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INTRODUCTION 



Les terfez ou truffes du désert sont des champignons hypogés mycorhiziens, 
comestibles très appréciés par certaines populations des zones arides et semi-arides 
d'Algérie. 

Compte tenu de leur fréquence à l'état sauvage et de leur importance alimentaire et 
économique, de nombreuses recherches sont actuellement entreprises dans certains pays 
du Maghreb (Algérie, Libye, Maroc) et du Moyen Orient ( Koweït, Syrie, Iraq, Arabie 
Saoudite ) pour mettre en valeur cette richesse naturelle, et surtout afin de la domestiquer 
tout comme la truffe d'Europe. 

Outre leur importance alimentaire, les terfez, de tout temps ont été utilisés en 
médecine humaine. Certains hadiths religieux évoquent leurs propriétés guérissantes 

HALOUBI ( 11 988) rapporte que le suc de l'ascocarpe utilisé comme khol est efficace, 
il purifie la vue et peut même guérir la pelade. ROUGIEUX (1963) a d'ailleurs mis en 
évidence leur activité stimulante et faiblement inhibitrice sur certaines bactéries. 

D'un autre côté de nombreux champignons mycorhiziens et principalement 
ectomycorhiziens présentent une aptitude prophylactique certaine vis à vis de nombreux 
agents phytopathogènes par la production d'antibiotiques. 

Aussi, dans le but de rechercher une activité antibactérienne ou antifongique chez 
les terfez, avons nous axé nos recherches sur les points suivants 

- L'isolement du myrélium de deux espèces de terfez du genre Tirmania. 

- Mise en évidence des activités antibactériennes et antifongiques des extraits de 
filtrat de culture et de gléba. 

- La recherche du phùnomène ,  d'antagonisme in vitro entre les deux espèces d€ 
terfez et les champignons phytopathogènes. 

- L'analyse par chromatographie des extraits actifs obtenus. 
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1. LES TERFEZ: 

1.1- Répartition géographique: 

Les terfez sont répartis un peu, partout dans le monde. Les genres Terfezia, 
représenté par douze espèces (TRAPPE, 1979) et Tirmania par deux espèces (FORTAS, 
1 990) se situent essentiellement sur le pourtour du bassin méditerranéen, mais leurs zones 
de prédilection se trouvent au Maghreb (Algérie, Maroc, Tunisie, Libye) (CHATIN, 1892; 
MATTIROLO, 1906; TRAPPE, 1988; FORTAS, 1990) et au Moyen Orient (Syrie, Palestine, 
Iran, Koweït, Iraq, Arabie Saoudite) ( FALLAHYAN , 1973; ALSHEIKH et TRAPPE, 983; 
BOKHARY et al. 1987). 

Le genre Tuber, largement répandu en Europe n'a en Afrique du Nord que quelques 
rares représentants : Tuber albidum, T. asa, T. excavatum, T rufum, T. uncinatum 
(MALENCON, 1973). 

Quelques rares espèces de Terfezia sont connues dans les zones semi - arides 
d'Europe, Terfezia leptoderma Tul., a été signalée par DONADINI (1979) en France, 
T.c/averyi Chatin; T leptoderma Tul., ainsi que T. arenaria (Maris) Trappe ont été 
signalées en Italie (Sardaigne) et en Espagne (CHATIN, 1892; MORENO et al. 1986; 
JANEX- FAVRE et al. 1988; ALVAREZ et al. 1992) 

En Algérie, quelques espèces sont connues dans les zones arides et semi - arides 
(Biskra, Barika, Bechar, Aricha, Timimoun, Bou Saâda), il s'agit de . Tarenaria (Maris) 
Trappe, Terfezia boudieri Chatiri, Tirmania pinoyi (Maire) Malençon, Tirrnania nivea 
(Desf ex Fr) Trappe (CHATIN, 1892; ALSHEIKH et TRAPPE, 1983; FORTAS et 
CHEVALIER, 1988; FORTAS, 1990; FORTAS et CHEVALIER, 1992 a et b). 

D'autres espèces ont été signalées hors des régions méditerranéennes : Terfezia 
decaryii à Madagascar ( HEIM, 1934) ; Terfezia pfei/ii Henn au Damaraland ( HEIM, 1934) 
et dans la province du Cap ( MARASAS et TRAPPE, 1973) Terfezia spinosa Hark en 
région subdésertique d'Amérique du Nord (HEIM , 1934; GILKEY, 1939); Terfezia gigantea 
1mai au Japon (1MAI, 1933) et au Sud de l'Amérique du Nord (TRAPPE et SUNDBERG, 
1977). -. 

1.2. Position taxonomique: 

De nombreux auteurs se sont intéressés essentiellement à la position taxonomique 
des terfez ( CHATIN, 1892 ; MAIRE, 1906 ; 1MAI, 1933 ; GILKEY, 1947; TRAPPE, 1971 
MARASAS et TRAPPE, 1973; MALENCON, 1973; TRAPPE et SUNDBERG, 1977; 
DONADINI, 1979 ; TRAPPE, 1979; TRAPPE et MOLINA, 1986; MORENO et al. 1986). 

MALENCON (1938) en étudiant les truffes françaises a montré que les genres 
Terfezia et Tirmania dérivaient des discomycètes operculés ; tout comme FISHER (1897), il 
a classé ces deux genres dans l'ordre des Tubérales. 

