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 VI                                                           Résumé      La présente étude a été effectuée dans le but de lutter contre les champignons phytopathogènes « Fusarium sp et Aspergillus niger ».     La lutte biologique contre ces champignons a été mise en évidence en utilisant des souches de genre Penicillium isolés par Medjadji Omar et Tari Khaled (Master) à partir du sol des grottes d’Ain Fezza.     Les échantillons ont donnée des résultats encourageants concernant la biodiversité des champignons. Les échantillons ont été isolés sur deux milieux PDA et MEA dont l’identification macroscopique et microscopique nous a permis de les attacher à 2 genres (Fusarium et Aspergillus niger). Il y a 7 colonies de couleur marron clair et 2 colonies de couleur noir sur le milieu PDA et  23 colonies de couleur blanche sur le milieu MEA. Pour les essais d’antagonisme in vivo, nous nous sommes référées à des travaux antérieurs, en particulier une étude portant sur l’antagonisme d’Aspergillus spp.vis-à-vis de Pythium spp. Pythium sp est un agent de pourriture des tubercules de pomme de terre. D’après ce travail qui détermine qu’il y a une efficacité meilleure obtenue lorsque les agents antagonistes ont été appliqués en préventif (24 heures avant l’inoculation), avec une réduction du diamètre externe de la pourriture d’environ 58 à 74% contre seulement 12 à 44% en cas d’application simultanée avec Pythiumsp et  pour les isolats MC8 et CH2 d’A. terreus, CH4 et CH8 d’Aspergillussp, CH1 et CH12 d’A.niger. De même, appliqués en préventif, ces isolats se sont montrés plus actifs en réduisant la pénétration moyenne du pathogène de63 à 86% contre 19 à 61% en application simultanée.  Mots clés: Penicillium sp; Fusarium sp; Aspergillus niger; Aspergillusspp; Phytiumsp; lutte biologique; antagoniste.    



 VII                                                        Abstract     This study was conducted to control the plant pathogenic fungi Fusarium sp and Aspergillus niger.      The biological control of these fungi was demonstrated using strains of Penicillium genus isolated by Medjadji Omar and Tari Khaled (Master) from the soil of the caves of Ain Fezza. The samples gave encouraging results concerning the biodiversity of the fungi.      The samples gave encouraging results concerning the biodiversity of fungi. The samples were isolated on two PDA and MEA media whose macroscopic and microscopic identification allowed us to attach them to 2 genera (Fusarium and Aspergillusniger). There are 7 light brown and 2 black colonies on the PDA medium and 23 white colonies on the MEA medium.     For in vivo antagonism trials, we referred to previous work, in particular a study on antagonism Aspergillusspp against Pythium sp in vivo.     Pythium sp is a rotting agent for potato tubers. According to this work who determines that better efficacy has been achieved when the antagonistic agent were applied as a preventive measure (24 hours before inoculation),with a reduction in the external diameter of the rot of approximately 58 to 74% against only 12 to 44% in the case of simultaneous application with Pythium sp and for the isolates MC8 and CH2 of Aspergillus terreus, CH4 and CH8 of Aspergillus sp, CH12 of Aspergillus niger. Similarly, appleid as a preventive measure, these isolates were more active by reducing the average penetration of the pathogen from 63 to 86% against 19 to 61% in simultaneous application.  Keywords: Penicillium sp; Fusarium sp; Aspergillus niger; Aspergillus spp ;Phytiumsp ; biological control; antagonist.    
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          Introduction    



 Introduction  1     L’agriculture constitue la base de l’économie .Malheureusement, elle est soumise à plusieurs contraintes, d’ordres biotiques et abiotiques. Les producteurs sont confrontés à diverses maladies qui s’attaquent aux cultures (Ghorri, 2015), la majorité de ces maladies sont causées par les champignons phytopathogènes qui réduisent de12 à 14% la production agricole mondiale. En provoquant des pourritures de cultures aussi ils endommagent de nombreuses espèces d’arbres forestiers (Aouar, 2012 ;Gerhardson, 2002 ).     Ils sont responsables de maladies cryptogamiques et de près de la moitié des maladies connues à ces jours chez les plantes cultivées (Lepoivre, 2003).      Les cultures de pomme de terre et les tubercules récoltés sont sujets à de nombreuses agressions fongiques.     Les microorganismes pathogènes sont difficiles à contrôler car ils peuvent survivre dans le sol pour de longues périodes (Tschen, 1985). Pour lutter contre ces maladies, l’application illimitée de pesticides dans les sols peut entraîner la pollution de l'environnement et les eaux souterraines et l’apparition de souches pathogènes résistantes. Une recherche sérieuse est nécessaire pour identifier des méthodes alternatives pour la protection des végétaux, qui sont moins dépendantes des produits chimiques et sont plus respectueuses de l'environnement (Prapagdee et al, 2008).     La lutte biologique est considérée comme une voie alternative à l’utilisation des produits chimiques car elle a une efficacité relative et demande plus de connaissances et d'observations, mais à long terme, elle est beaucoup plus intéressante sur le plan environnemental et économique (Benbrook et al, 2008 ; Cook, 2014 ; Toussaint, 2007).     La lutte biologique est l’utilisation d’organismes vivants ou leurs produits pour prévenir ou réduire les dégâts causés par les bio-agresseurs (Fernandes ,2005). L’efficacité de la lutte dépend du choix de souches antagonistes à partir des critères impliquant une bonne connaissance des particularités biologiques du matériel fongique utilisé, parmi eux les champignons de genre Penicillium.     Ce champignon fondamental fait partie des contaminants fongiques les plus couramment rencontrés. II peut être responsable de la biodétérioration de nombreux produits (Botton et al., 1990).. 



 Introduction  2      Le genre Penicillium provoque des pourritures destructrices en produisant des mycotoxines (Visagie et al, 2014).     Ces champignons sont des contaminants fréquents, ils peuvent être isolés au laboratoire. Les espèces de Penicillium nécessitent une température inférieure à 30°C pour leur croissance, ce qu’ils les rendront très rarement impliqués en pathologie animale et humaine (Hennequin et Lavarde, 1998).     Notre travail s’intéresse sur l’isolement des champignons phytopathogènes des tubercules de la pomme de terre et la lutte biologique de ces champignons par les souches de Penicillium isolées des grottes d’Ain Fezza.  Cette étude repose sur des points importants : 
� L’isolement des champignons sur milieu PDA et MEA.  
� La purification et l’identification des isolats obtenus. 
� La vérification du pouvoir antagoniste des souches de Penicillium contre les champignons phytopathogènes isolées (Fusarium sp et Aspergillus niger). Ce travail est répartie en trois parties :  - Une partie relative à l’étude bibliographique : le 1er chapitre parle sur les champignons en général et les champignons phytopathogènes de genre Aspergillus niger et Fusarium en particulier suivie d’un 2ème chapitre parlant sur le genre Penicillium comme un agent de la lutte biologique et le dernier chapitre récapitulant des généralités sur la pomme de terre et les dégâts causés par les champignons à elle. - La 2ème partie présente les techniques et les méthodes utilisées dans cette étude. - La dernière partie consacrée à la présentation des résultats obtenus et leur discussion.  
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       CHAPITRE I :  Les champignons 



Synthèse Bibliographique  5 1. Généralités      Les champignons, encore appelés « Fungi » (du latin) ou mycètes (du grec mukes), constituent un large groupe diversifié qui possède des caractéristiques communes avec les plantes et les animaux moins évolués (Blandeau, 2012).     Ils sont des organismes eucaryotes uni- ou pluricellulaire. Ils sont des espèces macroscopiques ( macromycètes) et d’autres microscopiques (micromycètes) d’aspect filamenteux ou lévuriforme (Tabuc, 2007),  immobiles  (Chabasse et al., 1999), aérobie strictes et rarement anaérobie (Grigoriu, 1984), thallophytes (car l’appareil végétatif est un thalle constitué par des cellules allongées qui peuvent se présenter de deux façons cloisonnées et articulées entre elles ; c’est le cas le plus fréquent ou pas de cloison les séparent les unes des autres ;on parle alors de structure coennocytique et de siphon. Ils ne possèdent pas de feuilles, ni tiges, ni racines) (Boiron, 1996 ; Bouchet et al., 1999 ), non chlorophylliens (Bouchet et al., 2005), chimio-hétérotrophes ( Larpent, 1997), ils préfèrent les milieux à pH acides (Jesu, 1998).     Les mycètes sont composés de longs filaments fongiques appelés des hyphes qui forment le mycélium (Raven et al., 2007).      Tous les champignons ont une paroi constituée de (chitine, glucosane, chitinemananne, mananne-glucane, ...) (Chabasse et al., 1999) la présence de glycogène, comme substance de réserve (Tabuc, 2007).     Leur mode de nutrition se fait par absorption en libérant dans un premier temps des enzymes hydrolytiques dans le milieu extérieur (Blandeau, 2012 ; Dufresne, 2018 ; Le Calvez, 2010 ; Tabuc, 2007). 2. Taxonomie     Le règne des champignons, ou fungi, comprend des sous-ensembles appelés divisions ou phylums. Le nom de chaque division se termine par Mycotina, les phylums se divisent en classes, le nom de ces dernières se termine par « Mycètes », ensuite le suffixe « ale » est utilisé pour désigner les ordres, le suffixe « aceae » pour les familles. Chaque famille renferme les genres et les espèces qui représentent la base de la classification. Ainsi, chaque champignon est identifié par un nom binomial qui débute par le genre et qui se termine par l’espèce (Chabasse, 2008). 



