

La production d’agents de lutte biologique (ALB) à base de Trichoderma viride date depuis 

longtemps et a été révisée au cours des dernières décennies par plusieurs scientifiques qui lui 

ont attribuée une importance en agriculture pour la lutte contre les maladies causées par les 

pathogènes. Ce champignon (Trichoderma viride) est caractérisé par une croissance rapide, 

une grande capacité à la compétition saprophytique (Mouria et al., 2005) et parasite le 

mycélium d’autres champignons. Les Trichoderma sont très efficaces pour la lutte contre les 

maladies des plantes reliées aux sols, aussi bien que pour la dégradation de composés toxiques 

présents dans les sols. Les sols inoculés protègent les cultures et garantissent un milieu sain 
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pour un développement normal de la végétation (Harman, 2000). En effet, ce champignon 

secrète de multiples enzymes, antibiotiques, hormones qui sont utiles pour la croissance des 

plantes et leur confèrent une protection contre les pathogènes. Il en résulte aussi une 

amélioration du contenu du sol en nutriments. La présence de Trichoderma dans le sol joue à 

la fois un rôle préventif et curatif (Harman et al. 2004; Singh et al. 2007). 

Il a été prouvé que la souche T-22 de Trichoderma est capable d’augmenter le développement 

des racines chez le maïs et chez d’autres plantes (Harman 2000; Harman et al., 2004). Cet 

effet peut durer toute la vie des plantes annuelles et peut être induit par l’ajout de petites 

quantités de bioinoculants à base de Trichoderma viride appliqués sur les semences (moins de 

1 g/ha). Trichoderma est un champignon du sol, filamenteux, connu comme un agent de 

biocontrôle efficace contre certains pathogènes du sol. Il est l’agent de biocontrôle le plus 

étudié contre les phytopathogènes. Weindling et Emerson (1936) ont démontré que 

Trichoderma est capable de secréter une substance extracellulaire, appelée « Gliotoxine », 

capable de dégrader les pathogènes. Trichoderma est un genre de champignon à reproduction 

asexuée qui se caractérise par des colonies à croissance rapide et colonise les plantes 

ligneuses et les herbacées. Les Trichoderma présentent une diversité génétique très élevée et 

peuvent être utilisés pour produire des produits à intérêt écologique et commercial marqué. Ils 

produisent des protéines extracellulaires et sont connus comme meilleurs producteurs 

d’enzymes dégradant la cellulose et la chitine en plus d’autre enzymes à différents usages qui 

ont été identifiés (Haran et al. 1996; Harman et al., 2004). Trichoderma viride est efficace 

pour le contrôle de Rizoctonia solani, un champignon qui cause la fonte des semis et la 

pourriture des racines, cependant, soixante-dix souches de Trichoderma y compris T. viride, 

T. harzianum et T.aureoviride ont été testés contre le R. solani in vitro et ont montré une 

inhibition totale de la croissance de R. solani. Les recherches récentes ont prouvé que les 

Trichoderma sont des opportunistes qui vivent en association bénéfique avec des plantes 

autant qu’ils sont des parasites pour quelques champignons. Au moins quelques souches 

établissent une colonisation robuste et durable au niveau des surfaces racinaires et pénètrent 

jusqu’à l’épiderme ce qui améliore la croissance racinaire, la productivité, la résistance au 

stress abiotique et l’assimilation et l’utilisation des nutriments (Harman et al. 2004). 

Trichoderma a été connu comme producteur de substances antibiotiques et parasite d’autres 

champignons (Lindsey et al. 1967; Chang et al. 1986). Le parasitisme de T. viride, par 

exemple, est défini par la sécrétion d’un type d’enzyme incluant les cellulases, les chitinases 

et des antibiotiques, tel que la gliotoxine (Haran et al., 1996). Des récentes recherches ont 
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montré que T. viride est un améliorateur de croissance chez le soja (Harman, 2001), il protège 

la tomate, le piment (Verma, 2007) et quelques cucurbitacées contre les phytopathogènes. 

Harman et al. (2004) ont ajouté que la colonisation des racines par Trichoderma améliore la 

croissance et le développement de ces derniers, la productivité, la résistance au stress 

abiotique et le prélèvement et l’utilisation des nutriments. Le maïs répond généralement à 

l’ajout de fertilisants riches en azote par l’amplification de l’intensité de la couleur verte, une 

bonne croissance et un rendement maximum. Cependant, les plantes de maïs issues de 

semences traitées avec Trichoderma T-22 ont donné un rendement maximum avec un 

fertilisant contenant 40% moins d’azote par rapport à des semences non traitées avec T-22 

(Harman, 2001). 

 

2.5.5- Mode d’action de Trichoderma 

 

Généralement, Trichoderma inhibe ou dégrade la pectinase et d’autres enzymes qui sont 

essentiels pour les phytopathogènes. En plus de son effet inhibiteur des phytopathogènes, 

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 (Lindsey et al., 1967; Yedida et al., 2001), soit au niveau du sol (Chang et al., 

1986; Harman, 2000). 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 

contrôle directement les pathogènes des racines. Des observations microscopiques sur des 

cultures de différents champignons ont montré que Trichoderma croit parallèlement avec 

Rizoctonia Solani. Toutefois, Trichoderma s’enroule autour du Rizoctonia solani et forme des 

crochets empêchant ainsi le développement de celle-ci (Shalini et al., 2007). 

Trichoderma a la capacité d’attaquer les agents pathogènes via différents modes d’action. Il 

peut utiliser : 

 l’antibiose qui résulte de la production de substances qui agissent comme des « 

antibiotiques » et qui inhibent la croissance de l’agent pathogène; 

 la compétition qui se manifeste par l’aptitude de Trichoderma à utiliser les mêmes 

ressources du milieu (aires d’alimentation, sites de développement) que les 
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champignons pathogènes mais Trichoderma emploie ce mode d’action surtout pour 

occuper les lieux avant l’arrivée des indésirables; 

 le parasitisme qui se manifeste par la destruction de l’agent pathogène lorsque 

Trichoderma s’enroule autour de celui-ci soit en l’étranglant, en pénétrant à l’intérieur 

et/ou en lui « injectant » des substances (enzymes) qui le détruisent. 

Trichoderma possède une batterie de mécanismes d’attaque potentiellement utilisables mais 

qui demeurent toutefois complexes. Il peut employer un ou plusieurs modes d’action en même 

temps pour maîtriser un agent pathogène. Le déploiement des modes d’action varie également 

selon les partenaires en présence et les conditions physico-chimiques du milieu (températures, 

humidité, etc…). Trichoderma est efficace lorsqu’on lui permet de s’installer avant 

l’arrivée des champignons pathogènes. Son action est donc préventive. Il permet, au 

niveau des racines, de créer un manchon protecteur autour de celles-ci et ainsi contrer l’entrée 

des agents pathogènes à l’intérieur des racines. Le même effet est observé lorsqu’il est utilisé 

en pulvérisation aérienne. Une fois installée, Trichoderma peut avoir un effet stimulant pour 

la plante en absence de champignons pathogènes (caron, 2012). 

 

2.5.6- Production de métabolites intéressants  

 

La mise en évidence de la production de métabolites secondaires par les Trichoderma sp. a été 

rapportée pour la première fois par Weidling (1934), concernant un antifongique (Papavizas, 

1985). Depuis, les études successives ont démontré que ces micromycètes étaient virtuoses 

dans la biosynthèse de métabolites secondaires (Vizscaino et al., 2005), processus régi par des 

interactions biochimiques extrêmement complexes et parfaitement coordonnées (Vining, 

1990). 

La littérature ne cite que les métabolites importants de Trichoderma sp. sont principalement 

des enzymes et des molécules bioactives. Le travail de thèse de Landreau (2001) ayant 

présenté une synthèse bibliographique sur ces groupes de produits, nous ne les citons ici que 

très succinctement : 

 

 Production d'enzymes 

 

La production des enzymes est variable d'une souche à l'autre. Principalement les xylanases 

ou les cellulases (Sandgren et al., 2005), exploités dans divers domaines biotechnologiques 

(Kubicek et al., 2003). 
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 Production de substances bioactives 

 

La production de métabolites secondaires par différentes espèces de Tricoderma est bien 

documenté. Il a été rapporté que Trichoderma spp. produire une large gamme de volatil et non 

volatil substances antibiotiques (Weindeling et Emerson, 1936 ; Sivasithamparam et 

Ghisalberti, 1998 ; Vyas et Mathur, 2002) et deux de ces composés, à savoir, thrichodermin et 

viridin produits par Trichoderma sp. inhibent la croissance des champignons pathogènes à des 

concentrations très faibles (Weindeling et Emerson, 1936, Weindeling, 1941). Les substances 

volatiles et non volatiles produites par Trichoderma sp. inhibe efficacement la croissance de 

Rizoctonia solani (Roy, 1977), Sclerotium rolfsii ( Upadhyay and Mukhopadhyay, 1983),  et 

Thanatephorus cucumeris  (Dubey et Patel 2001). 

Un métabolite organique cristallin isolé à partir de Trichoderma qui inhibe R.solani à hautes 

dilutions a été identifié comme la gliotoxine (Weindeling 1941). Brain et McGowan (1945) 

ont décrit la production de viridin, un antibiotique très fongistatique par Trichoderma viride. 

Godtfrdsen et Vangedal (1965) ont rapporté la production de trichodermine, un métabolite 

terpénoïde par Trichoderma. selon Dennis et Webster (1971), Trichoderma polysporum 

produit également trichodermine, et Trichoderma hamatum produit des antibiotiques 

peptidiques. Ils ont aussi démontré l'action toxiques des métabolites de Trichoderma sur les 

espèces pathogènes  de Pythium . Trichodermine-4 est un antibiotique produit par 

Trichoderma lignorum qui a été utilisé pour contrôler les maladies des plantes (fedorinichik et 

al.,1975). 

Des isolats de T.hamatum produit des métabolites toxiques solubles dans l'eau et deux d'entre 

eux ont été identifiés comme isonitrile acides (Brewer et Taylor, 1981). Papavizas et al.(1982) 

ont utilisé plusieurs mutants de T.harzianum  induits par les UV  pour la production de 

métabolites secondaires. Ils ont obtenu deux métabolites non identifiés. de T.harzianum un 

est thermolabile et l'autre est thermostable.  Stipanovic et Howell  (1982) ont isolé un 

nouveau métabolite toxique,  gliovirin de Gliocladium virens  ( synonyme de Trichoderma 

virens) qui a été plus tard révélé actif contre Pythium ultimum (Howell et Stipanovic 1983). 

Pyrones antifongiques isolés du filtrats de culture de T. harzianum et T. koningii  inhibé la 

croissance de nombreux agents pathogènes fongiques, y compris Bipolaris sorokiniana, 

Fusarium oxysporum,   Gaeumannomyces  graminis var .tritici,  Phytophthora  cinnamomi, 

Pythium  middletonii  et R. solani  ( Claydon et al., 1987, Simon et al., 1988).  Un composé 

phénolique isolé de T.harzianum inhibe la germination des urédospores de l'agent pathogène 

de la rouille de l'arachide, Puccinia arachidis (Govindasamy et Balasubramanian, 1989).  
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Sept Trichoderma sp. ont été évalués pour l'activité antagoniste contre F. oxysporum, F. 

equiseti, F. solani, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia minor, Rhizoctonia sp. et S. rolfsii et 

la présence de métabolites diffusibles dans le milieu a été démontré dans près de 80% de 

l'interaction Antagoniste pathogène (Monaco et al.,1994). Une souche de T. harzianum isolé à 

partir de racines de blé a produit cinq différents métabolites. Parmi eux, trois nouveaux 

composés présentent une activité antifongique contre G. graminis var. tritici, l'agent causal de 

piétin- échaudage du blé (Ghisalberti et Rowland, 1993). DiPietro et al. (1993) obtenu de la 

gliotoxine à partir du filtrat de culture de G.virens, qui inhibe la germination de spores de 

Botrytis cinerea. Les isolats de T. viride T. harzianum et a inhibé la croissance de Fusarium 

moniliforme et Aspergillus flavus par la production de composés volatiles inhibitrices 

(Calistru et al., 1997). Maladie coton de semis incité par R. solani a été supprimée par T.viride 

raison de mycoparasitisme et la production d'antibiotiques (Howell et al.,2000). Les 

métabolites secondaires volatiles produites par Trichoderma pseudokoningii, T.viride et T. 

aureoviride affecté la croissance du mycélium et la synthèse des protéines dans deux isolats 

de Serpula lacrymans à des degrés divers (Humphirs et al.,2002). Mais la production de 

métabolites non volatile semble être l'un des mécanismes impliqués dans le contrôle 

biologique de l'agent pathogène des racines de tomate Pyrenochaeta lycopersici par quatre 

T.harzianum différents isolats en plus de la grande sécrétion de chitinases (Perez et al., 2002).  

Mukherjee et Raghu (1997) ont étudié l'effet de la température sur la production de 

métabolites par Trichoderma sp. Ils ont observé que Trichoderma produit une forte 

concentration de de mycotoxines dans un bouillon de culture à des températures élevées. 

Cependant, Trichoderma sp. n'était pas efficace dans la suppression S. rolfsii à une 

température supérieure à 30 ° C. Mischke et al. (1997) ont mesuré l'efficacité des métabolites 

produits par Trichoderma sp. sur la base de l'inhibition de la croissance de R. solani. En outre, 

ils ont observé que les extraits aqueux de jeunes germes cultivés sous lumière de T. virens 

inhibent R. solani plus que les extraits de jeunes germes culivés dans l'obscurité. En outre, ils 

ont montré que les extraits de T. virens cultivées sous faible pH ont montré une activité 

inhibitrice accrue. En 2001 Landreau, a identifié des métabolites polypeptidiques ; des 

peptaïbols et des ciclosporines à effets immunosuppresseurs et anti-inflammatoire. Des 

métabolites non volatils diffusibles : polyacétates (antifongiques, antibiotiques), trichotécènes 

(variété de toxines actives sur microorganismes et mammifères) notamment les 

trichodermines sont identifiés par Blumenthal, en 2004. Des métabolites volatils, le  6 pentyl-

pyrone, l' éthylène et le cyanure d'hydrogène, des alcools et des aldéhydes ont été purifiés et 
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identifiés par Vizscaino et son équipe en 2005.Vinale et al . (2006) ont isolé des métabolites 

secondaires à partir de deux souches de T. harzianum commercialisés, T22 et T39, pour la 

première fois. Trois principaux composés bioactifs ont été produites par des souches T22, 

dont l'un est un nouveau azaphilone qui a montré une activité antifongique remarquable 

contre R. solani, P. ultimum et G. graminis var.tritici dans des conditions in vitro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Matériel et méthodes 

 

 28 

3.   Matériel et Méthodes 

Le présent travail porte sur la lutte biologique contre l'agent pathogène de la fusariose, "le 

Fusarium". L'objectif principal de ce travail, est l'isolement de l'agent pathogène à partir de 

différents organes et grains de plantes infectés, ainsi que l’isolement de l'agent antagoniste à 

partir du sol agricole. 

3.1-  Isolement et identification de l'agent pathogène 
 

3.1.1-  Isolement de l'agent pathogène 

L’isolement de l’agent pathogène « Fusarium » a été réalisé à partir de plusieurs régions 

représentant différentes Wilayas de l’Algérie. Les échantillons utilisés pour cet objectif sont: 

les grains de maїs, les grains de blé, les gains des haricots, les feuilles et les racines des 

palmiers, et les tiges des oliviers. Le tableau 2 récapitule les sites et la période 

d'échantillonnage.   

Tableau 2 Sites et période d'échantillonnage 

       

L'isolement de l'agent pathogène est effectué par la désinfection superficielle des petits 

fragments de chaque organe endommagé et ce, par trempage dans de l’éthanol absolu pendant 

cinq minutes. Les organes sont, ensuite, rincés abondamment avec de l’eau distillée stérile, 

afin d’éliminer les contaminants de l’air (Benhamou et al., 1997). 

Après séchage, les fragments sont mis aseptiquement dans des boîtes de Pétri stériles 

contenant le milieu PDA (Potato Dextrose Agar), et incubées à 28 °C pendant six jours. 

La croissance bactérienne a été inhibée par l’addition de Streptomycine aux milieux de culture 

à une concentration de 5 mg/l (Botton et al., 1999). 

Plantes Site d'échantillonnage Année 

Maїs Hamma Bouziane (Constantine) Janvier 2010 

Palmier, Feuilles Tolgua (Biskra) Mars 2010 

Olivier Sétif Mars 2011 

Palmier, Racines Ben madhi (Gardaya) Avril 2012 

Haricot Constantine Juin 2012 

Blé El-khroub (Constantine) Juillet 2012 
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3.1.2-  Purification et conservation des isolats fongiques 

Les colonies fongiques obtenues ont subit une purification, en réalisant des repiquages 

successifs jusqu'à l'obtention de souches pures. 

Par ailleurs, la méthode de conservation des souches utilisée, consiste à repiquer les souches 

en tubes sur gélose inclinée (Botton et al., 1990), les cultures sont maintenues pendant 7 jours 

à 28°C, puis stockées à 4°C (Botton et al., 1990). 

 

3.1.3-  Identification des isolats fongiques 
 

3.1.3.1-  Etude morphologique 

L’identification morphologique des champignons, fait essentiellement appel aux caractères 

culturaux et morphologiques des moisissures isolées à l’état pure (Botton et al., 1990). 

 Etude macroscopique 
 

Elle permet de déterminer la couleur de la colonie pendant son développement et d’en 

mesurer son diamètre. 
 

 Etude  microscopique 
 

Cette étude permet de détecter la présence du thalle, la présence ou l’absence de septum, la 

nature de la reproduction et les caractéristiques des fructifications et des spores (Samson et 

Haesks, 1988 ; Hawkswarth, 1995 ; Hoog et Guarro, 1995 ; Gams et al., 1998 ). Le mycélium 

est fixé en utilisant une solution contenant 13ml de formaldéhyde (40%) et 5 ml d’acide 

acétique glaciale, ajouté à 200 ml d’éthanol 50 % (w/v). La préparation est colorée avec du 

lactophénol bleu coton (Packer et Thomas, 1990). 

 

3.1.3.2-    Etude par voie moléculaire 

De nombreuses études ont visé à développer des méthodes et outils d’identification reposant 

sur l’étude des acides nucléiques (ADN et ARN) (Reiss et al., 1998; Peterson, 2006). Dans le 

présent travail, l'identification des isolats fongiques a été effectuée au niveau du Laboratoire 

des Microorganismes et Biomolécules Actives (LMBA), Tunisie, selon les étapes suivantes:  
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a- Extraction de l'ADN fongique 

 

Des tubes Eppendorf de 1,5 ml sont remplis au tiers avec du mycélium fongique. Un  volume 

de 500 µl de tampon de lyse (annexe 1) est ajouté au broyat. Après homogénéisation du 

mélange avec une pince en bois, le mycélium est mis en incubation pendant 30 minutes à 1 

heure au bain- marie à 65°C. 

Les protéines sont éliminées par un traitement au Phénol-Chloroforme-Alcool isoamylique 

(volume égal à celui du tampon de lyse). Après homogénéisation du mélange et centrifugation 

(15 min à 13000g), la phase supérieure aqueuse est récupérée (environ 400µl) et l'ADN est 

précipité sélectivement en présence de 10% (40 µl) d'acétate de sodium (3 M à pH 8) et avec 

un volume de 0,54 (216 µl) d'isopropanol pour ne pas précipiter les polysaccharides. 

Après une nouvelle centrifugation (3min à 12000g), le surnageant est retiré et le culot d'ADN 

est rincé avec 300 µl d'éthanol 70 %. Après une nouvelle centrifugation, le culot est repris 

dans 300 µl de tampon TE puis placé à 65°C jusqu'à dissolution complète. L'ADN dissout est 

traité avec 3 µl de ribonucléase A (concentration finale: 100 µg/ml) pendant 1 heure à 37 °C. 