En 1971, TRAPPE s remarqué que les asques du genre Tirmania, contrairement à 
ceux de Terfezia se colorent en bleu avec le réactif de Melzer. 
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CHATIN (1892) a montré que le genre Terfezia diffère du genre Tirmania par deux 
caractères: les spores sont rondes et alvéolées ou relevées de verrues chez les Terfezia 
elles sont rondes ou ovales à surfaces lisses chez les Tirmania. 

L'espèce Tirmania pinoyi (Maire) Malençon diffère de l'espèce Tirmania nivea 
(Desf ex Fr) Trappe par la morphologie des spores, qui sont rondes et lisses chez la 
première et elliptiques et toujours lisses chez la seconde. 

KORF (1973) pense que les Pézizales et les Tubérales sont très proches et que 
les premières deviennent des truffes par perte de l'opercule fonctionnel. 

TRAPPE (1979) a transféré le genre Tirmania de la famille des Terféziacé.3s à 
celle des Pézizacées. Il a par ailleurs rejeté l'ordre des Tubérales et a rattaché les 
Terféziacées et les Tubéracées à l'ordre des Pézizales avec sept autres familles (Fig .1). 
Cette position a été adoptée par DONADINI (1983 ) et par ERICKSSON (1984) 
(in FORTAS, 1990). 

L'ordre des Tubérales a été maintenu par JANEXFAVRE et PARGUEY-LEDUC 
(1985) et JANEX-FAVRE et al. (1988) . Selon ces auteurs, cet ordre présente une 
ressemblance certaine avec les Pézizales. Ils dériveraient probablement d'une forme 
ancestrale commune (PARGUEY-LEDUC et a/ .1987 ). 

Selon JANEX-FAVRE et PARGUEY - LEDUC (1985 ), les caractères suivants se 
retrouvent conjointement dans le genre Tuber et chez le Terfezia clave ryi: 

• . 	 - Les asques formés sur des dangeardies ascogènes, deviennent plus ou moins 
globuleux à l'état adulte. 

- L'ascosporogènèse se déroule dans la partie sommitale de 'asque, peu après leur 
formation, les ascospores migrent et se répartissent dans tout le volume ascal. 

- les ascospores adultes ont une paroi ornementée. 

FORTAS (1990) a mis 'n évidence certains caractères communs entre les terfez et 
les autres Ascomycètes, mais aussi la présence d'une formation septale qui pourrait 
différencier les terfez des Tuber. 



SEPTOMYCOTA 

BASIDIOMYCOTINA 

EUASCOMYCETES I HEMIASCOMYCETES 

I 	 I 
DISCOMYCETIDAE I PLECTOMYCETIDAE PYRENOMYCETIDAE LOCULO- 

ASCOMYCETIDAE 

TUBERALES 
	

HELOTIALES 

TERFEZIACEES I I PEZLZACEES 

3ENEACEES 
3ALSAMINACEES 
YRONEMATACEES 
SCOBOLACEES 

LELVELLACEES 
ARBOMYCETACEES 
TUBERACEES 

- CHOIROMYCES 
DELASTRIA 
HYDNOBOLITES 

TERFEZIA I 	PACHYPHLOEUS TIRMANIA 

Fig .1: Place des terfez dans la classification des Ascomycètes (d'après TRAPPE, 
1979; DELMAS, 1989) 
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1.3. Ecologie 

Les terfez ou « truffes du désert » se développent en climat chaud .Cependant, le 
climat désertique, de par ses étés brûlants, sa sécheresse, pose un problème de survie à 
ces champignons. Problème résolu par les refuges mycorhiziens (MALENÇON 1973 ). 
Ces champignons se développent au voisinage de petites plantes herbac'es annuelles ou 
arbustives de la famille des Cistacées; il s'agit d'Helianthemum guttatum, en Algérie, au 
Maroc, en Sardaigne et en Espagne (CHATIN, 1892 ; PIROTTA c ALBINI, 1900 
TRAPPE, 1971 MORENO et al. 1986; JANEX-FAVRE et al. 1988 FOR AS, 1990). 

Au Koweït, Helianihemum ledifolium Mill et H. salicifolium Mill sort les plantes hôtes 
du genre Tirmania (AWAMEH et al. 1979 ; ALSHEIKH et TRAPPE, 1983) 

CHATIN (1892) signale que les pins et les cèdres abritent des te'lezières au Nord 
et dans les montagnes de l'Algérie, il s'agit de l'espèce Terfezia Ieptoderma Tul. Cette 
même espèce a été signalée en France sous chêne et pin d'Alep (r)ONADINI,  1979; 
CHEVALIER et al. 1984). 

Selon ALSHEIKH et TRAPPE (1983), les terfez exigent des 	vers pluvieux. Un 
minimum de 180 mm distribué d'octobre à mars est nécessaire pour a croissance des 
plantes hôtes, donc pour la formation des mycorhizes. 
D'après BOUCHAREB (1994), il semble que la fructification de la plupa!: des espèces n'a 
lieu que si la quantité et la répartition des pluies sont telles qu'elles permnttent d'abord une 
bonne croissance du mycélium (attçibuée aux pluies d'automne), ensuite qu'elles favorisent 
l'initiation fructifère (pluies d'hiver), enfin qu'elles assurent le grcssissernent et la 
maturation du carpophore (pluies de printemps). 

En Algérie, selon FORTAS (1990) «Les terfez se développent dans les zones 
arides ou semi-arides, sur un sol sablonneux, calcaire, relativement aauvre en matière 
organique, riche en magnésium, bien pourvu en potassium, pauvre en phsphore-. 
(Tableau 1)». 

AWAMEH et ALSHEIKH (1979 a) ont étudié en détail l'écologie et l'habitat du genre 
Tirmania du Koweït. Ces champignons se développent sur des sols gypscux  ou graveleux - 
gypseux salés. 