Synthèse Bibliographique  6  - Domaine : Eukaryota - Règne : Champignon (fungi) - Embranchement (Phylum) : mycota - Sous-embranchement : mycotina - Classe : Mycète  - Ordre : ales - Famille : aceae (Bouchet et al., 2005). 3. Classification      L’ensemble des caractéristiques morphologiques (structure du mycélium) et le mode de reproduction permet le classement des champignons (Dendouga, 2006 ; Tabuc, 2007).     Les champignons comprennent quatre groupes (phyla) basés sur les différentes formes de la reproduction sexuée : les zygomycota, les ascomycota, les basidiomycota, la deutéromycota(Evert et al., 2007). 3.1.Les zygomycètes :     Les espèces de cette classe sont caractérisées par un mycélium non cloisonné. La reproduction asexuée se manifeste par la production de plusieurs sporangiospores, ils produisent des spores non flagellés.     La reproduction sexuée se fait par cystogamie avec formation des zygospores (Dendouga, 2006). 3.2.Les Ascomycètes :      Leurs appareil végétatif est un thalle à mycélium septé. La multiplication asexuée est réalisée par des conidiospores ; les spores sont non flagellés et celle de la reproduction sexuée par des ascospores dans des asques (Bensmira, 2006 ; Dendouga, 2006 ; Tabuc, 2007).  



Synthèse Bibliographique  7   3.3.Les Basidiomycètes :    Elles sont caractérisées par un thalle à mycélium septé. La reproduction sexuée se manifeste par la formation des basidiospores, et celle de la reproduction asexuée par des conidiospores ; les spores sont non flagellés (Dendouga, 2006). 3.4.Les Deutéromycètes :      Ils sont appelés aussi les champignons anamorphes (=champignons imparfaits =champignons conidiens=champignons mitosporines) avec un système d’identification particulier essentiellement basé sur le mode de formation des spores, appelées conidies.     La reproduction asexuée se fait par des conidiospores non flagellés, parfois absence (mycélium stérile) (Bensmira, 2006).     Ils sont caractérisés par un thalle à mycélium septé ou unicellulaire (levures) et l’absence d’une reproduction sexuée connue (Bensmira, 2006 ; Tabuc, 2007). 4. Mode de vie  Saprophytes : ils se développent sur des déchets organiques au dépend de substrats inertes ou en voie de décomposition. Parasites : ils vivent aux dépens des végétaux ou des animaux. Symbiotiques : certaines espèces vivent en symbiose avec les plantes supérieures (mycorhizes), et avec les algues (lichens) (Ameur, 2014 ; Bensmira, 2006 ; Dendouga, 2006).     Quelques soit leur mode de vie, les champignons ont besoin : D’eau, de sels minéraux (PO43- , SO42- , NO3- ...) et d’oligoélément ( Fe , Cu ...), d’une source de carbone organique ( Bouchet et al., 1989) 5. Mode de reproduction     Une caractéristique majeure des champignons est leur mode de reproduction, ils se reproduisent grâce à des spores, ce qui leur assure un pouvoir de contamination considérable 



Synthèse Bibliographique  8 (Tabuc, 2007). Ces spores sont issues soit d’une reproduction sexuée (champignon téléomorphe) ou d’une multiplication asexuée (champignon anamorphe). Certains champignons, chez lesquels, les deux formes coexistent sont appelés holomorphes (Nguyen Minh Tri, 2007 ; Tabuc, 2007). 5.1.La reproduction sexuée     La reproduction sexuée se base sur la fusion de deux gamètes haploïdes (n) donnant un zygote diploïde (2n). Une structure (+) à n chromosomes rencontre une autre structure (-) et la fusion des cytoplasmes donne naissance à un nouveau mycélium à 2n chromosomes (Lecellier, 2013).  5.2.La reproduction asexuée      Elle se fait sans fusion des gamètes. Elle correspond majoritairement à la dispersion des spores asexuées, permettant la propagation des moisissures afin de coloniser d’autres substrats ou par bourgeonnement, fission binaire ou par fragmentation. (Lecellier, 2013). 6. Ecologie des champignons      Les champignons ont développé des adaptations très diverses, de telle sorte qu’on les trouve dans pratiquement tous les milieux du monde. Les plus répandues sont les Penicillium et les Aspergillus. On les trouve sous tous les climats et sous toutes les latitudes (Florent, 1993 ;Tachenon, 1999).     Quelques espèces sont adaptées à la sécheresse, d’autres vivent au contraire dans les eaux douces, les océans, ou les eaux usées. Certains champignons supportent bien des pressions osmotiques élevées (par exemple dans les milieux très salés, ou très sucrés) et arrivent à contaminer les aliments (le miel, les confitures, ou les salaisons). Les champignons aimant la chaleur se trouvent dans les composts (à 70-75°C) mais on trouve aussi des champignons dans les toundras arctiques en haute montagne.     Dans des conditions défavorables (froid ou chaleur intense, manque d’eau), ce sont des spores particulières qui constituent les formes de résistance.      Les champignons peuvent pousser dans une obscurité complète (grotte), ils peuvent aussi vivent à des profondeurs de 3200 m dans le sol (Locquin, 1984 ;Tachenon, 1999).  



Synthèse Bibliographique  9  7. La croissance des champignons     Pendant la phase végétative, qui correspond à la phase de croissance, l’appareil végétatif colonise le substrat par extension et ramification des hyphes. Cette phase correspond également à la phase de nutrition (Diguta, 2010 ; Lecellier, 2003).     La croissance et la nutrition vont se faire de façon contaminante ; la croissance sera réalisée par une extension de la paroi à l’apex, par un rapport continu de chitine (Le Calvez, 2010).     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 (Lecellier, 2013).     Les moisissures se développent sous forme de filaments (ou mycélium) parfois pigmentés en noir suivant les espèces. La forme mycélienne en expansion, qui constitue une phase active de développement, est responsable de la dégradation et de l’altération du substrat.            L’apparition de couleurs sur les surfaces moisies correspond à un stade avancé de développement des moisissures avec production de spores qui peuvent se retrouver dans l’air (Anses, 2016 ; Lecellier, 2013). 8. Les champignons phytopathogènes 8.1.Généralités       Plusieurs genres des champignons telluriques sont capables d’infecter les racines de plantes sauvages et de causer des dégâts. Il s’agit notamment des Aspergillus, des Penicillium, les Fusarium, Rhizoctonia, Alternaria, Pythium, Verticilium, Botrytis…L’ensemble de ces champignons provoquent des maladies sur diverses cultures maraîchères, céréales, plantes (Agrios, 2005). Ils sont responsables d’environ 70% des maladies des plantes cultivées (Jim Deacon, 2005).    8.2.  Les principaux champignons phytopathogènes :  8.2.1  Aspergillus niger : Aspergillus Niger est un champignon qui pousse sur la matière organique que l’on retrouve dans le sol, la litière et sur la matière végétale en décomposition. Il se développe à des températures entre 6 °C et 47 °C avec une température optimale entre  



