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Etude de ’antagonisme in vitro de Penicillium isolée des Grottes

vis-a-vis des champignons phytopathogenes de la pomme de terre

Résumé

La présente étude a été effectuée dans le but de lutter contre deux champignons
phytopathogenes " Aspergillus Niger " et " Fusarium ",

Ces champignons ont été isolés a partir des tubercules de pomme de terre.

L’identification du genre a été effectuée selon les caractéres morphologiques macroscopiques.

Dans cette optique en premier on est arrivé a isoler des souches fongiques a partir d’'un
environnement extréme qui sont les grottes de Beni Aad, Ain fezza de la wilaya de Tlemcen au
Nord algérien. Aprés un bon développement des colonies, on effectue des repiquages de chaque
colonie pour les purifier, les deux souches obtenues ont été repiquées sur PDA incliné puis les
conserves a 4°C pendant une période allant jusqu’a six mois. Puis on va identifier les deux
souches obtenues macroscopiquement par la détermination des diametres des colonies du
Penicillium, la couleur, la forme, la sécrétion des pigments diffusibles et la vitesse de croissance

des colonies, ces observations se font a 1’ceil nues.

En effet, I’identification microscopique chez les mycetes se faite par la coloration d’un
fragment mycélien préleve par le lactophénole, qui va permettre de détecter la présence et la

nature de mycélium et aussi les caractéristiques des fructifications.

La lutte biologigue contre ces phytopathogenes est mise en évidence en utilisant des

souches du genre Penicillium d’origine souterraine.

L'activité antagoniste des souches de Penicillium contre les especes fongiques
(Aspergillus Niger et Fusarium), selon la méthode de confrontation directe. Les résultats
obtenus des chercheurs qui travaillent sur ’antagonisme fongique montrent que le pourcentage
d’inhibition de la croissance mycélienne supérieure a 52 %, 1’agent antagoniste Penicillium
applique une activité inhibitrice sur le développement des colonies de Fusarium et Aspergillus.
Ceci s’expliquerait par 1’aptitude de I’agent antagoniste a produire des substances volatiles
(enzymes ou bien des antibiotiques) qui sont capables de limiter et méme de stopper le

développement de 1’agent pathogene.




Alors cette modeste recherche nous a permis de confirmer et de préciser I’importance

du potentiel antagoniste de Penicillium a I’égard des souches d’Aspergillus et Fusarium testées

Mots-clés : Penicillium; Aspergillus Niger; Fusarium; lutte biologique ; antagonisme ;

confrontation directe




In vitro Penicillium antagonism study isolated from caves vis-a-vis

fungus potato plant pathogens

Abstract

This study was conducted to control two plants pathogenic fungi "Aspergillus Niger"

and "Fusarium".

These fungi were isolated from potato tubers. The identification of the genus was carried
out according to the macroscopic morphological characters.

With this in mind first, we managed to isolate fungal strains from an extreme
environment which are the caves of Beni Aad, Ain fezza de la wilaya de Tlemcen in northern
Algeria. After a good development of the colonies, transplants are made from each colony to
purify them, the two strains obtained were transplanted on sloping PDAs and kept at 4°C for a
period of up to six months. Then we will identify the two strains obtained macroscopically by
the determination of the diameters of the colonies of Penicillium, the colour, the shape, the
secretion of the diffusible pigments and the rate of growth of the colonies, these observations

are made with the naked eye.

In fact, microscopic identification in fungi is done by staining a mycelial fragment taken
by lactophenol, which will detect the presence and nature of mycelium and also the

characteristics of fructifications.

Biological control of these plant pathogens is demonstrated using strains of the genus

Penicillium of underground origin.

The antagonistic activity of Penicillium strains against fungal species (Aspergillus
Niger and Fusarium) according to the direct confrontation method. The results obtained from
researchers working on fungal antagonism show that the percentage of inhibition of mycelial
growth exceeds 52%, Penicillium antagonist applies inhibitory activity to the development of
Fusarium and Aspergillus colonies. This could be explained by the ability of the antagonist to
produce volatile substances (enzymes or antibiotics) that are able to limit and even stop the

development of the pathogen.




So this modest research allowed us to confirm and clarify the importance of the
antagonistic potential of Penicillium with regard to the strains of Aspergillus and Fusarium
tested.

Keywords: Penicillium; Aspergillus Niger; Fusarium; biological control; antagonism; direct

confrontation
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Introduction générale

Tout au long de leur cycle de vie, les plantes et les agents pathogenes interagissent avec
une grande variété d'organismes ; ces interactions peuvent affecter la santé des plantes d’une
maniere positive et/ou négative (CORBAZ, 1990; NAKKEERAN ET AL, 2005). On estime

que pres de 50 % de la production agricole mondiale est perdue avant ou apres la récolte.

Les maladies parasitaires des plantes sont causees par l'action d'agents pathogéenes
(virus, bactéries, champignons, protozoaires, les phanérogames parasites, etc....). Ces parasites
sont généralement infectieux, car ils envahissent I'hote et s'y multiplient et sont contagieux, par
leur transmission d'une plante infectée a une plante saine. Les champignons phytopathogénes
sont responsables de maladies cryptogamiques et sont responsables de prés de la moitié des
maladies connues a ce jour chez les plantes cultivées (LEPOIVRE, 2003).

A TPinstar des autres pays, les maladies dues aux champignons telluriques sont
rencontrées en Algérie. D’apres la (F.A.O. 1999), les maladies phytopathogenes réduisent de
12 a 14% la production agricole mondiale, 70% des dommages étant d’origine fongique

(AOUAR, 2012).

Les microorganismes pathogénes sont difficiles a controler, car ils peuvent survivre
dans le sol pour de longues périodes (TSCHEN, 1985). Pour lutter contre ces maladies,
I’application illimitée de pesticides dans les sols peut entrainer la pollution de I'environnement
et les eaux souterraines et ’apparition de souches pathogeénes résistantes. Une recherche
sérieuse est nécessaire pour identifier des méthodes alternatives pour la protection des végetaux,
qui sont moins dépendantes des produits chimiques et sont plus respectueuses de
I'environnement (PRAPAGDEE ET AL, 2008).

CHOUDHARY ET COLL. (2009) considerent que le controle biologique des
maladies par l'introduction de micro-organismes bénéfiques dans la rhizosphere peut étre une
solution de rechange ou complémentaire a l'utilisation des produits chimiques de synthese.
Globalement, I’effet protecteur conféré par ces agents de lutte biologique est basé sur la
compétition pour les nutriments essentiels, sur I’activité antagoniste vis-a-vis de la croissance
des pathogénes via la production d’antibiotiques ou d’enzymes et /ou sur leur capacité a

stimuler des systémes de défense chez 1’hote végétal.

Plusieurs espéces fongiques d’Alternaria, de Fusarium... (THILAGAM ET AL, 2018)
sont des microorganismes ubiquistes affectant les plantes, ces organismes pathogénes sont les
plus destructeurs, qui causent des pertes considérables aux cultures (KANOUNI, 2019). Selon

OERKE (2005), 70% des dommages des cultures agricoles sont d’origine fongique.




Introduction générale

Cependant, les champignons phytopathogenes sont devenus incontrélables suite a leurs
résistances aux fongicides chimiques, qui sont a leurs tours néfastes pour I"environnement
(pollution des sols ; déséquilibre écologique ...) et pour ’humain. La plupart de ces fongicides
dangereux interdits dans les pays développés sont encore utilisés dans les pays en voie de
développement dans le monde (UNEP, 2000; VENKATESWARA ET AL, 2007); cela est dQ
a l'analphabétisme et au manque de sensibilisation chez les agriculteurs de ces pays
(VENKATESWARA ET AL, 2007). De ce fait, le choix des microorganismes antagonistes
des phytopathogénes est un critere trés important. Parmi eux, les champignons sont les

meilleurs candidats et spécifiquement le genre Penicillium.

En effet, le genre Penicillium est un champignon (moisissure) qui se trouve dans le sol
et fait partie des ascomyceétes. Ce genre présente une grande importance dans les différents
milieux industriels tels que le domaine agroalimentaire et pharmaceutique (production de
plusieurs drogues). Certaines especes de ce genre comme P. chrysogenium produisent la
pénicilline, cette molécule est tres utilisée comme un antibiotique pour tuer ou arréter le
développement bactérien chez les étres humains, les animaux et méme les plantes (KIRK ET
AL, 2008).

Dans cette optique, I’objectif de ce travail est de mettre en évidence 1’activité
antagoniste in vitro des Penicillium d’origine souterraine contre des agents phytopathogéne

« Fusarium et Aspergillus » isolées des tubercules de pomme de terre.
Le présent travail est subdivisé en deux parties :

e La premiere présente une recherche bibliographique qui se divise en trois chapitres ou
inclus les champignons, les grottes, et le sol et les microorganismes.

e La seconde partie expérimentale est constituée du chapitre matériels et méthodes
présentant plusieurs étapes telles que : L’isolement des souches fongiques Penicillium
sp sur des milieux de culture ; la purification et I’identification macroscopique et
microscopique des isolats; tests antagonismes de Penicillium vis-a-vis les souches
d’Aspergillus et Fusarium par méthode de confrontation directe.

e Le dernier chapitre englobe les différents résultats avec une interprétation, suivi d’une

conclusion générale.
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1 Définition

Les Champignons, encore appelés "Fungi” (du latin) ou mycétes (du grec mukes,
champignon), constituent un large groupe diversifié qui possede des caractéristiques communes
avec les plantes inférieures et les animaux inférieurs moins évolués, ce sont des organismes
nucléés eucaryotes et immobiles (CHABASSE ET COLL. 1999 ; BLANDEAU, 2012). Ils
représentent 1’un des plus importants groupes d’organismes sur terre et jouent un role clé dans
un grand nombre d’écosystémes. Leur nombre est évalué ce jour a environ 100.000 espéces,
mais il est probablement plus élevé (MUELLER ET SCHMIT, 2007).