L'habitat d'une même espèce varie d'une station à une autre. Le }rfezia leptoderma 
qui se développe en terrain sablonneux en France (DONADINI, 197e)), voit son habitat 
changer en Sardaigne : sol acide, pelouse à strate herbacée , où arbres et arbustes sont 
absents (JANEX -FAVRE et al. 1988). 

La récolte des terfez a lieu dès janvier dans les zones arides et de mars à avril dans 
les zones semi - arides. Le sol desséché se craquèle et les terfez trè, superficiellement 
placés (de 1 à 5 cm de profondeur) soulèvent le sol en petites taupinières et le percent. 
Leur cueillette se fait facilement à la main ou à l'aide d'un petit râteau. 
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Tableau I Analyse physico -chimique de terres provenant de deux stations à 
terfez d'Algérie (d'après FORTAS, 1990). 

SAI DA (Zeriguet) SAIDA(Djcbel 	Ben 
Kaddour) 

Argile<2 mpl000 88,0 120,0 
Limons fins P 1000 121,0 112,0 
Limons grossiers p 1000 86,0 109,0 
Sable fin p1000 570,0 517,0 
Sable grossier p 1000 135,0 142,0 
Carbone p  1000 12,5 8,4 
Azote organique p  1000 135 0,83 
Rapport GIN 9,25 10,12 
Matières organiques totales p  1000 21,5 14,14 
pH eau >7,0 8,3 
Calcaire totale p  1000 231,0 
Calcium échangeable meq /100 30,0 
Magnésium échangeable meq /100 4,54 
Potassium échangeable meq /100 0,70 
Bore soluble eau bouillante ppm 0,55 
Cuivre total H.F. ppm 10,5 
Manganèse total H.F. ppm 219,0 
Zinc total H.F. ppm 40,0 
Phosphore assimilable p205 J H p  1000 0,12 
Acide phosphorique H.F. p  100 0,06 
Potasse échangeable K 20 p  1000 0,53 

H.F. : acide fluorhydrique 
J.H. : méthode Joret -Hébert. 



1.4- Composition chimique 

La composition chimique du genre Tirmania a été étudiée par CHATN (1892), mais 
ses méthodes d'analyse étaient fort simples et les résultats obtenus ont été réexaminés. 

AL-DE LAIMY et ALI (1970) ont étudié les conditions de stockage de deux espèces 
de terfez d'Iraq Terfezia claveryi et Terfezia hafizi ils ont mis en évidence leur richesse 
en protéines. 

Leur teneur en acides aminés a été analysée par AL-DELAIMY (1977) et celle en 
lipides et stérols par AL- SHABIBI et al. (1982). 

ACKERMAN et al. (1975) ont montré la teneur élevée en vitamines d'une espèce de 
terfez du désert de Kalahari: Terfezia pfeilii. 

ABDELLAH et al. (1979) ont étudié la composition minérale de deux espèces 
saoudiennes de terfez non identifiées. ils ont mis en évidence leur richesse en protéines, 
sucres, acide ascorbique et riboflavine. 

La composition chimique de trois autres espèces d'Arabie Saoudite ( Tirmania nivea, 
T. pinoyi, Terfezia boudieri) a été étudiée par BOKHARY et al. (1987). Ces espèces sont 
riches en glucides, en protéines et en éléments minéraux (Tableau 2). 
Leur composition en acides gras a été donnée par BOKHARY et aI. (1989). 

EWAZE et AL-NAAMA (1989) ont montré la teneur élevée en urée des genres 
Tirma nia et Terfezia. 

li ressort de toutes ces études que ces champignons sont très riches en 
carbohydrates, en protéines, en acides aminés. Ils constituent une source alimentaire non 
négligeable. 
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Tableau 2 : Teneur en protéines et en éléments minéraux de trois espèces de Terfez ( mg I g de matière sèche) 
(d'après BOKHARY et al. 1987). 

- Protéines Déments minéraux 

Mn Cu Na Ca K Fe Mg P Co 

T nivea 328±0,64 0,33±0,03 0,19±0,05 0,68±0,00 083±0,11 12.7±1,91 1,30±0,35 1,90±0,40 2,74±0,23 1,71±0,26 

T.pinoyi 6,18± 0,63 0,44 ±0,03 0,05±0,02 0 > 55±0,22 1,07±0,13 11,89±0,83 2,16±0,05 1,47±0,10 2,70±0,07 0,57±0,16 

Tboudieri 4,57±0,56 0,39±0,07 0,09±0,01 0,60±0,11 1,41-i-0,13 9,63±0,04 2,44±0,28 1,61±0,01 2,85+0,55 0,76±0108 



1.5. Caractéristiques de la germination des ascospores et du mycélium 
en culture: 

AWAMEH et ALSHEIKH (1979 a et b ) sont les premiers à étudier les 
caractéristiques de la germination des ascospores de quatre espèces de terfez du 
Koweït (Terfezia claveryi, Terfezia boudieri, Tirmania pinoy!, Tirmania nivea). 

En Algérie FORTAS (1990) et FORTAS et CHEVALIER (1992 b) ont étudié 
les caractéristiques de la germination des ascospores de Terfezia arenania ( Maris) 
Trappe, T.claveryi Chatin et T.pinoyi (Maire) Malençon. Ils ont remarqué que ces 
ascospores sont caractérisées par un taux de germination faible et une phase de 
latence qui dépend du milieu de culture. 

