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Résumé :

Au Sénégal, les champignons pathogénes causent d’importantes pertes de rendements dans le
domaine des cultures maraichéres et ornementales. Les méthodes conventionnelles utilisées
pour lutter contre ces pathogenes sont basées sur 1’utilisation abusive de produits chimiques
nuisibles a I’environnement. Afin de pallier ces pratiques néfastes, des champignons
antagonistes dont 7Trichoderma peuvent étre utilisés pour lutter contre ces pathogenes et
réduire I’utilisation des pesticides. Ainsi, nous avons isolé trois souches de Trichoderma a
partir de la rhizosphére de la tomate et étudi¢ I’effet de différentes contraintes biotiques et
abiotiques sur la croissance et la compétitivité des souches. Les résultats obtenus montrent
que ces champignons peuvent utiliser une large gamme de sources de carbone et d’azote pour
favoriser leur croissance. La température optimale de croissance des différentes souches est de
29 °C. Les souches de Trichoderma peuvent croitre aussi sur différents milieux a différents
pH et résistent a des concentrations de sel (NaCl) allant jusqu’a 3%. Les tests de
confrontations directes et a distance sur deux souches de Fusarium sp. (F1 et F2) isolées
respectivement a partir des racines et des feuilles de tomates présentant des symptomes de la

fusariose ont montré une inhibition et un arrét de la croissance de ces pathogenes.

Mots clés : rhizosphere, Trichoderma, croissance, isolement, antagonisme



Abstract:

In Senegal, fungal pathogens cause significant yield losses on market gardening and
ornamental. Conventional methods used against these pathogens are based on release of
environmentally harmful chemicals. To overcome harmful practices, Trichoderma strains can
be used to fight against these pathogens and reduce therefore the use of pesticides.

Growth and competitiveness of three strains of Trichoderma isolated from the rhizosphere of
tomato were studied under different biotic and abiotic stress conditions. The results indicated
that these fungi can use a wide range of sources of carbon and nitrogen for growth. The
optimum growth temperature is 29 °C for different strains. Trichoderma strains were also
able to grow on various media at different pH and under salt concentrations (NaCl) up to 3%.
Direct and indirect confrontations with two strains of Fusarium sp. (F1 and F2) respectively
isolated from the roots and leaves of tomato with symptoms of the disease showed growth

inhibition of these pathogens.
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Introduction

Dans le sol, la plupart des micro-organismes sont utiles, tandis que d'autres constituent de
véritables ennemis et entravent le développement de la plante et de son systéme racinaire.
Certains agents pathogénes du sol sont responsables d'importantes pertes de récoltes en
causant diverses maladies dont les pourritures des semences, des fruits et des racines, les
flétrissements des plantes, les chancres de tiges, les taches foliaires etc... Les méthodes
conventionnelles utilisées pour lutter contre ces pathogénes sont basées sur 1’utilisation de
produits chimiques avec des effets secondaires sur 1’environnement et les microorganismes
associés utiles parce que non sélectifs. Les maladies sont complexes et difficiles a combattre
parce que souvent initiées par des blessures, ce qui facilitent I’entrée et la progression des
champignons pathogénes (Caron et al., 2006) .

Cette situation conduit a une utilisation abusive de pesticides chimiques de synthése. Ces
derniers entrainent une pollution des eaux de surfaces et souterraines soit directement par
infiltration des eaux de pluies et d’arrosage entrainant les produits phytosanitaires ou bien
indirectement par ruissellement et lessivage des sols contenant les résidus des pesticides. Au
Sénégal par exemple, dans la zone périurbaine des Niayes, plus importante zone de culture
maraicheéres du pays, les concentrations de résidus mesurées dans la nappe phréatique
dépassent les normes de potabilit¢ de 1’eau (Cissé et al., 2003). Ce méme phénomene a été
observé dans d’autres pays comme la Cote d’Ivoire, ou une contamination de I’eau
souterraine par les pesticides organophosphorés et organochlorés a ét¢ montrée dans les
régions agricoles ou sont cultivés le cacao, le café, la banane et les l1égumes (Traoré et al.,
2006).Un autre phénoméne accroissant la contamination de I'espace rural par les pesticides est
li¢ a la création des conditions favorables au développement de la résistance des ennemis
(insectes, bactéries, nématodes et champignons) et la destruction des organismes utiles
(Harman, 1992). Ainsi, plusieurs cas d'accoutumance des prédateurs aux pesticides ont été
constatés (Georghiou, 1986). L’utilisation abusive des pesticides a aussi de nombreuses
conséquences sur la santé humaine. On observe ainsi apres 1’application des pesticides des cas
d’irritation de la peau, des céphalées, un rhume, des bouffées de chaleur ou des vertiges
(Ahouangninou et al. ; 2011). On a constaté¢ également un lien entre la présence de produits
chimiques «perturbateurs endocriniens » et un taux accru de cancers du sein, de la prostate, du
testicule, d'endométriose, de malformations congénitales de 1'appareil reproducteur masculin
et de réductions du nombre de spermatozoides (Hileman, 1994). Certaines pratiques, telles
que le non-respect des dosages recommandés et des délais avant récolte, constituent
¢galement des facteurs de risque pour le consommateur, qui sont souvent a 1’origine de

nombreux cas d’intoxication alimentaire.
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Plusieurs micro-organismes peuvent, par contre, avoir un effet bénéfique dans le contrdle des
champignons et autres pathogénes et ainsi minimiser l'effet délétere des pesticides. La
découverte de tels agents de lutte biologique et la démonstration de leur capacité a réduire
l'incidence et la gravité des maladies ont tracé la voie a plusieurs recherches prometteuses
(Lewis et Papavizas, 1987). Dans ce contexte, une attention particuliere a été portée aux
champignons antagonistes, principalement a cause de leur potentiel a diminuer la densité de
l'inoculum des champignons pathogenes (Elad et al., 1982).
Parmi les champignons antagonistes qui ont démontré un bon potentiel de lutte, Trichoderma
sp. est sans doute le plus rapporté dans la littérature (Elad et al/,. 1982; Harman, 2000).
Cependant, malgré son importance dans la protection des plantes contre les maladies
racinaires et son intérét économique, peu d’études ont été réalisées au Sénégal sur I’isolement
ou I'utilisation de ces champignons dans I’industrie agroalimentaire ou comme agent de lutte
biologique.
L’objectif général de notre étude est de comprendre la biologie des Trichoderma,
champignons imparfaits en vue de leur utilisation dans les itinéraires techniques agricoles.
Pour ce faire, il s’agira :

- d’isoler des Trichoderma a partir de la rhizosphere de la tomate ;

- d’observer leurs comportements in vitro dans différents facteurs abiotiques ;

- et d’étudier la compétitivité des souches isolées.
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1. Généralités sur Trichoderma

Les Trichoderma sont des microorganismes cosmopolites et appartiennent a un grand
ensemble de champignons sans reproduction sexuée connue (Roquebert, 1996 ; Genilloud et
al., 1994).

Le genre Trichoderma regroupe de nombreuses especes réparties dans différents écosystémes
(terrestre ou aquatique). Il joue un réle important dans 1’industrie agroalimentaire et est une
matiere de choix pour I’exploitation industrielle de maniére générale a cause de leur capacité
de production d’enzymes, de substances bioactives, d’acides aminés et leur développement
rapide.

De nos jours pres de 100 especes de Trichoderma ont été isolées et certaines de ces especes
dont Trichoderma viride et Trichoderma harzianum sont d’intérét économique pour leur
production d’enzymes cellulolytiques et sont utilisées dans la lutte biologique. Ainsi grace a
leurs nombreuses propriétés antagonistes vis-vis des autres pathogeénes (antibiose,
mycoparasitisme, compétition), ces especes sont capables de protéger les plantes contre les
pathogenes et de permettre une stimulation de la croissance des plantes (Mouria et al., 2007).
Ce qui permet de réduire I’utilisation abusive des traitements chimiques contre les
champignons pathogénes pour une agriculture plus respectueuse des normes
environnementales.

Dans ce contexte de nombreuses especes de Trichoderma ont été isolées partout dans le
monde notamment en Afrique dans des pays comme la Cote d’ivoire (Kebe et al., 2009), la
Tunisie (Daami-Remadi M., El Mahjoud M., 2001 ; Hibar et al., 2005), le Kenya (Okoth et
al., 2009), la Lybie (Attitalla et al., 2012), le Cameroun (Tondje et al., 2007).

Les especes de Trichoderma ont été utilisées pour la lutte biologique contre différents
champignons pathogénes tels que Phytophthora palmivora (Kebe et al., 2009), Fusarium
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum et Verticillium dahliae (Caron et al., 2002) pour la protection de certaines
cultures comme la tomate , le concombre (Caron et al., 2002, Mouria et a/.,2007) 1’oignon,

I’aubergine (Caron et a/.,2006) .

1.1. Historique de la classification

Les Trichoderma sont des champignons imparfaits saprophytes qui se retrouvent dans divers
milieux : sol, bois mort, débris de végétaux. Le terme a été introduit dans la mycologie en

1794 par Persoon (Bissett, 1991a) et désigne des champignons microscopiques considérés
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depuis 200 ans comme ¢étant des Gastéromycetes. L’histoire de la classification des
Trichoderma est caractérisée par de nombreuses controverses. Les champignons du genre
Trichoderma sont des espéces anamorphes et n’ont pas de mode de reproduction sexué connu,
ce qui fait que ce caractére ne peut pas étre utilisé dans la classification de ces especes. Ainsi
on se base alors sur les aspects culturaux, la morphologie des appareils sporogenes
(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 espéces.