L'ADN est ensuite précipité de nouveau avec 30 µl d'acétate de sodium (3 M, pH 8) en 

présence de 600 µl d'éthanol pur (conservé à -20°C), le culot est rincé avec 300 µl d'éthanol 

70 % puis séché au " Speed vac " pendant 15 à 20 min. 

L'ADN est ensuite repris dans 100 µl de TE, maintenu une nuit à 4°C (pour dissoudre l'ADN) 

puis conservé à -20. 

 

b- Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR) 
 

 Principe  

 

La technique de la PCR consiste en une amplification enzymatique in vitro d'un segment 

d'ADN, à l'aide d'amorces oligonucléotidiques qui sont complémentaires des séquences en 5' 

et 3' du segment à amplifier. Ce segment est recopié en plusieurs millions d'exemplaires par 

une série de réactions successives. Cette technique est basée sur le fonctionnement cyclique 

d’une ADN polymérase thermorésistante (Taq DNA polymérase) isolée à l'origine d'une 

bactérie thermophile Thermus aquaticus. Cette enzyme a un optimum d'activité pour une 

température se situant entre 70°C et 80°C et peut supporter des températures allant jusqu'à 

96°C (Saiki et al., 1985; Mullis et Faloona, 1987). 

La réaction d'amplification nécessite, outre la présence de l'ADN utilisé comme matrice et  la  

Taq polymérase, l'utilisation de deux oligonucléotides (amorces) qui s'hybrident avec les 
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séquences situées aux extrémités 5' de la zone à amplifier, et des déoxynucléotides 

triphosphates (dCTP, dGTP, dATP, dTTP) nécessaires à la synthèse de nouveaux brins 

d'ADN. La réaction d'amplification s'opère au cours d'une succession de cycles de 

températures sur le mélange réactionnel adéquat. 

Un cycle d'amplification est composé de trois étapes : 

- Dénaturation de l'ADN bicaténaire à amplifier (92°C - 95°C) 

- Hybridation ou appariement des amorces sur la région complémentaire (varie selon les Tm 

des amorces). 

- Extension ou polymérisation à partir des amorces des brins d'ADN. On se place 

généralement à 72°C. 

Un certain nombre de cycles d'amplification (en général 30) est effectué et chaque cycle 

permet de doubler la quantité d'ADN à amplifier, entraînant une accumulation exponentielle 

de l'ADN amplifié de 2n ; (n étant le nombre de cycle d'amplification). 

Dans ce travail, la PCR a été adoptée pour amplifier les ITS (InternaI Transcribed Spacer ou 

espaceurs internes transcrits) de l'unité ribosomique des différentes souches. 
 

Deux amorces universelles ITS1 et ITS4 ont été utilisées, il s'agit de: 

ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG (Tm= 58°C) 

ITS4: TCCTCCGCTTATTGATATGC (Tm=65°C) 

 Protocol de la réaction PCR 

 

La réaction d'amplification a été faite dans un volume final de 25 µl du mélange suivant: 

-Tampon de la réaction lOX  5 µl 

- TamponMg1.5 µl 

- une solution des différents désoxyribonucléotides triphosphates notée: 

-dNTPs (10 mM)                       0.3 µl 

- ITS1 (20 pmoles/µl)                0.5 µl 

- ITS4 (20 pmoles/µl)                0.5 µ1 

- H2O ultra pure                        17.5 µl 

- Taq polymérase                      0.22 µl 

- ADN                                           1 µl 

Dans un premier temps un mélange ou mix est réalisé pour un nombre n de tubes, puis réparti 

à raison de 23 µl/tube. L'ADN (2 µl) est ajouté en dernier au mélange réactionnel 
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 Les cycles de température 
 

La réaction d'amplification proprement dite est effectuée grâce à différents cycles de 

température réalisés sur un thermocycle. 

Un premier cycle consiste à dénaturer l'ADN: 95°C pendant 5 min, puis suit une série de 30 

cycles, chaque cycle se déroulant de la manière suivante: 

95°C pendant 30 secondes, Dénaturation. 

55°C pendant 30 secondes, Hybridation des amorces.  

72°C pendant 1 minute, Extension ou polymérisation. 

Ensuite suit un dernier cycle de 72°C pendant 15 minutes pour achever la polymérisation. 

 

a. Electrophorèse des acides nucléiques 
 

Les produits d'amplification sont séparés par électrophorèse sur un gel horizontal d'agarose à 

1,4% additionné de bromure d'éthidium (1µl/20 ml de gel). Cette électrophorèse se fait dans 

un tampon TEB (80 mM Tris-HCl pH 8 ; 2,5 mM EDTA ; 89 mM acide borique), pendant 2h 

30 à 3h sous 120 volts. Les bandes amplifiées sont visualisées sous UV (312 nm). 

La taille des différents fragments est déterminée à l'aide de marqueurs de poids moléculaire. 

 

b. Analyse bioinformatique des séquences nucléotidiques 
 

La comparaison des séquences avec celles des bases de données a été réalisée via l’algorithme 

BLAST (Altschul et al., 1990). Les alignements des séquences nucléotidiques ont été réalisés 

grâce au logiciel Chromas (Thompson et al., 1994).  

 

c. Analyse phylogénétique 
 

L’analyse phylogénétique consistait à évaluer les divergences entre plusieurs séquences : plus 

le nombre des substitutions entre deux séquences est élevé, plus la probabilité que ces deux 

séquences aient un ancêtre commun est fiable. L’arbre phylogénétique est une représentation 

des résultats obtenus. 
 

3.2 - Isolement et identification de l'agent antagoniste 
 

3.2.1- Site de prélèvement 
 

Dans ce travail, l'agent antagoniste a été isolé à partir du sol de différentes régions du Sud et 

de l'Est Algérien, il s'agit du:    
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 sol agricole de la région de Tolgua (Wilaya du Biskra) ; 

 sol agricole de la région de Ben Madhi (Wilaya de Ghardaya) ; 

 sol agricole de la région de Baarawiya , El-khroub (Wilaya de Constantine) ; 

 sol agricole de la région de Karkra (Wilaya de Collo). 
 

3.2.2-  Echantillonnage 
 

C'est avant tout la couche arable qui, du travail du sol et de la fertilisation, est colonisée par le 

chevelu racinaire des plantes cultivées. C'est donc dans cet horizon de 30 à 40 cm d'épaisseur 

que l'on recherche généralement les champignons du sol (Davet et Rouxel 1997). 

Le sol a été prélevé à l’aide d’une tarière et recueilli dans des sacs en papier soigneusement 

fermés. L’analyse microbiologique est effectuée dès l’arrivée au laboratoire (Rodriguez-

Zaragoza et al., 2005). 

 

3.2.3.   Isolement des microorganismes antagonistes 
 

L’isolement des microorganismes est réalisé selon la méthode de suspension-dilution 

(dilutions plates) (Davet, 1996 ; Davet et Rouxel, 1997). 

La préparation des dilutions consiste tout d’abord à ajouter une masse connue de terre (en 

général 10 g) à 90 ml d’eau stérile, puis à agiter pendant un temps donné (en général 30 mn), 

ce qui constitue la dilution 10-1. Des prélèvements successifs de 10 ml dans cette suspension, 

puis dans les suivantes, ajoutés chaque fois à 90 ml d’eau stérile, vont constituer les dilutions 

10-2, 10-3, ... jusqu’à 10-6 en général. Un volume de 1ml de chaque suspension est déposé dans 

des boites de Pétri contenant le milieu PDA, pour sélectionner les champignons, et sur gélose 

nutritive (GN) pour sélectionner les bactéries. Les préparations sont incubées à 28-30°C 

jusqu’au développement apparent de colonies (Botton et al., 1990). En outre, d’autres boites 

contenants les milieux précédents sont ensemencées par des grains des sols sans passer par la 

suspension et les dilutions. 
 

3.2.4.   Purification et conservation des isolats 
 

Les isolats obtenus ont été purifiés par repiquage successif sur le milieu d'isolement (PDA et 

GN). Les isolats purs sont ensuite, repiqués sur le même milieu coulé en pente dans des tubes 

à vis, pour conservation à 4°C. 
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3.2.5.    Sélection des isolats antagonistes vis-à-vis du Fusarium 

Le test de l’activité antifongique des isolats purifiés consiste à rechercher leur effet 

antagoniste sur le développement des espèces de Fusarium isolées. 

Pour ce faire, Un écouvillon stérile trempé dans la suspension sporale (4.104 spore/ml) des 

souches de Fusarium a servi à ensemencer uniformément toute la surface des boites contenant 

la gélose PDA et GN. Après séchage de la surface (environ 5 min), des disques de 5 mm de 

diamètre des isolats purs et jeunes sont déposés sur la gélose précédente. Après deuxième 

séchage, les boites de Pétri sont incubées à 28°C pendant 6 jours pour les moisissures et 1 à 3 

jours pour les bactéries et les levures. Les diamètres des zones d’inhibition sont mesurés au 

millimètre près (Prescot, 1995 ; Madigan et al., 1997). 

Les isolats présentant une forte activité antifongique vis-à-vis du Fusarium, ont subis des tests 

d'antagonismes de confirmation approfondie, en appliquant deux autres différentes méthodes 

à savoir:  

 

 la confrontation par contacte directe 

 la confrontation à distance 
 

3.2.5.1- Antagonisme par confrontation directe 
 

Cette technique consiste à placer, dans la même boîte de Pétri contenant la gélose appropriée, 

deux pastilles gélosées (6 mm de diamètre), l’une portant l'antagoniste et l’autre le Fusarium 

sp.. Les deux pastilles sont placées suivant un axe diamétral à 3 cm et à équidistance du centre 

de la boîte (figure 10) ; les repiquages sont effectués en même temps. L’incubation est 

réalisée à 28 °C pendant six jours (Hibar et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

Gélose 

Pathogène Antagoniste 

Figure 10 Confrontation entre le pathogène et l'antagoniste par contact direct sur 
milieu gélosé. 
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  Evaluation de la croissance mycélienne 
 

La croissance mycélienne du pathogène est évaluée tous les jours, en mesurant sur le diamètre 

de la boite de Pétri, le rayon du pathogène se trouvant à coté de l’antagoniste. Cette évaluation 

est faite toutes les 24 heures pendant 6 jours. 
 

  Evaluation de l'inhibition exercée par les antagonistes 
 

L’évaluation de l’inhibition exercée par les antagonistes est estimée par le calcul du 

pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne du pathogène (Hmouni et al., 1996) 

selon la formule suivante: 

I (%) = (1- Cn/Co) x 100 

Où : 

Cn est le diamètre moyen des colonies en présence de l’antagoniste ; 

Co est le diamètre moyen des colonies témoins. 

Le témoin représente un repiquage du pathogène au centre de la boîte. 

Des observations microscopiques relatives à l’effet direct de l’agent antagoniste sur l’état du 

mycélium du pathogène ont été effectuées. 
 
 

3.2.5.2- Antagonisme par confrontation à distance 
 

  

Cette méthode consiste à repiquer l’antagoniste et le pathogène dans deux boîtes séparées ; 

par la suite, un assemblage est réalisé par superposition des deux boîtes, l'antagoniste en bas 

et le Fusarium en haut (figure 11). La jonction entre les deux boîtes est assurée par des 

couches de Parafilm afin d’éviter toute déperdition des substances volatiles (Daami-Remadi, 

El Mahjoub, 2001). Les conditions de culture sont identiques à celles de la confrontation par 

contact direct sur milieu de culture. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 11  Confrontation à distance entre Fusarium et les antagonistes. 

PDA Pathogène 

Antagoniste 

Parafilme 
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   Evaluation de la croissance mycélienne 
 

La notation du diamètre moyen des colonies traitées est réalisée lorsque les filaments 

mycéliens atteignent la périphérie de la boîte dans les lots témoins. 

Le témoin est formé par superposition de deux boîtes, celle du haut contenant une pastille de 

Fusarium, alors que celle du bas ne contient que le milieu PDA. 
 

3.2.6- Identification des isolats sélectionnés 

Dans cette partie l'identification est effectuée juste pour les isolats montrant une forte activité 

antagoniste vis à vis du Fusarium. L’identification repose sur l’analyse des critères 

macroscopiques et microscopiques.  

NB : Les critères d’identification adoptés ci-dessous, concernent ceux des moisissures, 

puisque tous les antagonistes sélectionnés appartiennent aux champignons filamenteux.  

3.2.6.1.  Critères d'identification macroscopique 

 

D’après Guiraud, (1998) les principaux caractères culturaux à étudier sont : la vitesse de 

croissance des colonies, la couleur des colonies, leur variation en fonction du temps, la texture 

de la surface, la couleur de l’envers des boites, l’odeur des colonies et le changement de la 

couleur du milieu utilisé. Pour cet objectif, quatre milieux de cultures ont été utilisés: PDA, 

Sabouraud, MEA et Czapeck Dox (annexe 1). 

3.2.6.2.  Critères d'identification microscopique 

 

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait après réalisation d’un étalement entre 

lame et lamelle et coloration de la préparation au lactophénol Bleu Cotton. Généralement, un 

examen à l’objectif 40 suffit pour mettre en évidence la plupart des éléments importants de 

diagnose (Cahagnier et Richard-Mollard, 1998). 

Les critères d'identification microscopique sont: le thalle (septé ou siphoné) (Badillet et al., 

1987), l'aspect, la forme et la taille des spores, et la présence ou l'absence des formes 

protectrice (les chlamydospores). 
 

 Identification  par la technique de scotch (ou technique de drapeau) 
 

 

La technique de scotch consiste à adhérer à l’aide d’un bout de scotch une fraction 

mycélienne à partir d’une culture jeune et de la coller sur une lame contenant quelques gouttes 
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de lactophénol (Chabasse, 2002). Les observations microscopiques sont effectuées aux 

grossissements x40. 
 

3.2.6.3.   Identification par voie moléculaire 
 

Les étapes de l'identification moléculaire des souches antagonistes, sont les mêmes réalisées 

pour les souches pathogènes (voir partie étude moléculaire de l'agent pathogène). 
 

 3.2.7.   Effet du pH sur le développement des souches antagonistes  

     
  3.2.7.1- Effet du pH sur milieu liquide (Technique du microplaque- BIOLOG) 
 

* Le système BIOLOG 

Le système BIOLOG, appelé aussi GENIII Microplaque, est un panel de tests permettant 

l’identification de plus de 2500 espèces de bactéries, levures et moisissures. Ce système 

d’identification sur plaques donne des résultats rapides, en 4 à 24 heures pour les 

microorganismes et en moins de 48 heures pour les cellules de mammifères. 

Le Phénotypage Microarrays couvre les applications de recherche en biologie cellulaire et 

génétique: cancérologie, cellules souches, toxicologie et optimisation de bio-process. 

L’Omnilog et la MicroStation sont des automates assurant l’incubation, la lecture des plaques 

et l’interprétation et la comparaison des phénotypes cellulaires. 
 

* Principe du BIOLOG 

Le BIOLOG est une technologie prometteuse, elle se base sur des ensembles de plaques de 

microtitrage à 96 puits (figure 12). Chaque puits, contenant un milieu de culture de cellule 

différentes, est conçu pour tester une fonction unique (activité enzymatique, activité 

protéique, effet antagoniste, etc.) ou de phénotype cellulaire (identification biochimique, 

tolérance aux différentes sources de carbone, de sucre, d'azote ou autre, tolérance aux 

différents pH ou salinité, etc.). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 Plaques de micro titrage à 96 puits. 
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Après inoculation avec une suspension de cellules, les microplaques sont placées dans un 

incubateur-lecteur Omnilog (figure 13) et le comportement phénotypique est enregistré par 

une caméra CCD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La réponse des cellules dans chaque puits est surveillée par colorimétrie, en utilisant une 

chimie redox brevetée qui intègre la respiration des cellules au cours du temps.  

Le résultat observé, est un changement de couleur, d'incolore à violet. Si les cellules 

présentent un phénotype attendu et peuvent se développer dans un puits, ils respirent 

normalement pour donner une couleur violette foncée. Si le phénotype et la croissance sont 

faibles, ils respirent plus lentement et donnent une couleur violette claire. Enfin, si le 

phénotype et la croissance sont négatifs, le bien reste incolore.  

Le suivi de la réaction est réalisé à l'aide de système Omnilog de l'appareil Biolog couplé à un 

ordinateur. Le système Omnilog interprète les résultats sous trois formes: une photo réelle de 

la plaque, une schématisation de la photo réelle et une cinétique de développement de chaque 

souche dans chaque puits (figure 14). 

 

 

 

 

Figure 13 System BIOLOG. 
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*Test de pH sur microplaque 

Le milieu de culture utilisé pour ce test est le milieu Sabouraud liquide (annexe 1), préparé 

avec différentes valeurs de pH allant de 2 jusqu'à 9. 

Les suspensions de spores des champignons antagonistes sont obtenues à partir de cultures  

âgées de sept jours. Ces solutions mères sont diluées et calibrées à l’aide de la cellule de 

Malassez, à une concentration de 4.104 UFC.ml-1 pour les champignons filamenteux. 

Un volume de 233 µl du milieu Sabouraud et de 17 µl de la solution sporale, est introduit dans 

chaque puits des microplaques. Ces dernières sont incubées à 28°C pendant 5 jours. 

Le suivie de la réaction est réalisé à l'aide de système Omnilog de l'appareil Biolog couplé à 

un ordinateur.  

 
* Test de pH sur boite 

Le milieu utilisé pour cet objectif est le milieu PDA (annexe 1), préparé à différents pH allant 

de 2 jusqu'à 9 avec une addition de 1. Chaque souche antagoniste, a été ensemencée sur des 

 

Figure14 Résultats de BIOLOG: (A) photo réelle de la plaque ; (B)  photo significative ; 
(C): cinétique de développement des cellules testées.    

A B 

C 



Matériel et méthodes 

 

 40 

boites de Pétri contenant le milieu indiqué, avec les différents degrés de pH. Les boites sont 

ensuite incubées à 28°C pendant 6 jours.  

 
 

3.3.  Test de l'activité enzymatique des souches antagonistes 

 

 

L’activité antifongique, observée par les souches antagonistes peut être due à la production 

d’enzymes extracellulaire, pour ce faire, une série des tests enzymatiques a été effectuée, afin 

de vérifier cette hypothèse. Il s’agit des tests de production de chitinase, de protéase,  de 

cellulase et de lipase. 
 

3.3.1- Activité chitinase 

 

L'activité chitinolytique des souches antagonistes est testée selon la méthode de Kotasthane et 

Agrawal, (2009). Un ensemencement des cultures jeunes des souches antagonistes a été 

effectué sur un milieu de culture à base de chitine (annexe 1), coulé sur des boites de Pétri. 

Les préparations sont incubées à 25°C pendant 3 à 4 jours. Un résultat positif se traduit par 

l'apparition d'un halo rouge autour des colonies.   

 

3.3.2- Activité protéase 

 

L'activité protéolytique des souches antagonistes a été testée sur un milieu à base de lait 

(annexe 1), coulé sur des boite de Pétri. Après incubation à 25°C pendant 3 à 4 jours. 

L'apparition d'un halo transparent autour des colonies signifie la présence de l'enzyme 

protéase.  

 

3.3.3- Activité cellulase 

 

La technique la plus évidente serait de faire apparaître la capacité des moisissures à assimiler 

la cellulose sur un milieu gélosé à base de cellulose (en poudre à 0.5%) comme seule source 

carbonée (annexe1). La production de l'enzyme cellulase se traduit par l'apparition d'une nette 

zone de lyse sur le milieu de culture. 
 

3.3.4- activité lipase 

 

L’activité lipolytique des souches antagonistes, a été étudiée selon la méthode de Haliru et 

Bukola, 2012. La technique consiste à repiquer les souches antagonistes sur un milieu à base 
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d'huile (annexe 1). La production de l’enzyme lipase se traduit par l’apparition d’un halo 

transparent au tour des colonies.  