BOUSSIR (1992) a étudié au microscope électronique à balayage la 
morphologie des ascospores de trois espèces de terfez: T. nivea, T. pinoyi et 
T. claveryi. lI a montré que la germination peut être réalisée in vitro mais qu'elle était 
caractérisée par une dormance des ascospores d'origine inconnue. BESSAIH (1994) 
est arrivé à la même conclusion en étudiant la germination de 3 espèces de terfez: 
T. pinoyi, T nivea et Terfezia arenaria. 

La possibilité de cultiver le mycélium de Terfezia arenaria, Terfezia c/averyi et 
Tirmania pinoyi sur des milieux gélosés ou liquides a permis de réaliser les 
premières études ultrastructurales des hyphes en culture et d'identifier leurs 
caractères cytologiques particuliers ( FORTAS, 1990). 

L'étude des exigences nutritives du mycélium de cinq espèces de terfez 
quatre espèces du Koweït ( Terfezia boudieri Tul., T. claveryi Chatin, Tirmania pinoyi 
(Maire) Malençon, Tirmania nivea (Desf. ex Fr)Trappe ) et une espèce française 
(Terfezia leptoderma Tul) réalisée par RAVOLANIRINA (1986) lui s permis de 
sélectionner un milieu favorable à la croissance mycélienne' de ces espèces et de 
déterminer les conditions physico-chimiques optimales: (température = 25°C, 
pH = 6,5), les meilleurs sources carbonées (glucose et surtout saccharose) et les 
éléments minéraux indispensables (phosphore, calcium, magnésium, cuivre et fer). -  - 

1.6- Associations mycorhiziennes à terfez: 

AWAMEH et ai. (1979) ont réussit les premières synthèses mycohiziennes 
entre 4 espèces de terfez Koweïtiennes et 2 plantes hôtes (Helianthemum 
salicifolium, Helianthemum ledifolium) . Ces associations s'avèrent être des 
endomycorhizes. 

CHEVALIER et ai. (1984) ont réalisé la synthèse mycorhizienne en conditions 
gftotoxéniques entre T./eptoderma et diverses Cistacées ( Cistes et Hélianthèmes). 
Ils ont obtenu des ectomycorhizes avec un réseau de Hartig mais sans manteau. 
Ils en ont déduit que la morphologie des mycorhizes à tenez variait selon l'espèce 
du champignon impliqué. 

FORTAS et CHEVALIER (1988; 1992 a) et FORTAS (1990) ont étudié l'effet 
dés conditions de culture en conditions gnotoxéniques et axéniques sur la 
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mycorhization d'Helianthemum guttatum par 3 espèces de terfez algériennes des 
genres Tirmania et Terfezia. Ils ont montré que l'hélianthème est apte à former deux 
types de mycorhizes selon la nature du substrat : une ectomycorhize, sans manteau 
ou une ectendomycorhize également sans manteau. Ils en ont déduit que le 
caractère ecto ou ectendomycorhizien peut être déterminé par les conditions de 
culture en particulier par l'alimentation minérale : La carence en phosphore induisant 
la formation d'ectendomycorhizes. 

DEXHEIMER et ai. (1985), LEDUC et al. (1986) ont effectué les premières 
études ultrastructurales des associations symbiotiques mycohiziennes entre Terfezia 
c/averyi et Helianthemum salicifolium d'une part Terfezia leptoderma ,Helianthemum 
salicifo/ium, Cisf us albidus et Cistus salviaefo/ius d'autre part . Ils ont remarqué que 
T. claveryi forme des er.domycorhizes, alors que T. leptoderma forme une 
ectomycorhize sans manteau. 

FORTAS (1990) a également étudié l'ultrastructure des mycorhizes entre 
H. guttatum et 3 espèces de terfez, et a suivi les différentes phases de la 
mycorhization, depuis l'infection jusqu'à la destruction de l'association : Le premier 
stade fait intervenir des phénomènes de reconnaissance entre les 2 partenaires qui 
sont fondamentaux pour la mise en place de la mycorhization. Il semble qu'il y ait 
accrochage du champignon sur la racine par des fibrilles de nature 
polysaccharidique et protéique qui sont observées entre les hyphes et la surface 
des racines. La seconde étape correspond à la formation de la mycorhize 
proprement dite, sa morphologie varie selon la nature du substrat. 
La troisième étape correspond au début de la destruction de l'association 
l'interaction entre les deux partenaires se termine rapidement et le champignon, 
encore vivant, n'occupe plus que les cellules hôtes désorganisées. 
L'étape finale se traduit par la dégénérescence des cellules hôtes, puis par la lyse 
du champignon. 

2. LES MYCORHIZES: 

Dans la nature, quelques espèces végétales seulement vivent sari€ 
associations mycohiziennes. Hormis quelques exceptions comme la betterave et le 
colza, toutes les autres espèces sauvages ou cultivées sont associées par leurs 
racines à une, ou à plusieurs espèces fongiques. Dans les conditions naturelles, 
l'état de mycorhization est la règle, celui de non mycorhization, l'exception 
(MALENÇON, 1973). Les champignons filamenteux impliqués appartiennent aux 
Basidiomycètes (bolets, lactaires, russules...) aux Ascomycètes (truffes, terfez, 
pezizes ... ) ou aux Zygomycètes (Glomus, Gigaspora...). 

2.1. Cytologie des mycorhizes: 

On distingue trois types de mycorhizes selon leurs caractères 
morphologiques et physiologiques (READ, 1974) les ectomycorhizes, les 
endomycorhizes et les ectendomycorhize,(Tableau 3, Fig.2). 



Tableau 3: Les différents types de mycorhizes (ENSAA- INRA- INRAP, 1985). 