En 1821, Fries classa les Trichoderma sp. parmi les Gastéromycetes.

En 1860, débutent les controverses sur cette systématique, Tulasne contredit Fries puisqu'il ne
trouve pas de forme téléomorphes (sexuées) a ce genre.

En 1871, devant le nombre croissant d'espéces rencontrées, Harz insiste sur 1'importance des
caractéres morphologiques sous microscopie optique (surtout les phialides).

En 1916, Waksman décrit 6 nouvelles souches de Trichoderma sp. en utilisant des critéres
macroscopiques, différents de ceux préconisés par Harz.

En 1926, Abbot identifie 4 especes de Trichoderma selon des criteres différents des
précédents. Le raisonnement d'Abbot reste en vigueur jusqu'a 1939. En 1939, Bisby tente de
mettre de l'ordre dans ces systémes en proposant une unique espéce : Trichoderma viridae.
Durant 24 ans, toute espece fongique a spores vertes €tait considérée comme étant un
Trichoderma sp.

En 1963, les travaux de Gutter et Monbasher mettent fin au systéme précédant, en démontrant
la variabilit¢ des espeéces de Trichoderma en fonction des conditions environnementales
(Landreau, 2001).

En 1969, conscient de toute cette polémique, Rifai propose une classification utilisable avec le
concept d'especes agrégées, basé sur les caractéres microscopiques. Une espeéce agrégée est
une entité composée de groupement d’espéces trés similaires, difficiles a séparer. Neuf
especes agrégées sont créés (7. 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 espéce agrégée (Rifai., 1969).
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En comparaison avec les nombreux critéres précédents, ce systétme de Rifai semble le plus
facilement utilisable pour la communauté scientifique, d'autant plus qu'il a ét¢ amélioré
récemment par Bissett (1984, 1991a et b).

En 1991, Bissett propose la notion de « section » pour faire face au nombre croissant
d'espéces nouvelles de Trichoderma sp., sans rapport avec les especes agrégées.

Se basant sur la morphologie des conidiophores et des phialides, il regroupe les espéces
agrégées dans S5 sections (Figurel) (7Trichoderma, Pachybasium, Hypocreanum,

Longibrachiatum et Saturnisporum).

Figure 1: Sections systématiques de Trichoderma sp. et quelques une des espéces y
appartenant, selon Bisset (1991a et b).
* Les espéces agrégées de Rifai (1969)
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Le systéme taxonomique de Bissett est aussi appuyé€, entre autres, par des approches de
biologie moléculaire (PCR), pour répondre au positionnement de nouvelles especes de
Trichoderma identifiées (dont les formes téléomorphes sont souvent non identifiées) et reste

le plus fiable actuellement.

Les espéces de Trichoderma ainsi que leurs rares formes téléomorphes observées sont
classées parmi les Ascomycetes.

Plus de 200 espéces du genre Hypocrea ont été identifiées, mais sont rarement cultivables, et
de ce fait peu décrites en termes modernes (Gams and Bisset, 1998). Sous certaines
conditions, méconnues, les Hypocrea sp. (t€léomorphes) se transforment définitivement en
Trichoderma sp. (anamorphes). On pense alors que I'évolution a conduit a la disparition du
mode sexué pour ['établissement d'un genre a reproduction exclusivement asexuée
(Roquebert., 1996).

Au cours des dernieres années, l'identification stire des nouvelles espéces de Trichoderma a
¢té considérablement facilitée par [’¢laboration d'un code a barres oligonucléotide
(TrichOKEY) et un outil de recherche personnalis¢ (Tricho BLAST), tous deux disponibles
en ligne a www.is+th.info (Druzhinina et a/ ;.2005).

La biologie moléculaire nous révele aujourd'’hui que des especes de Trichoderma
génétiquement différentes, présentent des similitudes morphologiques spectaculaires et leurs
caractéristiques se chevauchent. C’est ce qui, d'une part explique la longue controverse
connue par ce genre auparavant et d'une autre part, montre que les seuls criteres
morphologiques ne suffisent plus pour une classification incontestable et rigoureuse des
formes anamorphes de Trichoderma sp. (Cournut., 1984).

La taxonomie moderne des champignons a aboli l'embranchement des Deuteromycotina,
auquel appartenait le genre Trichoderma. La position taxonomique actuelle des Trichoderma

sp. (Figure 2) se présente comme suit (Bissett., 2004) :
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Embranchement Amastigomycota
Sous Embranchement Ascomycotina
Classe Sordariomycetes

Ordre
Hypocreales

Famille Hypocraceae

Genre Trichoderma

Figure 2 : Classification de Trichoderma (Bisset, 2004)

1.2. Ecologie

Comprendre les facteurs écologiques qui affectent la distribution de Trichoderma dans leurs
habitats naturels peut conduire a une meilleure compréhension de la dynamique, de la survie
et de la prolifération des populations de ce champignon antagoniste dans le sol et la
rhizosphére. Pour cette raison, une analyse minutieuse du comportement de ce champignon
dans I'écosysteme du sol est nécessaire.

Grace a sa grande capacité¢ d'adaptation aux différentes conditions climatiques, le genre
Trichoderma est trés répandu dans la nature. On le trouve aussi bien en milieu terrestre que
marin. En effet, les Trichoderma sont remarquables pour leur croissance rapide et leur
capacité¢ a utiliser différents substrats et sont, par conséquent, 1'élément majeur dans la
microflore terrestre et marine.

Les Trichoderma terrestres se développent quasiment dans tous les sols (forestiers ou
cultivés), en particulier dans ceux contenant un important contenu en matiére organique et sur
les végétaux en décomposition. Ils semblent étre des colonisateurs secondaires a cause de leur
isolement fréquent dans la matiére organique bien décomposée (Danielson et al., 1973). Les
Trichoderma se trouvent également sur la surface des racines de diverses plantes; écorce en
décomposition, surtout quand il est endommagé par d'autres champignons (Danielson et al.,

1973) et sur les sclérotes ou autres propagules d'autres champignons ( Davet 1979, Wels et
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al., 1972). Ils contaminent fréquemment le compost de la culture industrielle des
champignons comestibles, mais sont rarement parasites de plantes vivantes.

Dans la mer, les Trichoderma ont été identifiés a tous les niveaux. Ils ont été également isolés
a partir d'algues marines prélevées de la cote Atlantique et méditerranéenne ibériques ainsi
qu'a partir de moules au Canada. Leur présence dans le tractus digestif et la surface de
plusieurs especes de concombre des mers reste insolite, puisque ces derniers bio-synthétisent
des glycosides tri terpéniques aux fortes activités antifongiques et cytotoxiques (Pivkin.,
2000).

La répartition de Trichoderma dans les écosystemes varie en fonction des contraintes
biotiques et abiotiques. Lorsque les conditions séches du sol sont maintenues pendant une
longue période, les populations de Trichoderma (T.) diminuent (Davet, 1979). Danielson et
Davey (1973) également ont conclu que certaines souches de 7. hamatum et T.
pseudokoningii sont adaptées a des conditions d'humidité excessive du sol et que 7. viride et
T. polysporum sont restreints a des zones ou les températures sont basses. 7. harzianum est
plus souvent présent dans les régions chaudes tandis que 7. hamatum et T. koningii sont
largement distribués dans les zones de conditions climatiques variées. Les déterminants
supplémentaires physiques et chimiques qui agissent sur la répartition de Trichoderma sont le
pH du sol, le CO,, le HCOs3, la teneur en sel, en matiere organique et la présence ou I'absence
d'autres micro-organismes dans le sol. La teneur en fer du sol peut aussi étre un élément
déterminant de la micro préférence du site de Trichoderma (Papavizas, 1985).

L'inventaire des souches fongiques marines du littoral atlantique montre que le genre
Trichoderma est I'un des 3 prédominants (Sallenave-Namont, 2000). Il vient & la 3™ position
apres les genres Penicillium et Aspergillus en importance numérique. La présence des
Trichoderma sp. en milieu terrestre (6% du nombre total des espéces fongiques) semble
comparable a celle en milieu marin (6,4% a 10,4%) (Landreau, 2001). L'abondance des
Trichoderma sp. dans les écosystémes est due a leur capacité a produire diverses substances

bioactives et des enzymes. Ils sont de ce fait un maillon important dans les chaines

biologiques (Mohamed-Benkada., 2006).

1.3. Morphologie

L'aspect macroscopique de Trichoderma sp. est apprécié a partir de cultures sur géloses
nutritives appropriées, réparties en boites de Petri. Les colonies fongiques peuvent étre

légerement floconneuses ou bien compactées en touffes. Entre ces deux extrémes, existent des



Synthése bibliographique

aspects intermédiaires. Les colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des
phialides. Cinq jours aprés sa germination, la conidie donne naissance a 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 a la conidiogenese. D'autres cercles
concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16°™ et le 20°™ jour un feutrage
¢pais se superpose a la culture. Au microscope optique on peut observer un mycélium
composé¢ d'hyphes jaunes, septés, ramifiés a parois lisses. Les conidiophores ont une forme
conique ou pyramidale. Trés ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de
quilles. A leur tour, les phialides portent les spores encore appelés phialospores ou bien

conidies (Cournut, 1984 ; Landreau, 2001).