 

3.4.  Production et extraction des molécules bioactives élaborées par les 

antagonistes sélectionnés 

Sur un autre volet, la production de molécules bioactives à partir des souches de Trichoderma, 

a été effectuée par fermentation sur milieu liquide. La mise en évidence de l’activité 

antifongique de ces molécules, a été réalisée en testant le filtrat de fermentation dans son état 

brute et après avoir fait une extraction par du chloroforme.  

3.4.1- Production de métabolites secondaires par fermentation 

La production des métabolites secondaires, par les souches antagonistes, et la mise en 

évidence de leur activité antifongique, a été effectuée selon le protocole de Dennis et Webster, 

(1971). Le milieu de fermentation utilisé pour cet objectif est celui de PDB (annexe 1). Dix 

fioles de 250ml, contenant 100ml du milieu PDB, ont été inoculées par quatre disques de 

culture âgée de 7 jours pour chaque souche, et incubées à 28°C pendant 15 jours. Après 

fermentation, cinq fioles de chaque souche ont servis pour faire des tests d'antagonisme, in 

vitro, vis-à-vis des souches de Fusarium, tandis que les cinq cultures restantes ont été utilisées 

pour effectuer l'extraction des métabolites secondaires. 

 

3.4.2- Mise en évidence de l'activité antifongique des surnageants de culture 

 

Afin de tester l'activité antifongique des surnageants de cultures, le contenu des fioles de 

fermentation a été filtrées à travers du papier Whattman N°1, afin de séparer le mycélium du 

milieu de culture supposant contenir les molécules bioactives. Le surnageant, ainsi, obtenu a 

été filtré à travers des filtres millipores stériles de 25µm de diamètre.  

Un volume égal de PDA fondu à 45°C est ajouté au filtrat de chaque souche, afin d'obtenir 

une concentration finale de 50% (v/v).  

Le milieu de culture contenant le surnageant à tester, est versé dans des boites de Pétri et 

inoculé, après solidification, avec des disques de pathogènes de 3mm de diamètre. Un suivi du 

développement de l'agent pathogène est effectué chaque 24 heures et ce, pendant 6 jours. 

 

NB: Ce test a montré un changement de couleur (décoloration) de l’agent pathogène, 

ensemencé avec le surnageant de culture de l’agent antagoniste, ce qui nous a laisser supposer 
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que ces souches antagonistes peuvent produire l’enzyme laccase, responsable de la 

décoloration du mycélium fongique. De ce fait, un test de production de l’enzyme laccase a 

été effectué.  

 Test de production de laccase  

La production de laccase s’effectue sur gélose PDA additionnée à une concentration de 0.4% 

de 2,6- Dimethoxyphénol (DMP). Les colonies des souches antagonistes en question, âgées de 

6 jours, sont déposées soigneusement au centre des boites de Pétri, contenant le milieu 

précédent. La production de laccase se traduit par la formation d’un halo orange autour de la 

colonie fongique.    

 

3.4.3- Extraction des molécules bioactives 
 

Un volume identique de chloroforme (CHCl3) est ajouté dans chaque Erlen contenant la 

culture fongique de 15 jours, le tous est bien mélangé à l'aide d'un ultraturraxe. Le contenu 

des Erlens est filtré sur papier Whattman N°1. Le filtrat est transvasé dans une ampoule à 

décantation pour séparer la phase aqueuse de la phase chloroformique. 

L’éluent, contenant les métabolites secondaires, est recueilli puis évaporé à une température  

de 40°C en utilisant l’appareil rotatif évaporation sous vide. Enfin, le résidu est recueilli de 

nouveau à l’aide du DMSO. 

Test de l'activité antifongique des extraits chloroformiques des souches antagonistes 

* Test par BIOLOG 

À partir d’une solution mère de concentration de 50 mg.ml-1(50 mg d'extrait dans 1ml du 

solvant DMSO), on procède à une série de dilution en progression géométrique de raison 2, de 

manière à obtenir une gamme de concentration finale dans les puits, comprises entre 50 et 1 

mg.ml-1(50µl, 25µl et 1µl). Les suspensions de spores des champignons pathogènes sont 

obtenues à partir de cultures âgées de sept jours. Ces solutions mères sont diluées et calibrées 

à l’aide de la cellule de Malassez à une concentration de 4.104 UFC.ml-1.  

Un volume de 213μl de bouillon Sabouraud, un volume de 25μl d’une dilution de l’extrait et 

un volume de 13μl de la suspension de spores fongiques est introduit dans chaque puits de la 

microplaque (volumes indiqués par l'équipe du LMBA). 

Des contrôles négatifs sont réalisés en utilisant le solvant DMSO. Les microplaques sont 

incubées à 28°C pendant 5 jours. Le suivie de la réaction est réalisé à l'aide du système 

Omnilog comme il a été décrit ci-dessus (voir principe du Biolog).  
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* Test par la technique des disques imbibés  

Le test de l’activité antifongique des extraits obtenus consiste à rechercher leurs effets 

antagonistes sur le développement des espèces de Fusarium isolées. 

Un écouvillon stérile trempé dans la suspension sporale (4.104 spore/ml) des souches de 

Fusarium a servi à ensemencer uniformément toute la surface de la boite de gélose PDA.  

Après séchage de la surface (environ 5 min), des disques de 5 mm de diamètre du papier 

Wattman imbibés avec 50µl de l'extrait à tester à différentes concentrations, sont séchés et 

déposés sur la surface des boites. Ces dernières, sont incubées à 28°C pendant 6 jours. Les 

diamètres des zones d’inhibition sont mesurés au millimètre près (Prescot, 1995; Madigan et 

al., 1997). 
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4. Résultats  

    Le présent travail porte sur l'isolement et l'identification de microorganismes, possédant 

une activité antifongique vis-à-vis d’un phytopathogène très répondu en Algérie, le Fusarium. 

L'isolement des souches pathogènes est effectué à partir de plantes infectées, tandis que 

l'isolement des agents antagonistes est effectué à partir de différents sols agricoles. 

 

4.1. Isolement et identification de l'agent pathogène 

 

4.1.1. Isolement de l'agent pathogène 

L’isolement de l’agent pathogène « Fusarium »  a été réalisée à partir de différents organes et 

grains de  plantes infectées, prélevées à partir de différentes régions en l'occurrence: Hamma 

Bouziane (Constantine), Tolgua (Biskra), Setif, Ben madhi (Gardaya), El-khroub 

(Constantine). 

Les cultures réalisées à partir des différents échantillons à savoir: grains de mais, grains de 

blé, gains des haricots, feuilles et racines des palmiers, et tiges des oliviers, ont aboutit à 

divers aspects, textures et couleurs de colonies. Sur la base des caractéristiques du Fusarium 

que nous recherchons, huit isolats ont été sélectionnés et purifiés.  

 
       4.1.2. Identification des isolats 

 

       4.1.2.1. Identification morphologique 

 
 

 Etude macroscopique 
 

Les caractères macroscopiques des différents isolats sélectionnés ont été étudiés sur milieu 

PDA le plus communément utilisé à cet effet (Botton, 1990). Le tableau 3 récapitule l’aspect 

macroscopique des isolats purifiés: surface et consistance des colonies, couleur du revers de la 

colonie ainsi que la présence ou l’absence de pigments caractéristiques de chaque souche. 

  Etude  microscopique 
 

L’étude microscopique porte sur l’observation des structures caractéristiques des huit isolats 

pathogènes sélectionnés (conidiophores, conidies, mycélium etc…). Les différents aspects 

microscopiques des isolats en question, sont récapitulés dans le tableau 4.  
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Tableau 3 Observations macroscopiques des différents isolats pathogènes obtenus. 

Plante Code isolats            Observation macroscopique  Caractères macroscopiques  

 

 

Maïs 

(Grains) 

 

F1  

 

 

 

 

 

 

 

 

- colonie laineuse blanchâtre, 

violette au centre, 

- revers violé 

 

 

Maïs 

(Grains) 

 

X' 

F2 

 

- colonie laineuse violette; 

blanche au bordure. 

- revers violet, et orange au 

bordure. 

 

 

Olivier 

(Tiges) 

 

FO 

F3 

 

 

- colonie laineuse blanche à 

bordure rouge. 

-revers rouge. 

 

 

 

 

Haricot 

(Grains) 

 

FH 

F4 

 

 

- colonie aplatie blanche, 

violette au centre.  

- revers incolore violet au 

centre. 

 

 

Haricot 

(Grains) 

 

FGH 

F5 

 

- colonie aplatie, violette,  

- revers violet. 

-changement de couleur du 

milieu au violet foncé à 

cause des sécrétions de la 

souche. 
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Tableau 4 Description de l'aspect microscopique des isolats pathogènes sélectionnés. 

Plante Codes 

isolats  

Aspect macroscopique sur milieu PDA Caractères microscopiques  

 

 

Maïs 

(Grains) 

 

X 

F1 

. 

 

 

 

  

- filament septé,  

- macroconidies fusiformes, peut ou 

pas courbées, pluriseptées (3 à 7 

septums). 

- microconodies ovoïdes, 0 à 2 

septums,  

- absence de chlamydospores 

 

Maïs 

(Grains) 

 

X' 

F2 

  -filament septé, 

-macroconidie fusiformes 

pluriseptées 

pointue à l'extrémité.  

-absence de chlamydospores 

 

 

Palmier 

(Feuille) 

 

FP2 

F6 

 

 

 
 

- colonie aplatie, blanche. 

- revers rouge orange. 

 

 

 

 
 

 

Palmier 

(Racines) 

 

Rpal 

F7 

 

 

 

 

 

 

- colonie aplatie, blanche à 

bordures jaunes. 

-revers incolore 

 

 

 

 

Blé 

(Grains) 

 

 

FGB 

F8 

 

 

 

 

 

 

 

- colonie aplatie, blanche et 

violette à revers violet. 

 

 

 



Résultats  
 

 47 

 

Olivier 

(Tiges) 

 

FO 

F3 

 

 

 

 

 

 

- filament septé,  

-conidies fusiformes, courbées, 

pluriseptées. 

- absence de chlamydospores. 

 

 

Haricot 

(Grains) 

 

GH 

F4 

 - filament septé. 

- macroconidies fusiformes, peut ou 

pas courbées, pluriseptées. 

- microconodies ovoïdes, 0 à 2 

septums,  

- présence de chlamydospores 

terminales 

 

Haricot 

(Grains) 

 

FGH 

F5 

 - filament sépté. 

- conidies ovoïdes , 0-3 septums. 

- absence de chlamydospores. 

 

 

 

 

Palmier 

(Feuille) 

 

FP2 

F6 

 

- filament septé. 

- conidie fusiforme ou ovoïdes, 

pluriseptées, 

- présence de chlamydospores 

teminales ou intercalaires. 

 

Palmier 

(Racines) 

 

Rpal 

F7 

 - filment septé. 

-macroconidies géantes, allongées; 

pluriseptées, pointues à l'extrémité. 

- présence de chlamydospores 

intercalaires. 

 

 

Blé 

(Grains) 

 

FGB 

F8 

 

 

 

 

 

- filaments septés. 

- absence de microconidies 

-macroconidies fusiforme géantes, 

pluriseptés (4-6). 
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Les constatations faites, à partir des études macroscopiques et microscopiques, nous ont 

orienté vers le genre Fusarium et ce, pour les huit isolats phytopathogènes obtenus. La 

confirmation de cette hypothèse a été faite par le séquençage des gènes 16S rDNA des 

souches en questions. 

 
4.1.2.2. Etude moléculaire 

 

a. Extraction de l'ADN fongique 

L’ADN codant pour les ARN ribosomaux 18S des isolats, extrait et amplifié, est séparé par 

électrophorèse sur gel d'agarose. Les bandes d’ADN obtenues correspondent à celle de 600 

paires de base du marqueur du poids moléculaire (figure 16). Les produits PCR obtenus ont 

été séquencés et comparées, par la suite, aux séquences, des autres microorganismes, 

enregistrées au niveau de la base de données Genbank. L’analyse des séquences d’ARNr 18S 

des souches fongiques a permis d’affilier les huit souches pathogènes et d’aboutir a une 

indentification définitive (tableau 5).En effet, les huit souches pathogènes appartiennent à 3 

espèces de Fusarium en l'occurrence; Fusarium verticillioides, Fusarium solani et Fusarium 

oxysporum. . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 15 Séparation sur gel d’agarose (1.5%) des produits d’amplification 
par PCR des ADN des isolats de Fusarium.. M: marqueur de poids 
moléculaire 100 pb, pistes 1-8 (isolats pathogènes, 1 : F1, 2: F2, 3: F3, 4: F4, 
5: F5, 6: F6, 7: F7, 8: F8).  
 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_538262056
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572785983
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525468566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525468566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525468566
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Tableau 5 Affiliation phylogénétique des isolats pathogènes (paires d’amorces universelles) 

Souches CODES Blast ncbi Numéro d'accession % identité 

F1 X 

 

Fusarium verticillioides KF494135.1 99 

F2 X' 

 

Fusarium verticillioides KJ699109.1 100 

F3 FO 

 

 Fusarium solani LN828145.1 100 

F4 GH 

 

Fusarium oxysporum KF864555.1 99 

F5 FGH 

 

Fusarium solani LN828145.1 100 

F6 FP2 

 

Fusarium solani LN828145.1 100 

 

F7 Rpal 

 

Fusarium oxysporum  KC329616.1 100 

F8 FGB 

 

Fusarium oxysporum  KJ938022.1 100 

 

4.2. Isolement et identification de l'agent antagoniste 

4.2.1. Isolement des microorganismes antagonistes 
 

L’isolement des microorganismes, réalisé selon la méthode de suspension- dilution (dilutions 

plates),  a aboutit à la sélection de 81 isolats dont 19 sont des bactéries, 8 sont des levures et 

54 sont des moisissures, répartis comme suit:  

  6 isolats bactériens, 2 levures et 15 isolats fongiques à partir du sol agricole de la 

région de Tolgua (Wilaya du Biskra); 

 4 isolats bactériens et 9  isolats fongiques à partir du sol agricole de la région de Ben 

Madhi (Wilaya de Gardaya); 

 4 isolats bactériens, 1 levure et 17 isolats fongiques à partir du sol agricole de la région 

de Baarawiya , El-khroub (Wilaya de Constantine); 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_538262056
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/538262056?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0YWG41KX014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_538262056
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675392883?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0YXAME0V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/809278276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P1RAZ3EG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/809278276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P1RAZ3EG014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/809278276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P1RAZ3EG014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572167870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/572167870?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E0DZYJMW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/809278276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P1RZE2KB014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/809278276?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=P143KM4Y015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525468566
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/470271601?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=0YBBFF41014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675152614?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0XW3164D015
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 5 isoltats bactériens, 5 levures et 13 isolats fongiques à partir du sol agricole de la 

région de Karkra (Wilaya de Collo). 
 

4.2.2. Sélection des isolats antagoniste de Fusarium 

La mise en évidence de l’activité antifongique des isolats purifiés consiste à rechercher leur 

effet antagoniste sur le développement des espèces de Fusarium isolées. En effet, cette étude 

a été faite in vitro selon la méthode de diffusion sur gélose. Les résultats montrent que parmi 

les 81 isolats obtenus, uniquement 7 isolats fongiques sont dotés d’une forte activité 

antagoniste vis-à-vis des souches test de Fusarium. 

Ces isolats antagonistes sont répartis, selon leur site d'isolement, comme suite: 

 4 isolats fongiques à partir du sol agricole de la région de Tolgua (Wilaya du Biskra) 

codés par: T1, T1", T1"x et T2; 

 1 isolat fongique à partir du sol agricole de la région de Ben Madhi (Wilaya de 

Gardaya) codé par: TB; 

 1 isolat fongique à partir du sol agricole de la région de Baarawiya, El-khroub (Wilaya 

de Constantine) codé par: Th 

 1 isolat fongique à partir du sol agricole de la région de la région de Karkra (Wilaya de 

Collo) codé par: TC.  

 

La confirmation de ces résultats a été faite par deux autres méthodes à savoir: la confrontation 

par contacte directe et la confrontation à distance. 
 

 

4.2.3 La mise en évidence de l'activité antagoniste des souches sélectionnées 
  

Les prélèvements réalisés à partir du sol, ont permis de mettre en évidence au laboratoire, la 

présence d’agents antagonistes vis-à-vis de différentes espèces de Fusarium, pouvant inhiber 

ou limiter la croissance de ces moisissures . 

 L’activité antagoniste, in vitro, des souches sélectionnées vis-à-vis du Fusarium a été étudiée 

selon deux méthodes: 

 la confrontation par contacte directe 

 la confrontation à distance 
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4.2.3.1.  Antagonisme par confrontation directe 
 

Les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne des souches témoins est plus 

importante en comparaison à ceux obtenus avec les différentes confrontations (Pathogène – 

Antagoniste).  

Après 4 jours d’incubation, les sept isolats sélectionnés ont montré une bonne activité 

inhibitrice vis à vis les souches pathogènes test (huit souches de Fusarium) et ce, par 

l’apparition d’une zone d’inhibition suivie par un arrêt de croissance pour l’ensemble des 

souches pathogènes. La figure 16 montre quelques exemples de l'inhibition de croissance de 

Fusarium par trois différents isolats.  

 

 

 

 

 

 

Les résultats montrent qu'au bout de quatre jours d’incubation, la boîte est totalement envahie 

par l’antagoniste, alors que les isolats de Fusarium n’occupent qu’une surface variant de 20 à 

28 mm de diamètre, ce qui correspond à une inhibition de croissance mycélienne supérieure à 

65 %. Le témoin des souches de Fusarium cultivé seul, occupe une surface variant de 55 à 60 

mm de diamètre (annexe 3). En effet, le calcul du taux d’inhibition montre que toutes les 

souches de Fusarium sont inhibées à  plus de 55% quel que soit l’antagoniste utilisé. La 

souche X' (Fusarium verticillioides) s'avère la plus sensible avec un taux d’inhibition de 72% 

pour TB; TT1" et TT"x, 69% pour TC; TT1 et TT2 et 68% pour TH (figure 17). 

 

 

 

 

 2 3 

Figure 16 Inhibition du développement  de Fusarium par trois différents isolats antagonistes.  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_538262056
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D’un autre coté, les observations microscopiques réalisées au niveau de la zone de contact 

entre les antagonistes et le Fusarium, montrent un enroulement du mycélium d'antagoniste sur 

celui du Fusarium (figure 18).  

 

 

 

 

 

 

 

  

4.2.3.2-  Antagonisme par confrontation à distance  

 

Les résultats obtenus de cet essai montrent un ralentissement de la croissance mycélienne des  

souches de Fusarium exercé par les souches antagonistes comparativement aux témoins. Il 

ressort de ce résultats, que malgré l’absence d’un contact direct entre les isolats de Fusarium 

Figure 17 Estimation des pourcentages d’inhibition des souches pathogènes par 

les souches antagonistes isolées. 

L 

L 

M A 

MF

F 

Figure 18 Obsevation microscopique de la zone de contacte entre le 
pathogène et l’antagoniste.MA. Mycélium de l'antagoniste, MF. 
Mycélium de Fusarium, E. Enroulement, L. lyse de Mycélium 

E 
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et les antagonistes testés, ces derniers ont pus exercer un effet inhibiteur sur le développement 

des colonies de Fusarium. Cet effet est évalué par la mesure des diamètres des colonies de 

Fusarium  cultivé  en présence et en l’absence de l’antagoniste (annexe 3). 