2 Classification

2.1 Principe

Le regne des champignons, ou Fungi comprennent des sous-ensembles appelés
divisions ou phylums. Le nom de chaque division se termine par Mycota. Les phylums se
divisent en sous-embranchements qu’ils ont un suffixe (Mycotina). Cependant, le nom des
classes se termine par - Myceétes, ensuite le suffixe « ale » est utilisé pour désigner les ordres,
et celui d” « aceae » pour les familles. Chaque famille renferme le genre et les espéces 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'espece (BOUCHET, 2005;
CHABASSE, 2008).

% Domaine : Eukaryota

% Reégne : Champignon (Fungi)

¢+ Embranchement (Phylum) : mycota
% Sous-embranchement : mycotina

% Classe : mycéte

% Ordre : ales

« Famille : aceae

2.2 Classification
Les champignons comprennent quatre groupes (phylum) basés sur les différentes formes

de la reproduction sexuée : les zygomycota, les ascomycota, les basidiomycota et les
chytridiomycota (EVERT ET AL. 2007).

» Les zygomycota : produisent des zygospores dans des zygosporanges, sont sans
flagelles (YAJUAN ET AL. 2006).
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» Les ascomycota : produisent des ascospores dans des asques.

> Les basidiomycota : les basidiospores sont produites sur des basides.

> Les chytridiomycota : produisent des cellules mobiles flagellées. Ils sont un groupe
principalement aquatique dont c’est le seul groupe de champignons possédant des

cellules reproductrices (zoospores et gamete) mobiles (EVERT ET AL. 2007).
On outre lorsque la reproduction sexuée est inconnue on parle des champignons imparfaits.

» Les deuteromycota : ou champignons anamorphes (= champignons imparfaits =
champignons conidiens = champignons mitosporiques) avec un systeme
d’identification particulier essentiellement basé sur le mode de formation des spores

asexuées, appelées conidies (CAILLAUD ET COLL. 2006).

3 Caracteristiques genérales
e Les champignons ce sont des organismes eucaryotes uni ou pluricellulaire, dépourvus
de chlorophylle, ils sont constitués d’un thalle unicellulaire (comme pour certaines
levures) ou pluricellulaire (mycélium) comme la plupart des micromyceétes ou des
micromycetes (BENDJAMA ET ALL ; 2014).

NONSEPTATE

CELL WALL
CYTOPLASM
STORAGE

GRANULES
VACUOLE

VOLUTIN
GRANULE

NUCLEUS

HYPHAE

Figure 1 : différentes structures des champignons
A : levure unicellulaire
B : mycélium pluricellulaire avec hyphe sept

C : mycélium plucéllulaire avec hyphe non sept (CAILLAUD ET AL, 2006).

e Le thalle des champignons est constitué d’un ensemble de filaments les hyphes souvent

assemblés en mycélium ou en stroma (BENDJEMA.ET ALL, 2011).
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e On distingue plusieurs types de thalles: unicellulaire (mobile ou immobile),
filamenteux siphonné ou septé (Figure 2) ainsi que des thalles dissociés bourgeonnants
(BENDJEMA.ET ALL, 2011).

Figure 2 : Structure d’un hyphe et son développement vers la formation d’un mycélium:

(A), hyphe coenocytique ; (B), hyphe cloisonné (CHABASSE ET AL, 2002).

e Les champignons vivent principalement en saprophyte aux dépens de matieres
organiques en décomposition. Certains champignons vivent aussi en symbiose avec des
especes appartenant au régne vegétal, mais aussi parfois en parasite avec tous les
composants du monde vivant. (KACHOUR, 2005).

Selon (TABUC, 2007 ; LE CALVEZ, 2010 ; BLANDEAU ,2012 ; champignons :

e |ls se nourrissent par le mode d’absorption qui sert a libérer des enzymes hydrolytiques
en premier temps dans le milieu extérieur.

e |ls se multiplient soit par une reproduction sexuée ou bien asexuée. Les spores produites
peuvent avoir un réle dans la dispersion des champignons, mais peuvent également
jouer un réle dans la survie de I’organisme lorsque les conditions environnementales
deviennent défavorables.

e Ces étres vivants ne contiennent pas de chlorophylle, le glycogéene est le polysaccharide
de réserve principal comme pour les animaux, alors que c’est souvent ’amidon dans le
cas des plantes. Donc, les champignons n’appartiennent ni au régne animal ni au régne

végétal, ce sont donc aujourd’hui dirigés en un régne autonome celui des fungi.
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e La plupart des champignons ont une paroi constituée de chitine, polysaccharide trés
résistant constitué de résidus N-acétylglucosamine.
e Ces organismes suivent une voie métabolique énergétique chimiohétérotrophe c’est-a-

dire qu’ils utilisent du carbone organique comme source d’énergie.

4 Croissance

4.1 Croissance apicale

Le filament mycélien s’étend au niveau de sa partie juvénile a quelques microns de
I’apex présentant une activité généralement assez élevée, étant donné sa richesse en
ribosomes et en mitochondries comme agents principaux intervenants dans la synthése des
protéines structurales et des enzymes intervenant dans le métabolisme (KACHOUR.,
2005).

La membrane des nappes réticulaires présente une continuité structurale avec la

membrane cytoplasmique et la régénere au niveau de 1’apex par le phénomene d’exocytose

(KACHOUR., 2005).

4.2 Ramifications

Dans la région subapicale, a quelques dizaines, voire quelques centaines de um, du
déme terminal et, en présence de ressources nutritionnelles plus que suffisantes (saturation
des vésicules apicales), apparaissent de nouvelles formations de "rameaux latéraux " issus
de l’axe principal ; elles sont appelées ramifications primaires. Les ramifications
secondaires continuent a apparaitre, selon le méme principe, pour donner au thalle sa texture
en réseau. (KACHOUR., 2005).

4.3 Anastomoses

Les filaments du réseau mycélien se développent dans tous les sens et s’entremélent
de facon a ce que deux filaments se trouvent croisés ou adjacents, I’'un a I’autre, s’adhérent
en quelque sorte, pour former les points d’interconnexion appelés anastomoses. Ces formes-
Ia sont observées aussi bien chez le mycélium végétatif que lors de la fusion cytoplasmique
de deux hyphes de sexes différents, au cours de la reproduction sexuée. (KACHOUR.,
2005).

4.4 Difféerenciation végétative

Elle dépend, entre autres facteurs, des conditions environnementales et de la nature

de la mycete. La différenciation est une série de changements régulés que subit le mycélium
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dans le but d’effectuer une fonction déterminée, sans que cela prenne la voie des tissus
supérieurs vrais spécialisés physiologiquement et génétiquement pour achever des activités
complexes (élaborations hormonales). (KACHOUR, 2005).

5 Modes de reproduction

Chez les champignons la reproduction se divise en deux types :

5.1 La reproduction asexuée

Se font sans fusion des gamétes (LECELLIER, 2013). Elle correspond majoritairement
a la formation et la dispersion des spores asexuées, permettant la propagation des moisissures
afin de coloniser d’autres substrats. Cette forme de reproduction asexuée est appelée la
sporulation. (KACHOUR, 2005). Ce type de reproduction est également en cours par d’autres
processus qui s’appellent le bourgeonnement, la fission binaire, la fragmentation des spores
(LECELLIER, 2013).

5.2 La reproduction sexuée

Ce processus se base sur 1’accouplement des deux gametes haploides (n) afin d'obtenir
un zygote diploide (2n). (KACHOUR, 2005). Le noyau de cette derniere subit une méiose, ces
évenements sont suivis par la formation de spores (les ascospores, les basidiospores et les
zygospores). Dont ce processus varie en fonction des classes de champignons (DEACON,
2005).

6 Mode de vie

Quel que soit leur mode de vie, les champignons ont besoin : d’cau, de sel minéral
(PO43-, SO42-, NO3-....), d’oligoélément (Fe, Cu...) et d’une source de carbone organique
(BOUCHET ET AL, 1989).

6.1 Saprophytes

(Du grec sapros, pourriture et phyton, plante). lls vivent aux dépens de la matiére
organique en décomposition. D une autre fagon, lls participent notamment aux processus de
décomposition des matieres organiques, d’immobilisation des éléments minéraux et établissent

des interactions neutres avec la plante. (KLEIN ET PASCHKE, 2004).

6.2 Parasite

(Du grec parasitos, parasite, de para, a coté et sitos, aliment). lls vivent aux dépens
d’autre étre vivant. (VANDER, 2003).
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6.3 Symbiose
(Du grec sun, avec et bios, vie). Certains peuvent entrer en relation avec des organismes
vivants. Il se forme une association Bénéfique, par exemple les champignons mycorhizes, qui

aboutissent des interactions a bénéfices avec les racines des plantes. (VANDER ET AL. 1998).

7 Les champignons phytopathogenes

7.1 Généralités

Les champignons telluriques phytopathogénes (fungi ou mycetes) constituent un
groupe d’organismes microscopiques hétérotrophes ubiquistes, présentant des structures et des
caracteéristiques biologiques extrémement diversifiées. (KIRK ET AL. 2001). Plusieurs genres
de champignons telluriques sont capables d’infecter les racines de plantes sauvages et cultivées
et de causer des dégats importants. Il s’agit notamment des Aspergillus, les Penicillium et les
Fusarium, Rhizoctonia, Alternaria, Pythium, verticilium... L’ensemble de ces
microorganismes provoquent des maladies sur diverses cultures maraichéres, céréales....
(AGRIOS, 2005).