Mycorhizes 	 Plantes 	 + 	Champignons 
Espèces ligneuses exclusivement, Basidiomycètes: 
surtout 	des 	forêts 	de 	zones Boletus (Bolet) 
tempérées et boréales: Laccaria (Laccaire) 

Amanita (Amanite) 
Pinacées (pins, sapins, épicéas, Lactarius (Lactaire) 
cèdres, mélèzes...) Russula (Russule) 

Ectomycorhizes Fagacées 	(hêtres, 	chênes 
châtaigniers...) Ascomycètes: 
Bétulacées(bouleaux, charmes...) Tuber (Truffe) 
Salicacées (saules, peupliers...) Elaphomyces (truffe de ceri) 
Myrtacées (eucalyptus). 

Zygomycètes: 
Endogone. 

Endomycorhizes Orchidacées (goodyera, vanille, Basidiomycètes: 
ophrys) Ceratobasidium 

-orchidoides Armillaria (Armillaire) 
Thanatephorus 

Ericacées (callune, myrtille, Tulasnella 
rhododendron, azalée) 

-éricoides Ascomycètes: 
Empétracées PezLzella encae Pezizelle des 
Epacridacées Ericacées) 

-à vésicules et arbuscules (VA) 
Ptéridophytes Zygomycètes 
Gymnospermes Glomus 
Angiospermes., Gigaspora 

Acaulospora 
Scierocystis.. 

Ectendomycorhizes Arbutacées (arbousier) Basidiomycètes (la plupart des 
Pyrolacées (pyrole) genres suivants formant aussi des 

-arbutoides ectoxnycorhizes) 
Monotropacées (monotrape) Bolètus (Bolet) 

-monotrop6ides Laccaria (Laccaire) 
Cortinarius (Cortinaire)... 
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Fig. 2: Principales fw mes de mycorhizes , associées aux racines des plantes supérieures 
,(ENSA- INRA -INRAP, 1985). 



2.1.1. Les ectomycorhizes: 

La cytologie de ces mycorhizes a été étudiée par plusieurs auteurs MARKS et 
FOSTER (1973), STRULLU et GOURRET (1974), STRULLU (1976), LEI et 
DEXHEIMER (1986), LETACON et BOUCHARD (1990). Ces mycorhizes 
représentent 3 à 5% des espèces' végétales et se rencontrent presque 
exclusivement chez les essences forestières croissant en régions tempérées. 

Dans cette association, le champignon qui est soit un Basidiomycète 
(Amanita, Boletus) ou un Ascomycète (Tuber) reste à l'extérieur des cellules, il 
développe un manchon mycélien ou manteau fongique autour des racines à 
l'exception de Terfezia. L'épaisseur de ce manchon peut atteindre 40 i. m 
(BOUGHDAOUI, 1984 ). Vers l'intérieur, quelques hyphes pénètrent dans la zone 
corticale externe par les espaces intercellulaires ,formant le réseau de Hartig. Vers 
l'extérieur, les hyphes partent du manteau et se propagent dans le sol. Ces cordons 
mycéliens assurent les échanges entre la plante et le champignon 
(BOUGHDAOUI,1984). 

2.1.2. Les endomycorhizes: 

On distingue trois types d'endomycorhizes (SCANNERINI et BONFANTE - 
FASOLO, 1982; STRULLU, 1985; BONFANTE-FASOLO et al. 1986; TRAPPE, 
1988): 

Les endomycorhizes à vésicules et arbuscules 
Les endomycorhizes des Orchidées 
Les endomycorhizes des Ericacées. 

*Les  endomycorhizes à vésicules et arbuscules (VA): 

Plusieurs auteurs se sont intéressés à ces types d'association. On peut citer 
STRULLU (1978); SCANNERINI et BONFANTE -FASOLO (1982). 

Dans ce cas, le champignon pénètre entre les cellules du parenchyme cortical 
et développe à l'intérieur même des cellules de nombreuses invaginations. On 
distingue quatre types d'organisation: 

-des pelotons intracellulaires parfois présents dans les cellules corticales les 
plus externes. 

-des hyphes intercellulaires : des arbuscules (hyphes intracellulaires très 
ramifiés). 

-des vésicules intra ou intercellulaires (SCANNERINI et BONFANTE - 
FASOLO, 1982) 
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*Les  endomycorhizes des Orchidées: 

La cytologie des mycorhizes des Orchidées a été bien étudiée surtout par 
HADLEY (1975); STRULLU et GOURRET (1980); SERRIGNY et DEXHEIMER 
(1986). Elles sont constituées par des Basidiomycètes. L'infection est seulement 
intracellulaire et elle est limitée aux cellules épidermiques et corticales de l'hôte où 
les hyphes de diamètre homogène forment des pelotons. 

*Les  endomycorhizes des Ericacées: 

Les mycorhizes éricoïdes sont maintenant bien connues gràce à la 
contribution de plusieurs auteurs (READ, 1974; SCANNERINI et BONFANTE - 
FASOLO, 1982; STRULLU, 1985). 
Elles sont formées par des Ascomycètes de la famille des Pezizacées. Les 
mycéliums extraradiculaires forment un réseau d'hyphes vivant dans le sol et dans 
le « mucigel » de la racine, mais le mycélium intraradiculaire est la partie la plus 
importante du symbiote fongiQue. Il est en grande partie intracellulaire. 
L'interaction se déroule très vite dans chaque cellule. Le champignon survit à son 
hôte et colonise en saprophyte les cellules mortes de l'hôte. 