Synthèse Bibliographique  10  35 °C et 37 °C. Il est capable de pousser à des pH de 1,8 jusqu’à 9,8 (Schuster et al, 2002).  a-Caractères culturaux     Ce champignon pousse rapidement (2-3 jours) sur les milieux de culture ordinaires (géloses au malt et Sabouraud). La température optimale de croissance varie entre 25 et 30°C, mais A. niger peut se développer jusqu’à 42°C. Les colonies d’A. niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunes, et enfin elles deviennent noires. Le revers des colonies est incolore ou jaune pâle. Sur le milieu Czapek, il forme des colonies à mycélium blanc ou jaune, et revers souvent incolore (Figure 1) (Tabuc ,2007).  b-Morphologie microscopique     L’aspect microscopique met en évidence des têtes conidiennes, radiées, bisériées disposées en plusieurs colonnes brunâtres ou noires. Elles sont portées par de longs conidiophores atteignant 1,5-3 mm, lisses, hyalins ou brunâtres dans leur moitié supérieure. Les vésicules sont globuleuses et entièrement fertiles. Les phialides (7-10 x 3-3,5 µm) sont portées par des métules brunâtres, de dimensions variables. Les conidies sont globuleuses, parfois légèrement aplaties. Elles mesurent 3,5-5 µm de diamètre, sont brunes, échinulées à très verruqueuses. Les sclérotes parfois différenciés, sont crème à chamois foncé au début, puis virent au chamois vinacé (Figure 1).                           (A)                                          (B  Figure 1 : Aspergillus niger(A) culture de 7 jours sur gélose au malt à 25°C aspect macroscopique et (B) aspect microscopique (Tabuc ,2007)    



Synthèse Bibliographique  11                       8.2.2. Fusarium     Le genre Fusarium, décrit pour la première fois par Linke en 1809, appartient à la famille des Tuberculariacées, dans le groupe des Hyphomycètes (champignons filamenteux).     L’absence de reproduction sexuée permet de rattacher ces moisissures aux Deutéromycètes (champignons imparfaits), regroupement artificiel de formes asexuées (anamorphes) variées, certaines espèces de Fusarium ont une forme sexuée, dite également forme parfaite ou téléomorphe, appartenant aux genres Nectria ou Gibberella(Gams etNirenberg,1989).       Les champignons du genre Fusarium regroupe plusieurs espèces pathogènes pour les plantes, l’homme et les animaux (Leslie et Summerell, 2006). Les espèces de ce genre sont très répandues dans la nature et peuvent être isolées de la plupart des sols, des insectes, des racines, des graines, de l'eau courante. La majorité des espèces de Fusarium sont susceptibles de produire des mycotoxines et sont impliquées dans des intoxications chez les animaux d’élevage. Les espèces pathogènes toxinogènes les plus répandues sur le blé sont Fusarium graminearum et que Fusariumverticillioides ainsi Fusarium culmorum(Parry et al., 1995 ; Tabuc, 2007).  a-Caractères culturaux     Les Fusarium poussent sur milieu Sabouraud, mais se développent mieux sur gélose au malt ou sur milieu PDA (potato-dextrose-agar). Leur température optimale de croissance est comprise entre 22 et 37°C. Sur les milieux de culture, 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 crème, rouge à pourpre, lilas ou violet. Les pigments diffusent souvent dans la gélose (Figure 2) (Chermette et Bussieras, 1993).   b-Morphologie microscopique     Le principal caractère morphologique des Fusarium est la présence de macroconidies fusiformes et cloisonnées (Figure 2).  



Synthèse Bibliographique  12  
� Les conidiophores, parfois très ramifiés, forment sur le thalle des coussinets (sporodochies) et portent des masses de spores 
� Les phialides, sont plus ou moins allongées, présentent un site de bourgeonnement unique (monophialide) situé à l’extrémité d’un col allongé ou court et trapu.   Les phialides produisent deux types de conidies : 
• microconidies : uni- ou bicellulaires, piriformes, cylindriques ou ovoïdes, fusiformes, isolées, solitaires ou groupées, disposées en verticille ou plus rarement en chaînettes.  
• macroconidies : conidies pluricellulaires à cloisons seulement transversales, groupées en paquets. Ils sont fusiformes, souvent courbées, avec une cellule basale pédicellée, formant un sort de talon plus ou moins visible. Les chlamydospores, sont présentes en position terminale ou intercalaire (Roquebert, 1998).          Figure 2 : Aspect macroscopique et microscopique du genre Fusarium       (Ferry, 2005)      



         CHAPITRE II: Penicillium agent de lutte biologique  



Synthèse Bibliographique  14  1. La lutte biologique     Durant la fin du XIX ème siècle, une somme considérable de recherches a démontré qu’un large panel de microorganismes appartenant à diverses origines phylogénétiques présentes des aptitudes à inhiber divers agents pathogènes. Ces aptitudes sont à la base de la lutte biologique (Ben amira, 2018).     La lutte biologique est un processus agissant au niveau des populations et par lequel la densité de population d’une espèce est abaissée en utilisant des organismes vivants ou de leurs produits qui agissent par prédation, parasitisme, pathogénicité ou compétition, ces agents biologiques sont principalement représentés par des champignons non phytopathogènes (Penicillium sp) (Diguta, 2010 ; Kouassi, 2001).      La lutte biologique exploite des antagonistes ou des substances naturelles, elle connait un regain d’intérêt grandissant en raison des risques potentiels de la lutte chimique sur l’environnement et sur la qualité et les perspectives nouvelles qu’offre cette approche pour la culture biologique (Mebarki, 2016).     La lutte biologique a une efficacité relative et demande plus de connaissances et d’observation, mais à long terme, elle est beaucoup plus intéressante sur le plan environnemental et économique (Corbaz, 1990 ; Toussait, 1996).  2. Le genre Penicillium 2.1.Généralités     Les Penicilliums sp sont les organismes dominants des « moisissures bleues et vertes » (Rouviere, 2002).      Le genre Penicillium est un champignon qui fait partie des Ascomycètes dont il comprend environ 225 espèces. Les espèces de ce genreproduisent des métabolites secondaires, y compris l'actif antibactérien, des substances antifongiques, les immunosuppresseurs, les agents de cholestérol-abaissement tandis que d’autres produisent des mycotoxines. Il a été utilisé en alimentation et en pharmaceutique (Esther et al., 2009 ; Harjunpaa, 1996 ; Hocquette et al., 2005).     C’est un genre diversifié dans le monde entier et ses espèces jouent un rôle en tant que décomposeurs des matières organiques, il se retrouve dans une large gamme d’habitat tel que  



Synthèse Bibliographique  15  la végétation, le sol et les produits alimentaires où il provoque des pourritures destructrices en produisant des mycotoxines (Visagie et al., 2014). 2.2. Morphologie      En général, les espèces se différencient surtout par la couleur des colonies et des pigments qu’elles sécrètent, l’organisation des structures conidiogènes, la taille et la forme des conidies et la vitesse de croissance en conditions standardisées.  
� Aspect microscopique : Ils se distinguent par leur organisation en pinceau. Le thalle, formé de filaments mycéliens septés hyalins, porte des conidiophores lisses ou granuleux, simples ou ramifiés qui se terminent par un pénicille. Les conidiophores peuvent être groupés, isolés, en faisceaux lâche ou agrégés en corémies bien individualisés (Figure 3) (Anani et Bentaleb, 2016).  
� Aspect macroscopique : Ils se développent rapidement sur les milieux de culture utilisés en routine (géloses au malt, Sabouraud). Ils se développent à des températures modérées de l’ordre de 20-27°C. Après 2 jours d’incubation, on remarque des petites colonies plates, formées de courts filaments aériens, habituellement blancs. Après 3 à 4 jours d’incubation, la sporulation va conférer aux colonies leur teinte, le plus souvent dans les tons vert, vert bleu, vert-gris, vert-jaune, gris-bleu mais aussi, pour certaines espèces, jaune, orange ou rouge.     Ils peuvent former des colonies floconneuses (P. camembertii, P. nalgiovense), funiculeuses (P. funiculosum), veloutées (P. chrysogenum, P. citrinum, P. roquefortii…), granuleuses (P. expansum, P. griseofulvum) (Figure 4) (Chermette etBussieras, 1993).       



Synthèse Bibliographique  16                   Figure 3 : Caractères morphologiques des Penicillium (a) Pinceau monoverticillé (b)        biverticillé (c) biverticillé fourchu (furcatum) (d) terverticillé (Pitt ,1979 ; Raper et Thorn, 1968).          Figure 4 : Les colonies de Penicillium(Stephen et al., 2003). Les couleurs permettent une première orientation dans l’identification des espèces (Chermette et Bussieras, 1993).  2.3. Taxonomie                Sa classification dans le monde des champignons selon (Bouchet et al ., 1999) Règne : Mycéte Embranchement : Amastigomycota Sous-embranchement : Deuteromycotina Classe : Hyphomycéte Ordre : Moniliales 



Synthèse Bibliographique  17  Famille : Moniliaceae Genre : Penicillium   2.4. Cycle de vie :     Bien que de nombreux eucaryotes puissent se reproduire sexuellement, environ 20% des espèces fongiques présentent un mode de reproduction asexués. Toutefois, la capacité sexuelle des champignons a récemment été déterminée pour l’espèce Penicillium Roqueforti sur la preuve des gènes de types d’accouplement fonctionnels impliqués dans la compatibilité sexuelle fongique (Bohm et al., 2013).      Le cycle de vie du Pénicillium se multiplie de manière végétative (conidiogénèse) en produisant sur les parties aériennes des conidiospores qui sont des spores non sexuées (conidies) et constituent chez la plupart des espèces, un thalle vert (Dantigny et al., 2005).     Les critères morphologiques utilisés en taxonomie reposent sur les aspects et les modalités de branchement des conidiospores et des conidies. La prolifération des conidies, produites en chaines à partir de cellules appelées phialides est réalisée dans l’atmosphère ambiante. Dans des conditions favorables d’humidité et de température, les conidies gonflent et émettent des tubes germinatifs et ensuite du mycélium visible (Figure5) (Botton et al., 1990).        