1.3.1. Les conidiophores

Les conidiophores sont trés ramifiés et donc difficile a définir ou a mesurer. Lache ou
compacte, ils sont souvent formés dans différents cercles concentriques ou au niveau de longs
hyphes. Les branches principales des conidiophores produisent des branches latérales qui
peuvent tre appariés ou non. Les plus longues branches éloignées de la pointe et les phialides
sont souvent insérées directement a l'axe principal prés de la pointe. Les branches
principales peuvent étre ramifiées a nouveau en branches secondaires. Les branches
principales et secondaires forment un angle de prés de 90 °© par rapport a l'axe principal. Le
conidiophore (figure 3) typique du genre 7richoderma est donc ramifié et formé de branches
ayant un aspect pyramidal ou conique (Samuels et al., 1994). En général, le conidiophore se
termine par une ou quelques phialides. Chez certaines espéces (par exemple, T. polysporum)
les ramifications principales sont terminées par de longs crochets simples ou ramifiés, droites
ou sinueuses avec des cloisonnements a paroi mince et terminés par des allongements stériles
ou fertiles. L'axe principal peut étre de méme largeur que la base de la phialide ou elle peut
étre beaucoup plus large. Les conidiophores portent les phialides en formes de flasques ou de

quilles (Samuels et a/., 2013).
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Figure 3: Aspect morphologique d’un conidiophore de Trichoderma (Samuels et al.,1994)
1.3.2. Les phialides

Les phialides hyalines sont généralement €largies au milieu en forme de bouteilles renflées a
la base mais peuvent étre cylindriques ou presque subglobuleuses. Elles sont souvent
disposées en verticilles a un angle de 90 ° par rapport aux autres membres de la spire ou
diversement pénicillées. Les phialides peuvent é&tre solitaires (par exemple T.
longibrachiatum) ou disposées en grappes denses sur l'axe principal (par exemple, 7.
polysporum , T. hamatum ). Elles portent a leurs extrémités les spores encore appelés conidies

ou phialospores (Samuels et a/., 2013).
1.3.3. Les conidies

Les conidies apparaissent généralement séches, mais chez certaines especes, elles peuvent étre
détenues dans des gouttes de liquide vert ou jaune clair (par exemple, 7. virens, T.
flavofuscum ). Les conidies de la plupart des espéces sont unicellulaires, ellipsoidales de
dimensions 3-5 x 2-4 um (L /1 => 1,3). Il existe aussi des conidies de formes globuleuses. Les
conidies sont généralement lisses, mais finement verruqueuses. Cependant on peut observer
aussi des conidies qui ont une forme tuberculée chez certaines especes de Trichoderma. Elles
ont une couleur verte et une paroi lisse ou rugueuse regroupées dans des tétes collantes a

I’extrémité des phialides (Samuels et a/.,2013).

10
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1.3.4. Les chlamydospores.

Les chlamydospores peuvent étre produites par toutes les especes de Trichoderma lorsque les
conditions du milieu le permettent. Les chlamydospores sont généralement subglobuleuses,
unicellulaires et mettent fin a des hyphes courts. Elles peuvent également étre formées dans
les cellules des hyphes. Chez certaines espeéces de Trichoderma les chlamydospores sont

multicellulaires (par exemple 7. stromaticum ) (Samuels et al.,2013).

1.4. Cycle de vie de Trichoderma

Trichoderma est un champignon asexué. Les conidiophores représentent la phase dominante
de la multiplication. Dans des conditions appropriées (figure 4), les conidiospores germent et
I’observation microscopique apres environ 11 heures d’incubation révele la formation d’un
tube germinatif. Aprés 40 heures d’incubation dans les conditions optimales de croissance,
une multiplication active du mycélium est observée et la formation de nombreuses
ramifications. Quelques jours plus tard, il y a formation des conidiophores portant a leurs

extrémités les phialides et des conidies (Roussos, 1985).

11
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ol 1 .
O = Conidiospores : Forme de conservation i longue
c , . .
durée, servent d'inoculumpour les fermentations
l en milien solide.
7 Aoy,
b !
Apparition d'un tube germinatif aprés 11 heures
1 d'incubation dans des conditions optimales
de croissance
LA
N

Multiplication active du mycélium développant
de nombreuses ramifications. Le mycélium est
cloisonné. La durée de cette étape est fonction
des conditions ainsi que de la composition des

milieux de culture. En général elle dure 40 h.

Formation de conidiophores, phialides et libération

des conidiospores. Cette étape est sous le contrdle

@@g@ﬁ: étroit de phénomenes d’induction- inhibition exercés
é}@gﬁ principalement par la composition du milieu de culture.
o° A2,

Cette étape dure plusieurs semaines.

Figure 4 : Cycle de vie de Trichoderma (Roussos, 1985)
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2. Importance de Trichoderma

2.1. Pouvoir antagonistes de Trichoderma
Les propriétés antagonistes de Trichoderma sont connues depuis longtemps puisque la
premiére publication qui en fait mention date de 1887. Cependant, 1’étude approfondie du
phénomene d’antagonisme et de son application comme moyen de lutte a I’égard des parasites
des plantes cultivées n’a débuté qu’entre les deux guerres mondiales. Les modeles étudiés
s'intéressaient essentiellement aux parasites du sol mais déja, en 1952, Wood signalait
Iefficacité de Trichoderma pour contrdler Botrytis cinerea sur la laitue. Trichoderma a la
capacité d’attaquer les agents pathogénes via différents modes d’action. Il peut utiliser

I’antibiose, la compétition et le parasitisme.

2.1.1. Antibiose
La sécrétion de substances antibiotiques est un phénomene trés commun dans la nature. Ainsi,
I’antibiose résulte de la production de substances qui agissent comme des « antibiotiques » et
qui inhibent la croissance, la germination et la sporulation de 1’agent pathogéne. Une étude
récente a montré¢ que le filtrat de culture de Trichoderma harzianum peut compleétement
inhiber la germination et causer des gonflements au niveau des conidies des pathogenes
responsables de la pourriture du collet du bananier par le mécanisme d’antibiose (Krimi,
2009)

2.1.2. Compétition
La compétition peut étre définie comme étant une demande active et simultanée d’une méme
ressource de la part de deux ou plusieurs organismes et conduisant a la restriction de la taille
de la population ou de ’activité microbienne de I’un ou de plusieurs d’entre eux (Clarke,
1965). Ces ressources sont le plus souvent des ¢éléments nutritifs, de I’oxygene ou d’espace.
La compétition se manifeste par ’aptitude de Trichoderma a utiliser les mémes ressources du
milieu (aires d’alimentation, sites de développement) que les champignons pathogénes mais
Trichoderma emploie ce mode d’action surtout pour occuper les lieux avant ’arrivée des
indésirables;

2.1.3. Mycoparasitisme

L’action mycoparasitaire de Trichoderma se manifeste par la destruction de I’agent pathogéne
lorsque Trichoderma s’enroule autour de celui-ci soit en I'étranglant soit en pénétrant a

I'intérieur et lui « injectant » des substances (enzymes) qui le détruisent.

13
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Trichoderma posséde plusieurs mécanismes d’attaque potentiellement utilisables mais qui
demeurent toutefois complexes. Il peut employer un ou plusieurs modes d’action en méme
temps pour maitriser un agent pathogéne. 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 I'arrivée
des champignons pathogeénes. Son action est donc préventive. Il permet, au niveau des
racines, de créer un manchon protecteur autour de celles-ci et ainsi contrer 'entrée des agents
pathogeénes a l'intérieur des racines. Une fois installé, Trichoderma peut avoir un effet

stimulant pour la plante en absence de champignons pathogénes. (Caron et al., 2002)

2.2. Stimulation de la croissance de la plante

La production d’agents de lutte biologique (ALB) a base de Trichoderma date de longtemps
et a été révisée au cours des dernieéres décennies par plusieurs scientifiques qui lui ont
attribuée une importance en agriculture pour la lutte contre les maladies causées par les
pathogenes. Les sols inoculés proteégent les cultures et garantissent un milieu sain pour un
développement normal de la végétation (Harman 2000). En effet, ce champignon secrete de
multiples enzymes, antibiotiques, hormones qui sont utiles pour la croissance des plantes et
leur confeérent une protection contre les pathogenes. Il en résulte aussi une amélioration du
contenu du sol en nutriments. La présence de Trichoderma dans le sol joue a la fois un role
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 mais et
chez d’autres plantes (Harman 2000; Harman et al., 2004). Cet effet peut durer toute la vie
des plantes annuelles et peut étre induit par I’ajout de petites quantités de bioinoculants a base
de Trichoderma appliquées sur les semences (moins de 1 g/ha). 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
pénetrent jusqu’a 1’épiderme ce qui améliore la croissance racinaire, la productivité, la
résistance au stress abiotique et 1’assimilation et I'utilisation des nutriments (Harman et al.
2004).

De récentes recherches ont montré que 7. viride est un améliorateur de croissance chez le soja
(Harman, 2001) ; il protége la tomate, le piment (Verma, 2007) et quelques cucurbitacées

contre les phytopathogénes.