2.1.3. Les ectendomycorhizes: 

Ces mycorhizes ont fait l'objet de plusieurs études, parmi lesquelles on peut 
rappeler celles de HARLEY (1969); ZAK (1974); SCANNERINI et aI.(1975) et 
STRULLU (1991). 

On les rencontre chez les Arbutacées et certains jeunes plants forestiers 
résineux en pépinières. Les champignons impliqués sont des Basidiomycètes 
appartenant aux genres Amanita, Boletus, Laccaria. 

Comme leur nom l'indique, ces champignons développent aussi bien un 
manchon fongique et un réseau de Hartig à l'extérieur des racines que des 
formations endocellulaires. On distingue les mycorhizes monotropoïdes et les 
mycorhizes arbutoïdes. Chez les mycorhizes monotropoïdes jes hyphes pénétrants 
sont courts, chez les mycorhizes arbutoïdes les pénétrations intracellulaires sont en 
pelotons ou ramifiées. 

2.2. Mycorhizes et protection des plantes: 

De nombreux auteurs (HARLEY, 1969; DEHNE, 1982; GIANINAZZI - 
PEARSON et GIANINAZZI, 1986; MARX et CORDELL, 1989) se sont intéressés à 
la nutrition des plantes mycorhizées. Il ressort de tous leurs travaux que la 
croissance des plantes hôtes est meilleure que celles des plantes non mycorhizées, 
ceci en raison des bons échanges nutritifs qui s'établissent entre les deux 
symbiotes, en particulier les élément minéraux tels que le phosphore et l'azote. 
Le réseau absorbant des filaments mycéliens permet à la plante de récupérer une 
quantité importante de phosphate assimilable. 
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Ces associations favorisent également l'absorption de certains ions métalliques. 
Ceci est particulièrement important pour les arbres fruitiers sensibles aux carences 
en cuivre et en zinc. 

D'un autre côté, la mycorhization constitue pour la plante un moyen 
écologique d'adaptation à des conditions difficiles à savoir, une période de 
sécheresse, stress hydrique ou pollution aux métaux lourds, c'est précisément dans 
ces moments là que les mycorhizes expriment au mieux leur capacité (SCHEROMM, 
1994). 

Outre ces rôles bénéfiques aujourd'hui bien connus, de nombreux chercheurs 
(MARX, 1968, 1969, 1972; SCHENCK 1981; STRULLU, 1991; SHAW et al. 1995) 
pensent que la plante mycorhizée présente une meilleure protection contre les 
agents pathogènes. Toutefois ce phénomène de protection dépend de plusieurs 
facteurs à savoir le génotype de la plante hôte (ROSS, 1972) ainsi que celui du 
champignon mycorhizien. Il s'exprime différemment selon les agents pathogènes mis 
en cause. 

2.2.1. Effet des mycorhizes sur les agents pathogènes: 

*S ur  les virus 

Dans tous les cas étudiés, on constate un accroissement de la maladie chez 
la plante mycorhizée (STRULLU, 1991). lI s'agit probablement là d'une interaction 
d'un type particulier liée à l'activité métabolique intense, en particulier pour le 
phosphore. Dans les cellules contenant des arbuscules, la microscopie électronique 
révèle 'accumulation de particules virales dans ces cellules (BONDOUX et PERRIN, 
1982) 

Sur les nématodes: 

Le plus souvent la pénétration des nématodes du sol dans les racines 
mycorhizées est diminuée, leur développement à l'intérieur des tissus est retardé ou 
bien les dégâts causés à la plante sont atténués (DEHNE, 1982; BONDOUX et 
PERRIN 1982) 

*Sur  les bactéries: 

Il y'a très peu de travaux sur les interactions mycorhizes-bactéries. Pourtant 
la plupart des études concluent à une réduction des dommages causés par 
Pseudomonas solanacearum, Agrobacterium rhizogenes, Erwinia carotovora sous 
l'effet de la rnycorhization (STRULLU, 1991). 

*S ur  les champignons: 

Le plus grand nombre d'observations a été effectué sur les champignons 
De nombreuses études montent que les endomycorhizes permettent une réduction 
de la gravité des pourritures racinaires produites par Phytophtora sp. 
(SCHONBECK, 1979; DEHNE, 1982). 
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D'un autre côté, les travaux de MARX (Il 969) démontrent que l'effet 
protecteur est une aptitude fréquente chez les endomycorhizes. Les racines de 
Pinus taeda mycorhizées par Laccaria laccata, Leucopaxillus cerealls var piceana, 
Suillus leut eus, échappent totalement à l'infection par Phytophtora cinnamomi 
(Tableau 4). 

2.2.2. Les conditions de l'expression du phénomène de protection 
contre les agents pathogènes: 

*Influence de la nature de l'hôte: 

Selon ROSS (1972 ) l'influence de la mycorhization dépend du génotype de 
la plante hôte. 

PERRIN et GIANINAZZI - PEARSON (1984) ont montré que l'ampleur de la 
réduction du potentiel infectieux d'un substrat infesté par Pythium sp, sous 
l'influence de la mycorhization par diverses espèces de Glomus, dépend du clone 
du merisier. 

*Influence de la nature du champignon mycorhizien. 

L'aptitude prophylactique de la mycorhize varie également avec le génome du 
partenaire fongique. Différentes études aboutissent à des résultats contradictoires 
concernant la même espèce mycorhizienne. Tel est le cas de l'antagonisme 
manifesté in vitro par différentes souches d'un même champignon symbiotique 
(STRULLU, 1991) 
Les observations de MARX (1969) montrent que ni Laccaria laccata, ni Pisolithus 
tinctorius ne sont capables d'inhiber la croissance de F.oxysporum, alors que 
SYLVIA et SINCLAIR (1983) établissent clairement l'action inhibitrice de L. laccata à 
l'égard de F. oxysporum. 