Synthèse Bibliographique  18                       Figure 5 : Cycle de vie de Penicillium sp (Dantigny et al., 2005)               2.5. Pouvoir antagoniste et mode d’action de Penicillium :     Généralement, certaines espèces de Penicillium produisent la pénicilline tel que P.chrysogenium, cette molécule est très utilisée comme un antibiotique pour tuer ou arrêter le développement bactérien chez les êtres humain, les animaux et même les plantes (Kirk et al., 2008). Toutefois, ces espèces peuvent synthétisés à côté des métabolites secondaires, certains métabolites primaires tels que les glucides, les protéines et huiles.     La majorité des espèces du genre penicillium ont un potentiel toxicogène important, car elles ont la capacité de produire des mycotoxines de grande importance : l’acide cyclopiazonique (Penicillium chrysogenium) : l’acide pénicillique (Penicillium cyclopium) ; la patuline ou la clavacine (Penicillium expansum, Penicillium griseofulvum) ; la citrinine (Penicillium expansum) ; l’ochratoxine A (Penicillium verrucosum) (Pitt, 2000).     Selon (Xavier Perret, 2013), l’antagonisme par antibiose est un mode d’action très répondu chez la Penicillium, la pénicilline comme d’autres antibiotiques de la classe des beta-lactames qui fragilise la paroi de nombreuses bactéries principalement celles du type à Gram positif.     



Synthèse Bibliographique  19        CHAPITRE III : Pomme de terre 



Synthèse Bibliographique  20 1. Description botanique     Le nom botanique de la pomme de terre est Solanum tuberosum. Il a été donné par Gaspar Bauhin (1560-1624) naturaliste suisse en 1595 (Oswaldot, 2010). C’est une plante vivace, herbacée, dicotylédone et tubéreuse appartient à la famille des Solanacées, qui sont des plantes à fleurs, leurs tubercules riches en amidon et possédant des qualités nutritives (Boufares, 2012).  2. Origine     Il y a 6000 ans, les premières pommes de terre ont été cultivées près du lac Titicaca dans les montagnes des Andes de l’Amérique du sud, sur la frontière entre la Bolivie et le Pérou (C.I.P., 2008). Elle est apparue sur les hauts plateaux des Andes péruviennes et colombiennes.      Ensuite, elle était arrivée en Europe en sixième siècle lorsque les conquistadors espagnols découvrirent l’Amérique et la « papa » (la pomme de terre) (Saguez, 2007). Elle était introduite en Algérie en dix-neuvième siècle par les Maures Andalous qui ont propagéles autres cultures dans la région : tomate, poivron, mais, tabac... (Kechid, 2005). 3. Classification      La place de la pomme de terre dans le règne végétal est : Section : Petota Embranchement de classe : Tuberosa Ordre : Solanales Famille : Solanaceae Genre : Solanum  Espèce : Solanum tuberosum L (Dominique, 2010) 4. Description morphologique 4.1. Partie aérienne     La pomme de terre est une plante composée d’une ou plusieurs tiges (principales et latérales) herbacées de port plus ou moins dressé et portant des feuilles alternes disposées en spirale. Comme les tiges et les feuilles, le fruit contient une quantité significative de solanine (Dominique, 2010 ; Rousselles et al., 1996). Le fruit est une baie sphérique contient une 



Synthèse Bibliographique  21 quantité signifiante de solanine, un alcaloïde toxique avec des graines petites et plates. (Larousse agricole, 2002).     Les inflorescences sont des cymes axillaires, composées des fleurs qui sont autogames et ne produisent pas de nectar ; elles peuvent être visitées par les insectes et la fécondation croisée est presque inexistence dans la nature (Figure 6) (Dominique, 2010). 4.2. Partie souterraine     L’appareil souterrain comprend les tubercules qui donnent à la pomme de terre sa valeur alimentaire (Boufares, 2012). Cette partie composant le tubercule mère desséché avec des racines et des stolons qui prennent naissance au niveau des nœuds basaux des tiges (Larousse agricole, 2002).      Le tubercule de pomme de terre n’est pas une portion de racine, c’est une tige souterraine (Figure 6) (Boufares, 2012).                              Figure 6 : Plante de la pomme de terre (Oswaldot, 2010). 5. Importance de la pomme de terre 5.1. L’importance mondiale                          La pomme de terre est la quatrième production vivrière mondiale après le riz, le blé, le maïs mais première production non céréalière, Elle joue un rôle dans le système alimentaire mondial. C’est la principale denrée alimentaire non céréalière du monde. La production mondiale a 



Synthèse Bibliographique  22 atteint le chiffre record de 385,074 millions de tonnes en 2014 (FAO, 2018). La consommation de pomme de terre augmente dans les pays développées et représente plus de la moitié de la récolte mondiale à cause de sa teneur énergétique élevée et facile à cultiver, c’estune culture commerciale précieuse pour des millions d’agriculteurs (Tableau 02) (Tria, 2011).                          Le défi principal que doit relever la communauté internationale consiste, par conséquent, à garantir la sécurité alimentaire des générations présentes et futures, tout en protégeant la base des ressources naturelles dont nous dépendons. La pomme de terre sera un élément important des efforts déployés pour relever ces défis (Boufares, 2012). Tableau 01 : Quelques pays producteurs de pomme de terre. Pays Quantité (tonnes) Chine 90321442 Allemagne 8920800 France 7870973 Canada 5790838 Algérie 4653322 Belgique 3045443 Afrique du Sud 2467724 Japon 2261945 Maroc 1869149 Italie 1307598                        (Source : FAOSTAT, 2018) Les grands pays producteurs (Tableau 01), sont la Chine, Allemagne et France.         



Synthèse Bibliographique  23 Tableau 02 : La production et la consommation de pomme de terre   La production de pomme de terre  La consommation de pomme de terre Surface  récoltée(Ha )Quantité rend  (tonnes) Rend  (tonnes/Ha Total denrées alimentaire (Tonnes)    Kg/Hab Afrique 1 541 498 16 706 573 10,8   12 571 000         13,9 Amérique latine 963 766 15 682 943 16,3   11 639 000         20,7 Amérique du Nord 615 878 25 345 305 41,2   19 824 000         60,0 Asie et Océanie 8 732 961 137 343 664 15,7   94 038 000         23,9 Europe 7 473 628 130 223 960 17,4   64 902 000         87,8 Monde 19 327 731 323 302 445 16,8   202 974 000         31,3  (Source : FAOSTAT, 2007 in BOUFARES, 2012)  5.2. L’importance de pomme de terre dans l’Algérie     L’Algérie est le premier producteur magrébin en volume de pomme de terre avec une production de 4,4 millions de tonnes, suivie par Maroc avec une production de 1,9 millions de tonnes et la Tunisie en dernière position avec une production de 0,34 millions de tonnes (FAO, 2014).     Selon les statistiques de la FAO en 2010, l’Algérie occupe la deuxième place, après l’Egypte dans la production de pomme de terre en Afrique. L’Egypte quant à elle réserve une superficie de deux millions d’hectares pour cultiver ce légume. Sa production est estimée à 4 millions de tonnes pour la même année. Tableau 03 : La production de la pomme de terre en Algérie. Exerce 2008 2009 2010 2011 2012 2013 (5premiers mois) 2013 (prévision) Production (millions de tonnes) 2,2 2,6 3,2 3,85 4,22 1,9 4,9                                  (Source : MADR in fiche produit pomme de terre Algérienne, 2013)     Selon le rapport de la FAO en 2014, la production de la pomme de terre à une dynamique de croissance intéressante, la production a évoluée entre 2,2 millions de tonnes en 2008 à 4,22 millions de tonnes en 2012, a frôlée les 4.9 millions de tonnes pour la saison 2012/2013 (Tableau 03). 