7.2 Les principaux genres de champignons phytopathogenes

7.2.1 Legenre Fusarium

Ce genre inclut des champignons imparfaits appartenant a la classe des
Deutéromycetes. Les formes parfaites ou téléeomorphes de quelques espéces de Fusarium sont
connues, et appartiennent a la classe des Ascomycétes (ordre des Hyphocreales, famille des
Nectriaceae, genres Gibberella, Calonectria et Nectria). Le genre comprend prés de 40
especes souvent largement répandues (NELSON ET COLL. 1983).

Sur le plan économique, le genre Fusarium est trés important parce qu’il regroupe
beaucoup d’especes phytopathogenes, susceptibles d’induire des maladies (fusarioses) chez de
nombreuses plantes. Il est considéré parmi les champignons telluriques les plus agressifs,
causant des flétrissements et des pourritures sur de nombreuses especes végétales cultivées
(BENHAMOU ET AL. 1997).

En outre, beaucoup d’espéces saprophytes sont capables de se développer en tant que
pathogenes secondaires sur des tissus végétaux sénescents. Les especes du genre Fusarium
peuvent ainsi attaquer les céréales (mais, blé, orge, avoine), des légumes, les plantes

ornementales et beaucoup d’arbres fruitiers. La majorité des espéces de Fusarium sont
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susceptibles de produire des mycotoxines et sont ainsi impliquées dans des intoxications chez
les animaux d’élevage. (TABUC, 2007).

7.2.2 Legenre Aspergillus

Ce genre est souvent associé aux Penicillium et se distingue de ces derniers par ’aspect
des conidiosporés qui sont terminés par une téte renflée (CHAMPION, 1997). Aspergillus
signifie « aspersoir » a cause de la forme de ses tétes aspergillaires (GALINAS, 1995), ce sont
des moisissures a filaments cloisonnés hyalins, appartenant a la famille des Aspergillaceae, et
a la classe des Ascomycetes (A.N.S.E.S, 2012), contaminants trés communs, ce genre
comprend de 180 a 250 especes selon les auteurs, dont seules Aspergillus fumigatus, A.flavus,
A.nidulans, A.terreus, et A.Niger sont considérées comme thermotolérantes (REBOUX ET
COLL., 2010). Quand les grains sont récoltés humides, insuffisamment séchés ou lorsqu’elles
prennent de ’humidité pendant le stockage, les Aspergillus peuvent évoluer rapidement et se
transforment de saprophytes en parasites et entrainent une baisse importante de la faculté
germinative sur les semences (CHAMPION, 1997). De nombreux Aspergillus noirs ont eté
isolés du monde entier. A. niger est un champignon filamenteux qui se développe en aérobiose
sur la matiére organique. Dans la nature, on le trouve dans le sol et de la litiére, dans le compost
et le materiel vegétal en décomposition (SCHUSTER ET AL. 2002). Les Aspegillus se ramifie
et envahit les cellules des tissus ou les espaces intercellulaires. Cette période prend de 24h a
72h selon le niveau de la sensibilité de 1’hote et des conditions climatiques (EZZAHIRI,
2011).Aprés une période d’incubation, ils se développent et les premiers symptomes
apparaissent (BROUILLARD, 2013).Accompagnée de la fructification du champignon, la
plante attaquée peut dépérir (nécrose des tissus, détournement de la seve obstruction des

vaisseaux).
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1 Définition d’une grotte

Les grottes sont en général des biotopes pauvres en éléments nutritifs avec des
températures relativement stables et basses avec des concentrations élevees de minéraux. Par
conséquent, les grottes peuvent étre considerées comme des environnements extrémes a vie et
fournir des niches écologiques pour des microorganismes hautement spécialisés
(SCHABEREITER-GURTNER ET AL, 2003 ; MARTIN-SANCHEZ ET AL, 2011). lls
sont souvent limités en ressources en raison de I'absence de lumiere qui empéche la production
primaire de matiére organique par les plantes (NORTHUP ET KATHLEEN, 2001).

2 Type des grottes
Les grottes peuvent étre classées selon le type de roche qu'elles forment et la fagon
dont elles sont formées (PALMER, 1994) .Les types les plus courants de grottes sont ceux
formés dans le calcaire. D'autres types de grottes sont généralement limités et comprennent

celles du gypse, du granit, du talus, du quartzite, de la glace et du grés. (KONIG, 2016).

On peut diviser I'environnement intérieur de la grotte en quatre zones principales au

regard de la quantité de lumiére qui pénétre a I’intérieur :

e Lazone dentrée ou la surface et le sous-sol environnements.

e La zone crépusculaire ou les rayons lumineux se disparaitre progressivement, dont
aucune plante ne peut pousser au- dela de ce point).

e La zone de transition a ce niveau, la lumiere disparait, mais la surface des flux
environnementaux tels que la température et I'nhnumidité sont encore détectes).

e La zone profonde ou il fait sombre complétement, avec une humidité élevée et une
température constante et froide). (GHOSH ET AL, 2016).

2.1 Les stalactites tombant

La formation d'une stalactite est évidemment un processus extrémement long qui
demande des milliers d’années. On trouve des stalactites tres fines appelées spaghetti (GHOSH
ET AL, 2016).

Beaucoup de stalactites sont formées d'aragonite, de calcite, de dolomite, de gypse et
d'aiguilles Mg-Si ainsi qu'un biotope microbien diversifié et des exo polysaccharides (EPS) qui

sont minéralisés a des degres divers (BRIAN, 2010).
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Figure 3 : Les stalactites (KONIG ,2016 ; ANTAKI-MASSON ,2020).

2.2 Les stalagmites montant
Contrairement aux stalactites, les stalagmites se forment depuis le sol par
I'accumulation d'eau calcaire tombant goutte & goutte d'une stalactite (Figure 4). Ainsi, une

stalagmite est toujours couplée a une stalactite.

Figure 4 : Les stalagmites (KONIG, 2016).

Quand les structures se touchent, on obtient une colonne de diametre plus ou moins
impressionnant. Si I'écoulement se fait par une fente « en long » on obtient des draperies plus
ou moins fines et transparentes selon les cas et de couleurs différentes suivant les impuretés

(I'ocre, le rose et le rouge sont souvent les couleurs du fer) (KONIG, 2016).

3 Microbiologie des grottes

Les microorganismes sont présents dans tous les habitats de la biosphere, y compris
dans les habitats souterrains. Ces habitats souterrains sont caractérisés par I’absence de lumiére,

une quantité limitée voire I’absence de nutriments organiques, une température relativement
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constante et une grande surface de minéraux. Comme, les grottes sont I'un des habitats
souterrains, il y a une diversité microbienne : on trouve les protozoaires, les algues
microscopiques, les champignons, les bactéries, les actinomyceétes, plus les virus (WILD, 1993;
MAIER ET AL, 2000).

Par ailleurs, les communautés microbiennes présentes dans différentes grottes sont le
reflet des caractéristiques de chaque écosystéeme dans lequel les substrats, les niveaux de
matiere organique et les conditions climatiques sont différents (ALABOUVETTE ET SAIZ-
JIMENEZ, 2011).

3.1 Les bactéries

Les microorganismes les plus abondants dans les grottes sont les bactéries, ce sont
surtout les chimios-autotrophes (PECK, 1986).

Les bactéries aérobies sont les plus nombreux du sol, participent essentiellement a
d'oxydation de la matiére organique par contre les anaérobies assurent les réactions de
réduction au cours de fermentations (VITOUSEK, 1991). Les especes du genre Bacillus et
Pseudomonas sont les plus isoles (SOMAVILLA ET AL, 1978).

Plus, la plupart des bacteries cultivables des eaux souterraines sont les héterotrophes
Gram-négatifs (YUN ET AL, 2015).

3.2 Les actinomycétes
De nombreux travaux ont rapporté la dominance des actinomycétes en milieux
souterrains ( GROTH ET SAIZ-JIMENEZ, 1999; CHEEPTHAM ET AL, 2013;
TOMCZYK-ZAK ET ZIELENKIEWICZ, 2016; GHOSH ET AL, 2017).

3.3 Les moisissures

Les champignons ont développé des adaptations trés diverses, de telle sorte qu’on les
trouve dans pratiqguement tous les milieux du monde. Les plus répandues sont les Penicilliums
et les Aspergillus. On les trouve sous tous les climats et sous toutes les latitudes. (FLORENT,
1993, ET TACHENO, 1999).

Drailleurs, beaucoup de champignons qui peuvent étre cultivés dans des grottes peuvent
ne pas croitre dans I'environnement des grottes, mais sont présents régulierement ou rarement
comme des spores, transportés par l'eau, les courants d'air ou les animaux (VANDERWOLF
ET AL, 2013).
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Grande diversité d'especes de champignons est trouvée dans le sol & I'extérieur des
grottes par rapport a I'intérieur (DICKSON ET KIRK, 1976, VOLZ ET YAO, 1991 ; HSU
ET AGORAMOORTHY, 2001).

Plus de 1150 d’espéces dans 550 genres ont été découverts dans les grottes et les mines,
dont 20 nouvelles espéces. Certaines especes comme Acaulium caviariforme, Aspergillus
baeticus, et Aspergillus thesauricus ont été suspects d’étre des TROGLOBIES
(VANDERWOLF ET AL, 2013; ZHANG ET AL, 2017).

Plus, la diversité des genres fongiques filamenteux dans l'air augmente de I'extérieur
vers le plus profond dans les grottes a titre exemple le genre : Aspergillus et Penicillium sont
plus abondantes dans les sédiments d’entrée par rapport a l'intérieur ; tandis que d'autres genres
étaient plus répandus a l'intérieur de la grotte (Absidia, Rhizopus,Mucor, Chaetomium,
Sepedonium) (POHL ET AL, 2007).