14
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Harman et al. 2004 ont ajouté que la colonisation des racines des plantes par Trichoderma
améliore la croissance et le développement des racines mais aussi la productivité, la résistance
au stress abiotique et le prélévement et 1’utilisation des nutriments. Le mais répond
généralement a I’ajout de fertilisants riches en azote par I’amplification de 1’intensité de la
couleur verte, une bonne croissance et un rendement maximum. Cependant, les plantes de
mais issues de semences traitées avec Trichoderma T-22 ont donné un rendement maximum
avec un fertilisant contenant 40% moins d’azote par rapport a des semences non traitées avec

T-22 (Harman 2000, 2001).

2.3. Production de métabolites intéressants

La mise en évidence de la production de métabolites secondaires par les Trichoderma sp. a été
rapportée pour la premicre fois par Weidling (1936), concernant un antifongique (Papavizas,
1985). Depuis, les études successives ont démontré que ces micromycetes €taient virtuoses
dans la biosynthése de métabolites secondaires (Vizscaino et al., 2005), processus régi par des
interactions biochimiques extrémement complexes et parfaitement coordonnées (Vining,
1990). La littérature cite que les meétabolites importants de Trichoderma sp. sont

principalement des enzymes et des molécules bioactives.
2.3.1. Production d’enzymes

La production des enzymes est variable d'une souche a l'autre et sont principalement des
xylanases ou des cellulases (Sandgren et al., 2005), exploités dans divers domaines

biotechnologiques (Kubicek et al., 2003).

2.3.2. Production de substances bioactives

Parmi les substances bioactives produites par les Trichoderma on a :

v Les métabolites volatils représentées principalement par: le 6 pentyl o pyrone,
I’éthyléne, le cyanure d'hydrogene, les alcools, les aldéhydes (Vizscaino et al., 2005).

v Les métabolites non volatils diffusibles dont les plus connus sont : les polyacétates
(antifongiques, antibiotiques), les trichotécénes (variété de toxines actives sur
microorganismes et mammifeéres) notamment les trichodermines.

v’ Les métabolites polypeptidiques  ciclosporines  immunosuppresseurs — anti-
inflammatoire et les peptaibols qui sont généralement assimilés a des mycotoxines

peptidiques (Landreau., 2001).
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2.3.3. Syntheses d’acides aminés

La biosyntheése des acides aminés (AA) chez les micromycétes : Les champignons sont
capables de synthétiser les 20 AA usuels des deux séries levogyre (L) et dextrogyre (D), en
plus d’autres particuliers, en partant de ’ammoniaque environnant provenant soit de la
dégradation enzymatique de composés azotés organiques ou inorganiques ou bien suite a la
fixation bactérienne de 1’azote atmosphérique. Le rythme de croissance ¢élevé des
Trichoderma sp. leur permet d’assimiler rapidement I’ammoniaque.

La biosynthése des AA est initiée par la production de glutamate, rare et précieux dans la
nature, car il est la trame de syntheése du reste des AA et se trouve de ce fait a des

concentrations €levées dans les cellules vivantes (Ahmed et al., 1995 ; Voet ., 1998).

3. Aspect de Trichoderma sur différents types de milieux de culture

3.1. Patato Dextrose Agar (PDA)

Sur milieu PDA, les colonies sont a croissance tres rapide et peuvent envahir la boite de Petri
dans les 48h. Le mycélium est de couleur blanche au départ et devient verte plus tard
marquant le début de la conidiation. Le revers de la culture est incolore. Un ou plusieurs
cercles concentriques de couleur verte peuvent se former autour du pont d’inoculation. La
conidiation peut se faire du centre vers la périphérie de la boite et les conidies sont ensuite
dispersées dans toute la boite. Chez certaines especes, par exemple T. pseudokoningui, il peut
y avoir la formation d’une zone irréguliere sans formation de conidies autour du point
d’inoculation (Shah et al., 2012). On peut observer aussi la présence d’un pigment jaune

secrété typiquement sur milieu PDA (Samuels et al., 2013)
3.2. Malt Extract Agar (MEA)

Sur milieu MEA, les colonies sont a croissance rapide d’aspect grumeleux, de couleur blanche
au départ et devenant vert foncé par endroit. La moisissure se répartit de fagon hétérogene sur
la boite de Petri. Le revers est jaune-orange. La présence de chlamydospores est possible et
leur taille peut aller jusqu’a 14 um. Des cercles concentriques peuvent se former ou non au
niveau du mycélium cotonneux de couleur blanche et des conidies vertes d’aspects lumineux
ou non peuvent se former sur toute la boite. Le pH du milieu augmente 1égérement mais reste

acide.
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3.3. Czapek Dox (Dox)

Sur milieu Czapek, les colonies sont a croissance un peu plus lente que sur les autres milieux,
Les colonies ont un aspect gélatineux presque transparent. Le revers est de couleur créme. Les
conidies peuvent se former dans toute la boite de Petri au niveau des cercles concentriques.
On peut observer aussi des grappes jaunes formées de conidies autour du point d’inoculation

(Shah et al., 2012). La croissance de 1’espece basidifie le pH du milieu.
3.4.Sabouraud (SB)

Sur milieu SB, les colonies compactées en touffes sont a croissance rapide. Le mycélium est
cotonneux de couleur blanche tandis que le revers de la culture est crémeux. Des conidies
peuvent se former dans toute la boite avec la présence de cercles concentriques blanchatres

autour du point d’inoculation.
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1. Isolement de Trichoderma

1.1. Présentation du site d’échantillonnage

Les prélevements de sols ont été effectués dans des parcelles de tomates au niveau du champ
école de la licence professionnelle agro ressource et entreprenariat (LPAG). Ce champ (Figure
5) se trouve au niveau du jardin botanique du Département de Biologie Végétale de la Faculté
des Sciences et Techniques de 1’Universit¢ Cheikh Anta Diop de Dakar. Le sol est
caractérisé : par un pH basique (8.4) mesuré a I'aide d'un pH-métre a température ambiante
avec agitation magnétique d’un mélange de 10 g de sol dans 25 ml d’eau, et une teneur en
phosphore assimilable d’environ 7.14 mg/Kg de sol (Ndiaye, 2007). Ce champ est crée par le
département de biologie végétale dans le but d’apporter des solutions a la maitrise de 1’eau qui
est un facteur clé dans le développement de I’agriculture d’un pays. Ainsi le champ école
LPAG est entierement équipé d’un systéme d’irrigation goutte a goutte et permet aux

¢étudiants de mener leurs travaux de recherches.

Figure 5 : Apercu du Champ école LPAG

1.2. Technique de prélévement du sol

L’échantillonnage est effectué au niveau des racines des tomates. La surface du sol est
d’abord débarrassée des feuilles mortes et des débris des végétaux. Puis a 1’aide de spatules
préalablement désinfectées a 1’alcool, le sol est creusé jusqu’a des profondeurs allant de 10 a

30 cm au niveau de la rhizosphére. Ensuite les prélévements sont effectués a ces horizons et le
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sol est mis dans des sachets en plastique puis ramené au laboratoire. La terre ainsi récolté est
séchée a I’étuve a 30° pendant 2 jours et est immédiatement utilisée pour I’isolement des
champignons du genre Trichoderma. Au niveau de ce site, les prélévements ont été effectués
dans trois parcelles de tomates. Pour chaque parcelle I’échantillonnage a été effectué¢ dans
deux zones choisies de maniére aléatoire. Ce qui correspond a un total de 6 échantillons de

sol.

Figure 6 : Echantillonnage au niveau des Figure 7 : Echantillons de sol prélevé
racines de tomates

1.3. Technique d’isolement

La technique utilisée pour l’isolement des Trichoderma est celle dite de « suspension
dilution ». Le principe consiste a mettre le sol en suspension dans de 1’eau stérile, puis a
incorporer les différentes dilutions de cette suspension dans le milieu d’isolement. Cette
technique comprend plusieurs étapes, allant de la préparation des dilutions jusqu’a
I’interprétation des résultats (Rapilly, 1968). La préparation des dilutions consiste tout
d’abord a ajouter 10g de sol a 90 ml d’eau physiologique stérile, puis a agiter pendant 30 mn,
ce qui constitue la dilution 10", L’agitation permet d’homogénéiser le milieu et de libérer les
microorganismes des différentes particules. Des prélévements successifs de 10 ml dans cette
suspension, puis dans les suivantes sont ajoutés chaque fois a 90 ml d’eau stérile et vont
constituer les dilutions 1072, 10, ... jusqu’a 10~ °(Figure 8). Rappelons que pour réaliser ces
différents prélévements, il est nécessaire d’utiliser des pipettes stériles qui sont changées a
chaque dilution. Au moment de 1’analyse 1 ml de chaque dilution est incorporé dans les boites

de Petri et on verse par dessus le milieu de culture. Deux milieux de culture ont été utilisées
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pour I’isolement du champignon, le milieu PDA et le milieu MA2. Les milieux sont stérilisés
a I’autoclave a 121° pendant 20mn. Les boites de Petri ensemencées sont homogénéisées par
des mouvements circulaires et sont laissées sous la hotte jusqu’a leur solidification. Les
boites sont ensuite para filmées puis incubées a la température ambiante. Trois boites sont
ensemencées pour chaque dilution. Aprés 6 jours d’incubation les colonies individuelles

présentant une couleur verdatre et un aspect circulaire sont repiquées dans un nouveau milieu

i i90ml i 90ml i 90ml i 90ml i 90ml

10g de sol+90ml eau  10-2

Figure 8 : Préparation des différentes dilutions

(a) (b)

Figure 9: Boites de Petri ensemencées avec les différentes dilutions : (a) : milieu PDA,
(b) : milieu MA2

2. Identification de Trichoderma

Aprées envahissement mycélien total du milieu, on proceéde a I’identification des souches par
une observation des caractéristiques macroscopiques et microscopiques et par comparaison
avec la clé de détermination de Samuel et al., (2013). L’identification est basée sur les

structures du mycélium notamment les conidiophores et les phialides, les éléments de la
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reproduction asexuée, (conidies : forme, cloisons, couleur, taille...), et sur les formes de
résistance (chlamydospores solitaires, en paires ou en chaines), avec l’aide de la clé

d’identification de Samuel et al., 2013.