Synthèse Bibliographique  24  6. Valeur nutritionnelle     Les caractéristiques morphologiques, chimiques et biochimiques du tubercule de pomme de terre varient principalement en fonction de la variété, mais dépendent également des techniques culturales et aussi les conditions climatiques et de l’âge physiologique de la pomme de terre (Delaplace, 2007).     La composition de la pomme de terre varie entre les différents cultivars, mais comprend en général 72 à 75% d’eau, 16-20% amidon, de 2 à 2,5 % de protéines, 0,15 % acide gras, de 1 à 1,8% de fibre (FAO, 2008). La pomme de terre, est un aliment beau aux nombreuses qualités nutritives (Oswaldot, 2010). 7. Dégâts des champignons sur pomme de terre 7.1. Les maladies cryptogamiques : 7.1.1. Mildiou de la pomme de terre :      L’ennemi juré du tubercule à l’échelle mondiale est dû à une moisissure aquatique (Phytophtora infestants), qui détruit feuilles, tiges et tubercules. Il se transmet par le vent (Dominique, 2010). Ses symptômes :  - Sur les feuilles (apparition de petites taches brunes entourées d'un halo jaune sur la face supérieur, le dessèchement conduit rapidement à leurs destruction (Figure 7). - Sur les tiges et bouquets terminaux (des taches brunes, parfois nécrotiques, et  - Sur le tubercule (des taches au conteur mal défini, de couleur brune ou gris bleuâtre) (Figure7) (Maladie et ravageurs pris en compte dans le cadre du contrôle officiel des plants de pomme de terre, 2006).  



Synthèse Bibliographique  25                Figure 7 : Mildiou de la pomme de terre (Phytophtora infestans) (Maladie et ravageurs pris en compte dans le cadre du contrôle officiel des plants de PDT, 2006). 7.1.2. Rhizoctone noir :      Il est provoqué par un champignon (Rhizoctonia solani), qui se développe à partir des sclérotes noirs fixés sur le tubercule-mère ou présents dans le sol. Ces sclérotes constituent la forme de conservation du champignon. Les tubercules contaminés portent à la surface de petits amas noirs très durs, appelés sclérotes, qui sont très visibles sur les tubercules lavés  (Dominique, 2010).                 Ses symptômes :  - Les stolons et les radicelles présentent des taches brunes profondes. Le rhizoctone provoque un enroulement et un jaunissement de feuillages. - Le tubercule contaminé porte à la surface de petits amas noirs très durs (Sclérotes)(Figure 8)(Maladie et ravageurs pris en compte dans le cadre du contrôle officiel des plants de pomme de terre, 2006).  



Synthèse Bibliographique  26                          Figure 8 : Rhizoctone noir (Rhizoctonia solani) (Maladie et ravageurs pris en                           compte dans le cadre du contrôle officiel des plants de PDT, 2006).         7.1.3. Alternariose :      Il est Provoqué par les champignons Alternaria solani et Alternaria alternata. Il se transmet par le vent et la pluie. Ses symptômes : - Sur les tubercules : des pourritures brunes à noires, très sèches avec une dépression. - Sur les feuilles : des taches nécrotiques, bien délimitées, de taille variable, situées sur les feuilles du bas (Figure 9) (Maladie et ravageurs pris en compte dans le cadre du contrôle officiel des plants de pomme de terre, 2006).                                         Figure 9 : Alternariose (Alternaria solani et A. alternata) (Maladie et ravageurs pris en compte dans le cadre du contrôle officiel des plants de PDT, 2006). 



Synthèse Bibliographique  27  7.1.4. Fusariose (la pourriture sèche) :       Elle est provoquée par des champignons du genre Fusarium (notamment Fusarium caeruleum). Cette maladie peut exceptionnellement être observée dès la récolte mais généralement, elle se manifeste en cours de conservation, provoquant la destruction du tubercule (Dominiqiue, 2010). Ses symptômes : - Sur le tubercule : les tissus touchés brunissent et dépriment, la coupedu tubercule montre une pourriture marron qui se développe vers l’intérieur (Figure 10) (Maladie et ravageurs pris en compte dans le cadre du contrôle officiel des plants de pomme de terre, 2006).                                                                 Figure 10 : Fusariose (Fusarium roseumvar)(Maladie et ravageurs pris en                         compte dans le cadre ducontrôle officiel des plants de PDT, 2006)             7.1.5Verticilliose :     Les deux champignons du genre Verticillium responsables de la maladie de la Verticilliose sont Verticillium dahliae et Verticillium alboatrum ; ils proviennent du sol, de l’eau d’irrigation ou de ruissellement. Ses symptômes : - Le jaunissement des feuilles suivi par flétrissement du feuillage qui se généralise à l’ensemble de la plante. Les feuilles tombent ou restent fixées à la tige qui conserve une couleur verte. - Sur les tiges mortes : Il y a la présence de petits sclérotes noirs ou de mycélium suivant l’espèce de champignon. - Sur les tubercules : Des taches brunes au niveau de l’anneau vasculaire (Figure 11) (Maladie et ravageurs pris en compte dans le cadre du contrôle officiel des plants de pomme de terre, 2006).  



Synthèse Bibliographique  28                  Figure 11 : La Verticilliose de la pomme de terre (Howard F.Schawrtz/ Wikimedia.org). 



      Matériels et Méthodes 



Matériels et Méthodes   30      Le présent travail porte sur la lutte biologique contre des champignons phytopathogènes isolées de la pomme de terre (le genre Fusarium et Aspergillus niger) par l’utilisation d’un champignon antagoniste du genre Penicillium. 1. Isolement des champignons phytopathogènes de la pomme de terre :              1.1. Matériel végétal :     Nous avons pris un tubercule de la pomme de terre infecté par les champignons pathogènes à partir du marché le 02 Mars 2020.     Figure 12 : Un Tubercule de pomme de terre infecté par les champignons pathogènes                     1.2. La mise en culture :     On prépare des petits fragments des pommes de terre dans un milieu bien aseptique à l’approche de bec benzène, puis on met cinq petits fragments de tubercule dans quatre boites de pétri (deux boites contiennent le milieu PDA et les deux autres contiennent le milieu MEA) à l’aide d’un pince stérilisé. L’incubation était effectuée à 25°C pendant 5 jours (Figure 13).  



Matériels et Méthodes   31                                      Figure 13 : Isolement des champignons phytopathogènes à partir de pomme de terre.         2. Purification :     Les trois colonies des isolats obtenus sont repiqués dans six nouvelles boites de pétri sur le milieu PDA. Ces repiquages ont été répétés jusqu’à l’obtention de colonies d’apparence pure.   3. Conservation :      Les souches sont conservées au froid à 4°C dans des tubes inclinés contenant le même milieu. 4. Identification macroscopique et microscopique :     4.1. Etude macroscopique : elle est basée sur les caractéristiques macroscopiques qui ont été déterminés par l’aspect, la couleur, la forme et revers.      4.2. Etude microscopique : elle fait appel aux caractères morphologiques des hyphes et des structures de reproduction.       4.2.1. Observation directe :      Qui consiste à adhérer à l’aide d’un bout de scotch une fraction mycélienne à partir d’une culture jeune et la coller sur une lame contenant quelques gouttes de bleu de méthylène. Les observations microscopiques sont effectuées aux grossissements (G×10, G ×40 et G×100) à l’aide d’un microscope.     L’observation microscopique permet de détecter les caractéristiques des spores et la visualisation de la forme du mycélium. 4.2.2. La technique de microculture :      Qui consiste à cultiver les spores des moisissures sur une lame menée de petits carrés, de PDA acidifié et les recouvrir par une lamelle. Les spores sont ensemencées sur les limites périphériques du milieu pour leur fournir un potentiel d’oxygène  