Contrairement au test de confrontation directe, on remarque que la croissance mycélienne 

continue d’évoluer avec le temps (annexe 3). Après 5 jours d’incubation, la souche FGH 

(Fusarium solani) semble être la moins sensible aux substances produites par les sept 

souches antagonistes avec un taux d’inhibition de 2% avec TB et 8% avec TC et TH. Pendant 

la même période, la croissance mycélienne de la souche GH (Fusarium oxysporum) est 

sensiblement plus  inhibée avec un taux d’inhibition de 43% avec TB et 44% avec TC, la 

souche FP2 (Fusarium solani) montre une sensibilité considérable de 43% avec TH. D’une  

manière générale, l’effet des substances  volatiles  émises  par  les   sept espèces  antagonistes 

est sensiblement faible. TC se montre toutefois plus  efficace  avec des taux d’inhibition les 

plus élevés (43% et 44%) (figure 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.3.3- Identification des isolats sélectionnés 

L’identification des moisissures sélectionnées a été faite, en première lieu, par une analyse des 

critères macroscopiques et microscopiques. 

 

 

 

Figure 19 : Estimation des pourcentages d’inhibition des souches 
pathogènes par les souches antagonistes. 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572167870
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* Critères d'identification macroscopique  

 

Les caractères macroscopiques des différents isolats sélectionnés ont été étudiés sur le milieu 

PDA. Le tableau 6 récapitule l’aspect des colonies purifiées: surface et consistance des 

colonies, couleur du revers de la colonie ainsi que la présence ou l’absence de pigments 

caractéristiques de chaque souche. 

Tableau 6  Observation macroscopique des souches antagonistes.  

Sol Codes 

isolats  

Observation macroscopique sur milieu PDA 

Après 6 jour de culture 

Caractères macroscopiques  

 

 

Sol 

agricole 

Gardaya 

 

 

TB 

 

 

- colonie blanchâtre, puis 

verdâtre. 

- le revers est incolore . 

 

 

 

Sol 

agricole 

Collo 

 

TC 

 

 

 

- colonie blanche puis 

verdâtre  . 

-le revers est incolore 

 

 

 

 

Sol  

agricole 

Constant

ine 

 

TH 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- colonie poudreuse 

verdâtre puis jaunâtre . 

-revers jaune. 
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Sol  

Agricole 

Tolgua 

TT1 

 

 

 

- colonie  verdâtre. 

- revers incolore. 

 

 

 

 

Sol  

Agricole 

Tolgua 

 

TT2 

 

 

 

 

 

 

 

 

- colonie  verdâtre. 

- revers incolore 

 

 

 

Sol 

Agricole 

Tolgua 

 

 

 

 

 

TT1'' 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- colonie  verdâtre. 

- revers incolore. 

Sol 

Agricole 

Tolgua 

 

TT1''

X 

 

 

 

 

 

 

 

 

- colonie  verdâtre.. 

-revers incolore 

 

 

 

 

Un repiquage sur trois milieu Saboureaud, MEA et Czapeck dox (annexe 1) de cultures a été fait pour 

toutes les souches pour comparer le changement de leurs aspects ( tableau 7). 
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Tableau 7  Observation macroscopique des souches antagonistes sur différent milieux de cultures. 

Milieux PDA MEA Saboureaud Czapeck dox 

Isolats 

 

 

TC 

    

 

TB 

    

 

TH 

    

 

T1 

 

    

 

T1" 
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Le résultats du repiquage sur différents milieu de culture (PDA, MEA, Saboureaud, Czapeck 

dox) montre que les souches antagonistes se développent bien sur les deux milieux PDA et 

MEA, alors que leurs développement sur les deux derniers milieux est moins dense. 
 

* Critères d'identification microscopique 

 

L’étude microscopique porte sur l’observation des structures caractéristiques des 7 souches 

fongiques sélectionnées. le tableau 8 résume les différents caractères microscopiques 

observés. 

 

Tableau 8 Interprétation des observations microscopiques des isolats antagonistes. 

 

 

T1"x 

    

 

T2 

    

Sol Codes 

 isolats   

Observation microscopique  Caractères microscopiques  

 

Sol agricole  

Gardaya 

 

TB 

  - filament septé,  

- conidiophores ramifiés. 

-phialides ampulliformes 

- conidies globuleuses lisses. 

 

Sol agricole 

Collo 

 

TC 

.  -filament septé, 

- conidiophores ramifiés. 

-phialides ampulliformes 

- conidies globuleuses lisses. 
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D'après les observations macroscopiques (aspect, couleur et vitesse de croissance des 

colonies) et microscopiques (nature du filament, présence de conidiophores et forme des 

conidies), il a été constaté que tout les isolats antagonistes appartiennent au genre 

Trichoderma.  Afin de confirmer cette constatation et d’en déduire les espèces de chaque 

isolat, une identification approfondie, par voie moléculaire, a été effectué.     .  

 

 

 

Sol agricole 

Constantine 

 

Th 

 - filament septé,  

- conidiophores  peu ramifiés. 

- conidies ovoïdes ou 

elliptique lisses. 

 

 

 

Sol agricole 

Tolgua 

 

 

TT1 

 - filament septé. 

- conidiophores  long et peu 

ramifiés. 

- conidies ovoïdes ou 

elliptique lisses. 

 

Sol agricole 

Tolgua 

 

TT2 

 - filament septé. 

- conidiophores  long et peu 

ramifiés. 

- conidies ovoïdes lisses. 

 

 

 

Sol agricole 

Tolgua 

 

TT1" 

 - -filament septé. 

- conidiophores  long et peu 

ramifiés. 

- conidies ovoïdes ou 

elliptique lisses.. 

 

 

Sol agricole 

Tolgua 

 

 

TT1"x 

 

 

- filament septé. 

- conidiophores  long et peu 

ramifiés. 

- conidies ovoïdes ou 

elliptique lisses. 
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*  Identification moléculaire 
 

Les caractères morphologiques, étudiés ci-dessus, n’étaient pas suffisants pour distinguer les 

espèces de Trichoderma en raison des ressemblances morphologiques des colonies et des 

fructifications. 

Les données moléculaires dérivant de l’ADN et des enzymes étaient très utiles pour une 

caractérisation objective de Trichoderma comparativement aux méthodes classiques.  

Les caractères morphologiques, étudiés ci-dessus, n’étaient pas suffisants pour distinguer les 

espèces de Trichoderma en raison des ressemblances morphologiques des colonies et des 

fructifications. 

Les données moléculaires dérivant l’ADN sont très utiles pour une caractérisation objective 

de Trichoderma comparativement aux méthodes classiques. Pour ce faire, un séquençage du 

gène 18S rDNA a été effectué. L’amplification de l'ADN par PCR a montré, sur gel 

d'électrophorèse, que les bandes d’ADN obtenues correspondent à ceux de 600 pb et ce,  pour 

toutes les souches de Trichoderma (figure 20). Ces souches ont été identifiées, définitivement, 

grâce à l’analyse des séquences ITS (ITS1 et ITS4) (tableau 9)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 Séparation sur gel d’agarose (1.5%) des produits d’amplification par PCR 
de l’ADN des isolats de Trichoderma. M: marqueur de poids moléculaire 100 pb, 
pistes 1-7 (isolats antagonistes, 1 : TC, 2: TB, 3: TH, 4: TT1, 5: TT2, 6: TT1", 7: 
TT1"x).  
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Tableau 9  Affiliation phylogénique des isolats antagonistes.  

N° Désignation Blast ncbi Numéro d'accession % identité 

1 TC Trichoderma 

album 

JF304318 100 

2 TB Trichoderma 

harzianum 

JX518920.1 100 

3 Th Trichoderma 

virens 

KF691803.1 99 

4 TT1 Trichoderma 

longibrachiatum 

KF908787.1 100 

5 TT2 Trichoderma 

longibrachiatum  

KF908787.1 98 

6 TT1’’ Trichoderma 

viride 

KF723610.1 99 

7 TT1’’x Trichoderma 

longibrachiatum 

KF908787.1 99 

 

D'après les résultats d'affiliation, les sept souches antagonistes appartiennent aux 5 espèces de 

Trichoderma , à savoir: Trichoderma album, Trichoderma harzianum, Trichoderma virens, 

Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma viride. 

Cette étude a, en effet, montré une diversité importante des espèces de Trichoderma en 

Algérie. 

 

4.3.   Effet du pH sur le développement des souches antagonistes  

     
L'effet du pH sur les différentes souches antagonistes a été étudié selon deux méthodes, la 

première par le test BIOLOG, sur milieu de culture liquide en utilisant des microplaques, la 

deuxième, sur milieu de culture solide. 

4.3.1.  Effet du pH sur milieu liquide (Technique du microplaque- BIOLOG) 

 

Le milieu utilisé pour cet objectif est le milieu Sabouraud liquide, préparé à différents pH 

allant de 2 jusqu'à 9 avec un incrément de 1.Le suivie de la réaction a été réalisé à l'aide du 

système Omnilog de l'appareil Biolog, couplé à un ordinateur.  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/324455346?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CUCXFM8Y014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409194930
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409194930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409194930?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CUEBSMH301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/566567724?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXRD9NHE015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/569556630?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXS9U0YV015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/569556630?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DXT8BSM2015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/573885829?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXTF69YZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/569556630?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXU3HP2W015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409194930
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829
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Le système Omnilog interprète les résultats sous trois formes: une photo réelle de la plaque, 

une schématisation de la photo réelle et une cinétique de développement de chaque souche 

dans chaque puits. Les résultats obtenus pour les souches TC (Trichoderma album) , TB 

(Trichoderma harzianum) et TH (Trichoderma virens) sont représentés dans la figure 22, 

tandis que ceux des souches T1 (Trichoderma longibrachiatum), T1"(Trichoderma viride), 

T1"x (Trichoderma longibrachiatum) et T2 (Trichoderma longibrachiatum) sont montrés 

dans la figure 23. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 Effet du pH sur les différentes les souches de Trichoderma (Tc, TB et Th). A: photo réelle de 
la plaque BIOLOG; B: schématisation de la plaque BIOLOG, C: cinétique de développement des 
cellules fongiques, la zone rouge:  représente l'effet du pH sur la souche Tc (4 répétition), la zone jaune:  
l'effet du pH sur la souche TB,  la zone noire:  l'effet du pH sur la souche Th, de A à H les différentes 
valeurs de pH variant de 2 jusqu'à 9 respectivement.  

A 

C 

B 
A B 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409194930
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
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Les figures 22 et 23 montrent que toutes les souches peuvent se développer sur les différents 

pH. Les courbes de croissance prouvent que les sept souches supportent beaucoup plus les pH 

basiques, mais elles peuvent aussi se développer sur des milieux à pH acides (2 et 3) même 

avec une faible croissance 

 

 

 

Figure 22 Effet du pH sur les différentes souches de Trichoderma (T1, T1", T1"x et T2). A: photo 

réelle de la plaque BIOLOG, B: Schématisation de la plaque BIOLOG, C: cinétique de développement 

des cellules fongiques, la zone rouge représente l’effet du pH sur la souche T1 (3 répétition), la zone 

orange, l’effet du pH sur la souche T1", la zone jaune, l’effet du pH sur la souche T1"x, la zone noire 

l’effet du pH sur la souche T2. de A à H les différentes valeurs de pH de variant de  2 à 9 

A 

C 

B 
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Les résultats représentés dans les figures 21 et 22, montrent que toutes les souches peuvent se 

développer à différentes valeurs de pH, allants de 2 jusqu’à 9. En effet, les figures 21.A et 

22.A, montrent un développement remarquable au niveau des puits de la microplaque, traduit 

par une croissance de l’agent antagoniste sur le milieu de culture utilisé (du claire vers le 

foncé), de plus, le changement de couleur observé dans les figures 21.B et 22.A, est expliqué 

par la réaction  chimique du Dye (chimie redox) avec les cellules vivantes provoquant une 

coloration rose foncé des cultures.  

Les cinétiques de croissance établie par le biolog démontrent, également, que les sept souches 

supportent beaucoup plus les pH basiques, mais elles peuvent aussi se développer sur des 

milieux à pH acides (2 et 3) même avec une faible croissance.  

4.3.2. Test de pH sur boite 

Le milieu utilisé pour cet objectif est le milieu PDA, préparé à différents pH allant de 2 

jusqu'à 9 avec un incrément de 1. 

Chaque souche antagoniste, a été ensemencée sur des boites de Pétri contenant le milieu 

indiqué. Les résultats obtenues après  6 jours d'incubation à 28°C sont présentés dans la figure 

ci-dessous.  

Les résultats du test de pH obtenus, sur boite, confirment le test de BIOLOG. Les souches, 

selon leurs aspect (figure 23), se développent bien sur les milieux à pH basique et neutre, 

alors que la plus part donnent un aspect pâle sur les milieux acides. 
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g1 g2 g3 g4 g5 g6 g7 g8 

f1 f3 f2 f4 f5 f6 f7 f8 

e1 e2 e6 e7 e5 e8 e3 e4 

c1 c2 c3 c4 c5 c6 c7 c8 

d1 d2 d3 d4 d5 d6 d7 d8 

Figure 23 Effet du  pH sur le développement  des différentes espèces de Trichoderma .Les chiffres de 1 à 8 
signifient les différents pH de 2 à 9. Les lettres :a; TC, b; TB, c; Th, d; T1, e; T1", f; T1"x, g; T2 signifient 
les différentes espèces de Trichoderma. 

b1 b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 
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4.4.  Test de l'activité enzymatique des souches antagonistes 

 

4.4.1- Activité chitinase 

 

L'activité chitinolytique des souches antagonistes est testée sur un milieu de culture à base de 

chitine colloїdale, contenant un indicateur de pH (rouge Phénol). La dégradation de la chitine 

par les souches testées, et donc la production de l’enzyme chitinase, se traduit par un 

changement de couleur du jaune (milieu acide) vers le rouge (milieu basique) (figure 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les résultats obtenus montrent un changement total de la couleur des milieux vers le rouge  

sang, ce qui signifie la dégradation de la chitine dans le milieu. Ce résultat indique que toutes 

les espèces de Trichoderma testées, sont capables de produire l'enzyme chitinase.  

 

4.4.2- Activité protéase 

L'activité protéolytique des souches antagonistes a été testée sur un milieu à base de lait. La 

production de l'enzyme protéase, se traduit par l'apparition de zones transparentes sur le 

milieu de culture.  

 

 

A B C D 

H G F E 

Figure  24 Test de l'activité chitinase des souches de Trichoderma. A: un milieu de culture témoin.  
B, C, D, E, F, G, H représentent TC (Trichoderma album) , TB (Trichoderma harzianum) et TH 
(Trichoderma virens) T1 (Trichoderma longibrachiatum), T1"(Trichoderma viride), T1"x 
(Trichoderma longibrachiatum) et T2 (Trichoderma longibrachiatum) successivement.  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409194930
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
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Les résultats de l'activité protéasique montrent une transparence du milieu de culture 

ensemencé par les souches antagonistes testées, par rapport au témoin qui présente un aspect 

blanc opaque. Ce résultat confirme la production de l'enzyme protéase par les espèces de 

Trichoderma testées.    
 

3.4.3- Activité cellulase 

 

La technique la plus évidente pour mettre en évidence l’activité cellulase, est de montrer la 

capacité des moisissures à assimiler la cellulose sur un milieu gélosé à base de cellulose (en 

poudre à 0.5%) comme seule source carbonée. La production de l'enzyme cellulase se traduit 

par l'apparition de zones transparentes sur le milieu de culture (figure 26). Les résultats 

montrent une bonne activité cellulosique induite par les sept souches de Trichoderma.  

 

 

 

 

 

A D C B 

E F G H 

Figure 25 Test de l'activité protéase des souches de Trichoderma. A: un milieu de culture témoin.  B, 
C, D, E, F, G, H représentent TC (Trichoderma album) , TB (Trichoderma harzianum) et TH 
(Trichoderma virens) T1 (Trichoderma longibrachiatum), T1"(Trichoderma viride), T1"x 
(Trichoderma longibrachiatum) et T2 (Trichoderma longibrachiatum) successivement 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409194930
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
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3.4.4- activité lipase 

Le test de l’activité lipolytique des souches antagonistes, effectué sur un milieu à base d'huile 

(Tributyrine), a montré que les souches antagonistes en question, sont capables de produire 

l’enzyme lipase. Cette production se traduit par l’apparition d’un halo transparent autour de la 

colonie fongique (figure 27).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B C D 

E F G H 

A 

Figure 26 Test de l'activité cellulase des souches de Trichoderma. A: un milieu de culture témoin ;  
B, C, D, E, F, G, H représentent TC (Trichoderma album), TB (Trichoderma harzianum), TH 
(Trichoderma virens), T1 (Trichoderma longibrachiatum), T1"(Trichoderma viride), T1"x 
(Trichoderma longibrachiatum) et T2 (Trichoderma longibrachiatum) successivement. 

A B C D 

E G F 

Figure 27 Test de l'activité lipase des souches de Trichoderma. A, B, C, D, E, F, G,  représentent TC 
(Trichoderma album), TB (Trichoderma harzianum), TH (Trichoderma virens), T1 (Trichoderma 

longibrachiatum), T1"(Trichoderma viride), T1"x (Trichoderma longibrachiatum) et T2 
(Trichoderma longibrachiatum) successivement 
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4.5. Production et extraction des molécules bioactives élaborées par les 

antagonistes sélectionnés 

Cette partie a pour objectif de produire les différents métabolites secondaires bioactifs des 
souches antagonistes sélectionnées. 

4.5.1- Production de métabolites secondaires par fermentation 

Après 15 jours de fermentation des souches antagonistes sélectionnées, cinq fioles de chaque 

souche ont servis pour faire des tests d'antagonismes, in vitro, vis-à-vis des souches de 

Fusarium, tandis que les cinq cultures restantes ont été utilisées pour effectuer l'extraction des 

métabolites secondaires. 
 

4.5.2- Mise en évidence de l'activité antifongique des surnageants de culture 

 

Le surnageant de culture obtenu après filtration du produit de fermentation, a été utilisé pour 

des tests d'antagonisme vis-à-vis les souches de Fusarium. Les résultats obtenus sont 

présentés dans les graphes ci-dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 Cinétique de développement de 
Fusarium verticiloides (X) cultivé en présence des 
surnageants de culture de Trichoderma album 

(TC) et Trichoderma longibrachiatum (T2). 

Figure 29 Cinétique de développement de 
Fusarium verticiloides (X') cultivé en présence des 
surnageants de culture de Trichoderma album 

(TC) et Trichoderma longibrachiatum (T2). 

Figure 31 Cinétique de développement de 
Fusarium solani (FGh) cultivé cultivé en présence 
des surnageants de culture de Trichoderma album 

(TC) et Trichoderma longibrachiatum (T1) et 
Trichoderma viride (T1") 

Figure 30 Cinétique de développement de 
Fusarium oxysporum (Gh) cultivé en présence des 
surnageants de culture de Trichoderma album (TC) 
et Trichoderma longibrachiatum (T1 et T1"x) et 
Trichoderma viride (T1") 



Résultats  
 

 69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Une faible inhibition de la croissance mycélienne a été induite par les souches de  Trichoderma 

contre tous les pathogènes. Les souches pathogènes X et X', appartenant à Fusarium 

verticiloides, montrent une sensibilité considérable avec les antagonistes Trichoderma album 

(TC) et Trichoderma longibrachiatum (T2), alors que toutes les souches pathogènes restantes, 

jugées moins sensibles, montrent un taux de développent près du normal, par rapport au 

témoin. . 

Par ailleurs, cette étude a montré un changement remarquable de la couleur et de l'aspect des 

souches de Fusarium et ce, par tout les surnageants de culture testés (tableau 10). 