Tableau 4: Influence de différentes espèces mycorhiziennes sur quelques 
agents pathogènes in vitro (d'après MARX, 1969) 

Agents pathogènes Laccaria 
laccata 

Lactarius 
deliciosus 

Leucopaxillus 
cerealis 

varpiceana  

Pisolithus 
tinctorius 

Suillus 
lute us 

Fomesannosus O O M O O 

Fusarium oxysporum O O O O M 

Phytophtora cinnamoni O F T.F O F 

Pythium 
aphanidermatum 

F O M O 

Pythium ultimum O O F O M 

Rhizoctonia solani O O O O O 

O = Pas d'inhibition 
f = Inhibition faible 
M = Inhibition modérée 
F = Inhibition forte 
T.F = Inhibition très forte 
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2.2.3. Mécanismes contribuant à la protection: 

Les interactions mycorhizes - pathogènes peuvent varier selon le type de 
mycorhize :Chez les ectomycorhizes, ZAK (1969) et MARX (1969) ont proposé 
différents mécanismes de résistance des plantes ectomycorhizées aux agents 
pathogènes. Il peut s'agir soit dune protection par le manteau fongique, soit par des 
inhibiteurs chimiques produits par Ici plante, ou tout simplement par production 
d'antibiotique. 

* Production d'antibiotique ou antibiose: 

Le phénomène qui nous intéresse de plus près est celui de l'antibiose, en 
effet, de nombreux auteurs ont mis en évidence la production d'antibiotique par les 
champignons ectomycorhiziens, soit à partir d'une culture pure (TRAPPE, 1962; 
SASEK et MUSILEK, 1968; MARX, 1969, 1972, 1973; DUCHESNE et al. 1988; 
KOPE et FORTIN 1989) ou bien à partir du carpophore (WILKINS et HARRIS, 
1944 ROUGIEUX, 1963) ou encore à partir de l'association mycorhizienne 
(KRYWOLAP et al. 1964; MARX, 1969). 

Depuis l'identification et la caractérisation de la mycorhizine A et la 
chloromycorhizine A à partir de Monotropa hypopitus par TROFAST et WICKBERG 
(1977) (in STRULLU, 1991) la capacité d'un champignon mycorhizien à produire des 
antibiotiques a été définitivement démontrée. 

Selon certains auteurs (SYLVIA et SINCLAIR , 1983 ; DUCHESNE et al. 
1987) la confrontation directe sur boite de champignons mycorhiziens à diverses 
espèces pathogènes, ne rend pas compte de ce qui se passe réellement dans la 
nature, en effet, la production d'antibiotique peut dépendre des conditions 
expérimentales ou nécessiter une stimulation par des substances produites par la 
plante. 

On doit à MARX (1969) la seule démonstration probante du rôle de l'antibiosQ 
in situ dans la protection a'surée par Leucopaxillus cerealis var piceana à l'encontre 
de Phytophtora cinnamomi chez certains pins; L'antibiotique a été identifié, il s'agit 
du diatrétyne nitrile . Sa présence est signalée non seulement au niveau de la 
mycorhize formée avec Pinus echinata mais également dans la mycorhizosphère 
correspondante. 

Bien que la production d'antibiotique ait été démontrée pour de très nombreux 
champignons mycorhiziens, l'antibiose à elle seule ne peut justifier l'aptitude 
prophylactique de toutes les associations mycohiziennes (STROBEL et SINCLAIR, 
1992). 

*Inhibiteurs chimiques produits par la plante: 

La plupart des plantes élaborent différentes substances inhibitrices en 
réponse aux attaques des agents pathogènes. On peut citer les phénols, quinones, 
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phytoalexines. Différentes études ont montré une élévation de l'accumulation de ces 
composés dans les racines mycochizées (STRULLU, 1991). 

*Le  manteau fongique: une barrière mécanique 

Les travaux de MARX (1969) et MARX et DAVEY (1969) montrent que les 
mycorhizes de Pinus faeda et de Pinus echinata formant un manteau complet 
assurent une protection infranchissable pour Phytophtora cinnamomi par rapport à 
celles qui ne forment qu'un manteau incomplet et un réseau de Hartig interrompu. 

*Lh yperparas iti sme  

Ce phénomène a été mentionné par des chercheurs chinois (ZHAO ZHIPENG 
et al 1989). Ils ont observé une lyse du mycélium de Rhizoctonia solani par 
plusieurs souches ectomycorhiziennes appartenant aux genres Laccaria, Lactarius, 
Boletus et Russula. 

En conclusion, l'aptitude prophylactique des champignons ectomycorhiziens 
est incontestable et elle a été démontrée à plusieurs reprises. Pour les 
endomycorhizes, il n'a jamais été mentionné de phénomène d'antibiose (STRULLU, 
1991 -,STROBEL et SINCLAIR, 1992). La résistance des plantes endomycorhizées 
aux agents pathogènes semble être due le plus souvent à l'amélioration de la 
nutrition phosphatée (ROSS, 1972). 