2.1. Au plan macroscopique.

Les souches sont cultivées sur milieu PDA et incubées a 29°C. Les critéres utilisés pour
identifier les Trichoderma des autres espéces fongiques au plan macroscopique sont: la
couleur des colonies recto et verso, la vitesse de croissance du mycélium et 1’aspect du
mycélium aérien.

Les colonies présentant les caractéristiques suivantes : vitesse de croissance mycélienne tres
rapide, croissance cyclique du mycélium sous forme de cercles réguliers, colonies 1égérement
floconneuses ou compactées en touffes (ou bien présentant les 2 aspects, sachant que les deux
aspects peuvent exister en méme temps) a surface lisse, translucide ou blanc aqueux, couleur
des colonies qui varie du blanc au vert foncé ou au jaune sont sélectionnées pour

I’identification au plan microscopique.

2.2. Au plan microscopique

Un prélévement superficiel du mycélium aérien d'une boite de Petri aprés une semaine
d’incubation a la température ambiante a été¢ effectué a l'aide de l'anse de platine.
L’échantillon prélevé est déposé sur une lame de verre. Ensuite deux gouttes d’eau sont
ajoutées a la préparation et 1’échantillon est bien homogénéisé afin d’éviter a avoir une
préparation dense et inobservable. La lame portant I’échantillon est chauffée doucement par
le bec Bunsen pour faciliter la réaction. Ensuite on couvre la lame par une lamelle. Puis on
observe successivement les préparations a différents grossissements du microscope optique
les lames ainsi préparées (Botton et al, 1990). Ainsi I’observation vise d’une part la structure et
la morphologie des conidiophores agés de 7 jours, et d’autre part la forme des conidies et des

phialides agés de 7 jours est aussi observée.

3. Conservation des souches

Les souches obtenues sont cultivées sur un milieu PDA et incubées a la température ambiante.
On procede ensuite a un repiquage toutes les 2 a 3 semaines avant le desséchement du milieu
de culture car cette technique ne permet pas une conservation des souches pour une longue

durée.
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4. Etude de la biologie de Trichoderma
4.1. Culture dans différentes conditions abiotiques

Pour comprendre la biologie des différentes souches de Trichoderma sp, nous avons étudié
leur comportement in vitro en les cultivant dans différentes conditions : milieux de culture,
pH, température, salinité. L’effet de ces différents facteurs sur la croissance mycélienne des
trois souches a été évalué quotidiennement par mesure des deux diamétres perpendiculaires de
chaque colonie (Botton et al., 1990). Les données obtenues ont été soumises a une analyse de
variance (ANOVA) avec le logiciel Xlstat 2013 (version 4.07 adinsoft). Le test de Fischer
LSD au seuil de 5% a été réalisé afin d’identifier le niveau de probabilité de la différence

observé entre les moyennes.

4.1.1. Culture dans différents milieux de culture

Pour étudier I’effet du type de milieux de culture sur la croissance des différentes souches de
Trichoderma obtenues, quatre milieux de cultures de compositions chimiques différentes
(annexel) ont été testés: PDA, MEA, SB et DOX.

Ce sont les milieux les plus utilisés pour la culture des champignons et ils permettent le
développement d’un large spectre de champignons. Les milieux sont autoclavés a 121°C
pendant 20 mn puis sont coulés dans des boites de Petri stériles de 90 mm de diametre. Apres
solidification sous la hotte, un disque d’un centimétre (cm) de diameétre est prélevé de chaque
souche et est déposé au centre de la boite de Petri. Les boites ainsi ensemencées incubées a la
température ambiante.

Au cours de cette expérimentation, cinq boites de Petri ont été ensemencées pour chaque teste

(Figure 10).
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Figure 10 : Boites de Petri coulées avec les différents milieux de cultures :

respectivement de la gauche vers la droite : PDA, MEA, DOX, SB

4.1.2. Culture dans des différents pH

L’effet du pH sur la croissance et la sporulation des souches de Trichoderma a aussi été
¢tudié. Ainsi quatre pH différents ont été utilisés : 3, 5, 7, 9. Le milieu de culture utilisé pour
cette étude est le milieu PDA. C’est un milieu non spécifique, riche en éléments nutritifs et
qui convient a la croissance de nombreux champignons.

Apres préparation du milieu de culture comme précédemment une pastille d’un centimeétre de
diametre a ét¢ découpée puis déposée au centre de la boite de Petri. L’ensemble est incubé a
la température ambiante. Cinq répétitions ont été faites pour chaque pH et pour chaque
souche. La vitesse de croissance du mycélium est déterminée chaque jour par mesure des
deux diametres perpendiculaires de chaque colonie jusqu’a envahissement total de la boite par

le mycélium.

4.1.3. Culture dans différents températures d’incubation

L’étude de I’effet de la température d’incubation sur les différentes souches de Trichoderma a
porté sur les paramétres de croissance. Quatre températures d’incubation différentes ont été
choisies : 0°, 29 °, 35° et 40°C. Le milieu de culture PDA a été utilisé pour cette étude et un
disque d’un centimétre de diametre de chaque souche a ét¢ déposé au centre des boites de
Petri. Cinq boites de Petri ont été ensemencées pour chaque souche et pour chaque

température (Figure 11).
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(a) (b)
Figure 11 : Boites de Petri incubées a différentes températures : (a) : 0°C, (b) : 40°C
4.1.4. Culture dans différentes concentrations de sel

Afin de déterminer D’effet de la salinité sur la croissance des différentes souches de
Trichoderma que nous avons isolées, cinq concentrations différentes de NaCl ont été
utilisées : 0%, 1%, 5%, 7% et 9%. Ces différentes concentrations ont été ajoutées au milieu
PDA et I’ensemble est autoclavé a 121° pendant 20 mn. Le milieu est ensuite coulé dans des
boites de Petri et apres solidification sous la hotte, une pastille d’un centimétre de diamétre de
chaque souche est déposée au centre de la boite de Petri contenant le milieu de culture puis,
les boites incubée a la température ambiante. Cinq boites ont €té ensemencées pour chaque
souche et pour chaque concentration de sel. L’évolution de la croissance mycélienne est

déterminée quotidiennement.

4.2. Tests d’antagonisme in vitro

L’¢étude des propriétés antagonistes des différentes souches de Trichoderma isolées a été
réalisée sur 2 souches de Fusarium sp. (figures 12 et 13) isolées a partir des plants de tomates
au niveau du champ école LPAG du jardin botanique.

La premiére souche a été isolée a partir du collet des plantes tandis que la deuxieme a été
isolée a partir des feuilles de la tomate présentant des symptomes de la fusariose. Pour cela
des fragments d’environ 0.5 centimetres ont ét€¢ découpés a partir du collet et des feuilles des
plantes. Les fragments ont été désinfectés superficiellement par trempage dans de I’eau de
javel 10% pendant 5 minutes. Ensuite les fragments ont été rincés trois fois avec de 1’eau
distillée stérile puis déposés au centre des boites de Petri contenant le milieu PDA. Aprées 5

jours d’incubation les colonies ont été purifiées par repiquage dans un nouveau milieu PDA.
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Deux méthodes différentes ont été utilisées pour observer les propriétés antagonistes de ces

différentes souches a 1’égard de ces champignons pathogenes.

(a) (b)

Figure 12 : Souche F1 sur milieu de culture PDA(a) et macro conidies de la souche F1
sous microscope optique Gr : x 400 (b)

(2) (b)

Figure 13 : Souche F2 sur milieu de culture PDA (a) macro conidies de la souche F2 sous
microscope optique Gr : X400 (b)

4.2.1. Méthode de confrontation directe

Cette méthode (Figure 14) encore appelée « technique des cultures opposées », consiste a
déposer dans des boites de Petri contenant 15 ml de milieu PDA a 3cm ’un de I’autre, deux
explants de 8 mm de diamétre provenant des cultures des deux champignons (parasite et
antagoniste).

Au cours de cette expérimentation, trois répétitions ont été retenues pour chaque test. Les
témoins sont représentés par des boites de Petri contenant uniquement le champignon

pathogene. L’ensemble des boites est incubé a la température ambiante.
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L’évolution de la croissance mycélienne est déterminée aprés 6 jours d’incubation par la

mesure du diametre de la colonie mycélienne du champignon pathogéne.
Pathogéne T richoderma

_ 3 cm
yite de .
*Etri

Miliau PDA
Figure 14 : Méthode de confrontation directe (Hibar et al., 2005)

4.2.2. Méthode de confrontation a distance

Cette technique consiste a déposer au centre de chaque boite de Petri contenant le milieu PDA
un explant de lcm de diametre prélevé a partir des colonies de Trichoderma et des agents
pathogenes (Figure 15). Aprés 24 heures d’incubation, la partie inférieure contenant le
Trichoderma est scellée avec une autre contenant le pathogeéne, par une bande de para film de
facon a éviter toute contamination et toute perte de gaz. Comme pour la premicre
expérimentation, trois répétitions ont été réalisées. Les témoins sont représentés par des boites
contenant a la face inférieure uniquement le milieu de culture et la face supérieure 1’agent

pathogene.