 

 

Figure 32 Cinétique de développement de 
Fusarium solani (FO) cultivé en en présence des 
surnageants de culture de Trichoderma album (TC) 
et Trichoderma longibrachiatum (T1 et T1"x)  

Figure 3 Cinétique de développement de Fusarium 

oxysporum (FGB) cultivé en présence des 
surnageants de culture de Trichoderma album (TC), 
Trichoderma harzianum (TB)  Trichoderma 

longibrachiatum (T1 et T1"x) et Trichoderma 

viride (T1") 

Figure 34 Cinétique de développement de 
Fusarium oxysporum (Rpal) cultivé en présence 
des surnageants de culture de Trichoderma 

longibrachiatum (T1 et T2) 

 

Figure 35 Cinétique de développement de 
Fusarium solani (Fp2) cultivé en présence des 
surnageants de culture de Trichoderma 

longibrachiatum (T1 et 2) et Trichoderma viride 
(T1") 
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Tableau 10 Aspects macroscopiques des souches pathogènes cultivées en présence des surnageants de 

culture des antagonistes 

Codes 

isolats 

Aspect des souches de  

Fusarium cultivées seules 

(témoins) 

Aspect des souches de Fusarium 

cultivées en présence des 

surnageants de culture des 

antagonistes 

Changements des 

caractères macroscopiques 

observés par rapport au 

témoin 

 

F1 

X 

 

 

 

 

  

 

-  colonie aplatie blanche,  

- décoloration de la colonie 

avec TC et T2 

 

   X' 

F2 

 

 

 

   

-  colonie aplatie blanche,  

- décoloration de la colonie 

avec TC et T2 

 

     FO 

F3 

 

 

   

-colonie aplatie blanche,  

-décoloration de la colonie 

avec TC, T1 et T1"x 

 

     GH 

F4 

 

   - colonie aplatie avec 

disparition de l'aspect 

filamenteux. 

- changement de couleur de 

la colonie, vers le rose pâle 

avec TC, vers le rose avec T1 

et T1"x.  

 

   FGH 

F5 

 

 

 

 -colonie aplatie, avec 

disparition de l'aspect 

filamenteux. 

- changement de couleur de 

la colonie, vers le rose foncé. 

Avec TC         Avec T2          

Avec TC         Avec T2          

Avec TC         Avec T1"x     Avec T1          

Avec TC      Avec T1"x     Avec T1     

Avec TC     Avec T1"x     Avec T1       
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TC (Trichoderma album), TB (Trichoderma harzianum), TH (Trichoderma virens), T1,  T1"x et T2 

(Trichoderma longibrachiatum), T1"(Trichoderma viride). 

X et X "(Fusarium verticillioides), Fo, FGH, Fp2 (Fusarium solani) GH, Rpal, FGB(Fusarium 

oxysporum ). 

Les observations faites par rapport au changement de couleur (décoloration) de l’agent 

pathogène, cultivé avec le surnageant de culture de l’agent antagoniste, mettre en évidence 

l'hypothèse que ces souches antagonistes peuvent produire l’enzyme laccase, responsable de 

la décoloration du mycélium fongique.  

 

 Test de laccase 

 

Le test de laccase effectué sur les souches antagonistes a montré une bonne activité laccase 

induite par les souches de Trichoderma. En effet, Trichoderma album, Trichoderma 

harzianum et Trichoderma longibrachiatum (T2), présentent la plus forte activité laccase, 

traduite par un halo remarquable de couleur orange très foncé (figure 37).  

 

 

 

 

 

 

FP2 

F6 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

-ralentissement du 

développement 

 

 
 

Rpal 

F7 

 

 

 

 

      

 

- colonie aplatie, blanche. 

 

 

FGB 

F8 

 

 

 

 

  

- colonie laineuse 

- décoloration du mycélium 

fongique. 

Avec T1      Avec T2  Avec T1"       

Avec TB     Avec T1"x      Avec T1"      

Avec T1         Avec T2         
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4.5.3- Extraction des molécules bioactives 
 

Les souches de Trichoderma ont été sélectionnées pour leur activité antifongique importante 

contre un large spectre de champignons phytopathgènes. Après fermentation de 15 jours sur 

milieu PDB, le contenu de chaque erlen a subis une extraction par du chloroforme (CHCl3), 

puis une filtration et une décantation. La phase chloroformique contenant les biomolécules est 

évaporée à sec. Enfin, le résidu est recueilli de nouveau à l’aide du DMSO (figure 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 37 Etapes de l’extraction des métabolites des souches de Trichoderma  A : milieu après 
fermentation, B : extraction par le chloroforme et l’ultraturrax, C : filtration D décantation, E : 
évaporation, F: extraits des sept souches de Trichoderma solubilisés dans le DMSO. 

A B C D E F 

A B C E 

F G H 

Figure 36  Test de l'activité laccase des souches de Trichoderma. A, B, C, D, E, F, G,  représentent TC 
(Trichoderma album), TB (Trichoderma harzianum), TH (Trichoderma virens), T1 (Trichoderma 

longibrachiatum), T1"(Trichoderma viride), T1"x (Trichoderma longibrachiatum) et T2 
(Trichoderma longibrachiatum) respectivement. 
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4.5.3.1- Test de l'activité antifongique des extraits chloroformiques des souches 

antagonistes 

* Test par BIOLOG 

La mise en évidence de l’activité antifongique des extraits chloroformiques a été effectuée à  

partir d’une solution mère de concentration de 50 mg.ml-1(50mg d'extrait dans 1ml du solvant 

DMSO), et ce par la technique BIOLOG (voir partie matériel et méthode).  

Le suivie de la réaction, réalisé à l'aide du système Omnilog, a abouti aux résultats présentés 

ci-dessous. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure38 Effet de l’extrait chloroformique de Trichoderma album (TC) sur les espèces de Fusarium testées. 

A: photo réelle de la plaque BIOLOG, B: Schématisation de la plaque BIOLOG, C: cinétique de 

développement des cellules fongiques des souches pathogènes.  

X: F.vertidiloides 

Fgh: F. solani 

Rpal F. oxysporum 

Fp2: F. solani 

Fgb F. oxysporum 

Fo :F. solani 

X’: F.vertidiloides 

gh: F. oxysporum 

T - T -  50 mg/ml 25 mg/ml 1mg/ml DMSO 
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Le résultat représenté dans la figure 37 montre que l’extrait chloroformique de Trichoderma 

album (TC), avec les différentes concentrations utilisées (50 mg /ml, 25mg/ml et 1mg/ml), a 

pu inhiber le développement de toutes les cellules fongiques pathogènes testées. En effet, la 

figure 37.A montre que toutes les souches de Fusarium ne présentent aucun développement 

après leur ensemencement avec les extraits chloroformiques de Trichoderma album (TC), 

contrairement aux témoins (deux premières rangés) et au contrôle positif (DMSO) (dernière 

rangé) qui présentent un bon développement dans les puits. De plus, la couleur rose claire, des 

puits, observée dans la figure 37.B, est expliqué par l’absence de la réaction chimique du Dye 

(chimie redox), puisque il n’ya pas de cellules vivantes à l’intérieur de ces puits, 

contrairement, aux deux premières rangés qui sont colorées par du violet (réaction entre le 

Dye et les cellules vivantes), idem pour la dernière rangé (contrôle positif). 

La zone jaune de la figure 38 A, montre que les cinétiques de croissance des souches 

pathogènes sont nulles en comparaison à celles représentées dans la zone rouge (considérée 

comme témoin non traités). Par ailleurs, le test antifongique effectué par le DMSO a montré 

que ce dernier n’a pas un effet inhibiteur sur la croissance du pathogène (zone orange).   

Les mêmes constatations ont été faites par rapport aux autres souches antagonistes en 

l’occurrence : TB (Trichoderma harzianum), TH (Trichoderma virens), T1 (Trichoderma 

longibrachiatum), T1"(Trichoderma viride), T1"x (Trichoderma longibrachiatum) et T2 

(Trichoderma longibrachiatum) (annexe 3).   

 

* Test par la technique des disques imbibés  

 

Le test d’antagonisme effectué par les disques imbibés avec l’extrait chloroformique a pour 

objectif de confirmer les tests de BIOLOG.  

Les résultats obtenus montrent que les extraits de toutes les souches antagonistes 

sélectionnées présentent une activité antifongique remarquable et ce, contre toutes les souches 

de Fusarium pathogènes testées (figure 39). En effet, cette figure montre l’absence de 

développement de l’agent pathogène après incubation de 6 jours autour des disques imbibés 

par les extraits chloroformiques solubilisés dans le DMSO, des souches antagonistes testées. 

Ce résultat confirme celui obtenu par le test BIOLOG, qui conclu que les souches 

antagonistes en question, ont une capacité de production de molécules bioactives. 
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Figure 39 Effet de l’extrait chloroformique de Trichoderma  sur les  souches pathogènes (technique des 

disques imbibés). TC (Trichoderma album), TB (Trichoderma harzianum), TH (Trichoderma virens), T1,  

T1"x et T2 (Trichoderma longibrachiatum), T1"(Trichoderma viride). les chifres de 1 à 8:  X (Fusarium 

verticillioides), X "(Fusarium verticillioides), Fo(Fusarium solani), FGH(Fusarium solani), Fp2 (Fusarium 

solani) GH(Fusarium oxysporum ), Rpal (Fusarium oxysporum ), FGB (Fusarium oxysporum ) 

successivement, D: DMSO . 

T2 

Th TC 

D 
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5. Discussion  

La fusariose est un terme générique qui désigne un groupe de maladies cryptogamiques, 

causées par une grande diversité de champignons du genre Fusarium. La maladie des plantes 

concernées révèle une gravité variable selon les espèces. Les Fusarium sont parmi les 

champignons telluriques les plus agressifs, causant des flétrissements et des pourritures sur de 

nombreuses espèces végétales cultivées (Hibar et al.,  2004). En dépit des pertes économiques 

qu’ils entraînent, le contrôle de ces pathogènes reste toujours limité à des mesures 

prophylactiques. La désinfection du sol n’est jamais complète en raison d’une part, de la 

difficulté de sa réalisation (Benhamou et al., 1997) et d’autre part, à l’induction de souches 

résistantes ajouté aux fortes potentialités de conservation du pathogène dans le sol. De plus, 

l’inefficacité des méthodes de lutte chimique ainsi que l’absence de génotypes végétaux, 

réellement résistants, imposent la considération d’autres méthodes alternatives de lutte contre 

ce champignon, entre autres par la lutte biologique, qui se basent sur l’exploitation des 

potentialités microbiennes antagonistes. 

L’isolement de l’agent pathogène « Fusarium »  a été réalisée à partir de différents organes et 

grains de plantes infectés, prélevés à partir de différentes régions en l'occurrence: Hamma 

Bouziane (Constantine), Tolgua (Biskra), Setif, Ben madhi (Gardaya), El-khroub 

(Constantine). 

Les cultures réalisées à partir des différents échantillons à savoir: grains de maïs, grains de 

blé, gains des haricots, feuilles et racines des palmiers, et tiges des oliviers, ont aboutit à 

divers aspects, textures et couleurs de colonies. 

En effet, le genre Fusarium regroupe différentes espèces phytopathogènes, susceptibles 

d’induire les fusarioses, maladie très répondue chez de nombreuses plantes. Les espèces du 

genre Fusarium peuvent ainsi attaquer les céréales (maïs, blé, orge, avoine), des légumes, les 

plantes ornementales et beaucoup d’arbres fruitiers. La maladie du Bayoud provoquée par 

Fusarium oxysporum, constitue la principale maladie qui affecte le palmier dattier (Dihazi, 

2012). Son expansion a été responsable de la perte de plus des deux tiers d’arbres du palmier 

dattier. En 1994, Boulila et Mahjoub ont montré l'existence de 4 champignons parasites en 

l'occurence: Armillariella mellea (Vahl) Kumm., Corticium rolfsii (Sacc.) Curzi., Fusarium 

solani (Mart.) Sacco et Rhizoctonia bataticola (Taub) Butler, associés au dépérissement de 

.+jeunes oliviers issus de boutures herbacées. Les deux derniers champignons ont été 
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fréquemment isolés et notés comme agents infectant les oliviers, que ce soit séparément ou 

ensemble. 
 

Sur la base des caractéristiques du Fusarium que nous recherchons, huit isolats ont été 

sélectionnés et purifiés. Les isolats obtenus ont été identifiés selon les méthodes 

d'identifications classiques macroscopiques et microscopiques. En effet, cette étude a montré 

que les colonies présentent deux aspects différents à savoir, colonie aplatie et laineuse. Les 

couleurs, aussi, étaient différentes variant entre le blanc, le rouge, l'orange, le violet et le 

jaune. L'étude de Chermette et Bussieras, (1993) a montré que, sur milieu gélosé, les 

Fusarium forment des colonies duveteuses ou cotonneuses de couleur variable (blanche, 

crème, jaune, rose, rouge, violette ou lilas) selon les espèces. Le revers peut être de couleur 

crème, rouge à pourpre, lilas ou violet.  

Cependant, l’étude microscopique effectuée sur les isolats obtenus, a montré que certains 

d’entre eux possèdent, des macroconidies fusiformes pluriseptées (3 à 7 septums), peut ou pas 

courbées et des chlamydospores terminales ou intercalaires. Tandis que les autres possèdent 

des microconodies ovoïdes pluriseptées et sont dépourvus de chlamydospores, Néanmoins, 

tous les isolats disposent d’un filament septé. 

Le principal caractère morphologique des Fusarium est la présence de macroconidies 

fusiformes et cloisonnées. En effet, le nom de Fusarium vient du latin « fusus » car les spores 

de ces moisissures sont en forme de fuseau (Tabuc, 2007). 

Actuellement, les principales techniques d'identification de Fusarium sont basées sur la  

visualisation de ces caractères phénotypiques sur milieu de culture (Le Blou'ch et al., 2000). 

Ces techniques sont longues, coûteuses, nécessitent un personnel spécialisé et sont peu 

reproductibles. En se plaçant au niveau du génome, les techniques de biologie moléculaire, 

notamment la PCR (Polymerase Chain Reaction), permettent d'échapper aux variations 

phénotypiques dues aux variations des conditions de culture et aux dégénérescences. En effet, 

l'expression des gènes est variable selon le milieu de culture et une culture peut avoir des 

éléments de détermination peu fiables notamment en cas de polycontamination. Le génome, 

quant à lui, subit très peu de variation. 

Dans ce travail, les ADN des isolats pathogènes, codants pour les ARN ribosomaux 18s, ont 

été d’abord extraits, puis amplifiés par la technique de la PCR. Les produits PCR obtenus ont 

été séquencés et comparées, par la suite, avec les séquences des microorganismes enregistrés 

au niveau de la base de données Genbank. L’analyse des séquences d’ARNr 18s des souches 
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fongiques a permis d’affilier les huit souches pathogènes et d’arriver a une identification 

définitive. En effet, les souches isolées appartiennent à 3 espèces de Fusarium en 

l'occurrence; Fusarium verticillioides (X et X'), Fusarium solani  (Fo, FGH et Fp2) et 

Fusarium oxysporum (Rpal, FGB et GH).  

Les souches X et X', appartenant toutes les deux à Fusarium verticillioides, ont été isolées à 

partir des grains de maїs, la souche Fo (Fusarium solani) a été isolée à partir des tiges 

d'olivier, les souches FGH(Fusarium solani) et GH (Fusarium oxysporum ) ont été isolées à 

partir des grains du haricot, les souches Fp2 (Fusarium solani) et Rpal (Fusarium 

oxysporum) ont été isolées à partir des feuilles et des racines des palmier dattier, enfin, la 

souche FGB (Fusarium oxysporum) a été isolée à partir des grains du blé. 

En effet, Les fusarioses du maїs, antérieurement attribuées au seul taxon F. roseum, sont en 

fait, le résultat de contamination par différentes espèces de Fusarium, principalement F. 

graminearum, F. verticiloides et F. proliferatum (O'Donnell et al., 2004). De plus, Fusarium 

solani est retrouvé parmi les  champignons parasites associés au dépérissement de jeunes 

oliviers issus de boutures herbacées (Boulila et Mahjoub, 1994). 

 Deux principaux types de fusariose sont en mesure de se développer dans les parcelles de blé 

à la floraison. Ces maladies sont provoquées par Microdochium nivale (responsable des 

mouchetures) et les champignons pathogènes de la famille des Fusarium (Flodrops, 2006). 

Par ailleurs, la pourriture des racines des haricot est causée par un complexe de champignons 

pathogènes, vivant dans le sol et appartenant aux espèces Pythium, Fusarium solani f sp 

phaseoli, Rhizoctonia solani et Sclerotium rolfsii (Buruchara, 2003).  
 

Sur un autre volet, la recherche de souches antagonistes efficaces est la base de toute lutte 

biologique. La technique d'isolement employée dans ce travail, à savoir isolement à partir  du 

sol agricole, a permis d'isoler un nombre relativement élevé de microorganismes. En effet, 80 

isolats ont été obtenus, dont 18 sont des bactéries, 8 sont des levures et 54 sont des 

moisissures. Des études précédentes ont permis d’identifier certains microorganismes 

impliqués dans les mécanismes de résistance des sols afin de pouvoir sélectionner les plus 

efficaces et de les utiliser comme agents de lutte biologique (Rouxel et al.,1979).  

Dans les dernières décennies, les recherches ont commencé à s’intéresser aux champignons 

endophytes (Moricca et Ragazzi, 2008) qu’on considère maintenant, comme des sources de 

beaucoup de composés d’intérêt tels les composés antimicrobiens, antioxydants, 

anticancéreux, insecticides…(Maheshwari, 2006). 
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Par ailleurs, la mise en évidence de l’activité antifongique des isolats, effectuée par différentes 

méthodes de diffusion sur gélose à savoir : la confrontation directe et indirecte, a permis de 

sélectionner sept moisissures développant des zones d’inhibitions nettes et remarquables vis-

à-vis des souches pathogènes test. 
 

Après 4 jours d’incubation, toutes les moisissures antagonistes montre une bonne activité 

inhibitrice vis-à-vis les souches pathogènes test et ce, par l’apparition d’une zone d’inhibition 

suivie par un arrêt de croissance pour l’ensemble des souches pathogènes. Au-delà de cette 

période et au terme de six jours, les isolats antagonistes envahis les colonies de Fusarium et 

sporule même sur celles-ci. Cette action est expliqué selon Benhamou, Daami-Remadi,  2001 

et Daami-Remadi, El Mahjoub, 2001,  par un pouvoir hautement myco-parasitaire des 

souches antagonistes.  

Des observations microscopiques réalisées au niveau de la zone de contact entre les agents 

antagonistes et les souches de Fusarium, montrent un enroulement du mycélium des 

antagonistes sur celui du Fusarium, provoquant une lyse. Des résultats similaires ont été 

obtenus avec Trichoderma lignorum, capable de s’enrouler sur le mycélium du Rhizoctonia 

solani, causant ainsi une dissolution du cytoplasme du pathogène (Howell, 2003). 

Les isolats antagonistes sélectionnés, sur gélose PDA, montrent une croissance rapide et 

extensive, avec un aspect laineux de couleur blanche au départ, puis verte avec le temps. Sous 

microscope, les hyphes sont septés, hyalins, avec des petits conidiophores bien différenciés, 

portant des phialides en forme de quille. D'après les observations macroscopiques (aspect, 

couleur, vitesse de croissance des colonies) et microscopiques (nature du filament, présence 

de conidiophores, forme des conidies), il a été constaté que tout les isolats antagonistes 

appartiennent au genre Trichoderma.  Cournut, 1984 ; Landreau, 2001, Kubicek et al., 2003, 

ont montrés que l'aspect macroscopique des Trichoderma sp. est apprécié à partir de cultures 

sur géloses appropriées, réparties en boîtes de Pétri. Les colonies fongiques peuvent être 

légèrement floconneuses ou bien compactées en touffes. Entre ces deux extrêmes, existent des 

aspects intermédiaires. Les colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des 

phialides. Cinq jours après sa germination, la conidie donne naissance à un mycélium d'abord 

blanc et stérile en forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible sur les 

parties aériennes du mycélium, correspondant à la conidiogenèse. D'autres cercles 

concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16ème et le 20ème jour un feutrage 

épais se superpose à la culture. Au microscope optique on peut observer un mycélium 
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composé d'hyphes jaunes, septés, ramifiés et parois lisses. Les conidiophores ont une forme 

conique ou pyramidale. Très ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de 

quilles. À leur tour, les phialides portent les spores (phialospores ou bien conidies).  