3.4 Les levures

L’étude de ces microorganismes pour mettre en évidence leur role dans la formation des
taches noires de la grotte de Lascaux a prouvé que ces levures dites noires sont un groupe de
champignons assez hétérogéne. Elles peuvent coloniser des environnements extrémes
caractérises par des conditions oligotrophes, des températures basses, des radiations UV, des
stress osmotiques et des combinaisons de ces différentes conditions environnementales de la
grotte (VANDERWOLF ET AL, 2013).

3.5 Les algues

Les algues microscopiques sont des organismes ubiquistes, unicellulaires, groupés en
colonies ou filamenteux (SOUCHIER ET AL, 1994) qui a colonisé des parties des sols, des
murs et des stalactites de la grotte (BORDERIE ET AL, 2014). Les principales activités
attribuées au micro algues dans le sol sont la fixation du CO2, la fixation biologique de ’azote
et la consolidation des surfaces (SOUCHIER ET AL, 1994). Les algues vertes chlorophyta se
caractérisent par un embranchement excrément varié dont elles se développent dans le sol
(PRESCOTT ET AL, 2003).

3.6 Les virus
Les grottes manquent généralement d’une diversité virale. La présence des virus dans
ces milieux souterrains responsable des maladies telle que la fievre hémorragique de Marburg

causé par un virus isolé a partir des chauves-souris africain. Aucune étude n'a encore été réalisée



https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01407/full#B63
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01407/full#B69
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sur la diversité virale en utilisant des échantillons d'eau, de sol ou de sédiments provenant des
grottes (GHOSH ET AL, 2016).

D’aprés (SHI ZENG-LI ET AL, 2017). Ces chercheurs ont découvert que la raison
de l'apparition de la pandémie de Coronavirus chez I'nomme est le résultat d'une infection
transmise des chauves-souris d'une grotte & I'nomme, car ils ont trouvé une grande similitude

dans le génome des deux parties de 96%. Qui a beaucoup évolué a ce jour.
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1 Lesol

1.1 Définition
L’entité sol peut avoir de nombreuses définitions qui dépendent généralement de la

discipline d’étude.

Le sol est une entité naturelle, c'est-a-dire dont I’existence initiale ne dépend pas de
I’homme, superficielle et souvent meuble résultant de la transformation, au contact de
I’atmosphere et des étres vivants (biosphere), d’un matériau minéral (géosphere) issu le plus
souvent d’une roche sous-jacente, sous I’influence des processus physiques, chimiques et
biologiques (BAIZE AND GIRARD, 1995 ; GIRARD ET AL, 2004).

Le sol est la couche supérieure de la croQte terrestre, composée de matiére minérale, de
matiére organique, d'eau, d'air et d'organismes. 1l dispose de son atmosphere interne, ainsi que
d'une flore et d'une faune spécifiques. Les sols proviennent de l'altération et de la transformation
des roches sous l'action de la vie, de I'atmosphere et des échanges d'énergie qui s'y manifestent
(BARLES ET AL, 1999). Ce sont des systéemes dynamiques complexes qui évoluent en
permanence sous l'action de processus pédogenétiques relativement lents, bien que certains
événements ponctuels puissent accélérer leur évolution (par exemple érosion rapide et
importante dans le cas dun évenement climatique violent), et peuvent se dégrader
(DUCHAUFOUR, 1997 ; GROSBELLET, 2008).

Selon (MAC CARTHY ET AL, 1990 ; QUENEA, 2004). Le sol est un systeme
complexe constitué de différentes matiéres premieres interagissant les unes avec les autres
(Figure 5). La pédogenése résulte de I’altération d’un substrat minéral par des phénomeénes
physiques, chimiques et biologiques. Au cours de cette transformation, le substrat minéral est
colonisé par des organismes qui composent peu a peu la matiére organique. Cette matiere
organique s’associera ainsi au minéral pour former entre autres des complexes organominéraux.

Les propriétés du sol résultent de I'effet de toutes ces interactions.
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Figure 5 : Relation entre organismes, matiere organique et roche mére dans le

développement du sol (d’aprés Paul and Clark, 1996)

1.2  Propriétés physico-chimiques

Les parametres physico-chimiques d’un sol sont estimés comme des marqueurs de la
qualité physique et chimique des sols (TESSIER, 1999 ; DEBEYSER, 2003 ; RAHOUI ET
AL, 2001). Par ailleurs le sol est considéré comme un systeme hétérogene, poreux et
polyphasique constitué de trois compartiments : solide, liquide et gazeuse. Aux interfaces entre
ces différentes phases, d’importants phénomeénes de rétention d’cau et de substances chimiques,

des échanges d’ions et de molécules peuvent avoir lieu (HILLEL, 1982 ; SCHWARTZ,
2011).

1.2.1 Le compartiment solide
Le compartiment solide du sol est en général majoritairement minéral (90 a 99% de la

masse du sol), mais comprend toujours une fraction organique dont le taux varie selon le type
de sol et les conditions de pédogenése. Les sols cultivés présentent des taux de matiere

organique compris dans une gamme allant de moins de 1% a 20% de la masse du sol

(CALVET, 2003).
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1.2.2 Le compartiment liquide

La phase liquide du sol est souvent désignée par le terme « solution du sol ». Cette
derniere, occupant une partie plus ou moins importante de la porosité du sol, est constituée
d’eau ou se trouvent diverses substances organiques et minérales dissoutes et des particules en
suspension. La composition de la solution du sol varie selon celle du sol, mais également en
fonction du climat, des apports anthropiques (fertilisants, produits de traitement
phytosanitaire...) et de I’activité biologique du sol (exsudats racinaires, produits de synthese et

de dégradation microbienne ...).

La solution du sol joue un réle important dans la nutrition végétale, car les plantes y
puisent les éléments nutritifs présents sous des formes solubles dites « assimilables » ou «
biodisponibles ». Cette notion de biodisponibilité concerne également de nombreux
xénobiotiques (pesticides, hydrocarbures aromatiques polycycliques ...). Leur présence dans la

solution du sol les rend accessibles aux microorganismes et aux plantes.

Une dynamique d’échange existe en permanence entre les ions ou molécules retenus
par la phase solide du sol et ceux présents dans la solution du sol. (EL ARFAOQUI
BENAOMAR, 2010).

1.2.3 Le compartiment gazeux

Dans les sols, les gaz occupent 15 a 35% du volume total. Dans un sol bien aéré, les gaz
qui régnent dans 1’atmosphére du sol sont 1’azote (78 a 80%), 'oxygéne (18 a 20%) et le
dioxyde de carbone (0,2 a 3%). Quoique faible, la quantité de gaz carboniques présente dans le
sol est nettement supérieure a celle présente dans I’air atmosphérique (0,03%). Ceciest dii a la

respiration des organismes vivants du sol et a la minéralisation de la matiere organigue.

D’autres molécules gazeuses d’origine anthropique telles que les pesticides ou les
hydrocarbures aromatiques polycycliques peuvent également étre détectées dans 1’atmosphére

du sol.

Ces gaz peuvent exister dans le sol soit a 1’état libre soit dissous dans la solution du sol.
Cependant, dans certaines conditions (d”hydromorphe par exemple), la phase gazeuse peut étre

absente ; tout I’espace poral du sol est alors occupé par I’eau et le sol est dit saturé

(DUCHAUFOUR, 1984 ; ROBERT, 1996 ; CALVET, 2003).
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1.3 Propriétés microbiologiques

Le sol est un milieu propice a la vie, y compris les microorganismes qui existent en tres
grand nombre (DAVET, 1996) formant des populations de différents genres. La distribution et
I’activité de ces organismes vivants dépendent de plusieurs facteurs, parmi eux : la région
idéale pour la croissance de chaque microorganisme, le contenu de matiéres organiques du sol,
la texture du sol, I’humidité, la température, le pH, ’aération...etc. (RUARK ET ZARNOCH,
1992 ; MADIGAN ET AL, 1997 ; SUBLER ET KIRSCH, 1998 ; PEUK, 2000 ; SMITH
ET AL, 2000 ; KATTERER ET ANDOREN, 2001).

Les bactéries (environ 500 kg par hectare) et les champignons (environ 1500 kg par
hectare) (BERTRAND ET DE HALLEUX, 2005). Ces deux microorganismes sont les plus
dominants dans les sols, ils jouent un réle prépondérant dans la minéralisation des matieres
organiques (QUENEA, 2004). Ils participent aussi a un processus appelé humification qui
conduit a la formation de I'numus (PAUL ET CLARK, 1996) qui est un composé complexe et
majeur du cycle de la matiere organique tellurique et de la fertilité du sol. Au-dela de ¢a, ces
microorganismes influencent sur la santé des plantes, de fagon négative dans le cas des agents
phytopathogenes ; ou positive dans le cas des populations bénéfiques en réduisant la croissance
et I’activité des pathogeénes (antagonisme microbien) et en stimulant les réactions de défense

des plantes (DUCHAUFOUR, 2001).

1.4  Les antagonistes
Les organismes antagonistes sont a la base de l'apparition du phénomene de lutte
biologique. Les effets d’antagonistes sont médiats ou immédiats et peuvent étre dus aux

organismes introduits ou a la manipulation des organismes existants (NASRAQUI, 2006).

Les agents de lutte biologique peuvent étre de plusieurs types : des virus (Cydia
pomonella, Pandemis heparana...), des bactéries (Bacillus thuringiensis, Bacillus subtilus...)

et des champignons (Metarhizium anisopliae, Coniothyrium minitans...). (ALMI, 2016).

2 Lalutte biologique

2.1 Généralités
Le milieu agricole et le milieu forestier sont I’objet depuis plusieurs années de critiques
concernant leur impact environnemental. Les citoyens s’inquietent de la dégradation des
milieux naturels ainsi que de I’innocuité des aliments qu’ils consomment. Cette perception

négative a été exacerbée en Europe suite aux crises successives qui ont frappé le milieu agricole
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(contamination de poulets a la dioxine, crise de la vache folle, épidémie de fiévre aphteuse).
Face & ces critiques et afin de rendre moins polluante et moins risquée 1’agriculture moderne,

un certain nombre de solutions, dont la lutte biologique, sont proposees (BOIVIN, 2001).