Figure 15 : Méthode de confrontation a distance ( Hibar et al., 2005)

Dans les deux cas de tests d’antagonisme I’évaluation de I’inhibition exercée par le
Trichoderma est estimée par le calcul du pourcentage d’inhibition de la croissance
mycélienne selon la formule suivante (Hmouni ef al., 1996) :

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

Ou : Cn est le diamétre moyen des colonies en présence de 1’antagoniste et Co le diametre

moyen des colonies témoins.
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Résultats

1. Isolement et identification de Trichoderma

Les Trichoderma sp. se développent facilement in vitro. Avec un rythme de croissance ¢élevé,
la taille des colonies de Trichoderma sp. est relativement plus importante que celle du reste

des espéces fongiques présentes dans les échantillons.

1.1.Examen macroscopique

D’ apres les caractéristiques macroscopiques des différentes colonies purifiées, cinq souches
ont été présélectionnées et supposées étre des Trichoderma. Les souches présélectionnées
présentent les caractéristiques macroscopiques suivantes :
v' colonies a croissance rapide
v" mycélium de couleur blanc au départ puis devient vert par endroit et a aspect farineux
v' croissance cyclique du mycélium sous forme de cercles réguliers
Les souches de Trichoderma sp. présélectionnées selon les critéres macroscopiques sont

observées sous microscopie optique pour confirmation.

1.2. Examen microscopique

Nous recherchons un mycélium constitué d'hyphes ramifiés a parois lisses et hyalines ,
portant des conidiophores de forme conique ou pyramidale ainsi que des phialides en forme
de quilles ou de flasques, spécifique du genre Trichoderma. Les phialides portent a leurs
extrémités des phialospores de forme ovoide ou ellipsoidale en général. Ainsi apreés examen

microscopique, trois souches ont été confirmées étre Trichoderma sp.

Les deux premieres souches (T1 et T2) ont été isolées a partir du milieu PDA respectivement
a partir des dilutions 10-4 et 10-2 tandis que la souche T3 a été isolée a partir du milieu MA2

a partir de la dilution 10-5.

La souche T1 (Figure 16) présente un conidiophore large, droit, peu ramifié et forme une
structure pyramidale au sommet. Il porte a ses extrémités des phialides insérées directement
sur I’axe principal du conidiophore formant des angles de 90°C avec ce dernier. De tres

nombreuses conidies ayant une forme arrondie sont aussi observées.
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Figure 16 : Aspect microscopique de la souche de Trichoderma (T1) :
Grossissement : x 400
A : conidiophore; B : conidies ; C : phialides de Trichoderma

La souche T2 (Figure 17) présente un conidiophore flexueux et trés ramifié. Il porte de tres
nombreux phialides insérés directement sur ’axe principal du conidiophore a intervalle
régulier. Ces phialides ont la forme de quilles ou de bouteilles renflées a la base et portent a

leurs extrémités des conidies de forme arrondie.

Figure 17 : Aspect microscopique de la souche de Trichoderma (T2) :
Grossissement :x 400

A : Conidiophore; B : phialides; C : conidies de Trichoderma
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L’examen microscopique de la souche T3 (Figure 18) montre qu’elle est formée d’un long
conidiophore flexueux avec quelques ramifications secondaires. Des phialides sont insérées
sur I’axe principal du conidiophore et formant a ses extrémités une structure pyramidale. Les

phialides portent a leurs extrémités des conidies de formes globuleuses.

Figure 18 : Aspect microscopique de la souche de Trichoderma (T3) :
Grossissement : X400
A : conidiophore ; B : conidies ; C : phialides de Trichoderma

2. Effets de quelques facteurs abiotiques sur la croissance de Trichoderma

2.1. Effet des milieux de cultures sur la croissance des souches de Trichoderma

Le tableau 1 représente ’effet de quatre types de milieux de cultures sur la croissance des
trois souches de Trichoderma. L analyse de la variance montre un effet hautement significatif
des différents milieux de culture sur la croissance des trois souches de Trichoderma au test de
Fischer LSD. Les différents milieux PDA, MEA, SB, DOX permettent une bonne croissance

de toutes les especes mais a des degrés différents.

Ainsi, apres 24h d’incubation on observe une croissance plus importante sur le milieu PDA
pour toutes les souches de Trichoderma. Le milieu MEA vient en deuxiéme position pour la
souche T1 puis viennent les milieux SB et DOX ou on n’observe pas de différences
significatives. La souche T2 ne présente pas de différence significative sur les milieux MEA,
SB et DOX. Par contre la souche T3 ne présente pas de différences significatives sur les

différences significatives sur les milieux MEA et SB.
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Apres 48h d’incubation, on observe un envahissement de toute la surface de chaque boite de
Petri par les différentes souches sur le milieu PDA. Les souches T1 et T2 ne présentent pas de
différences significatives sur les autres milieux de culture. Cependant la croissance de la
souche T3 présente toujours une différence significative sur les 3 milieux de culture ou le
MEA vient en deuxiéme position et est suivi respectivement des milieux DOX et SB.
Apreés 72 h d’incubation un envahissement mycélien total de toutes les boites de Petri a été
observé pour les différentes souches.

Le milieu de culture a base de pomme de terre (PDA) est plus favorable pour la croissance
de toutes les souches et permet un envahissement mycélien total des boites de Petri seulement
apres 48h d’incubation et est suivi du milieu, MEA. La plus faible croissance a été observée

sur le milieu DOX pour les souches T1, T2 et sur SB pour la souche T3.

Tableau 1 : Croissance (mm) de différentes souches de Trichoderma sp. sur 4 milieux de
cultures

Milieux de culture Souches de Trichoderma

24h d’incubation T1 T2 T3
PDA 34.60a 43.50a 41.00a
MEA 30.50b 29.10b 33.20b
DOX 2530 ¢ 27.40b 22.40c
SB 2570 ¢ 30.50b 32.30b

48h d’incubation

PDA > 85.00a > 85.00a > 85.00a
MEA 50.40b 79.00b 80.60b
DOX 79.00b 79.20b 65.40d
SB 80.60b 79.20b 72.00c

Chaque colonne et pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre ne
sont pas significativement différentes au test de Fischer LSD.

2.2. Effet de la Température d’incubation sur la croissance des souches de
Trichoderma
L’effet de la température d’incubation sur la croissance des souches de Trichoderma est
représenté dans le tableau 2. L’analyse de la variance au test de Fischer LSD montre que
I’effet de la température est remarquable sur la croissance mycélienne des différentes souches
de Trichoderma. Ainsi, une inhibition totale de la croissance mycélienne est observée a 0°C.

Par contre, elle est maximale (optimale) a 29 °C pour toutes les souches. La croissance est
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ralentie a 35°C et nulle a 40°C. Apres 24h d’incubation a 29°C, la croissance mycélienne des
souches T1, T2, T3 est nettement supérieure respectivement de 5, 3 et 2 fois a celle observée a
35°C. A 48h d’incubation a 29°C, on a noté un envahissement mycélien total de toutes les
boites de Petri par toutes les souches. A 35°C une surface de 17, 18 et 28% est occupée par
respectivement les souches T1, T2 et T3. Apres 96h d’incubation, une occupation de 68, 63 et
69% de la surface des boites de Petri est notée respectivement par les souches T1, T2 et T3.
Apres 15 jours d’incubation a 0°C, toutes les souches ressorties et incubées a la température
ambiante ont donné une bonne croissance. Cependant aucune des souches qui étaient incubées
a 40°C n’a pouss¢ apres incubation a la température ambiante. Donc 29°C constitue la
température optimale de croissance des différentes souches et 0°C est une température
d’inhibition qui peut étre utilisé pour la conservation des souches. A 40°C le mycélium de

toutes les souches est détruit.

Tableau 2: Croissance (mm) de différentes souches de Trichoderma sp. en des

températures d’incubations différentes

T°C Souches de Trichoderma

24h d’incubation T1 T2 T3

0 00.00c 00.00c 00.00c
29 53.30a 55.20a 49.60a
35 10.40b 15.60b 18.20b
40 00.00c 00.00c 00.00c
48h d’incubation

0 00.00c 00.00c 00.00c
29 >85.00a > 85.00a >85.00a
35 15.00b 16.80b 24.21b
40 00.00c 00.00c 00.00c
72h d’incubation

0 00.00c 00.00c 00.00c
29 >85.00a >85.00a >85.00a
35 36.00b 30.30b 33.60b
40 00.00c 00.00c 00.00c

96h d’incubation

0 00.00c 00.00c 00.00c
29 >85.00a >85.00a >85.00a
35 58.40b 54.90b 59.90b
40 00.00c 00.00c 00.00c

Pour chaque colonne et pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre
ne sont pas significativement différentes au test de Fischer LSD
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2.3. Effet du pH sur la croissance des souches de Trichoderma

L’effet de différents pH sur la croissance des souches de Trichoderma est représenté dans le
tableau 3. L’analyse de la variance au test de Fischer LSD montre un effet hautement
significatif de I’effet des différents pH sur la croissance mycélienne des trois souches de
Trichoderma. Aprés 24h d’incubation, la meilleure croissance a été observée au pH 5 pour les
souches T1 et T2 et est suivi du pH 7. La souche T3 ne présente pas de différence de
croissance significative sur les pH 5 et 7 ou on observe la meilleure croissance. Une
différence significative dans la croissance des différentes souches n’a pas été observée aux pH

3et9.