Dans le présent travail, les caractères morphologiques observés, n’étaient pas suffisants pour 

distinguer les espèces de Trichoderma en raison des ressemblances morphologiques des 

colonies et des fructifications. Pour ce faire, une approche moléculaire été nécessaire. Les 

données moléculaires dérivant de l’ADN étaient très utiles pour une caractérisation objective 

de Trichoderma comparativement aux méthodes classiques (Lieckfeldt et Muthumeenakshi, 

1998).   

L’amplification de l'ADN par PCR a montré, sur gel d'électrophorèse, une seule bande 

d’environ 600 pb et ce,  pour tous les isolats de Trichoderma. Les souches de Trichoderma 

isolées ont été identifiées définitivement grâce à l’analyse des séquences ITS (ITS1 et ITS4). 

De nombreuses études ont visé à développer des méthodes outils d’identification reposants 

sur l’étude des acides nucléiques (ADN et ARN) (Reiss et al., 1998 ; Jin et al., 2004; 

Feuilhade de Chauvin, 2005 ; Hinrikson et al., 2005 ; Peterson, 2006). Les méthodes les plus 

intéressantes sont basées sur l’amplification par PCR (polymerase chain reaction) de certaines 

régions spécifiques comme le gène codant pour la sous-unité 28S ribosomale (région D1-D2) 

et des régions ITS1 et ITS2 (Hinrikson et al., 2005). 

Si à l’heure actuelle les outils d’identification moléculaire ne semblent pas en mesure de 

remplacer l’identification morphologique classique, il est probable que dans les années à 

venir, ces méthodes représenteront des outils particulièrement utiles pour la détection et 

l’identification fongique (Tabuc, 2007) 

D'après les résultats d'affiliation, les sept souches antagonistes appartiennent à 5 espèces de 

Trichoderma , en l’occurrence: Trichoderma album, Trichoderma harzianum, Trichoderma 

virens, Trichoderma longibrachiatum et Trichoderma viride. 

Cette étude a, en effet, montré une diversité importante des espèces de Trichoderma en 

Algérie. 

La souche TC isolée à partir du sol agricole de Collo présente un pourcentage d’identité de 

100% avec Trichoderma album. La souche TB isolée à partir du sol agricole de Gardaya est 

similaire à celle de Trichoderma harzianum avec un pourcentage de 100%, la souche Th 

isolée à partir du sol agricole de Constantine ressemble à Trichoderma virens (99%), la 

souche TT1" isolée à partir du sol agricole de Tolgua présente un pourcentage d’identité de 
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99% avec Trichoderma viride. Enfin, les souches TT1, TT2 et TT1"x isolées, elles aussi, à 

partir du sol agricole de Tolgua présentent des pourcentages d’identités de 100%, 99% et 99% 

respectivement avec  Trichoderma longibrachiatum. 
 

Il est important de signaler, que la littérature ne fournie pas assez d’informations quand à 

l’isolement de Trichoderma album,  Trichoderma virens et Trichoderma longibrachiatum à 

partir des sols Algériens. 

Grâce à sa grande capacité d'adaptation aux différentes conditions climatiques, le genre 

Trichoderma est très répandu dans la nature, aussi bien en milieu terrestre que marin 

(Roquebert, 1996 ; Esposito et Silva, 1998). Les Trichoderma sp. terrestres se développent 

quasiment dans tous les sols (forestiers ou cultivés) (Roquebert, 1996 ; Esposito et Silva, 

1998). 

Par ailleurs, la biologie moléculaire nous révèle aujourd'hui que des espèces de Trichoderma 

génétiquement différentes, présentent des similitudes morphologiques spectaculaires et leurs 

caractéristiques se chevauchent ce qui, d'une part explique la longue controverse connue par 

ce genre auparavant et d'une autre part, montre que les seuls critères morphologiques ne 

suffisent plus pour une classification incontestable et rigoureuse des formes anamorphes de 

Trichoderma sp. (Cournut, 1984 ; Sugiyama, 1987). 

 

Plusieurs travaux ont élucidé le rôle des souches de Trichoderma comme agent antagoniste 

que se soit vis-à-vis de Fusarium ou d’autres phytopathgènes. En effet, Daami-Remadi, 

(2001) ont montré l’effet inhibiteur de Fusarium sur la croissance de F. solani var  coerulum 

F. roseum var sambucinum et F. roseum var graminearum, responsables des pourritures 

sèches sur tubercules de pomme de terre, envers lesquels ils induisent également une lyse 

importante au niveau du mycélium de ces phytopathogènes. Il en est de même des mycéliums 

de Pythium sp. en présence du même antagoniste (Daami-Remadi, El Mahjoub, 2001). 

L’envahissement du mycélium du pathogène par Trichoderma a été également observé par 

Benhamou et Chet (1997) en réalisant une confrontation directe sur milieu de culture entre cet 

antagoniste et un autre champignon tellurique, le Pythiumultimum et ce, au bout de quatre à 

cinq jours après l’inoculation. 

D’après Davet, (1983) et Meslouhi, (1989), cette action  inhibitrice est  due  à  des  

substances, de nature chimique, libérées par les souches de Trichoderma (phénomène  

d’antibiose). La capacité à produire de telles substances varie selon les isolats d’une  même  

espèce ou d’espèce différente.  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829
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En plus de son action parasitaire, Trichoderma se développe plus  rapidement par rapport à 

Fusarium en colonisant le milieu nutritif et en ravissant les éléments nutritifs, c’est le 

phénomène de compétition (Alabouvette et al., 1983 ; Dubot, 1985 ; Davet, 1996).  

Dans ce travail, la confrontation indirecte réalisée entre Trichoderma et Fusarium, montrent 

un ralentissement de la croissance mycélienne des souches de Fusarium exercé par les 

souches antagonistes comparativement aux témoins. Il ressort de ce résultat, que malgré 

l’absence d’un contact direct entre le Fusarium et l’antagoniste testé, ce dernier a pus exercer 

un effet inhibiteur sur le développement des colonies de Fusarium. 

D’après Dennis et Websters, (1971) les Trichoderma émettent des substances chimiques 

toxiques qui sont des dérivés de l’hydrazine présents sous formes des substances volatiles 

importantes. Ces mêmes résultats ont été remarqués, par Hibar et al. (2005). Ces auteurs ont  

expliqué l’aptitude de Trichoderma à produire des substances volatiles, capables de limiter et 

même de stopper le développement de l’agent pathogène. 

Les souches de Trichoderma, en question, ont subit un test de pH afin de déterminer  

l’intervalle de croissances de ces souches. Cette étude a été effectuée sur milieu liquide par le 

système biolog) et sur milieu gélosé. 

Sur le milieu liquide, le suivie de la réaction, réalisé à l'aide du système Omnilog de l'appareil 

Biolog, a montré un bon développement des souches antagonistes sur le milieu de culture 

ajusté à différentes valeurs de pH (allant de 2 jusqu'au 9). En effet, le changement de couleur 

des puits et l’allure des cinétiques de croissance, indiquent que les souches antagonistes, sont 

capables de se développer dans des milieux acides, alcalins et basiques, notant un meilleur 

développement à partir d’un pH égal à 4.  

Les mêmes observations ont été faites sur milieu de culture solide, ce qui confirme les 

résultats du test BIOLOG. Les souches, selon leurs aspect, se développent bien sur les milieux 

à pH basique et neutre, alors que la plus part donnent un aspect pâle sur les milieux acides. 

Dans leurs travaux, Chet et Baker, (1980) ont indiqué que les niveaux de pH acides 

augmentent la croissance de T. harzianum et stimulent la formation des chlamydospores et la 

germination des conidies. 

De leurs côté, Singh et al. (2014), ont testé l'effet du pH, in vitro, sur le développement de 

sept souches de Trichoderma isolées à partir du sol. Une différence significative dans la 

production de biomasse a été enregistrée chez ces espèces, à différentes valeurs de pH testées 
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à savoir, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 et 8,0. Le pH le plus favorable est compris entre 

5,5 et 7,5, dans lequel le total du poids sec du mycélium vari entre 1,41 et 1,35 g. 

L’activité antifongique, observée par les souches de Trichoderma, peut être due à la 

production d’enzymes extracellulaire, pour ce faire, une série des tests enzymatiques a été 

effectuée, afin de vérifier cette hypothèse. Il s’agit des tests de production de chitinase, de 

cellulase, de protéase et de lipase. En effet, toutes les espèces de Trichoderma isolées, à 

savoir : Trichoderma album (TC), Trichoderma harzianum (TB), Trichoderma virens (Th), 

Trichoderma viride (TT1"), et Trichoderma longibrachiatum (TT1, TT2 et TT1"x), sont 

capables de produire l’enzyme chitinase, cellulase, protéase et lipase. Ces enzymes sont 

responsables de la dégradation des parois cellulaires des agents pathogènes (Lorito et al., 

1993). Diverses études ont expliqué l'abondance des espèces de Trichoderma dans les 

écosystèmes, par leur capacité à produire diverses substances bioactives et des enzymes, ils 

sont de ce fait, un maillon important dans les chaînes biologiques (Widden et Abitrol, 1980 ; 

Vining, 1990; Kubicek et al., 2003). De leurs côté, Elsas et al., (1997) considère Trichoderma 

comme un ascomycètes cellulytiques. 

L'activité mycoparasitaire de Trichoderma spp. contre les sclérotes des champignons 

phytopathogènes est considérée comme un outil puissant pour la lutte biologique, puisque ces 

structures végétatives, très résistantes, représentent la forme de survie primaire du pathogène 

dans le sol (Fang et al. 2005, St Leger et Wang 2010, Sandhu et al. 2012).  .  

Catalano et ses collaborateurs, (2007) ont étudié l'interaction parasite, établie par 

Trichoderma, contre les champignons phytopathogènes par analyse histologique et 

biochimique. Plusieurs activités enzymatiques ont été liées au mycoparasitisme, tels que les 

enzymes dégradant les composants de la paroi cellulaire à savoir, la chitinase, la cellulases, la 

lipase et la protéase ou des composés phénoliques, la laccase dégradant la lignine et la 

mélanine.  

Sur un autre volet, la production de molécules bioactives à partir des souches de Trichoderma, 

a été effectuée par fermentation sur milieu liquide. La mise en évidence de l’activité 

antifongique de ces molécules, a été réalisée en testant le filtrat de fermentation dans son état 

brute et après avoir fait une extraction par du chloroforme.  

Le test antifongique, réalisé in vitro, par les surnageants de culture des agents antagonistes, 

ont montré une inhibition de la croissance mycélienne des souches pathogènes. Les souches 
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pathogènes X et X', appartenant à Fusarium verticiloides, montrent une sensibilité 

considérable par rapport aux antagonistes Trichoderma album (TC) et Trichoderma 

longibrachiatum (T2). Une étude faite par Essalmani et Lahlou, (2003), a montré l’action 

inhibitrice des métabolites sécrétés par Trichoderma harzianum, sur Fusarium oxysporum f. 

sp. lentis, agent phytopathogène des plantes de lentille. Dans une autre étude, il a été constaté 

que Trichoderma viride, T. virens, T. harzianum, T. koningii et T. pseudokoningii exercent un 

effet inhibiteur contre Alternaria solani après avoir tester leurs surnageants de culture (Zafar 

et al., 2013). 

Cependant, la mise en évidence de l’activité antifongique des extraits chloroformiques a été 

effectuée, d’une part, par la technique BIOLOG, et par la technique des disques imbibés 

d’autre part.  

Le résultat du test de BIOLOG montre que les extraits chloroformiques de toutes les espèces 

de Trichoderma isolées, ont pu inhiber le développement de toutes les cellules fongiques 

pathogènes testées . De plus, il a été remarqué un changement notable de la couleur et de 

l'aspect des souches de Fusarium et ce, par tout les surnageants de culture testés. Ce 

changement de couleur peut être expliqué par la production de l’enzyme laccase, par les 

souches de Trichoderma,  provoquant la décoloration du mycélium fongique du pathogène. 

Cette hypothèse été démontrée par un test de production de laccase sur milieu gélosé, en effet, 

toutes les espèces de Trichoderma  testées sont capables de produire cette enzyme.  

Les mêmes observations ont été faites par la technique des disques imbibés avec l’extrait 

chloroformique. Ces derniers, présentent une activité antifongique remarquable contre toutes 

les souches de Fusarium pathogènes testées. Cela est traduit par une zone de lyse autour des 

disques imbibés. Ce résultat confirme celui obtenu par le test BIOLOG, qui conclu que les 

souches antagonistes en question, ont une capacité de production de molécules bioactives. 

Plusieurs études se sont intéressées à la détermination de la nature des métabolites à activité 

antifongique.  

La production de métabolites secondaires par différentes espèces de Tricoderma est bien 

documenté. Il a été rapporté que Trichoderma spp. produire une large gamme de volatil et non 

volatil substances antibiotiques (Sivasithamparam et Ghisalberti, 1998, Vyas et Mathur, 

2002).  

Sept Trichoderma sp. ont été évalués pour l'activité antagoniste contre F. oxysporum, F. 

equiseti, F. solani, Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotinia minor, Rhizoctonia sp. et S. rolfsii et 

la présence de métabolites diffusibles dans le milieu a été démontré dans près de 80% de 
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l'interaction Antagoniste pathogène (Monaco et al.1994). Une souche de T. harzianum isolé à 

partir de racines de blé a produit cinq différents métabolites, parmi eux, trois nouveaux 

composés présentent une activité antifongique contre G. graminis var. tritici, l'agent causal de 

piétin- échaudage du blé (Ghisalberti et Rowland, 1993). Les isolats de T. viride T. harzianum 

ont été inhibés la croissance de Fusarium moniliforme et Aspergillus flavus par la production 

de composés volatiles inhibitrices (Calistru et al. 1997). Maladie coton de semis incité par R. 

solani a été supprimée par T.viride en raison de mycoparasitisme et la production 

d'antibiotiques (Howell et al.,2000). Les métabolites secondaires volatiles produites par 

Trichoderma pseudokoningii, T.viride et T. aureoviride affecté la croissance du mycélium et 

la synthèse des protéines dans deux isolats de Serpula lacrymans à des divers degrés 

(Humphirs et al.2002). Mais la production de métabolites non volatile semble être l'un des 

mécanismes impliqués dans le contrôle biologique de l'agent pathogène des racines de tomate 

Pyrenochaeta lycopersici par quatre T.harzianum différents isolats en plus de la grande 

sécrétion de chitinases (Perez et al., 2002).  

Mukherjee et Raghu (1997) ont étudié l'effet de la température sur la production de 

métabolites par Trichoderma sp. Ils ont observé que Trichoderma produit une forte 

concentration de mycotoxines dans un bouillon de culture à des températures élevées. 

Cependant, Trichoderma sp. n'était pas efficace dans la suppression S. rolfsii à une 

température supérieure à 30 ° C. Mischke et al. (1997) ont mesuré l'efficacité des métabolites 

produits par Trichoderma sp. sur la base de l'inhibition de la croissance de R. solani. En outre, 

ils ont observé que les extraits aqueux de jeunes germes cultivés sous lumière de T. virens 

inhibent R. solani plus que les extraits de jeunes germes cultivés dans l'obscurité. En outre, ils 

ont montré que les extraits de T. virens cultivées sous faible pH ont montré une activité 

inhibitrice accrue. En 2001 Landreau a identifié des métabolites polypeptidiques ; des 

peptaïbols et des ciclosporines à effets immunosuppresseurs et anti-inflammatoire. Des 

métabolites non volatils diffusibles : polyacétates (antifongiques, antibiotiques), trichotécènes 

(variété de toxines actives sur microorganismes et mammifères), notamment les 

trichodermines sont identifiés par Blumenthal, en 2004. Des métabolites volatils, le  6 pentyl 

_ pyrone, l' éthylène et le cyanure d'hydrogène, des alcools et des aldéhydes ont été purifiés et 

identifiés par Vizscaino et son équipe en 2005. Vinale et al . (2006) ont isolé des métabolites 

secondaires à partir de deux souches de T. harzianum commercialisés, T22 et T39, pour la 

première fois. Trois principaux composés bioactifs ont été produites par des souches T22, 
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dont l'un est un nouveau azaphilone qui a montré une activité antifongique remarquable 

contre R. solani, P. ultimum et G. graminis var.tritici dans des conditions in vitro 

Il a été démontré que Trichoderma spp. se trouve généralement dans tous les types de sols, y 

compris les sols agricoles (Roiger et al., 1991). Plusieurs espèces de Trichoderma réduire 

l'infection des agents pathogènes des plantes transmises par le sol (Sivan et Chet, 1986; 

Calvet et Berra, 1990; Spiegel et Chet, 1998; Elad, 2000). Trichoderma harzianum est un 

agent de lutte biologique efficace utilisé dans le commerce, contre les champignons 

pathogènes telluriques (Shalini et al., 2006). Siddique et al., (2001) a rapporté que cinq 

espèces de Trichoderma considérablement réduit la population de nématodes dans le gombo 

et de haricot mungo.  

Les espèces de Trichoderma ont été étudiés comme agents de lutte biologique contre les 

agents pathogènes fongiques (Howell, 1998; Siddiqui et al., 2001). 

Trichoderma possède une batterie de mécanismes d’attaque potentiellement utilisables mais 

qui demeurent toutefois complexes (Gaigole et al. 2011, Bhale et al. 2013 et  Khang et al. 

2013).  Il peut employer un ou plusieurs modes d’action en même temps pour maîtriser un 

agent pathogène. Il peut utiliser également : 

La compétition, qui se manifeste par l’aptitude de l’antagoniste à utiliser les mêmes 

ressources du milieu (aires d’alimentation, sites de développement) que les champignons 

pathogènes, cette action est observée par la technique de confrontation sur milieu gélosé, où le 

Trichoderma  colonise le milieu de culture en épuisant le milieu de culture (Alabouvette et al., 

1983 ; Dubot, 1985 ; Davet, 1996). 

En analysant, microscopiquement,  la zone de contacte entre l'agent pathogène et l'antagoniste 

pendant le test d'antagonisme par confrontation directe, un enchevêtrement est observé entre 

l'action de mycoparasitisme qui se manifeste par la destruction de l’agent pathogène lorsque 

le Trichoderma s’enroule autour de celui-ci soit en l’étranglant, en pénétrant à l’intérieur, et 

l'action d'antibiose qui se manifeste par l'injection des substances (enzymes ou antibiotiques) 

qui détruisent le mycélium de pathogène (Daami-Remadi et El Mahjoub, 2001, Howell, 2003, 

Fang et al. 2005, St Leger et Wang 2010, Sandhu et al. 2012). 

L’antibiose est résulte aussi de la production de substances qui agissent comme des « 

antibiotiques » et qui inhibent la croissance de l’agent pathogène. Cette action est prouvé 

aussi par les test de BIOLOG et le test des disque imbibés par les extraits chloroformique 
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ainsi que le filtrat de fermentation des souches de Trichoderma (Landreau, 2001; Blumenthal, 

2004; Vinale et al ., 2006) 

Le déploiement des modes d’action de Trichoderma, varie également selon les partenaires en 

présence et les conditions physico-chimiques du milieu (températures, humidité, etc…) 

(Caron, 2002). 
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6. Conclusion générale et perspectives  

Le présent travail été dans la conception de la lutte biologique contre le champignon 

phytopathogène "le Fusarium".  En effet, 8 champignons du genre Fusarium, ont été isolés à 

partir de différents organes  et grains de  plantes infectées, prélevées à partir de différentes 

zones en l'occurrence: Hamma Bouziane (Constantine), Tolgua (Biskra), Setif, Ben madhi 

(Gardaya), El-khroub (Constantine). 