2.2 Définitions

Dans le domaine agronomique, on entend par la lutte biologique toute forme
d’utilisation d’organismes vivants ayant pour but de limiter la pullulation et /ou la nocivité des
divers ennemis des cultures. Rongeurs, insectes et acariens, nématodes, agent des maladies des
plantes et mauvaises herbes sont justiciables d’une telle lutte, qui sont basés sur des relations
naturelles entre individus ou entre especes, mises a profit par 'homme de diverses manieres.

L’organisme vivant utilisé comme agent de lutte est un « auxiliaire » de I’homme (GRISON

1991).

Une autre définition générale telle celle proposee par Van Drische et Bellows, (1996):
« La lutte biologique est un processus agissant au niveau des populations et par lequel la densité
de population d’une espece est abaissée par 1’effet d’une autre espeéce qui agit par prédation,

parasitisme, pathogenicité ou compétition ».

La lutte biologique c’est toutes les formes non chimiques de contréle des ravageurs des

récoltes, mais aussi de mauvaises herbes (KOUASSI, 2001).

2.3 Meécanismes d'action d'un agent de lutte biologique

La protection conférée par un microorganisme de lutte biologique s'appuie sur un ou
plusieurs mécanismes d'action tels que la compétition (pour éléments nutritifs, oxygene,
espace), l'antibiose, le parasitisme, la diminution de l'agressivité du pathogene et I'induction de
la résistance chez la plante. L'étude de ces mécanismes d'action est une étape importante dans
le développement de la lutte biologique (JIJKLI, 2003).

2.3.1 Antibiose

La sécrétion de substances antibiotiques par les microorganismes est un phénomeéne
fréquent. Certains métabolites sont d'interférer avec la germination, la croissance mycélienne
et/ou la sporulation des agents phytopathogenes. D'autres entrainent le relargage de composés

cellulaires suite a la perturbation de la permeabilité cellulaire.
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L'antibiose est le mode d'action le plus étudié chez les agents de lutte biologique
(JIJAKLI, 2003). Elle consiste a la production par I'agent antagoniste d'antibiotiques efficaces
contre I’agent pathogéne (CORBAZ, 1990).

2.3.2 Compétition

La compétition pour les éléments nutritifs entre en jeu lorsqu'il y a simultanément
consommation du méme composé par plusieurs microorganismes. Pour étre un compétiteur
efficace, un agent antagoniste doit étre capable d'utiliser rapidement et efficacement les
éléments nutritifs présents en faible concentration sur les organes de la plante (JIJAKLI, 2003).

2.3.3 Parasitisme

Ce mécanisme de lutte consiste en une interaction directe entre deux microorganismes
ou les tissus vivants de l'un constituent une base nutritive pour l'autre (HELLUY ET
HOLMES, 2005).

3 Penicillium

3.1 Genéralites et définitions

Le genre Penicillium est un champignon (ou moisissure) qui fait partie des ascomycetes.
Ce genre présente une grande importance dans le milieu naturel ainsi que dans la production de
plusieurs drogues. Certaines especes de ce genre produisent la pénicilline (HARJUNPAA,
1996). La majorité d’especes de ce genre est capable de produire des mycotoxines : 1’acide
cyclopiazonique (Penicillium chrysogenum) ; I’acide pénicillique (Penicillium cyclopium) ; la
patuline ou la clavacine (Penicillium expansum, Penicillium griseofulvum) ; la citrinine

(Penicillium expansum) ; I’ochratoxine A (Penicillium verrucosum) (PITT, 2002).

Les Penicilliums sont des champignons pour la plupart trés communs dans
I’environnement, pouvant étre responsables de nombreuses dégradations (BOTTON ET AL,
1990). Ils ont pour habitat naturel le sol, les denrées alimentaires, les matiéres organiques en
décomposition, le compost. Il est tres répandu dans les régions a climat tempeéré. Certaines
especes de Penicillium contaminent les céréales et les grains avant la récolte. (PITT ET
HOKING, 1997).

Le genre a été d'abord décrit dans la littérature scientifique par Johann Heinrich

Friedrich Link dans son ouvrage observations dans les plantarum ordines naturelles en 1809.
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3.2  Morphologie

Les penicilliums se distinguent par leur organisation en pinceau (Figure 6). Le thalle,
formé de filaments mycéliens septés hyalins, porte des conidiosporés lisses ou granuleux,
simples ou ramifiés qui se terminent par un pénicille. Les conidiosporés peuvent étre isolés,
groupés, en faisceaux laches ou agrégés en corémies bien individualisés (ANANI ET
BENTALEB, 2016).
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Figure 6 : principaux caractéres morphologiques des pénicilliums

(TABUC, 2007).

3.3 Taxonomie
Le genre Penicillium contient environ 300 especes (SAMSON ET PITT, 1985), qui

sont classées dans le taxon suivant (tableau):
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Tableau 1 : Classification du genre Penicillium

Cette classification a été d'abord décrite dans la littérature scientifique par Johann Heinrich

Friedrich Link dans son ouvrage observations dans les plantarum ordinés naturels en 1809

Régne Mycetea (Fungi)
Division Amastigomycota
Sous-division Ascomycotina
Classe Ascomycetes
Sous-classe Plectomycetidae
Ordre Eurotiales
Famille Eurotiaceae
(Trichocomaceae)
Genre Penicillium

Cependant, d’autres auteurs situent ce genre dans la classe des Deutéromycetes ou
champignons imparfaits (BOTTON ET AL. 1985).

3.4 Reproduction et cycle de vie

Bien que de nombreux eucaryotes puissent se reproduire sexuellement, environ 20% des

espéces fongiques présentent un mode de reproduction asexuée. Toutefois, la capacité sexuelle
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des champignons a récemment été déterminée pour ’espéce P. roqueforti sur la preuve des
génes de types d'accouplement fonctionnels impliqués dans la compatibilité sexuelle fongique.
La présence de la plupart des génes importants dans le génome séquencé connu pour étre
impliqué dans la méiose, le Penicillium chrysogenum couvre une importance médicale majeure,
car il présente une source industrielle importante de I’antibiotique pénicilline. Le mode de
reproduction de cette espéce a été consideré comme asexué pendant plus de 100 ans, malgré les
efforts fournis pour induire la reproduction sexuéee. Enfin, une reproduction sexuée démontrée
chez certaines especes telles que P. chrysogenum, Penicillium marneffei était également
supposé de se reproduire de fagcon asexuée, cette hypothése a reposé en grande partie sur la
structure hautement clonage des especes (OURARI ET BESSOLTANE, 2017).

Cependant, le cycle de vie du Pénicillium se multiplie de maniére végétative
(conidiogénese) en produisant sur les parties aériennes des conidiospores qui sont des spores
non sexuées (conidies) et constituent, chez la plupart des especes, un thalle vert. Les criteres
morphologiques utilisés en taxonomie reposent sur les aspects et les modalités de branchement
des conidiospores et des conidies. La propagation des conidies, produites en chaines a partir de
cellules appelées phialides est réalisée dans I’atmosphére ambiante. Dans des conditions
favorables d’humidité et de température, les conidies gonflent et émettent des tubes germinatifs
et ensuite du mycélium visible (Figure 7) (OURARI ET BESSOLTANE, 2017).
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Figure 7 : Cycle de vie de Penicillium spp.
(OURARI ET BESSOLTANE, 2017).
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1 Objectif
Ce travail consiste a isoler, purifier et identifier des souches fongiques a partir d’un
biotope extréme qui sont les grottes de Beni AAD, et aussi dans cette étude on va mettre en
¢vidence I’activité antagoniste in vitro des Penicilliums d’origine souterraine contre des agents

phytopathogenes « Fusarium et Aspergillus » isolées des tubercules de pomme de terre.

2 lsolement et identification de I'agent antagoniste

2.1 Le site de prélevement
Le village Ain Fezza, le lieu de nos prélévements, se situe A 12 km de l'est du centre-
ville de Tlemcen, d’altitude 860 m par rapport au niveau de mer. Son ancien nom Ifri désigne

sa nature montagneuse et qui englobe plusieurs grottes et cours d'eau.

Dans notre travail ona choisi « Ghar Beni Aad » : qui est la plus grande grotte visitable
en monde, elle est caractérisée par une longueur de 700 m, et une profondeur qui dépasse 18 m,

situés de 7 km du Sud-est du chef-lieu de la commune d’Ain Fezza.

Cette grotte s'insere dans un relief montagneux chahuté avec un affleurement rocheux
trés net. De l'intérieur, c'est une importante cavité creusée dans la roche calcaire du massif de
Tlemcen et qui s'incruste dans un ensemble de jurassiques supeérieurs (dolomie) donnant ainsi

une gamme de formes karstiques.

Elle existe depuis 65000 ans, elle a été découverte par les Berbéres une ou deux années
avant Jésus Christ. Pendant la guerre de libération algérienne, elle a servi comme un refuge des
combattants qui accédaient non pas par l'ouverture principale, mais par une faille qui fut
bombardée par la suite. Durant les années 70, elle était I'attraction principale des touristes ou la
fréquentation a atteint 4500 v/an en 1971 (PARC NATIONAL DE TLEMCEN, 2006)
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Figure 8 : Situation de site de prélevement (Ghar Beni Aadd) (GOOGLE MAPS).

2.2 Echantillonnage
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Figure 9 : Quelques photos des échantillons prélevés (PRISE PERSONNEL).