Matériels et Méthodes   32  nécessaire à leur germination , ensuite les conditionner dans une chambre stérile et humide et les incuber à 25°C pendant 3 à 5 jours.    Après l’incubation, on effectue les observations des lames grâce à un microscope de type Zeiss au grossissement ×10, ×40, ×100 (Harris, 1989).   5-Test d’antagonisme in vivo de Penicillium contre Aspergillus niger et le genre          Fusarium 5.1.Les champignons antagonistes (Penicillium) : 5.1.1. Origine des souches : deux souches de Penicillium ont été isolées par Medjadji Omar et Tari Khaled (Master) à partir du sol des grottes d’Ain Fezza. 5.1.2.  Purification : les deux souches ont été repiquée sur milieux PDA en boites de Pétri afin de vérifier leur puretés.    5.2.Réalisation du test : Le test d’activité antifongique des isolats purifiés de Penicillium consiste à rechercher leur effet antagoniste sur le développement des espèces phytopathogènes. On a utilisé cette méthode suivante : Les tubercules de pomme de terre sont lavés à l’eau courante puis désinfectés par trempage dans une solution d’hypochlorite de sodium (10%) pendant trois minutes. Ils sont rincés par la suite trois fois par l’eau distillée stérile. Ces tubercules subissent des blessures de 6 mm de diamètre et de profondeur à l’aide d’une pipette pasteur. Une suspension de spores de l’antagoniste a été utilisée pour ce test où 100 µl ont été placés, dans la blessure occasionnée sur les tubercules. Un disque d’agar de 6 mm de diamètre portant le pathogène est placé au niveau de chaque blessure et ce, simultanément avec les traitements antagonistes ou 24 heures après. Ces tubercules ainsi traités et inoculés sont placés dans des boites plastiques couvertes à leur base par un papier filtre humecté avec de l’eau distillé stérile et incubés par la suite à 20°C. Le témoin positif est inoculé uniquement par le pathogène et le témoin négatif est non inoculé par le pathogène et non traité par les antagonistes testés. La notation des résultats est réalisée après 48 heures d’incubation. Le diamètre externe, la largeur (l) et la profondeur (p) de la pourriture ont été mesurés. Ces deux derniers paramètres ont été mesurés après  



Matériels et Méthodes   33  une coupe longitudinale du tubercule de pomme de terre. La pénétration du pathogène a été calculée par la formule suivante : P (mm) = [(l/2) + (p-6)] / 2. Le taux de réduction du diamètre externe de la pourriture a été calculé selon la formule suivante : I% = [(C2–C1)/C2]*100 avec C2 : diamètre externe de la pourriture chez le témoin non traité et C1 : diamètre externe du pathogène en présence de l’antagoniste (Aydi et al ., 2013).               



            Résultats et interprétations



Résultats et interprétations  35 1. L’isolement des champignons phytopathogènes de la pomme de terre :     Les résultats de l’isolement des champignons à partir de la pomme de terre sont représentés dans le tableau (04) et la figure (14). Tableau 04 : les résultats de l’isolement des champignons phytopathogènes de la pomme de terre : Echantillons Milieux utilisés Nombre de colonies souches Caractéristiques macroscopiques  Pomme de terre PDA  7  1   Couleur marron clair 2 2   Couleur noir MEA 23 3   Couleur blanche    



Résultats et interprétations  36   (A) (B)                                                                        (C) Figure 14 : Résultats d’isolement des champignons phytopathogènes de la pomme de terre  (A) Colonie 1 ; (B) : colonie 2 ; (C) : colonie 3        



Résultats et interprétations  37 2. Purification et conservation :  On a purifié et conservé la colonie 2 et la colonie 3 (Figure 15). Mais, en vue de la situation sanitaire liée au cov19 on n’a pas terminé la purification et la conservation de la colonie 1.                                                                        Figure 15 : Les moisissures conservées  3. Identification des champignons phytopathogènes :     L’identification des souches de champignons phytopathogènes isolées s’est basée sur l’étude macroscopique et microscopique en se référant aux clés de détermination des genres à savoir les caractères macroscopiques et microscopiques.  3.1.L’étude macroscopique : L’aspect des colonies des souches de moisissures isolées à partir de pomme de terre est représenté dans le tableau (05)     Après 7 jours de culture à 25°C, l’identification macroscopique a révélé la présence de 2 genres de moisissures : Aspergillus et Fusarium.   



Résultats et interprétations  38 Tableau 05 : L’observation macroscopique des champignons phytopathogènes (Aspergillus niger et Fusarium) Champignons Milieu  Description Aspect macroscopique      Souche à identifier (colonie2)             Aspergillus niger     PDA Couleur : noire tourné par un cercle blanc  Aspect : cotonneuse à poudreuse  Revers : pas de pigment      Souche de référence  Gélose au malt  (Tabuc ,2007) Couleur : blanches au début, puis jaunes, et enfin elles deviennent noires.  Aspect : granuleuses  Revers : incolore ou jaune pâle    Souche à  identifier   (colonie3)                 Fusarium  MEA Couleur : blanche centré par jaune clair  Aspect : cotonneuse  Revers : pas de pigment      Souche de référence gélose au malt ou PDA couleur : variable (blanche, crème, jaune, rose, rouge, violette ou lilas) selon les espèces  Aspect : duveteuses ou cotonneuses  Revers : peut être crème, rouge à pourpre, lilas ou violet. (Chermette et Bussieras, 1993).                (Ferry, 2005)   



Résultats et interprétations  39  3.2.L’étude microscopique :     Vu la situation sanitaire, on n’a pas terminé l’étude microscopique de ces moisissures pour cela on va prendre celle utilisée par d’autres mémoires (Tableau 06). Tableau 06 : L’observation microscopique des champignons phytopathogènes (Aspergillus niger et Fusarium) Champignons  Aspect microscopique Références        Aspergillus niger   Hyphes : hyalines (claire).  Les conidiophores :(Stipes).  Les conidies : sont globulaires, de couleur brune à noire. Kourta et Chounae, 2019).       Fusarium sp  Macrophialides : sont groupées en sporodochies.  Les chlamydospores   Les macroconidies  (Boudersa et Lamraoui, 2014)      Aspergillus niger est formé des hyphes septés, haploïdes et ramifiés. Il est caractérisé par un conidiophore possèdent une extrémité renflée qui porte des phialides. Ces derniers sont plus ou moins allongés, présentent plusieurs sites de bourgeonnement.     Le principal caractère microscopique de reconnaissance des Fusarium réside dans la présence de macroconidies fusiformes et cloisonnées. Les différentes espèces se distinguent 



Résultats et interprétations  40 par la forme de leurs conidies. Les conidiophores sont très ramifiés et forment sur le thalle des coussinets (sporodochies) et portent des grappes de spores (Gauthier, 2016 ; Tabuc, 2007).  4. Test d’antagonisme in vivo : 4.1. L’étude macroscopique et microscopique de Penicillium : Tableau 07 : L’étude macroscopique et microscopique de Penicillium  Les champignons  L’aspect macroscopique L’aspect microscopique              Souche à identifier   Penicillium 1  Croissance : Rapide   Couleur : bleu verdâtre   Aspect : Cotonneuse avec exsudat   Revers : pas de pigment   (Zerbita et Ferragji, 2017)  Mycélium est ramifié  Les hyphes sont cloisonnés  Conidiophores sont ramifiés et disposés en longue chaine.  Phialides avoides à ellipsoidales       Penicillium2  Croissance : rapide  Couleur : blanche jaunâtre  Aspect : cotonneuse  Revers : pas de pigment       Souche de référence Les espèces de Penicillium  (Biourge, 1923 ; Chermette etBussieras, 1993 ; Gauthier, 2016 ; Stephen et al., 2003).   Croissance : Rapide sur géloses au malt, Sabouraud Couleur : vert, vert bleu, vert-gris, vert-jaune, gris-bleu mais aussi, pour certaines espèces, jaune, orange ou rouge. Aspect : floconneuses, funiculeuses, veloutées ou granuleuses.  Le thalle cloisonné Conidiophores simples ou ramifiés groupés en faisceaux lâches ou rassemblés en corémies (colonne de conidiophores) Phialides disposées en verticilles à l’extrémité des conidiophores. Ils donnent naissance auxspores qui se positionnent alors en chaines.  