Apres 48h d’incubation, on observe un envahissement mycélien total de toute la surface de la
boite de Petri aux pH 5 et 7. Les croissances aux pH 3 et 9 sont significativement différentes
et la croissance la plus importante a été observée au pH 9. Un envahissement mycélien par

toutes les souches est observé aprés 72h d’incubation aux pH 5, 7, 9 et aprés 96h au pH 3.

La meilleure croissance pour toutes les souches a été observée au pH 5 ou la vitesse de
croissance de chacune des souches T1, T2 est nettement supérieure de 3 fois a celle obtenue

aux pH 3 dans les premieres heures d’incubation.
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Tableau 3 : Croissance (mm) de différentes souches de Trichoderma sp. sur des pH
différents

pH Souches de Trichoderma

24h d’incubation T1 T2 T3

3 14.40c 15.50c 30.30b
5 53.90a 55.60a 50.70a
7 44.30b 50.40b 42.40a
9 13.40c 16.20c 17.60b

48h d’incubation

3 36.20c 48.10c¢ 36.50c
5 >85.00a >85.00a >85.00a
7 > 85.00a >85.00a > 85.00a
9 44.40b 52.20b 62.30b
72h d’incubation

3 66.40b 72.10b 55.40b

5 >85.00a >85.00a >85.00a

7 >85.00a >85.00a >85.00a

9 >85.00a >85.00a >85.00a

Pour chaque colonne et pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre
ne sont pas significativement différentes au test de Fischer LSD

2.4. Effet de la salinité sur la croissance des souches de Trichoderma

Le tableau 4 montre I’effet de différentes doses de sel sur la croissance de trois souches de
Trichoderma. L’analyse statistique de la variance au test de Fischer LSD montre un effet
hautement significatif de la salinité sur la croissance des différentes souches de Trichoderma.
En effet, les concentrations élevées de sel diminuent considérablement Ila vitesse de
croissance des différentes souches obtenues. Aprés 24h d’incubation a 1% de salinité une
diminution de 13, 23 et 24 mm est notée sur la croissance respectivement des souches T1, T2
et T3 comparée au milieu a 0% de NaCl. Cette réduction de la croissance s’accentue a 3% et
a 5% pour toutes les souches. Cependant entre 5, 7 et 9% aucune différence significative n’est
observée sur la croissance des différentes souches par rapport au milieu. Cette diminution de
la croissance des différentes souches est aussi observée aprés 48h d’incubation ot on a un
envahissement mycélien de toutes les boites de Petri par les différentes souches. Apres 72h

d’incubation un envahissement mycélien est aussi observé dans les milieux a 1 et 3%.
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Tableau 4 : Croissance de différentes souches de Trichoderma sp. sur des % de salinités
différents

% NaCl Souches de Trichoderma

24h d’incubation T1 T2 T3

0 34.60a 43.50a 41.00a
1 20.70b 20.00b 14.90c¢
3 18.40b 13.10c 17.60b
5 00.90c 00.60d 01.70c
7 00.00c 00.00d 01.40c
9 00.00c 00.00d 01.20c

48h d’incubation

0 >85.00a >85.00a >85.00a
1 50.80b 68.40b 63.50b
3 53.00b 50.50c 46.90c
5 14.50c 10.00d 17.20d
7 10.60d 09.50d 17.10d
9 05.00e 04.20° 10.00°
72h d’incubation

0 >85.00a >85.00a >85.00a
1 >85.00a >85.00a >85.00a
3 >85.00a >85.00a >85.00a
5 33.15b 17.70c 41.50b
7 21.30c 20.10b 25.50c
9 07.80d 06.90d 17.40d
96h d’incubation

0 >85.00a >85.00a >85.00a
1 >85.00a >85.00a >85.00a
3 >85.00a >85.00a >85.00a
5 49.10b 25.40c 48.50b
7 35.00c 32.30b 34.20c
9 18.50d 17.90d 25.50d

Pour chaque colonne et pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre
ne sont pas significativement différentes au test de Fischer LSD

3. Tests d’antagonisme in vitro

3.1. Confrontation directe

Les résultats obtenus (tableau 5) montrent que la croissance mycélienne des souches témoins
est plus importante par rapport a celle obtenue avec les différentes confrontations (Pathogéne
— Antagoniste). Apres 6 jours d’incubation (Figure 19), une action inhibitrice exercée par les

souches de Trichoderma vis a vis de la croissance mycélienne des pathogénes a été observée.
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Nous avons constaté 1’apparition d’une zone d’inhibition suivie d’un arrét de croissance pour
I’ensemble des souches pathogénes. Le calcul du taux d’inhibition confirme ces résultats.
Toutes les souches de Fusarium sont inhibées a plus de 50% et ce quelque soit 1’antagoniste
utilisé. La souche F1 se montre plus sensible avec un taux d’inhibition de 57.09 % pour T1,
70.53% pour T2 et 73.05% pour la souche T3. Cette dernicre se montre la plus efficace
comparée aux 2 autres souches et permet une inhibition de 73.05% pour la souche F1 et

59.21% pour la souche F2.

Tableau 5 : Confrontation directe in vitro entre souches de Fusarium et Trichoderma
apres 6 jours d’incubation

Souche : Trichoderma-Fusarium Diamétre moyen des colonies en | % d’inhibition
présence de Trichoderma (mm)
T1-F1 35.85 57.09
T1-F2 28.00 55.78
T2-FI 24.66 70.53
T2-F2 31.16 50.78
T3-F1 22.50 73.05
T3-F2 25.83 59.21
Témoin F1 83.50
Témoin F2 63.33
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A B

Figure 19a : Confrontation directe entre Trichoderma sp. souche T1 et souche de
Fusarium F2 (A) et F1 (B)

A

Figure 19b: Confrontation directe entre Trichoderma sp. souche T2 et souche de
Fusarium F1 (A) et F2 (B)

A B

Figure 19¢ : Confrontation directe entre Trichoderma sp. souche T3 et souche de
Fusarium F1 (A) et F2 (B)

Figure 19d : Souches témoins de Fusarium sp. : F1 (A) et F2 (B)
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3.2. Confrontation a distance

Résultats

Les résultats obtenus de ce test (tableau 6) montrent un ralentissement de la croissance

mycélienne des souches de Fusarium exercé par Trichoderma sp. comparativement aux

témoins. Contrairement au test de confrontation directe (Figure 20), on remarque que

I’inhibition de la croissance mycélienne des souches est moins importante pour le test de

confrontation a distance. Le taux d’inhibition obtenu montre que la souche T3 demeure

toujours la plus efficace avec un pourcentage d’inhibition de 64.18% pour la souche F1 et

46.68% pour la souche F2. De méme la souche F1 demeure aussi la souche la plus sensible

avec un taux d’inhibition de plus de 50% par les souches T2 et T3. Toute fois, aucune des

souches de Trichoderma n’a inhibée a plus de 50% la souche F2. D’une maniére générale on

peut dire que les substances volatiles émises par ces souches de Trichoderma sont

relativement faible ce qui explique le faibles pourcentage d’inhibition observé.

Tableau 6 : confrontation a distance entre souches de Trichoderma et de Fusarium apreés

6 jours d’incubation

Souche : Trichoderma-Fusarium

Diamétre moyen des colonies
en présence de Trichoderma

% d’inhibition

(mm)

T1-F1 37.5

T1-F2 30.66

T2-FI 32.16

T2-F2 27

T3-F1 23.16

T3-F2 26.66
Témoin F1 64.66
Témoin F2 50

42.00

38.68

50.26

46.00

64.18

46.68
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Figure 20a : Confrontation a distance entre T1 (B) et F2 (A)

A

Figure 20b : Confrontation a distance entre T2 (B) et F2 (A)

Figure 20c : Confrontation a distance entre T3 (B) et F1(A)

A

Figure 20d : Confrontation a distance entre T3 et F1

Figure 20e : Témoin F1 (A) et F 2 (B)

Résultats
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Discussion

1. Isolement de Trichoderma sp.

Les résultats obtenus montrent que nos sols d’étude renferment des champignons imparfaits
caractéristiques des Trichoderma. Ceci confirme le caractére ubiquiste décrit dans la littérature
(Domsch et al., 1980, Danielson et al., 1973). Le nombre de souches isolées (trois) confirme
I’influence des propriétés physico chimiques sur la biologie des Trichoderma. En effet, leur
répartition et leur abondance varient en fonction des localisations géographiques, du type de sol,
du mode d’utilisation des terres (Domsch et al., 1980, Danielson et al., 1973 , Muya et al, 2005,
Garbeva et al., 2004, Johnson et al., 1987) et des techniques et milieux d’isolement (Okoth et al.,
2009). Hinde et al., (2009) ont montré que les Trichoderma sont plus abondants dans les milieux
riches en maticres organiques, a faible teneur en éléments nutritifs en particulier en phosphore et

faiblement minéralisés.