Les échantillons du sol sont prélevés a partir de grotte de Ghar Beni A&d (Figure 9)

pendant le mois de février 2020, de maniére aléatoire et simple.
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Les prélévements sont faits a 1’aide d’une spatule et placés dans un flacon stérile et

transporté au laboratoire dans des conditions d’asepsie rigoureuse, selon le protocole décrit par

(POCHON ET TARDIEUX ,1962).

2.3 Préparation de milieux de culture

Afin de réaliser l'isolement de la microflore de nos échantillons, on a utilisé deux
milieux de culture, le premier c’est le milieu PDA (Potatoes Dextrose Agar). Afin d'éviter
toutes contaminations bactériennes, le PDA utilisé est acidifié jusqu'a 4,5 a 5 en utilisant 1ml
de l'acide lactique a 25% pour un flacon de 200 ml de PDA (ABDELKHALEK M. 2017).

Voir ’annexel.

L'autre milieu utilisé MEA (Malt Extract Agar) qui est un milieu favorable pour la

culture des levures et des moisissures. Ce dernier n'est pas acidifié voir I’annexe

2.4 Méthode d’isolement.

Avant d’entamer le travail, il est important de créer une zone stérile, par la flamme du
bec Bunsen, sur une paillasse soigneusement nettoyée, une quantité de 1g de chaque échantillon

prélevé du sol de la grotte a été diluée dans 9ml d'eau physiologique stérile (la solution meére)
Les etapes suivantes sont :

» homogénéiser la suspension mere par agitation du flacon de prélevement; tout en

respectant les conditions d'asepsie et en manipulant toujours dans la zone stérile.
> Prélever a l'aide d'une pipette Pasteur, une goutte de 0.5 a 1ml de chaque suspension.

» L’étaler a I’aide d’un rateau, sur toute la surface de la boite de Pétri coulée (le rateau en

verre est flambé avant et aprés chaque utilisation).

> Sur les boites ensemencées, on indique le numéro de I’échantillon, la dilution ainsi que

la date d’ensemencement.

L'incubation a été effectuée a 25°C jusqu'au développement apparent de colonies
(BOTTON ET AL. 1990).
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2.5

Repiquage et purification

Apres un bon développement des colonies, on effectue des repiquages de chaque colonie

pour purifier les champignons et minimiser les risques de contamination, jusqu’a arriver a isoler

sur chaque boite de Pétri une seule colonie d’un champignon donné (GUIRAUD, 1998).

Le repiquage se fait par prélevement d’un fragment de colonie a 1’aide d’une anse

stérilisée tout en évitant son contact avec les autres colonies avoisinantes de la méme boite sur

une nouvelle boite pendant six jours jusqu’a 1’obtention des souches pures.

2.6

Conservation

Plusieurs méthodes de conservation des souches ont été employées, elles sont

regroupées en deux types :

2.6.1
v

2.6.2

2.7
2.7.1

Conservation de courte durée

Les souches issues de purification sur boites de Pétri sont conservées a une température
ambiante du laboratoire pendant une periode allant de deux a quatre semaines.

Les souches purifiées ont été cultivees pendant une semaine sur gélose inclinée (PDA)
et conservées a 4°C pendant une période allant jusqu’a six mois. C’est la méthode

utilisée dans notre cas.

Conservation de longue durée

Les souches obtenues d’isolements ont été mises dans des micros billes pour une
conservation de plusieurs années.

Les souches a intérét obtenues suite aux purifications ont été lyophilisées dans un

lyophilisateur.

Identification macroscopique et microscopique

Identification macroscopique

L’examen macroscopique des souches isolées permet de déterminer les caracteres

culturaux suivants :

La croissance et le développement du champignon.

Le diamétre de la colonie.

Sa texture.

La couleur du thalle.

La couleur du revers ainsi que son odeur (HARRIGAN ET MC CANCE, 1976 ;
RINALDI ET AL, 1998 ; BOTTON ET AL, 1990).
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2.7.2 ldentification microscopique

L’observation microscopique s’effectue sur un petit fragment mycélien soigneusement
prélevé a la marge du thalle a ’aide d’une Anse de Platine stérile. Le fragment prélevé est
ensuite coloré avec de Lactophenole ou Bleu de Cotton (PACKER ET THOMAS, 1990), ce
qui permet ainsi de détecter la présence et la nature du mycélium, la présence ou I’absence du
septum, les caractéristiques des fructifications et spores, etc. Ensuite, 1’observation
microscopique était réalisée aux grossissements x10, x40 et x100 au microscope optique.
(SAMSON ET AL, 1988; HAWKSWARTH ET COLL., 1994; HOOGAND, 1995; GAMS
ET COLL., 1998).

3 Test d’antagonisme in Vitro

3.1 Les champignons phytopathogene

3.1.1 Origine des souches (Aspergillus et Fusarium)
Les souches phytopathogénes ont été isolées a partir des tubercules de la pomme de
terre. Ce travail a été réalisé par nos collégues Baiche Samah et Dinedane Kenza.

3.1.2 Purification
Les fragments mycéliens sont repiqués dans de nouvelles boites de pétries sur le méme
milieu « PDA ». Ces repiquages ont été répétés jusqu’a I’obtention de colonies d’apparences

pures.

3.2 Laréalisation du test

Le test d'activité antifongique des isolats purifiés de Penicillium consiste a rechercher
leur effet antagoniste sur le développement des espéces phytopathogene (Aspergillus et
Fusarium). Alors, nous avons utilisé la méthode de confrontation directe, encore appelée la

technique des cultures opposée.

3.2.1 La confrontation par contact direct

Cette technique consiste a placer, dans la méme boite de Pétri contenant la gélose
appropriée, deux pastilles géloses (6 mm de diametre), I'une portant I'antagoniste dans ce cas
c’est « Penicillium » et l'autre le pathogene « Aspergillus ». Les deux pastilles sont placées
suivant un axe diamétral a 3 cm et a équidistance du centre de la boite (Figure 12) ; les
repiquages sont effectués en méme temps. L'incubation est réalisée a 28 °C pendant six jours.
(HIBAR ET AL. 2005).

e Le méme principe de technique est répété pour le genre Fusarium.
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Figure 10 : Confrontation entre le pathogene et I'antagoniste par
contact direct sur milieu gélose. (HIBAR ET AL, 2005)

3.2.2 Evaluation de la croissance mycélienne

La croissance mycélienne du pathogéne est évaluée tous les jours, en mesurant sur le
diamétre de la boite de pétri, le rayon du pathogene se trouvant a c6té de I'antagoniste. Cette
évaluation est faite toutes les 24 heures pendant 6 jours. (MOUSSAOUI, 2010).

3.2.3 Evaluation de I'inhibition exercée par les antagonistes

L'évaluation de l'inhibition exercée par les antagonistes est estimee par le calcul du
pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne du pathogene (HMOUNI ET AL, 1996)
selon la formule suivante: I (%) = (1- Cn/Co) x 100
Ou:
Cn : est le diametre moyen des colonies en présence de I'antagoniste.

Co : est le diamétre moyen des colonies témoins.

Le témoin représente un repiquage du pathogene au centre de la boite. Des observations
microscopiques relatives a l'effet direct de l'agent antagoniste sur I'état du mycélium du

pathogene on été effectuées.
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1 Résultats d’isolements du Penicillium

1.1 Résultats d’isolement

Les résultats d’isolements des deux échantillons prélevés a partir du sol de la grotte de

Beni A&d représentes dans la figure (11) et le tableau (2).

Figure 11 : Résultats d'isolement des moisissures

(A): Ez; (B): Ez; (C): Es (PRISE PERSONNEL).
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Tableau 2 : Les résultats de I’isolement des moisissures

Echantillons | Nombre de | Souche Couleur

Colonies

10 Ei11l Bleu verdatre a bordures blanches
E: 1 E:2 Beige

4 Ex1l Bleu verdatre a bordures blanches
E, 3 E,2 Blanche

1 E.3 Jaune envahissant

26 Esl Blanche
Es

1 Es2 Jaune

D'apres la figure (11) et le tableau (02), on constate que les deux echantillons du sol ont montré

une biodiversité moins importante :

e Concernant les échantillons E; et Es, on remarque la présence de deux types de colonies.

e Alors que les résultats d'isolement d’E2 nous montrent la présence de trois types de

colonies.

1.2 Le dénombrement

Apreés le coulage des 3 boites de pétri et I’isolement des souches fongiques antagonistes

a partir d’une solution mére on a obtient les nombres suivants :

Nous n'avons pas dilué la solution mére donc le facteur de dilution égal a 10°.

e Laboite A : 11 Unités formant Colonie.

e Laboite B : 8 Unités formant Colonie.

e Laboite C : 27 Unités formant Colonie.
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2 Purification et conservation

Les colonies obtenues subissent une purification, en réalisant les repiquages successifs
nécessaires sur PDA en boites de Petri, ensuite, sont incubées pendant une semaine a 30°C.

Cette opération est répétée jusqu’a 1’obtention des souches pures. Les souches pures doivent
étre conservées a 4°C (LEMRISS ET COLL. 2003).

La purification & partir des échantillons de sol permet d’éclaircir les moisissures et ces

compartiments (le mycélium ainsi les spores) isolés, pour obtenir des souches fongiques pures,

qui va faciliter apres, I’identification macroscopique et microscopique.

Figure 12 : Aspects macroscopiques des deux des isolats purifiés a partir de sol

S1:Souche 1; Sz: Souche 2 (PRISE PERSONNEL).

Figure 13 : Tubes de conservation des souches isolées apres la purification (PRISE PERSONNEL).

> w <
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La méthode de conservation des souches la plus communément utilisée, car la plus
simple consiste a repiquer les souches en tube sur PDA incliné. Les cultures sont maintenues
pendant 7 jours & 30°C, puis elles sont stockées a 4°C pour favoriser leur viabilité et limiter les
possibilités de variations (BOTTON ET AL, 1990).