L'identification du genre a été effectuée selon les caractères morphologiques macroscopiques 

et microscopiques, alors que l'identification des espèces a été réalisé par voie moléculaire, au 

sein du laboratoire du LMBA (Laboratoire de Microbiologie et de Biomolécules Actifs). D' 

après les résultats d'affiliation, les huit souches pathogènes appartiennent à 3 espèces de 

Fusarium en l'occurrence; Fusarium verticillioides, Fusarium solani et Fusarium oxysporum.   

L’isolement des microorganismes antagonistes, a été réalisé à partir trois sols agricole 

Algérien (Sud, Est et Nord). 

Sur le nombre total de 80 isolats, dont 18 sont des bactéries, 8 sont des levures et 54 sont des 

moisissures, seulement 7 souches du genre Trichoderma ont présentées des propriété anti-

Fusarium.  

L'identification moléculaire des isolats, effectué au sein du laboratoire du LMBA, divise les 7 

souches sur 5 principales espèces à savoir: Trichoderma album, Trichoderma harzianum, 

Trichoderma virens, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma viride. Cette étude a, en 

effet, montré une diversité importante des espèces de Trichoderma en Algérie. Cependant à 

notre connaissance, aucun travail n’a été publié sur l’isolement de Trichoderma album, 

Trichoderma virens et Trichoderma longibrachiatum,à partir du sol Algérien. 

L'effet de l'activité antagoniste des souches de Trichoderma contres les 8 espèces du 

Fusarium en question, a été étudié selon deux méthodes, confrontation directe et indirecte. 

Les résultats de la confrontation directe montrent un pourcentage d'inhibition varie de 55% à 

72% selon les espèces pathogènes et antagonistes testées, alors que les résultats de la 

confrontation à distance montre des faibles pourcentages d'inhibition varient de 2% a 43%. 

Les 7 souches de Trichoderma testées, montrent une capacité considérable de résistance sur 

les milieux a différents pH de 2 jusqu'au 9 , et ce après le test de pH effectué par deux 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_538262056
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572785983
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525468566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409194930
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
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méthodes : sur milieu de culture liquide en utilisant le système BIOLOG, et sur milieu gélosé 

(PDA) préparé a différents pH. 

Le test de l'activité enzymatique des souches antagonistes, prouve que les sept souches testées 

représentent une usine très importante des enzymes lytiques a savoir la chitinase, la cellulase, 

la protéase, la lipase et la laccase. 

Le test de l'activité anti-Fusarium, des filtrats de cultures des souches antagonistes, montrent 

une faibles inhibition de la croissance mycélienne des souches pathogènes.  Par ailleurs, cette 

étude a montré un changement remarquable de la couleur et de l'aspect des souches de 

Fusarium et ce, par tout les surnageants de culture des souches antagonistes testées, due aux 

métabolites secrétés par ces derniers dans les filtrats . 

L'effet de l'extrait chloroformique des métabolites bioactifs des sept souches antagonistes, a 

été testé par la technique de BIOLOG ainsi par la technique des disques imbibés. Les résultats 

de ce test montrent une bonne activité inhibitrice des extraits, et ce, quelque soit la 

concentration utilisée (50 mg/ml, 25 mg/ml et 1mg/ml).   

En résumé, les résultats de cette modeste recherche nous ont permis de confirmer et de 

préciser l’importance du potentiel antagoniste de Trichoderma  à l’égard des souches de 

Fusarium testées.   

 

Enfin pour conclure, ce travail a fait l’objet d'une publication dans une revue de renommée 

dotée d’un IF ainsi que de plusieurs communications dans des congrès nationaux et 

internationaux. 

 

En se basant sur ces résultats, il est d’intérêt primordial de fixer les points suivants comme  

perspectives: 

 L'élongation des test des Trichoderma isolées sur une gamme plus large des Fusarium 

pathogènes. 

 Tester l’effet in vivo des souches Trichoderma isolées sur la croissance des Fusarium 

pathogènes . 

 L'identification des métabolites bioactifs des Trichoderma isolées, par HPLC et 

spectrométrie de masse. 

 Le test de l'activité antagoniste des métabolites bioactifs des Trichoderma isolées in 

vitro ainsi qu'in vivo. 
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7. Résumé 

 

La présente étude a été effectuée dans le but de lutter contre le champignon phytopathogène 
"le Fusarium".  8 champignons du genre Fusarium, ont été isolés à partir de différents 
organes des plantes infectés. l'identification du genre a été effectuée selon les caractères 
morphologiques, alors que l'identification des espèces a été réalisé par voie moléculaire, au 
sein du laboratoire du LMBA (Laboratoire de Microbiologie et de Biomolécules Actifs). 

 En effet, d' après les résultats d'affiliation, les huit souches pathogènes appartiennent à 3 
espèces de Fusarium en l'occurrence; Fusarium verticillioides, Fusarium solani et Fusarium 

oxysporum.  

 La lutte biologique contre ces phytopathogènes, est mise en évidence en utilisant 7 souches 
du genre Trichoderma isolées à partie trois sols agricole Algérien. 

 L'identification moléculaire des isoltats, effectué au sein du laboratoire du LMBA, divise les 
7 souches sur 4 principales espèces à savoir: Trichoderma album, Trichoderma harzianum, 
Trichoderma virens, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma viride. Cette étude a, en 
effet, montré une diversité importante des espèces de Trichoderma en Algérie. Cependant à 

notre connaissance, aucun travail n’a été publié sur l’isolement de Trichoderma album, 
Trichoderma virens et Trichoderma longibrachiatum,à partir du sol Algérien. 

L'effet de l'activité antagoniste des souches de Trichoderma contres les 8 espèces du 
Fusarium isolé, a été étudié selon deus méthodes, confrontation directe et indirecte. Les 
résultats de la confrontation directe montrent un pourcentage d'inhibition varie de 55% à 72% 
selon les espèces pathogènes et antagonistes testées, alors que les résultats de la confrontation 
à distance montre des faibles pourcentage d'inhibition varient de 2% a 43%. 
Les 7 souches de Trichoderma testées, montrent une capacité considérable de résistance sur 
les milieux a différents pH de 2 jusqu'au 9. 
Le test de l'activité enzymatique des souches antagonistes, prouve que les sept souches testées 
représentent un usine très important des enzymes lytiques a savoir la chitinase, la cellulase, la 
protéase, la lipase et la laccase. 
Le test de l'activité anti-Fusarium, des filtrats de cultures des souches antagonistes, montrent 
une faibles inhibition de la croissance mycélienne souches des pathogènes.  Par ailleurs, cette 
étude a montré un changement remarquable de la couleur et de l'aspect des souches de 
Fusarium et ce, par tout les surnageants de culture testés. 
L'effet de l'extrait chloroformique des sept souches antagonistes, a été testé par la technique 
de BIOLOG ainsi par la technique des disques imbibés, montrent une bonne activité 
inhibitrice des extraits, et ce en quelque  soit la concentration utilisée (50 mg/ml, 25 mg/ml et 
1mg/ml).   
 
Mots clés: Fusarium, Fusariose, lutte biologique, Trichoderma, BIOLOG, extraits fongiques. 
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8. Résumé en anglais 

This study was carried out in order to fight against the phytopathogenic fungus "Fusarium". 
eight species from the genus Fusarium have been isolated from different organs of infected 
plants. genus identification was conducted using morphological characters, while the 
identification of species was performed by molecular pathway within the LMBA Laboratory 
(Laboratory of Microbiology and Biomolecules Assets). 

Indeed, according to affiliation results, the eight pathogenic strains belong to three Fusarium 
species in the circumstances; Fusarium verticillioides, Fusarium solani and Fusarium 

oxysporum. 

 Biological control against the phytopathogens is highlighted using seven strains from the 
genus Trichoderma isolated from three Algerian agricultural soils. 

     The molecular identification of isolats conducted in the laboratory of LMBA has divided 
the seven strains into five main species: Trichoderma album, Trichoderma harzianum, 

Trichoderma virens, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma viride. Indeed, This study 
showed a significant diversity of Trichoderma species in Algeria. However, to our 
knowledge, there are no previous published studies on the isolation of Trichoderma album, 

Trichoderma virens and Trichoderma longibrachiatum, from the Algerian soil. 
The effect of the antagonist activity of Trichoderma strains against the eight isolated 
Fusarium species was studied using two methods, direct and indirect confrontation. Direct 
confrontation results show a percentage of inhibition ranging from 55% to 72% depending on 
the tested pathogenic and antagonists species, while the results of the confrontation from 
distance reveals low percentage of inhibition varied from 2% to 43%.                

The seven tested Trichoderma strains show considerable capacity of resistance on the media 
with a different pH from 2 to 9. Enzymatic activity test of antagonistic strains shows that the 
seven tested strains represent very important sources of lytic enzymes namely chitinase, 
cellulase, protease, lipase and laccase. 

Both test for anti-Fusarium activity, and culture filtrates antagonistic strains show a low 
inhibition of mycelial growth of pathogenic strains. Furthermore, this study showed a 
remarkable change of color and appearance of the Fusarium strains due to antagonistic 
metabolits. 

 chloroformic extract effect of the seven antagonistic strains, was tested by the BIOLOG 
technic and by the technical soaked disks, both techniques  show a good inhibitory activity of 
the extracts, no  matter what the concentration used is (50 mg / ml , 25 mg / ml and 1mg / ml). 

 

keywords:  Fusarium , biological control, Trichoderma, BIOLOG, fungal extracts. 
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 الملخص'8. 

ϩάه ϥ΍ Δس΍έΪϟ΍ ΕΎϳήτϔϟ΍ Ϊض ΔϴجϮϟϮϴΒϟ΍ ΔΤفΎϜϤϟ΍ έΎط΍ ϲف ΖϤΗ Ϊϗ ΔΒΒسϤϟ΍ ν΍ήϣأϟ ΕΎΒϨϟ΍ ωϮϧ ϦϣFusarium    .Ϊϗϭ 

ϢΗ ϝΰϋ 8  سϨج Ϧϣ Εاΰϋ  Fusarium Ϧϣ فϠΘΨϣ ΕΎΗΎΒϨϟ΍ ΔΑΎμϤϟ΍ .Ϊϗϭ ϱήأج ΪϳΪΤΗ سϨΠϟ΍ ϡ΍ΪΨΘسΎΑ ΕΎϔμϟ΍ 

،ΔϴجϮϟϮفέϮϤϟ΍ ϲف ϦϴΣ ϢΗ ء΍ήإج ΪϳΪΤΗ ω΍Ϯϧأ΍ ΎϴجϮϟϮϴΒϟ΍ ϖϳήط Ϧϋ ΔϴΌϳΰΠϟ΍ Ϟخ΍Ω ήΒΘΨϣ LMBA) ήΒΘΨϣ ϢϠϋ ءΎϴΣأ΍ 

ΔϘϴϗΪϟ΍ ΕΎΌϳΰΠϟ΍ϭ ΔϳϮϴΤϟ΍ ΔϟΎόϔϟ΍ .( 

 ϲف ،ϊϗ΍Ϯϟ΍ ΎϘفϭ ئجΎΘϨϟ  ϢϴسϘΗ ϢΗ ΪϘف، Εسااϟ΍ϭ ΔΒΒسϤϟ΍ ϭ ΔϟϭΰόϤϟ΍ ΔϴϧΎϤثϟ΍ ν΍ήϣأϟ ϰϟإ Δثاث ω΍Ϯϧأ ϡϮϳέ΍ίϮϴϔϟ΍ ؛  

  Fusarium verticillioides, Fusarium solani ϭ   Fusarium oxysporum 

ΔΤفΎϜϤϟ΍ έΎط΍ ϲف ΔϴجϮϟϮϴΒϟ΍ Ϊض ΕΎΒΒسϣ ν΍ήϣأ΍ ΔϴΗΎΒϨϟ΍ ϩاϋ΍ ΓέϮكάϤϟ΍, ϢΗ    ϝΰϋ7 Εساا  Ϧϣ سϨج 

Trichoderma   ,  Ϧϣ  Ϧϣ ω΍Ϯϧ΍ Δثاث ΔΑήΘϟ΍ Δϴϋ΍έΰϟ΍ Δϳήئ΍ΰΠϟ΍. 

  ωϮϨϟ΍ ΪϳΪΤΗ ϲΌϳΰΠϟ΍  ϱάϟ΍، ΔϟΰόϠϟ ϱήأج ϲف ήΒΘΨϣ LMBA، ϢسϘϳ 7 Εساا Ϧϣ 5 ω΍Ϯϧأ Δϴسϴئέ ϲه 

Trichoderma album, Trichoderma harzianum, Trichoderma virens, Trichoderma 

longibrachiatum, Trichoderma viride. .ΕήϬυأϭ ϩάه Δس΍έΪϟ΍ ϲف ϊϗ΍Ϯϟ΍ ωϮϨΗ ήϴΒك Ϧϣ ω΍Ϯϧأ Trichoderma 

ϲف ήئ΍ΰΠϟ΍ .ϊϣϭ ،كϟΫ ϰϠϋ ΪΣ ،ΎϨϤϠϋ ϢΘϳ Ϣϟϭ ήθϧ ϱأ  Εاΰόϟ΍ ϝϮΣTrichoderma longibrachiatum   ,

Trichoderma virens, Trichoderma album, Ϧϣ Ώ΍ήΘϟ΍ ϱήئ΍ΰΠϟ΍. έΎاط΍ سϔϧ ϲف ,ϢΗ Δس΍έΩ ήϴأثΗ طΎθϨϟ΍ 

 ϱϮϴΤϟ΍ Ϧϣ Εساا  Trichoderma   ϰϠϋ 8 ω΍Ϯϧأ Fusarium  ΔϟϭΰόϤϟ΍ ΎϘفϭ ΔϬج΍ϮϤϟ΍ ϕήط ΓήشΎΒϤϟ΍ ήϴغϭ 

ΓήشΎΒϤϟ΍ .ئجΎΘϧ ΕΎϬج΍ϮϤϟ΍ ΓήشΎΒϤϟ΍ ήϬψΗ طϴΒثΗ ΐسϧ Ρϭ΍ήΘΗ Ϧϣ 55 ٪ϰϟ72 إ ٪ω΍Ϯϧأ΍ ΐسΣ ΔΒΒسϤϟ΍ Εسااϟ΍  

ν΍ήϣأϟ ΓήΒΘΨϤϟ΍ ϡϮμΨϟ΍ Εساا ϭ ، ϲف ϦϴΣ ϥئج أΎΘϧ  ΓήشΎΒϤϟ΍ ήϴغ ΔϬج΍ϮϤϟ΍ فθϜΗ ΔΒسϧ طϴΒثΗ  ΔϧέΎϘϣ ΔψϔΨϨϣ 

 Ρϭ΍ήΘΗ ϰϟϭاΎΑ ϦϴΑ 2 ٪ϰϟ43 إ ٪ΓήΒΘΨϤϟ΍ ΔΤفΎϜϤϟ΍ϭ ΔضήϤϤϟ΍ Δϟساϟ΍ ωϮϧ افΘخΎΑ فϠΘΨΗ . 

 Εساا ϮϤϧ ϰϠϋ سطϮϟ΍ ΔضϮϤΣ ήϴثΎΗ Δس΍έΩήϴθΗϭTrichoderma  ,ΓέΪϗ  طΎسϭا΍ ϊϴϤج ϲف ϮϤϨϟ΍ ϰϠϋ Γήϴاخ΍ ϩάه

ΔجέΩ Ε΍Ϋ ΔضϮϤΤϟ΍ ΔϔϠΘΨϤϟ΍  Ϧϣ2 ϰϟ΍ 9. έΎΒΘخ΍ طΎθϨϟ΍ ϲϤϳΰϧأ΍ Ϧϣ Εساا Δϴئ΍Ϊόϟ΍ ϝΪϳ ϰϠϋ ϥأ Εساا 

Trichoderma  ΔόΒسϟ΍  ΓήΒΘΨϤϟ΍  فϠΘΨϣ ϊϴϨμΗ ϰϠϋ ΓέΩΎϗ ΕΎϤϳΰϧا΍  ΔϴϠϴϠΤΘϟ΍ ϲهϭ ،ίΎϨϴΘϴك ،ίاϮϠϴسϟ΍ ،ίΎϴΗϭήΒϟ΍ 

ίΎΒϴϠϟ΍ ίΎاكϭ. έΎΒΘخ΍ طΎθϨϠϟ ΔΤفΎϜϣ  ϝΎϤόΘس΍ ϖϳήط Ϧϋ ϡϮϳέ΍ίϮϴϔϟ΍ ΢ش΍ϭήϟ΍ ήϬψΗ Εسااϟ΍ طΎسϭا΍ ΢ش΍ϭέ ϥ΍ 

 ϰϠϋ ΓέΩΎϗ ΔΤفΎϜϤϟ΍ طϴΒثΗ ϮϤϧ ήτف Εسااϟ΍ ΔΒΒسϤϟ΍ ν΍ήϣأϟ .Γϭاϋϭ ϰϠϋ ،كϟΫ ΕήϬυأ ϩάه Δس΍έΪϟ΍ ΍ήϴϴغΗ ΎυϮΤϠϣ 

ϲف ϥϮϠϟ΍ ήϬψϤϟ΍ϭ  ϝ΍ Εساا ϞϜشϭFusarium. ήϴأثΗ κϠΨΘسϣ ϡέϮفϭέϮϠϜϟ΍ Ϧϣ Εسااϟ΍  ΔΤفΎϜϤϟ΍ ،ΔόΒسϟ΍ ϢΗ 

ϩέΎΒΘخ΍ Δτس΍ϮΑ ΔϴϨϘΗ BIOLOG ι΍ήϗأ΍ϭ ΔϗέΎغϟ΍ ήϬψΗ طΎθϨϟ΍ طΒثϤϟ΍ ،ΕΎμϠΨΘسϤϠϟ ΍άه ϭ ΰϴكήΘϟ΍ ϥΎك ΎϤϬϣ 

ϡΪΨΘسΘϤϟ΍) 50 غϠϣ / Ϟϣ ، 25 غϠϣ / Ϟϣ ϭ1غϠϣ / Ϟϣ.( 

 

Δالمفتاحي Εالكلما :  Fusarium،Fusariose, ΔΤفΎϜϤϟ΍ ،ΔϴجϮϟϮϴΒϟ΍ Trichoderma، BIOLOG  ,ΕΎμϠΨΘسϤϟ΍ 

Δϳήτϔϟ΍ 
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10. Annex1  

1. Milieux de cultures 

Milieux d'isolement 

Milieu PDA Potaoes Dextrose Agar 

- Pomme de terre         200g 

- Eau distillée              500ml. 

- Saccharose                10g 

- Agar                          15g 

- Eau distillée              1000ml 

- Ph                              6 

Milieu MEA 

- Extrait de Malt          20g 

- Glucose                     5g 

- Agar                          15g 

- Eau distillée              1000ml 

- Ph                              5 

Milieu SABOUREAUD 

- Peptone                     10g 

- Agar                          20g 

- Glucose                     20g 

- Eau distillée              1000 ml 
 

Milieu Czapeck dox 

- NaNO3                     10g 

- KCl                           0,5g 

- MgSO₄ H₂                  0,5g 

- KH₂PO₄                    1g 

- FeSO₄, 7H₂O            0,001g 



- Saccharose                30g 

- agar                          20g 

- eau distillée             1000 ml 

- Ph                            6 

Milieu pour test de pH 

Milieu Sabouraud liquide 

- Peptone                  10g 

- Glucose                  20g 

- Eau distillée          1000 ml 

 

Milieu de fermentation 

Milieu  PDB potato dextrose broth 

Extrait liquide de pomme de terre    1000 ml de  

D-glucose                                          20 g  

Milieu chitinase Kotasthane et Agrawal, (2009). 

chitin colloidal                    4.5 g  

MgSO4. 7H2O,                   0.3 g  

( NH4)SO4,                         3.0 g   

KH2po4,                              2.0 g  

Acid citric monohydrate      1 g  

 Agar,                                   15 g  

 Rouge phénol                     0.15 g  

tween-80                            200 μl  

 



Milieu cellulase 

cellulose                         5g  

Agar                               20g  

Eau distillée stérile        1000 ml  

 

Milieu protéase 

 

13.5g agar                     dans 600 ml Eau distillée 

10.5g lait en poudre      dans 350 ml Eau distillée 

 

Milieu lipase Haliru et Bukola, 2012. 

peptone                      10g  

NaCl                          5g 

Calcium chloride;      0.1g  

Tributyrin,                 1ml  

Agar,                          20g  

Rouge Congo,            0.5g 

Eau distillée,             1000 ml. 