Résultats et interprétations  41  4.2. Test d’antagonisme in vivo     La lutte biologique contre les souches fongiques, fait largement appel à l’utilisation de test d’antagonisme. L’efficacité de la lutte dépend du choix de souches antagonistes performantes à partir de critères impliquant une bonne connaissance des particularités biologiques du matériel fongique utilisé.     Pour cette partie nous nous sommes référés aux résultats de travaux antérieurs, à cause du contexte exceptionnel de la pandémie COV 19.     D’après (Aydi et al ., 2013), dont le travail porte sur l’isolement et l’identification des isolats et l’étude de test d’antagonisme des espèces d’Aspergillus (A. niger, A. terreus, A. flavus et Aspergillus sp)vis-à-vis Pythium sp. Dans cette étude, l'optimisation du pouvoir antagoniste des Aspergillus spp in vivo a prouvé que les quatre espèces d’Aspergillus ont été testées sur les tubercules de pomme de terre en traitement curatif (simultané avec le pathogène) ou préventif (24 heures avant l’inoculation par Pythium sp.). L’analyse de variance a révélé une variation significative du diamètre externe de la pourriture et de la pénétration du pathogène, enregistrés après 48 heures d’incubation à 20°C et selon le traitement testé et le moment d’application du traitement antagoniste. Une interaction significative (à P ≤ 0,05) a été enregistrée entre les deux facteurs étudiés. L’effet des Aspergillus spp sur la sévérité de la pourriture causée par Pythium sp sur les tubercules de pomme de terre tel que testé par Aydi et al. (2013) a montré que le diamètre externe de la pourriture a varié significativement de 56 à 59% avec les traitements biologiques à base des isolats MC2 d’A. niger, MC5 d’A. flavus, MC8 d’A.terreus, CH4 et CH3 d’Aspergillus sp et ce, quel que soit le moment de leur application (Figure 16a). Cependant, la pénétration moyenne a été limitée de 29 à 32% avec les isolatsMC8 d’A. terreus et MC2 d’A. niger comparés au témoin inoculé et non traité. D'après Aydi et al. (2013), l’effet du moment d’application sur le pouvoir inhibiteur des Aspergillus spp in vivo influence les résultats obtenus. Une efficacité meilleure a été obtenue lorsque les agents antagonistes ont été appliqués en préventif (24 heures avant l’inoculation), avec une réduction du diamètre externe de la pourriture d’environ 58 à 74% contre seulement 12 à 44% en cas d’application simultanée avec le pathogène et pour les isolats MC8 et CH2  



Résultats et interprétations  42  d’A. terreus, CH4 et CH8 d’Aspergillus sp et CH1 et CH12 d’A. niger. De même, appliqués en préventif, ces isolats se sont montrés plus actifs en réduisant la pénétration moyenne du pathogène de63 à 86% contre 19 à 61% en application simultanée. La plus importante réduction du diamètre externe de la pourriture a été induite par les isolats CH8 d’Aspergillus sp., CH1 d’A.niger et MC8 d’A. terreus, appliqués 24 heures avant le pathogène; soit une réduction de 60,61%, 72,73% et 71,38%, respectivement, contre seulement 11,95%, 31,13% et 44,02% en application simultanée. Ces mêmes isolats ont aussi limité la pénétration du pathogène lorsqu’ils ont été appliqués en préventif (24 heures avant le pathogène) qu’en traitement curatif (simultanément avec Pythium sp.). En effet, la pénétration a été réduite de 85,93%, 70,35% et 84,17% en préventif contre seulement 18,73%, 28,80% et 48% en cas d’application simultanée avec le pathogène et ce pour les isolats CH1 d’A. niger, CH8 d’Aspergillus sp et MC8 d’A.terreus, respectivement.          



     Discussion 



Discussion   44      Les résultats d’isolement des champignons à partir de pomme de terre ont montré que les champignons sont partout.     En effet, les champignons ont développé des adaptations très diverses, on les trouve dans tous les milieux du monde et sous tous les climats et toutes les latitudes (Florent, 1993 ;Tachenon, 1999).     L’abondance des champignons dans le sol et leurs diverses activités sont influencées par des facteurs abiotiques tels que le contenu de matières organiques du sol et sa texture, le pH et l’humidité ; la température…; par les interactions microbiennes ; et même par l’interaction de ces facteurs avec les différents groupes microbiens (Alexandre, 1994).     Ils se développent sur la matière organique en décomposition, dans le sol, le compost, les denrées alimentaires, les céréales. De nombreuses espèces d’Aspergillus sont présentes dans l’environnement humain, notamment dans la poussière et l’air (Morin, 1994).     Les Fusarium ont une croissance optimale à une température entre 22 et 37 °C. La majorité des moisissures se développent bien dans un milieu humide, les Fusarium se croissent dans un milieu très humide, ce qui explique leur présence dans les champs et sur les plantes vivantes (Castegnaro et Pfohl-Leszkowicz, 2002).      Penicillium est un genre diversifié dans le monde entier et ses espèces jouent un rôle important en tant que décomposeurs des matières organiques, il se retrouve dans une large gamme d’habitat tel que le sol, la végétation et divers produits alimentaires où il provoque des pourritures destructrices en produisant des mycotoxines (Visagie et al, 2014).      Par ailleurs, l’isolement des souches appartenant aux genres Penicillium, Aspergillus et Fusarium est tout à fait normal car ils sont les habitats normaux du sol (Benali Fatima Zohra et Ouanane Kenza, 2019).     L’antagonisme se manifeste généralement soit par une compétition, un hyper parasitisme, une production de sidérophones ou une antibiose (Soufiane, 1998).     



Discussion   45      En2012, Daami-Remadi et al ont enregistré une inhibition in vivo de Pythium ultimum et Pythium aphanidermatum même à 25°C en utilisant comme antagonistes Trichoderma sp, Penicillium et Aspergillus spp.                                                                                                           La sévérité de la pourriture aqueuse due à Pythium sp a été contrôlée sur tubercules de pomme de terre par les Aspergillus spp. En effet, ces agents ont réduit significativement le diamètre externe de la pourriture et la pénétration moyenne du pathogène quel que soit le moment de leur application (Aydi et al., 2013).        Des conclusions similaires ont été tirées par (Daami-Remadi et al.,2012) dans le cas de P. ultimum et P. aphanidermatum traités avec Aspergillus spp, Penicillium sp et Trichoderma sp. De plus, la réduction de la pourriture des tubercules de pomme de terre a été assurée par T. harzianum(Triki, 1997).          Les résultats de cet essai peuvent être expliqués par le fait que tous les champignons utilisés secrètent des substances volatiles à effet antifongique contre le développement de Pythium sp Testés in vivo, le pouvoir antagoniste des Aspergillus spp a varié significativement selon les traitements antagonistes testés et leurs moments d’application.      Aspergillus sp ont été utilisés comme agents biologiques grâce à leurs différents mécanismes d’action durant l’antagonisme notamment mycoparasitisme par lyse mycélienne et antibiose par synthèse des substances volatiles ou non volatiles (Aydi et al., 2013).     Grâce aux capacités hydrolytiques importantes d’Aspergillus niger et sa tolérance à L’acidité, il permet d’éviter les contaminations bactériennes au cours des processus biotechnologiques (Jaraï et Buxton, 1994).     A.niger a pu exercer une activité inhibitrice sur le développement des colonies de Pythium sp  ceci s’expliquerait par l’aptitude d’agent antagoniste à produire des substances volatiles qui provoqueraient la lyse du mycélium et des spores du pathogène et sont capables de limiter et de stopper le développement de l’agent pathogène.    



Discussion   46     Pour Aspergillus niger, la chitine est un constituant essentiel de la paroi qui entoure et protège les cellules fongiques vis-à-vis de l’environnement. La paroi cellulaire est donc essentielle pour la croissance fongique et pour la résistance du champignon aux agressions externes. Son altération liée à la virulence de l’inoculum par exemple, entraînerait une altération du mycélium, filament qui forme de longues chaînes de cellules qui se traduira par une agrégation, une rétraction et une vacuolisation du cytoplasme (Benhamou, 1996) ce qui illustre le pouvoir hautement myco-parasitaire que possède Aspergillus niger, une importante lyse au niveau du mycélium (Daami-Remadi et El Mahjoub 2001) ou une dissolution du cytoplasme (Howell, 2003).   



            Conclusion  



                                                                                                        Conclusion  48      Le but de notre travail était d’une part d’isoler des souches de champignons phytopathogènes à partir d’une pomme de terre et d’autre part de tester le pouvoir antagoniste des souches de Penicillium sp contre ces champignons dans le cadre de la lutte biologique.      L’isolement est réalisé sur deux milieux PDA et MEA et la purification est réalisé sur milieu PDA. L’identification macroscopique et microscopique des moisissures ont mis en évidences 2 souches fongiques : Fusarium, Aspergillus niger. En vue de la situation sanitaire liée au cov19, on n’a pas fait le test d’antagoniste in vivo des souches de Penicillium contre Fusarium et Aspergillus niger. Le test d’activité de l’antagonisme in vivo réalisée par Aydi et al ., 2013 a révélé que les espèces d’Aspergillus sp ont un effet inhibiteur sur Phytium sp. La plus importante réduction du diamètre externe de la pourriture a été induite par Aspergillus sp, A. niger (MC2), A. flavus (MC5) et A. terreus (MC8). La plus faible pénétration du pathogène a été observée sur les tubercules traités par A. niger (MC2) et A. terreus (MC8). En effet, les champignons antagonistes A. niger (CH1, CH12), A. terreus (MC8, CH2) et Aspergillus sp (CH8, CH4) se sont montrés plus efficaces en traitement préventif qu’en traitement curatif dans la réduction du diamètre externe de la pourriture et de la pénétration du pathogène. De cette étude globale sur les phytopathogènes de pomme de terre, il peut être conclure que la plupart des agents pathogènes envahissent l’hôte alors que les conditions humides sont présentés lors de leur stockage. Les champignons pathogènes qui causent la perte de la culture de pomme de terre sont pour la plupart la microflore du sol inhérente, mais dans des circonstances particulières. Il faut sensibiliser le consommateur au risque de mycotoxines sur la santé humain et l’éleveur pour les animaux. Pour minimiser au maximum l’affection des pommes de terre par les maladies fongiques et limiter la progression des autres agents phytopathogènes redoutables, et à la face négligences des fongicides d’une part et de leur utilisation d’autre part, on propose une stratégie de lutte préventive qui est exprimé en : 
• Utiliser des variétés résistantes. 
• Planter des semences saines. 