3 ldentification

L’identification des souches de champignons s’est basée sur I’étude macroscopique et
microscopique. L’identification de ces souches étant basée essentiellement sur les clés de
détermination des genres a savoir les caracteres culturaux et la morphologie microscopique
selon BOTTON (1990);GUIRAUD (1998) ainsi que celles de CHABASSE ET COLL.
(2002).

La confirmation de genre a été faite par M™ Kholkhal, Maitre de conférences (B) a
Université Aboubekr Belkaid —Tlemcen.

3.1 Identification macroscopique
D’aprés PITT (1991), I’examen macroscopique est basé sur une détermination des
diametres de la prolifération des colonies du Penicillium, la couleur, la forme, la sécrétion des

pigments diffusibles et la vitesse de croissance des colonies. Ces observations se font a I’ceil nu

et a la loupe binoculaires (4x10 Zeiss 475022).

D'apres les résultats que nous avons obtenus apres avoir purifié les isolats fongiques a
étudier. La (Figure 12) montre deux espéces différentes de champignons, la premiére a
gauche S; apparait en couleur vert-jaune veloutée et qui ne contient pas de pigments avec un
contour périphérique de couleur blanche, la deuxieme souche fongique a droite S, apparait en

couleur blanc-beige laineuse et aussi pas de pigment en revers.

Selon (CHERMETTE ET BUSSIERAS, 1993). Les Penicillium se développent
rapidement et facilement sur les milieux de culture utilisés en routine (géloses au malt,
Sabouraud). Ils se développent a des températures modérées de 1’ordre de 20-27°C. Apres 2
jours d’incubation, on observe des petites colonies plates, formées de courts filaments aériens,
habituellement blancs. Aprés 3-4 jours d’incubation, la sporulation va conférer aux colonies
leur teinte, le plus souvent dans les tons verts, vert bleu, vert gris, vert jaune, gris-bleu, mais
aussi, pour certaines especes, jaune, orange, chamois, rose, ou rouge. Cette couleur permet une
premiére orientation dans 1’identification d’espéces : vert gris pour P. citrinum, P. cyclopium,

P. italicum, vert jaune pour P. chrysogenum, vert sombre pour P. roquefortii, P. fellutatum,
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jaune péle, chamois pour P. nalgiovense, jaune vif a rouge pour P. purpurogenum, mélange
d’orange et verdatre pour P. islandicum, et blanche pour P. camembertii. Le revers de colonies

peut étre incolore, jaune, rouge, brun ou noir et parfois le pigment diffuse dans le milieu de
culture.

Les Penicilliums peuvent former des colonies floconneuses (P. camembertii, P.
nalgiovense), funiculeuses (P. funiculosum), granuleuses (P. expansum, P. griseofulvum),
veloutées (P. chrysogenum, P. citrinum, P. roquefortii...) (Figure 14).

= 2 2

Velouté

Laineux

a8 Vi)

Funiculeux Fascicule

Téte conidienne Téte conidienne

lache

¥l indrigue

Figure 14 : Caracteres du thalle de genre Penicillium

(BOTTON ET AL. 1990).

Figure 15 : Observation macroscopique de Penicillium chrysogenum

(ANGELUCCI ET AL, 1997).
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3.2 ldentification microscopique
L’identification microscopique des champignons repose sur plusieurs méthodes, les
méthodes les plus utilisées sont méthode de scotch (CHABASSE, 2002).Cette partie n’était pas

réalisée en vue de la situation sanitaire liée au cov19.

Au point de vue morphologique, les individus du genre Penicillium se distinguent par
leur organisation en pinceau. Le thalle cloisonné porte les conidiosporés simples ou ramifiés se
terminant par un pénicille. Les conidiosporés peuvent étre groupés en faisceaux laches ou
rassemblés en corémies (colonne de conidiophore). Les phialides donnent naissance aux spores
qui se positionnent alors en chaines (GAUTHIER, 2016).

Figure 16 : Observation microscopique des conidiospores et des hyphes filamenteuses de
Penicillium chrysogenum (Gx100) (NOZOWA ET AL, 1970).

Penicillium chrysogenum anciennement connu sous le nom de Penicillium notatum,
présente une structure cellulaire eucaryote typique; il posséde un cytosquelette de tubuline qui
est utilisé pour la motilité et la structure cellulaire (CASTILLO ET ALL, 2006).

La figure 16 montre une image a fort grossissement produite par microscopie
électronique a balayage de la structure cellulaire externe de Penicillium chrysogenum. Cette
image montre les hyphes filamenteux typiques qui contiennent de nombreuses conidies. Les
structures oblongues de l'image sont des conidies, les spores asexuées du champignon.
(NOZAWA ET AL, 1971) Ces conidies sont a l'origine de pathogénicité chez 'nomme comme
dans les cas dallergie et d'endophtalmie. Les conidies proviennent de complexes appelés

conidiosporés. La croissance des conidiosporés commence lorsqu'une tige jaillit d'une cellule
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du pied. La tige gonfle a la fin et forme une vésicule. Les Sterigmates se forment a partir de la

vésicule qui céde la place a de longues chaines de conidies. (CALVO ET AL, 2002).

4 Test d’antagonisme in vitro

4.1 Les souches phytopathogenes

Figure 17 : Aspect macroscopique des deux champignons phytopathogenes apres
purification (BAICHE ET DINEDANE, 2020).travail en cours de réalisation

L’aspect des colonies des souches fongiques isolées a partir de plantes malades est représenté
dans la (Figure 17):

La souche Szapreés 7 jours de culture, se présente sous forme de colonies granuleuses
jaunes qui deviennent noires avec un mycélium cotonneux, la croissance est tres rapide, avec

un couleur de mycélium de substrat est blanchatre et un mycélium aérien est noir a gris.

D’apres les résultats obtenus, et aussi selon (TABUC, 2007) cette espéce fongique est
Aspergillus Niger. Dont ce champignon pousse rapidement (2-3 jours) sur les milieux de culture
classiques (géloses au malt et Sabouraud). La température optimale de croissance varie
généralement entre 25 et 30°C, mais A. Niger peut se développer jusqu’a 42°C. Les colonies
d’A. niger sont granuleuses, blanches au début, puis jaunes et, a maturité, elles deviennent
noires. Le revers des colonies est incolore ou jaune pale. Sur le milieu Czapek, A. niger forme

des colonies a mycélium blanc ou jaune, et revers souvent incolore.

La morphologie microscopique de cette espéce est caractérisée par des tétes
conidiennes, bisériées, radiées, est disposée en plusieurs colonnes brunatres ou noires. Les

conidiosporés sont longs atteignant 1,5-3 mm, lisses, hyalin ou brunatre dans leur moitié

> ] <
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supérieure. Les vésicules sont globuleuses et entierement fertiles. Les phialides (7-10 x 3-3,5
pMm) sont portées par des métules brunatres, de dimensions variables. Les conidies sont
habituellement globuleuses, parfois Iégérement aplaties. Elles mesurent 3,5-5 um de diametre,
sont brunes, échinulées a tres verruqueuses. (TABUC, 2007).

Les sclérotes parfois différenciés, sont creme a chamois foncé au début, puis virent au
chamois vinacé (Figure 18).

Figure 18: Culture aprés 7 jours sur gélose au malt a 25% et aspect microscopique (Gx40)
d’Aspergillus Niger (TABUC, 2007).

La souche Ssapres 7 jours de culture, se présente sous forme colonie aplatie blanche,

violette au centre avec un revers incolore violet au centre.

D’apres les résultats obtenus, et aussi selon (TABUC, 2007) cette souche fongique
appartient au genre Fusarium. Dont ce champignon a une vitesse de croissance modérée sur
le milieu de culture PDA. Les colonies sont blanches, péche, rose saumon a violet. Le revers
est pourpre.

Figure 19 : Culture aprés 7 jours sur gélose au malt a 25% et aspect microscopique
(Gx40) de Fusarium oxysporum (TABUC, 2007).
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La morphologie microscopique de cette espéce est caractérisée par les microphialides
(10-14 x 3,5-5 um) peuvent s’agréger en sporodochies. Les microconidies sont ellipsoidales,
isolées ou postées par de conidiosporés courts et ramifiées. Les microconidies sont abondantes,
ovoides. Les macrophialides sont éparses ou groupées en sporodochies (Figure 19). Les
macroconidies sont fusiformes, plus ou moins courbées, pointues aux deux extrémités,
présentant 3 a 5 septums. Elles mesurent 27-65 x 3-5 um. Les chlamydospores, terminales ou
intercalaires, formés dans le mycélium et dans les conidies, sont subglobuleux et hyalins (5-15
um de diamétre). (TABUC, 2007).

4.2 Le test d’antagonisme in vitro

Dans notre étude, on n’a pas pu déterminer l'action antagonisme de deux isolats
fongiques de genre Penicillium contre deux souches de champignons pathogenes différents qui
est I’Aspergillus Niger et Fusarium. Cette partic n’était pas réalisée a cause de la situation

sanitaire liée au cov 19.

4.2.1 La confrontation directe

La lutte biologique contre les souches fongiques fait largement de test 1’antagonisme.
L’efficacité de la lutte dépend du choix de souche antagonisme performante a partir de critéres
impliquant une bonne croissance des particularités biologique du matériel fongique utilise.
Selon la méthode appliquée technique de trait. L'action antagoniste se traduit par une faible
croissance myceélienne des agents pathogénes durant les 5 premiers jours d'incubation, suivit
l'arrét total de la croissance du c6té de la confrontation (antagonistes- pathogenes).
(BOUGHEDID ET AL, 2015).
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Les champignons ont développé des adaptations trés diverses, de telle sorte qu'on les
trouve dans pratiqguement tous les milieux du monde. On les trouve sous tous les climats et sous
toutes les latitudes (FLORENT, 1993 ; TACHENON, 1999).