 



Annexe 2 

Tableau Affiliation phylogénétique des isolats pathogènes (paires d’amorces universelles) 

 

Designtion Blast ncbi N 
accessio
n 

% identité Séquences  

TC  

Trichoderma 

album 

 

JF30431
8 

 

100 

CCAACCCATGTGACGTTACCAAACT
GTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCC
GGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAA
GGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAA
AACTCTTATTGTATACCCCCTCGCG
GGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTC
GGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAA
ATGAATCAAAACTTTCAACAACGG
ATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
ATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
GCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATG
CCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCT
CGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGT
TGGGGATCGGCCCTCCCTTA 

TB  

Trichoderma 

harzianum 

 

JX51892
0.1 

 

100 

AAATTTCGGGGAGTGCACTCCAAC
CCATGTGACGTTACCAAACTGTTGC
CTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTG
CGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGC
CCGCCGGAGGACCAACCAAAACTC
TTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTT
TTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCG
CCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGA
ATCAAAACTTTCAACAACGGATCTC
TTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG
AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCG
CCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGT
CCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAAC
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGG
ATCGGCCCTCCCTTAGCGGGGTGGC
CGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCT

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/324455346?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CUCXFM8Y014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/324455346?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CUCXFM8Y014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409194930
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409194930
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409194930?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CUEBSMH301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409194930?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=CUEBSMH301R


CTCCCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGT
TTGCCCACTCGCA 

Th Trichoderma 

virens 

 

KF69180
3.1 

 

99 

TCGTGGGCGTTTCGAAAATGAATCA
AAACTTTCCACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGATCGATGAAGAACGCAGC
GAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAAT
CTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGG 

 

 

TT1 

 

 

Trichoderma 

longibrachiat

um 

 

 

KF90878
7.1 

 

 

100 

 

 

CCCGGATCCCATGGCGCCCGCCGG
AGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTT
CTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGCGG
CTCTGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCT
TTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCT
CGAAAATGAATCAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTC
AACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGT
CGGCGTTG 

TT2  

Trichoderma 

longibrachiat

um  

 

KF90878
7.1 

 

98 

AAACAACCCCGGATCCCATGGCGC
CCGCCGGAGGACCAACTCCAAACT
CTTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCC
GTCGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTG
TGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCG
GGCGTCTCGGAGATGAATCAAAAC
TTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
GGCATCGATGAAAAACGCATCGAA
ATGCGATAAGTAATGTG 

TT1’’  

Trichoderma 

viride 

 

KF72361
0.1 

 

99 

TCCGTCGCGGCTCCCGTCGCGGCTC
TGTTTTATTTTTGCTCTGAGCCTTTC
TCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCG
AAAATGAATCAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGAT
GAAAAACGCAGCGAAATGCGATAA

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/566567724?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXRD9NHE015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/566567724?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXRD9NHE015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/569556630?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXS9U0YV015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/569556630?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXS9U0YV015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/569556630?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DXT8BSM2015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/569556630?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DXT8BSM2015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/573885829?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXTF69YZ01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/573885829?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXTF69YZ01R


GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTG
AATCATCGAA 

TT1’’x  

Trichoderma 

longibrachiat

um 

 

KF90878
7.1 

 

99 

GCAGCCCCGGATCCCATGGCGCCC
GCCGGAGGACCAACTCCAAACTCT
TTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGT
CGCGGCTCTGTTTTATTTTTGCTCTG
AGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGG
CGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAAAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAA 

X  

Fusarium 

verticillioides 

 

KF49413
5.1 

 

99 

CCGCCAGAGGACCCCTAAACTCTGT
TTCTATATGTAACTTCTGAGTAAAA
CCATAAATAAATCAAAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCG
ATGAAGAACGCAGCAAAATGCGAT
AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCA
GTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTC
AACCCTCAAGCCCAGCTTGGTGTTG
GGACTCGCGAGTCAAATCGCGTTCC
CCAAATTGATTGGCGGTCACGTCGA
GCTTCCATAGCGTATAATAAAACCC
TCGTTACTGGTAATCGTCGCGGCCA
CGCCGTTAAACCCCAACTTCTGAAT
GTTGACCTCGGATCAAGTAGGAAT
ACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
AAGC 

X’  

Fusarium 

verticillioides 

 

KJ69910
9.1 

 

100 

GCCCGCCAGAGGACCCCTAAACTC
TGTTTCTATATGTAACTTCTGAGTA
AAACCATAAATAAATCAAAACTTT
CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGC
ATCGATGAAGAACGCAGCAAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAA
CGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCT
GGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTTCAACCCTCAAGCCCAGCTTGG
TGTTGGGACTCGCGAGTCAAATCGC
GTTCCCCAAATTGATTGGCGGTCAC

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/569556630?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXU3HP2W015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/569556630?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DXU3HP2W015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_538262056
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_538262056
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/538262056?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0YWG41KX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/538262056?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0YWG41KX014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_538262056
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_538262056
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675392883?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0YXAME0V014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675392883?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0YXAME0V014


GTCGAGCTTCCATAGCGTAGTAGTA
AAACCCTCGTTACTGGTAATCGTCG
CGGCCACGCCGTTAAACCCCAACTT
CTGAATGTTGACCTCGGATCAGGTA
GGAA 

FP2  

Fusarium 

keratoplastic

um 

 

KF25542
5.1 

 

100 

>FP2 

CCCCCGCCAGAGGACCCCCTAACTC
TGTTTCTATTATGTTTCTTCTGAGTA
AAACAAGCAAATAAATTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTC
TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGCC
CGGCGTTGGGGATCGGCGAGGCGC
CCCCTGCGGGCACACGCCGTCCCCC
AAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCA
GCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACAC
CTCGCAACTGGAGAGCGGCGCGGC
CACGCCGTAAAACACCCAACTTCTG
AATGTTGACCTCGAATCAGGTAGG
AATACCCGCTGAACTT 

Rpal  

Fusarium 

oxysporum  

 

KC3296
16.1 

 

100 

CCTGTGACATACCTAAACGTTGCTT
CGGCGGGAACAGACGGCCCTGTAA
CAACGGGCCGCCCCCGCCAGAGGA
CCCCTAACTCTGTTTTTATAATGTTT
TTCTGAGTAAACAAGCAAATAAAT
TAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGCTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC
CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTACAACCCTCAGGCC
CCCGGGCCTGGCGTTGGGGATCGG
CAGAAGCCCCCTGTGGGCACACGC
CGT َ CCCTCAAATACAGTGGCGGTC
CCGCCGCAGCTTCCATTGCGTAGTA
GCTAACACCTCGCAACTGGAGAGC
GGCGCGGCCATGCCGTAAAACACC

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_526840825
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_526840825
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_526840825
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/663092809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0Y19X7WZ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/663092809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0Y19X7WZ014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525468566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525468566
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/470271601?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=0YBBFF41014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/470271601?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=0YBBFF41014


CAACTTCTGAATGTTGACCTCGAAT
CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTT
AAGCATATCAA 

GH Fusarium 

oxysporum 

KF86455
5.1 

99 AAATAAATCAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATG
AAGAACGCAGCAAAATGCGATGAG
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAAC
CCTCAAGCACAGC 

FO  

Fusarium 

keratoplastic

um  

KF25542
5.1 

 

100 

>FO 

CCCCCGCCAGAGGACCCCCTAACTC
TGTTTCTATTATGTTTCTTCTGAGTA
AAACAAGCAAATAAATTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTC
TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC
ATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGCC
CGGCGTTGGGGATCGGCGAGGCGC
CCCCTGCGGGCACACGCCGTCCCCC
AAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCA
GCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACAC
CTCGCAACTGGAGAGCGGCGCGGC
CACGCCGTAAAACACCCAACTTCTG
AATGTTGACCTCGAATCAGGTAGG
AATACCCGCTGAACT 

FGH  

Fusarium 

keratoplastic

um  

 

KF25542
5.1 

 

100 

>FGH 

CCCCCGCCAGAGGACCCCCTAACTC
TGTTTCTATTATGTTTCTTCTGAGTA
AAACAAGCAAATAAATTAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAAT
GCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTC
TGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTC

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572167870
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572167870
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/572167870?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E0DZYJMW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/572167870?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=E0DZYJMW01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572785983
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572785983
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572785983
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/663092809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0Y23J7VV014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/663092809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0Y23J7VV014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/663092809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0Y2G5UV601R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/663092809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0Y2G5UV601R


 

 

 

 

 

 

 

 

 

ATTACAACCCTCAGGCCCCCGGGCC
CGGCGTTGGGGATCGGCGAGGCGC
CCCCTGCGGGCACACGCCGTCCCCC
AAATACAGTGGCGGTCCCGCCGCA
GCTTCCATTGCGTAGTAGCTAACAC
CTCGCAACTGGAGAGCGGCGCGGC
CACGCCGTAAAACACCCAACTTCTG
AATGTTGACCTCGAATCAGGTAGG
AATACCCGCTGAACTTAAG 

FGB  

Fusarium 

oxysporum  

KJ938022.1  

 

 

100 

>FGB 

CCCTGTGACATACCACTTGTTGCCT
CGGCGGATCAGCCCGCTCCCGGTA
AAACGGGACGGCCCGCCAGAGGAC
CCCTAAACTCTGTTTCTATATGTAA
CTTCTGAGTAAAACCATAAATAAAT
CAAAACTTTCAACAACGGATCTCTT
GGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCAAAATGCGATAAGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGA
ATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGC
CAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTT
CGAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCA
CAGCTTGGTGTTGGGACTCGCGTTA
ATTCGCGTTCCTCAAATTGATTGGC
GGTCACGTCGAGCTTCCATAGCGTA
GTAGTAAAACCCTCGTTACTGGTAA
TCGTCGCGGCCACGCCGTTAAACCC
CAACTTCTGAATGTTGACCTCGGAT
CAGGTAGGAATACCCGCTGAACTT
AAGCATATC 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_567556074
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675152614?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=0XW3164D015


Annex 3 

 

 

 

 

 Figure 41 cinétique de développement de la souche pathogène X  sur milieu PDA pendant 6 
jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation indirecte 

Figure 40 cinétique de développement de la souche pathogène X  sur milieu PDA pendant 6 
jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation directe 



 

 

 

 

 

Figure 42 cinétique de développement de la souche pathogène X'  sur milieu PDA pendant 6 
jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation directe 

Figure 43 cinétique de développement de la souche pathogène X'  sur milieu PDA pendant 6 
jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation indirecte 



 

 

 

 

 

 

Figure 45 cinétique de développement de la souche pathogène FO  sur milieu PDA 
pendant 6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation indirecte 

Figure 44 cinétique de développement de la souche pathogène FO  sur milieu PDA 
pendant 6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation directe 



 

 

 

 

 

 

Figure 47 cinétique de développement de la souche pathogène GH  sur milieu PDA 
pendant 6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation indirecte 

Figure 46 cinétique de développement de la souche pathogène GH sur milieu PDA pendant 
6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation directe 



 

 

 

 

 

 

Figure 48 cinétique de développement de la souche pathogène FGH  sur milieu PDA 
pendant 6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation directe 

Figure 49 cinétique de développement de la souche pathogène FGH  sur milieu PDA 
pendant 6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation indirecte 



 

 

 

 

 

 

Figure 50 cinétique de développement de la souche pathogène FP2  sur milieu PDA pendant 
6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation directe 

Figure 51 cinétique de développement de la souche pathogène FP2  sur milieu PDA pendant 
6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation indirecte 



 

 

 

 

 

Figure 53 cinétique de développement de la souche pathogène Rpla  sur milieu PDA 
pendant 6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation indirecte 

Figure 52 cinétique de développement de la souche pathogène Rpal  sur milieu PDA 
pendant 6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation directe 



 

 

 

 

 

 

Figure 55 cinétique de développement de la souche pathogène FGB  sur milieu PDA 
pendant 6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation indirecte 

Figure 54 cinétique de développement de la souche pathogène FGB  sur milieu PDA 
pendant 6 jour, cultivé seul et avec les différent antagonistes par confrontation directe 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 56 Effet de l’extrait chloroformique de Trichoderma harzianum (TB) sur les espèces de Fusarium 

testées. A: photo réelle de la plaque BIOLOG, B: Schématisation de la plaque BIOLOG, C: cinétique de 

développement des cellules fongiques des souches pathogènes.  

X: F.vertidiloides 

Fgh: F. solani 

Rpal F. oxysporum 

Fp2: F. solani 

Fgb F. oxysporum 

Fo :F. solani 

X’: F.vertidiloides 

gh: F. oxysporum 

T - T -  50 mg/ml 25 mg/ml 1mg/ml DMSO 

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 57 Effet de l’extrait chloroformique de Trichoderma virens (Th) sur les espèces de Fusarium testées. 

A: photo réelle de la plaque BIOLOG, B: Schématisation de la plaque BIOLOG, C: cinétique de 

développement des cellules fongiques des souches pathogènes.  

X: F.vertidiloides 

Fgh: F. solani 

Rpal F. oxysporum 

Fp2: F. solani 

Fgb F. oxysporum 

Fo :F. solani 

X’: F.vertidiloides 

gh: F. oxysporum 

T - T -  50 mg/ml 25 mg/ml 1mg/ml DMSO 

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 58 Effet de l’extrait chloroformique de Trichoderma longibrachiatum (T1) sur les espèces de Fusarium 

testées. A: photo réelle de la plaque BIOLOG, B: Schématisation de la plaque BIOLOG, C: cinétique de 

développement des cellules fongiques des souches pathogènes.  

X: F.vertidiloides 

Fgh: F. solani 

Rpal F. oxysporum 

Fp2: F. solani 

Fgb F. oxysporum 

Fo :F. solani 

X’: F.vertidiloides 

gh: F. oxysporum 

T - T -  50 mg/ml 25 mg/ml 1mg/ml DMSO 

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 59 Effet de l’extrait chloroformique de Trichoderma viride (T1") sur les espèces de Fusarium testées. 

A: photo réelle de la plaque BIOLOG, B: Schématisation de la plaque BIOLOG, C: cinétique de 

développement des cellules fongiques des souches pathogènes.  

X: F.vertidiloides 

Fgh: F. solani 

Rpal F. oxysporum 

Fp2: F. solani 

Fgb F. oxysporum 

Fo :F. solani 

X’: F.vertidiloides 

gh: F. oxysporum 

T - T -  50 mg/ml 25 mg/ml 1mg/ml DMSO 

   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 60 Effet de l’extrait chloroformique de Trichoderma longibriachatum (T1"x) sur les espèces de 

Fusarium testées. A: photo réelle de la plaque BIOLOG, B: Schématisation de la plaque BIOLOG, C: 

cinétique de développement des cellules fongiques des souches pathogènes.  

X: F.vertidiloides 

Fgh: F. solani 

Rpal F. oxysporum 

Fp2: F. solani 

Fgb F. oxysporum 

Fo :F. solani 

X’: F.vertidiloides 

gh: F. oxysporum 

T - T -  50 mg/ml 25 mg/ml 1mg/ml DMSO 

   



 

Figure 61 Effet de l’extrait chloroformique de Trichoderma longibriachatum (T2) sur les espèces de Fusarium 

testées. A: photo réelle de la plaque BIOLOG, B: Schématisation de la plaque BIOLOG, C: cinétique de 

développement des cellules fongiques des souches pathogènes.  

X: F.vertidiloides 

Fgh: F. solani 

Rpal F. oxysporum 

Fp2: F. solani 

Fgb F. oxysporum 

Fo :F. solani 

X’: F.vertidiloides 

gh: F. oxysporum 

T - T -  50 mg/ml 25 mg/ml 1mg/ml DMSO 

   



Nom: GHORRI  
Prénom: Sana 

Date de soutenance:   le  12  / 10  / 2015 

Thème: Isolement des microorganismes possédant une activité anti-Fusarium. 
Résumé: 
              La présente étude a pour le but de lutter contre le champignon phytopathogène " Fusarium 

sp.".  Huit champignons du genre Fusarium, ont été isolés à partir de différents organes des plantes 
infectés. L’identification du genre a été effectuée selon les caractères morphologiques, alors que 
l'identification des espèces a été réalisée par voie moléculaire. En effet, d' après les résultats 
d'affiliation, les huits souches pathogènes appartiennent aux Fusarium verticillioides, Fusarium 

solani et Fusarium oxysporum.  

              La lutte biologique contre ces phytopathogènes, est mise en évidence en utilisant sept souches du genre 
Trichoderma isolées à partie trois sols agricole Algérien. L'identification moléculaire des isoltats divise les 7 
souches sur 5 principales espèces à savoir: Trichoderma album, Trichoderma harzianum, Trichoderma virens, 
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma viride.  

               L'effet de l'activité antagoniste des souches de Trichoderma contre les huits espèces du Fusarium isolé, 
a été étudié selon les méthodes de confrontation directe et indirecte. Les résultats de la confrontation directe 
montrent un pourcentage d'inhibition varie de 55% à 72% selon les espèces pathogènes et antagonistes testées, 
alors que les résultats de la confrontation à distance montre des faibles pourcentages d'inhibition varient de 2% à 
43%. 
 

               Les septs souches de Trichoderma testées, montrent une capacité considérable de résistance sur les 
milieux à différents pH allant de 2 jusqu'au 9. Le test de l'activité enzymatique des souches antagonistes, prouve 
que les septs souches testées représentent une source très importante des enzymes lytiques à savoir la chitinase, 
la cellulase, la protéase, la lipase et la laccase. 
 

                Le test de l'activité anti-Fusarium, des filtrats de cultures des souches antagonistes, montrent une faible 
inhibition de la croissance mycélienne de pathogène.  De plus, il a été remarqué un changement de la couleur et 
de l'aspect des souches de Fusarium due aux métabolites des antagonistes téstés. 
L'effet de l'extrait chloroformique des septs souches antagonistes, a été testé par la technique de BIOLOG ainsi 
par la technique des disques imbibés, montrent une bonne activité inhibitrice des extraits, quelque  soit la 
concentration utilisée (50 mg/ml, 25 mg/ml et 1mg/ml).  
 
Mots clé: Fusarium, Fusariose, lutte biologique, Trichoderma, BIOLOG, extraits fongiques 
 
 

Laboratoire de recherch: LaMyBAM, laboratoire de Mycologie de Biotechnologie et de l'Activité 
microbienne, Université les frères Mentouri, Constantine, Algérie. 
Laboratoire de microbiologie et Biomolécules Actives (LMBA), Université El manar, Tunis, Tunisie. 
 
Président :     Mr KACEM CHAOUCHE N.               Professeur, Univ.  frères mentouri Constantine 

Directeur de thèse : Mr  DEHIMAT L.                        Professeur, Univ . frères mentouri  Constantine 

Examinateurs :    Mme  MIHOUBI I.                           Professeur, Univ. frères mentouri  Constantine 

                            Mr SNOUCI M.                               Professeur, Université d’Oum el Bouaghi 

                            Mr GUECHI  A.                              Professeur, Université de Sétif 

                             Mr YAHIA A.                                Professeur, Centre Universitaire Mila 

  Invité:                 Mr  OUFROUKH A.                     Docteur et Directeur, INRA Constantine 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_538262056
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572785983
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572785983
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_572785983
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_525468566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_324455346
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409194930
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566567724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_569556630
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573885829


 