                                                                                                        Conclusion  49  
• Récolter les tubercules par temps sec. 
• Eviter de laisser les tubercules exposés au soleil et à la pluie. 
• Assurer une bonne ventilation du magasin et une température basse. 
• Fertilisation résonnée, en tentant d’évité les manques d’azote et les carences en Mg, Mn et S. 
• Pulvérisations préventives par l’utilisation des fongicides.  Mais toujours, il faut contrôler les champs de la pomme de terre et quand on regarde des phénomènes anormales sur la plante et rapidement on appelle d’ergonomistes spéciales pour identifier les problèmes et trouver les solutions optimales.  En se basant sur ces résultats, il est d’intérêt primordial de fixer les points suivants comme perspectives : 
� L’utilisation d’autres denrées alimentaires infectées par les champignons pathogènes. 
� L’activité d’antagonisme des souches de Penicillium isolées sur une gamme plus large de champignons phytopathogènes. 
� L’utilisation d’autre test d’antagonisme in vivo.      
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          Annexes      



                                                                                                            Annexes  61  Composition du milieu Milieu PDA : Potato Dextrose Agar Poudre 21g Eau distillée 500 ml Acide lactique 1 ml Milieu MEA : Malt Extract Agar Poudre 6,8g Eau distillée 200 ml Mode d’emploi : Préparation de milieu PDA : Préparé 21g de poudre PDA dans 500 ml d’eau distillée, chauffer et bien mélanger avec l’agitation, les milieux étaient stérilisés dans une cocotte pendant 20min pour éviter la contamination bactérienne, le milieu PDA est acidifié en lui ajoutant 1ml d’acide lactique par un flacon. Préparation de milieu MEA : Préparé 6,8g de poudre PDA dans 200 ml d’eau distillée, chauffer et bien mélanger avec l’agitation, les milieux étaient stérilisés dans une cocotte pendant 20min pour éviter la contamination bactérienne.           



JcJk@ و  GAGNWھ@ �QfA @cE اMEAUwE وPDA وk `JCY~� اcJyE@ت jkل ABCD~E .lW@ت اywA @QJO Iys|a UKLELJME~{ LcwE@oع _w@}z اVCk اcJyE@ت  ).BwY@a" ( @ري GE@tطUK@sa BQk و "a` طBف "  jO `Jkة"na IoBW `a@رة  jk lW Penicillium spل sp Fusarium Aspergillus niger . gcK `a IEhYإن ھ]ه اGEراUO VQW GX IY إط@ر اINO@PQE اGH IJKLELJME اABCDE@ت اBae IMMfQEاض اMcE@ت L_ `aع                                                                                                        ا>;:89    @AB�sa `JfcK �~k فBywE@o @cE �QY  ) Fusariumو Aspergillus niger .(ك@cات 7 ھBQywfa IJco INW@O ة 2 وBQywfa داءLY �~k �YوPDAة 23 وBQywfa ء@�Jo �~k �YوMEA.  يBCDEد ا@�QEا IYراGo I�@�Eو ا I�o@fEل ا@Qkeض اByo @cQX ،يBCDEد ا@�QEا ��A @a UOAspergillus spp  GHPythium sp  lfsEا UO  UNEا)gط@CMEا .(   انPythium sp @k Lھ�a `Dywa UO در_@ت gط@CMEا, �~k د@cwY�@oھ] وIJE@yO UO ��QwW Iys|a z{@w_ �Eا @c~�LW  �QyEا ا lw~�Oل أL�NEا @aGck @�J~k دات@�QEا }JMCW lW �P|o U{@Xو )24 Ik@Y �MX �J�~wEا (LNco `Dy~E UKر@�EاBC�Eا �J~�W �a، 58 �Eـ٪ 74 اo I_ر@�a 12 �E44 إ ٪ Eا }JMCwEا IE@� UDC�O�a `aاjwQPythium   sp  ت�jyEواMC8  وCH2 `aA. terreusوCH4 وCH8 `aAspergillus sp و CH1وCH12 `aA.niger .�YLwa �J~�W لht `a @ًط@|_Bأ_�@ أ�� `JMW �J�،U{@Xاء وBK�� ت�jyEھ]ه ا }JMCW lW،��QE@oو  �a@yEاق اBwtا `a ضBQQE63 ا �E86 إ ٪�o@�a 19 �E61 إ ٪QEا }JMCwEا UO`aاjw . >?@ABC;<ت اA;:E<ا : ;Penicillium sp ; Fusarium sp ; Aspergillus niger ; Aspergillusspp, PhytiumspيBCDEد ا@�QEا; IJKLELJMEا INO@PQEا.            Résumé     La présente étude a été effectuée dans le but de lutter contre les champignons phytopathogènes « Fusarium sp et Aspergillus niger ».     La lutte biologique contre ces champignons a été mise en évidence en utilisant des souches de genre Penicillium isolés par Medjadji Omar et Tari Khaled (Master) à partir du sol des grottes d’Ain Fezza.     Les échantillons ont donnée des résultats encourageants concernant la biodiversité des champignons. Les échantillons ont été isolés sur deux milieux PDA et MEA dont l’identification macroscopique et microscopique nous a permis de les attacher à 2 genres (Fusarium et Aspergillus niger). Il y a 7 colonies de couleur marron clair et 2 colonies de couleur noir sur le milieu PDA et  23 colonies de couleur blanche sur le milieu MEA. Pour les essais d’antagonisme in vivo, nous nous sommes référées à des travaux antérieurs, en particulier une étude portant sur l’antagonisme d’Aspergillus spp.vis-à-vis de Pythium spp. Pythium sp est un agent de pourriture des tubercules de pomme de terre. D’après ce travail qui détermine qu’il y a une efficacité meilleure obtenue lorsque les agents antagonistes ont été appliqués en préventif (24 heures avant l’inoculation), avec une réduction du diamètre externe de la pourriture d’environ 58 à 74% contre seulement 12 à 44% en cas d’application simultanée avec Pythiumsp et  pour les isolats MC8 et CH2 d’A. terreus, CH4 et CH8 d’Aspergillussp, CH1 et CH12 d’A.niger. De même, appliqués en préventif, ces isolats se sont montrés plus actifs en réduisant la pénétration moyenne du pathogène de63 à 86% contre 19 à 61% en application simultanée. Mots clés: Penicillium sp; Fusarium sp; Aspergillus niger; Aspergillusspp; Phytiumsp; lutte biologique; antagoniste.      Abstract     This study was conducted to control the plant pathogenic fungi Fusarium sp and Aspergillus niger.      The biological control of these fungi was demonstrated using strains of Penicillium genus isolated by Medjadji Omar and Tari Khaled (Master) from the soil of the caves of Ain Fezza. The samples gave encouraging results concerning the biodiversity of the fungi.      The samples gave encouraging results concerning the biodiversity of fungi. The samples were isolated on two PDA and MEA media whose macroscopic and microscopic identification allowed us to attach them to 2 genera (Fusarium and Aspergillusniger). There are 7 light brown and 2 black colonies on the PDA medium and 23 white colonies on the MEA medium.     For in vivo antagonism trials, we referred to previous work, in particular a study on antagonism Aspergillusspp against Pythium sp in vivo.     Pythium sp is a rotting agent for potato tubers. According to this work who determines that better efficacy has been achieved when the antagonistic agent were applied as a preventive measure (24 hours before inoculation),with a reduction in the external diameter of the rot of approximately 58 to 74% against only 12 to 44% in the case of simultaneous application with Pythium sp and for the isolates MC8 and CH2 of Aspergillus terreus, CH4 and CH8 of Aspergillus sp, CH12 of Aspergillus niger. Similarly, appleid as a preventive measure, these isolates were more active by reducing the average penetration of the pathogen from 63 to 86% against 19 to 61% in simultaneous application. Keywords: Penicillium sp; Fusarium sp; Aspergillus niger; Aspergillus spp ;Phytiumsp ; biological control; antagonist.    



   