D’aprées (CALVO ET AL, 1980) et plusieurs auteurs tels que (ALVAREZ-
RODRIGUEZ ET AL, 2003, ET BOIRON, 1996) ont déclaré qu’Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Trichoderma, Mucor, Absidia, Rhizopus sont des souches autochtones,
habituellement isolées a partir de la plupart des terrains. Et aussi le genre Penicillium est

présent d’une fagon constante dans la microflore de différentes régions dans le monde.

Le sol est I’habitat naturel pour des myriades de microorganismes et d’autres formes
vivantes, formant des populations de différents genres. Le nombre et I’activité de ces
populations changent d’une région a une autre, influencée par le contenu de matiéres organiques
du sol, la texture du sol, le pH, I’humidité, la température, I’aération et d’autres facteurs
(RUARK AND ZARNOCH, 1992 ; MADIGAN ET AL., 1997 ; SUBLER AND KIRSCH,
1998 ; PEUK, 2000; SMITH ET COLL., 2000).

Aprés I’isolement des champignons antagonistes de la solution mére du sol de grottes,
on a remarqué selon les resultats obtenus dans le tableau (2) et la figure (11).11'y a une faible
diversité microbiologique, alors le genre dominant dans ce lieu de prélévement c’est

Penicillium.

Pour le résultat de denombrement on ne constate que le nombre de colonies dans les

deux boites de pétri qui contient le milieu PDA est inférieur a celui qui contient le milieu MEA.

D’apres (BOTTON ET AL, 1990). L’identification reste 1’opération la plus difficile
dans le domaine de la mycologie, elle a pour but de classer les souches fongiques par genres et
especes selon les critéres d’identification. Elle est basée sur les deux aspects : microscopiques
et macroscopiques. Dont I’aspect macroscopique permet de connaitre : les caracteres culturaux,
la couleur des colonies, la présence ou I’absence de I’exsudat et d’une odeur. Alors que I’aspect

microscopique révele les organes de fructification et la couleur des spores.

Apres la purification du genre fongique Penicillium, I’espéce S1 apparait en colonies
duveteuses et lisses; poudreuses Relief peu surélevées ; couleur vert — jaune et souvent de blanc

a gris au départ par contre S apparait en colonies cotonneuses de couleur blanche.
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Conidiophores en touffes compactes, trés ramifiées, irrégulierement verticillées avec des
ramifications a angle droit ; Phialides ovoide a ellipsoidales, atténuées au sommet ; conidies
réunies en glomérules au sommet des phialides (OURARI ET BESSOLTANE, 2017).

La figure (17) montre deux champignons phytopathogéne aprés 1’isolement et la
purification, dont d’aprés (TABUC, 2007) et les résultats obtenus I’espece Sz c’est un
Aspegillus niger apparait en colonies granuleuses, blanches au début, puis jaunes et, a maturité,
elles deviennent noires. Le revers des colonies est incolore ou jaune péle. Elle est caractérisée
aussi par des tétes conidiennes, bisériées, radiées, est disposée en plusieurs colonnes brunatres
ou noires alors que Ssapparait en colonies blanches, péche, rose saumon a violet. Le revers est
pourpre. Cette espéce est caractérisée par des microphialides peuvent s’agréger en
sporodochies. Les microconidies sont ellipsoidales, isolées ou postées par de conidiosporés
courts et ramifiées. Les microconidies sont abondantes, ovoides. Les macrophialides sont
éparses ou groupées en sporodochies. Les macroconidies sont fusiformes, plus ou moins

courbées, pointues aux deux extrémiteés.

En ce qui concerne I’antagonisme entre les champignons. L’inhibition de croissance de
ces champignons phytopathogenes est due a sa nature a croissance rapide, sécréetions des
composes extracellulaires néfastes comme des antibiotiques, enzymes degradantes la paroi

cellulaire telle que des gluconases, endochitinases, et chitinase.(KHIAT, 2014).

Chez les champignons, la chitine est un constituant essentiel de la paroi qui entoure et
protege les cellules fongiques vis-a-vis de I’environnement. La paroi cellulaire est donc
essentielle pour la croissance fongique et pour la résistance du champignon aux agressions
externes. Son altération liée a la virulence de I’inoculum par exemple entrainerait une altération
du myceélium, filament qui forme de longues chaines de cellules qui se traduiront par une
agrégation, une rétraction et une vacuolisation du cytoplasme (BENHAMOU N. ET AL,
1996) ce qui illustre le pouvoir hautement mycoparasitaire que posséde le genre Penicillium
contre les champignons phytopathogene. Une importante lyse au niveau du mycélium
(DAAMI-REMADI M ; EL MAHJOUB M ,2001), ou une dissolution du cytoplasme
(HOWELL CR, 2003) pourrait également étre la cause de I’inhibition de la croissance

mycélienne de Trichoderma sp ; Fusarium sp ; et Rhizoctonia sp...etc.

D’apres ces chercheurs (DAAMI-REMADI ET EL MAHJOUB, 2001, HOWELL,
2003, FANG ET AL. 2005, ST LEGER ET WANG 2010, SANDHU ET AL. 2012). Qui

travaille sur I’antagonisme entre les mycétes ils constatent aprés 1’étude microscopique de ces
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derniers que la zone de contact entre l'agent pathogene et l'antagoniste pendant le test
d'antagonisme par confrontation directe, un enchevétrement est observé entre l'action de
mycoparasitisme qui se manifeste par la destruction de I'agent pathogéne lorsque le Penicillium
s'enroule autour de celui-ci soit en I'étranglant, en pénétrant a I'intérieur, et I'action d'antibiose
qui se manifeste par l'injection des substances (enzymes ou antibiotiques) qui détruisent le
mycélium de pathogéne.
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Le présent travail été dans la conception de la lutte biologique par Penicillium contre

les champignons phytopathogénes "le Fusarium oxysporum et "Aspergillus Niger.

En effet, les deux champignons du genre Fusarium et I’autre genre Aspergillus, ont été

isolés a partir des tubercules de pomme de terre.

En paralléle I’agent antagoniste Penicillium d’origine souterrain, c’est-a-dire isolé a

partir de grotte de Beni Aad, Ain fezza.

Selon les résultats de dénombrement, le nombre de colonies chez les deux boites qui
contiennent le milieu PDA est inférieur a celui qui contient le milieu MEA.

Apres la purification des antagonistes fongiques la souche S; apparait en couleur vert-
jaune veloutée, absence de pigment et le contour périphérique de couleur blanche par contre la
souche Sy apparait couleur blanc-beige laineuse et toujours le pigment en revers est absent. En
ce qui concerne les champignons phytopathogénes, la souche Sz apparait en colonies
granuleuses jaunes, la croissance est trés rapide, la couleur de mycélium de substrat est
blanchatre et le mycélium aérien est noir a gris. Pour la souche Sz apparait en couleur blanche,

péche, rose saumon a violet et le revers est pourpre.

L'identification d’espéces pathogénes et antagonistes n’était pas réalisée en vue de la

situation sanitaire liée au cov19.

L'effet de l'activité antagoniste des deux souches de Penicillium contre les deux
champignons phytopathogénes Aspergillus et Fusarium a été étudiée selon la méthode de
confrontation directe, mais cette partic n’était pas réalisée en vue de la situation sanitaire liée
au covl9. Alors d’apres les résultats et les chercheurs qui travaillent sur I’effet d’antagonisme
entre les champignons montrent que Penicillium appliqgue une activité inhibitrice sur le
développement des colonies de Fusarium et Aspergillus. Ceci s’expliquerait par ’aptitude
I’agent antagoniste a produire des substances volatiles qui provoqueraient la lyse du mycélium
et des spores du pathogene et sont capables de limiter et méme de stopper le développement de

I’agent pathogene.

En résumé, les résultats de cette modeste recherche nous ont permis de confirmer et de
préciser I'importance du potentiel antagoniste de Penicillium a 1’égard des souches

d’Aspergillus et Fusarium testées.

En se basant sur ces résultats, il est d’intérét primordial de fixer les points suivants

> w <
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L'élongation des tests des Penicillium isolée sur une gamme plus large d’Aspergillus et
des Fusariums pathogénes.

L’utilisation d’autres techniques du test d’antagonisme in vitro.

Tester I’effet in vivo des souches Penicilliums isolées sur la croissance des Fusariums
et d'Aspergillus pathogenes.

La confirmation de l'identification des souches isolées (pathogénes et antagoniste) par
vois moléculaire
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Annexes

Annexe 1

Composition de milieu PDA : Potatoes Dextrose Agar.

e Poudre 21g.
e Eau distillée 500mL1.

Mode d'emploi

Préparation de milieu PDA

Préparé 21g de poudre PDA dans 500 ml d'eau distillée, chauffer et bien mélanger avec
I'agitation, apres cela, nous remplissons deux flacons de 250ml avec ce melange obtenu, les
milieux seront portés a une cocote minute pour une stérilisation a température 120"C pendant
20min pour éviter la contamination bactérienne, le milieu PDA est acidifie en lui ajoutant 1ml

d'acide lactique (25%), aprés solidification du milieu on va couler 2 boites de pétri.

Annexe 2

Composition de milieu MEA : Malt Extract Agar.

e Poudre 6.84g.
e Eau distillée 200ml.

Mode d’emploi

Préparation de milieu MEA

Préparé 6.84g de poudre MEA dans 200ml d’eau distillée, chauffer et bien mélanger avec
’agitation apres cela, nous remplissons un seul flacon de 250ml avec ce mélange obtenu, les
milieux seront portés a une cocote minute pour une stérilisation a température 120"C pendant
20min pour éviter la contamination bactérienne, apres solidification du milieu on va couler

aussi 2 boites de pétri.