L’observation des caractéristiques macroscopiques (colonies a croissance rapide, mycélium de
couleur blanc au départ puis devient vert par endroit et a aspect farineux, croissance cyclique du
mycélium sous forme de cercles réguliers) et microscopiques (conidiophore droit ou flexueux et
trés ramifié portant de trés nombreux phialides insérées directement sur ’axe principal du
conidiophore. Ces phialides ont la forme de quilles ou de bouteilles renflées a la base et portent a
leurs extrémités des conidies de forme arrondies) confirment les caractéristiques typiques des
Trichoderma décrits par Samuels et al., (2013). Ces caractéristiques taxonomiques sont aussi en

accord avec celles obtenues par Bissett, (1984) et Cournut, (1984).

2. Culture in vitro de Trichoderma sp.

Les différentes souches de Trichoderma sp. que nous avons isolées a partir de la rhizosphére de la
tomate se développent facilement in vitro. Ce qui montre que les Trichoderma sont capables
d’utiliser une large gamme de sources de carbone et d’azote pour stimuler leur croissance en
accord avec les travaux de Papavizas, (1985). Cependant I'importance de la croissance des
souches varie d’un milieu a un autre. Ainsi, la meilleure et plus importante croissance a été
observée sur le milieu PDA. Donc le milieu naturel a base de pomme de terre se révele étre le
milieu le plus adéquat pour la culture de Trichoderma vus les composés complexes qui le
constituent par rapport aux milieux synthétiques (MEA, SB, DOX) qui sont moins favorables a la
croissance des souches. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par Azher et al., (2009) ;
Moussaoui et al., (2010); Ubalua et al., (2007); Verma, (2007) qui ont montré que les

Trichoderma poussent mieux sur le PDA que les autres milieux de culture.
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Les résultats obtenus a partir de la recherche de la température optimale de développement des
différentes souches montrent que les souches croissent jusqu’a 35°C avec un optimum de
croissance a 29°C. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Moussaoui et al., (2010).
Ceci confirme que les souches de Trichoderma présentent une grande capacité d'adaptation aux
différentes conditions climatiques (Roquebert, 1996; Vining, 1990; Kubicek et a/., 2003).

Les résultats de I’effet des pH étudiés sur la croissance des souches de Trichoderma sp. ont montré
que toutes les souches se sont bien développées et la formation de conidies a été observée aux
différents pH. Cependant la meilleure croissance de chacune des souches a été observée au pH 5.
Ces résultats sont confirmés par plusieurs chercheurs dont Moussaoui et al., (2010) qui ont montré
que les souches de Trichoderma peuvent croitre a des pH allant de 1 a 9 mais leurs pH optimum
de croissance se situe entre 4.5 et 6.5.

Les résultats obtenus sur 1’effet de différentes doses de sel sur la croissance et la conidiation de
nos souches de Trichoderma montrent un ralentissement de la croissance et une suppression de la
conidiation a des doses de sel supérieur a 3%. Ces résultats sont en accord avec les de Gindrat
(1977) qui a été montré que des concentrations de sels de 5% entrainent un ralentissement de
I’extension mycélienne, une sporulation réduite et une absence de coloration typique du recto des

colonies de Trichoderma.

3. Tests d’antagonisme

Le taux d’inhibition des pathogenes observé dans les différentes confrontations montre que c’est
la croissance importante des Trichoderma qui leur permet de se développer plus rapidement, de
coloniser le milieu de culture et de mobiliser tous les éléments nutritifs a leur profit: c’est le
phénoméne de compétition (Alabouvette et al., 1983; Davet, 1996). Ce phénoméne réduit
considérablement la croissance de 1’agent pathogéne. Cette inhibition de la croissance des souches
peut étre aussi due a la capacité¢ des Trichoderma a produire des antibiotiques empéchant la
croissance des pathogénes Ce qui explique la présence des zones d’inhibition et I’arrét de la
croissance des Fusarium. En effet, Dennis et Webster (1971) ont mis en évidence des
antibiotiques secrétés par les Trichoderma, solubles dans le chloroforme et extractibles a partir du
milieu de culture qui permettent une inhibition a distance de la croissance des pathogenes.

D’aprés Comporata (1985), ce phénomeéne d’inhibition est du a I’action des enzymes (B1-3)
gluconase-chitinase  qui  conduisent a la lyse du mycélium du  parasite.
L’envahissement des souches de Fusarium sp. par Trichoderma et la sporulation trés abondante de

ce dernier traduit son pouvoir hautement mycoparasitaire (Benhamou, Chet, 1996; Daami-Remadi,
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El Mahjoub, 2001). L’envahissement du mycélium du pathogeéne par Trichoderma harzianum a
¢galement été observé par Benhamou et Chet (1997) en réalisant une confrontation directe sur
milieu de culture entre une souche de Trichoderma et un autre champignon tellurique Pythium
ultimum et ce au bout de quatre a cinq jours apres 1’inoculation.

Des observations microscopiques réalisées par Hibar et al., (2005) au niveau de la zone de contact
entre Trichoderma harzianum et Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, montrent une
modification profonde au niveau du mycélium du pathogéne se marquant par une lyse importante,
une transformation en cordons des filaments mycéliens et un enroulement du mycélium de
Trichoderma harzianum sur celui de Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici..

Meslouhi (1989), Davet (1983a et 1983b) ont montré que 1’action inhibitrice observée avec les
tests de confrontation a distance est due a des substances de nature chimique libérées par les
souches de Trichoderma (phénomeéne d’antibiose). La capacité¢ a produire de telles substances
varie selon les isolats d’'une méme espéce ou d’espece différente. D’aprés Dennis et Websters
(1971), les Trichoderma émettent des substances chimiques toxiques qui sont des dérivés de

I’hydrazine présents sous formes des substances volatiles importantes.
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Conclusion et perspectives

Les résultats de cette ¢tude ont montré que les Trichoderma sont aussi présents dans la
rhizosphere des plants de tomate. Ainsi trois souches différentes de Trichoderma ont pu étre

1solées.

L’effet des milieux de cultures sur la croissance montre que les souches sont capables
d’utiliser une large gamme de substrats pour leur croissance. Cependant le milieu PDA est
plus adéquat pour la culture des souches. Concernant la recherche de la température optimale
de croissance des différentes souches que nous avons isolées, les résultats obtenus montrent
que la meilleure croissance a été obtenue a 29°C. Une inhibition de la croissance a été aussi
observée a 0°C. L’incubation a la température de 40°C a entrainé une destruction du

mycélium des souches.

Les pH basiques a neutres (pH 5 et pH 7) permettent une meilleure croissance des souches de

Trichoderma dans les différents milieux testés

L’¢tude de différentes doses de sel sur la croissance des souches révele que les Trichoderma
sont capables de supporter des doses de sel allant jusqu’a 3%. Au dela de ce taux, une nette

diminution de la croissance est observée.

Cette ¢tude a aussi montré 1’effet antagoniste des trois souches de Trichoderma sur les isolats
de Fusarium sp. responsables de la pourriture des racines et du collet chez la tomate. En effet,
les essais de confrontation directe et a distance sur milieu PDA ont révélé une inhibition de la
croissance et de la sporulation du pathogéne. S’il y’a contact entre les souches de
Trichoderma et ceux du pathogene, les colonies de Trichoderma envahissent celles du
parasite. La confrontation directe sur milieu de culture a montré aussi un arrét de la croissance
du mycélium et une réduction de la sporulation en bordure de la zone d’inhibition impliquant
la sécrétion de substances diffusant dans le milieu de culture. Les 3 souches de Trichoderma
testées se sont donc toutes révélées actives vis-a-vis du pathogeéne par I’inhibition de sa
sporulation et de sa croissance mycélienne.
Pour compléter ce travail il serait intéressant de faire :

v’ des tests in vitro et au champ sur un nombre plus important de champignons

pathogenes ;
v’ des tests sur différents substrats pour la production d’inoculum a base de Trichoderma

utilisable par les agriculteurs ;
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des ¢tudes sur les interactions entre les Trichoderma et les autres microorganismes
d’intérét agronomique comme les champignons mycorhiziens et les bactéries fixatrices
d’azote dans différentes conditions de culture ;

des analyses des composés secrétés par les Trichoderma efficaces dans la lutte
biologique ;

des isolements de Trichoderma dans d’autres zones agro écologiques du Sénégal ;

des caractérisations morphogénétiques des différentes souches afin de définir leurs

relations phylogénétiques.
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ANNEXES




Annexe 1 : Composition des milieux de culture

Milieu Patato Dextrose Agar (PDA)

Annexes

Eléments

Concentration (g/1)

Pomme de terre

Eau distillée 500 ml

Chauffage et filtration : le filtrat +.

Glucose

Agar

200

20
15

pH 6 avant autoclavage

Milieu Malt Extract Agar (MEA)

Eléments Concentrations (g/1)
Extrait de Malt 20

Glucose 5

Agar 15

pH 6 avant autoclavage

Milieu Czapek Dox (DOX)

Eléments Concentrations (g/1)
NaNO3 10

KCl 0.5

MgSO,, 7 H,0 0.5

KH,PO, 1

FeSO,, 7TH,0 0.001

Saccharose 30

agar 15

pH 6 avant autoclavage




Milieu Sabouraud ( SB)

Annexes

Eléments Concentrations (g/1)
Peptone 10
Glucose 20
Agar 15

pH 6 avant autoclavage

Milieu Malt Agar 2% (MA2)

Eléments Concentrations (g/1)
Malt 20
Agar 20

PH 6 avant autoclavage