Quel que soit le mécanisme utilisé, l'association mycorhizienne constitue 
sans aucun doute un moyen de lutte biologique contre les agents phytopathogènes 
et il conviendrait de maintenir les connaissances dans ce domaine, en vue d'une 
amélioration de la production végétale. 
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DEUX11EME PARTIE 
MATERME,  L ET METIÎOD ES-) 



1. MATERIEL: 

1.1. Espèces fongiques: 

1.1.1. Espèces du genre Tirmania: 

Les corps fructifères des deux espèces de terfez; Tirmania nivea ( Desf ex Fr) 
Trappe et Tirmania pinoyi ( Maire  ) Malençon ont été récoltés en mars 1992 dans les 
zones arides et semi-arides de l'Ouest algérien ( Bechar, El aricha ) (Fig. 1). Leur 
détermination a eu lieu au Laboratoire de Microbiologie et Phytopathologie de 
l'Université d'Oran Es-Senia. 

Ils ont été desséchés au soleil pendant deux mois et conservés à température 
ambiante. 

Les mycéliums des deux espèces étudiées sont isolés à partir d'ascospores 
prélevées d'ascocarpes desséchés. 

1.1.2. Espèces fongiques à tester 

Les six espèces phytopathogènes proviennent du laboratoire de Phytopa-
thologie de I' I.N.R.A de Clermont-Ferrand ( France), (Tableau 1); il s'agit de: 

Phytophtora souche 2143 
Arrnillaria mellea 
Phoma souche PI 
Phomopsis souche PH 1 
Scierotinia scierotiorum souche S Si 
Claviceps souche CPT 2 

Les deux espèces levuriformes proviennent de l'Institut Pasteur d'Algérie. Ce sont: 

Candida albicans 
Rhodotorula mucilaginosa. 

1.2. Espèces bactériennes 

Huit espèces bactériennes sont testées (Tableau 2). Elles proviennent du 
Laboratoire de Microbiologie de l'Université d'Oran Es-Senia. Il s'agit de: 

Escherichia cou 
Pseudomonas aeruginosa 
Pseudomonas fluorescens 
Proteus mira buis 
Streptococcus hemolyticus 
Staphylococcus aureus 
Salmonella typhi 
Kiebsiella sp 
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Fig . : Repartition géographique du genre Tirmania dans la région Sud - Ouest 

de l'Algérie ( d'après BESSAIH ,1994). 
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1.3. Milieux de culture: 

*Mili eux  de culture des espèces fongiques: 

- Milieu de malt à I % liquide: 

Extrait de malt.....................10 g 
Eau distillée ............. ........ 1000 ml 

- Agar à l'extrait de malt: 

Milieu de malt liquide.....1000 ml 
Agar - agar..........................20 g 
Le pH est ajusté à 6,0 avec NaOH 0,4N. 

Ce milieu est couramment utilisé à la station de Mycologie de l'I.N.R.A 
de Clermont - Ferrand pour la culture des truffes ( CHEVALIER, 1972 ) et 
celles des terfez ( RAVOLANIRINA, 1986 FORTAS, 1990 FORTAS et 
CHEVALIER, 1992 b). 

-Milieux de Sabouraud 

Ce milieu est utilisé pour la culture des champignons levuriformes. 
Bouillon glucosé à 2% de Sabouraud 

Peptone.............................10,0 g 
Glucose............................20,0 g 
Eau distillée..................1000 ml 

Agar glucosé à 2% de Sabouraud: 

Bouillon glucosé de Sabouraud .....1000 ml 
Agar - agar ............................................. 17,0 g 
Le pH est ajusté à 5,6 

*Mi eux  de culture des espèces bactériennes: 

- Bouillon nutritif: 

Peptone.................................................5 g 
Extrait de viande..................................1 g 
Extrait de levure...................................2 g 
Nacl........................................................ 5g 
Eau distillée......................................1000 ml 

-Gélose nutritive: 

Bouillon nutritif...........................1000 ml 
Agar - agar........................................15 g 
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Le pH est ajusté à 7,3 

-Agar de Mueller-Hinton 

Le milieu liquide est proposé par MUELLER et HINTON ( 1941 ) pour 
tester la sensibilité ou la résistance des germes pathogènes envers les 
antibiotiques et les sulfamides. 

Nous avons utilisé l'agar de Mueller - Hinton pour les tests de diffusion. 
Ce milieu est commercialisé sous forme déshydratée. Sa composition est la 
suivante: 

Infusât de viande ........................... 5 g 
Hydrolysât de caséine ..................17,5 g 
Amidon............................................15g 
Agar - agar ................................. .... 12,5g 

Il est préparé en mélangeant 36,5 g de milieu et 1000 ml d'eau distillée. 
Le pH est de 7,4 +/-0,2. 

Tous les milieux sont stérilisés à l'autoclave à 120°C pendant 30 mm. 

2. METHODES: 

2.1. Conservation des cultures: 

*C u ltures  fongiques: 

Les cultures des deux espèces de terfez et celles des champignons 
phytopathogènes sont conservées dans des tubes ou dans des boites de Pétri 
de 90 mm de diamètre contenant du milieu malt à 1% gélosé . Les boites sont 
fermées par un ruban adhésif afin de réduire l'évaporation et maintenir la 
stérilité du milieu. -. 

La conservation des champignons levuriformes a lieu dans des tubes de 
milieu Sabouraud gélosé et incliné. 

*C u ltures  bactériennes: 

Les espèces bactériennes sont conservées dans des tubes contenant 
de la gélose nutritive inclinée. Elles sont repiquées régulièrement tous les 
deux mois. 

2.2. Isolement des mycéliums des deux espèces de Tirmania: 

L'isolement est réalisé selon la technique de FORTAS ( 1990 ) et FORTAS 
et CHEVALIER (1992 b). Cette technique consiste à prélever des fragments 
de gléba à partir d'exsiccatas d'ascocarpes desséchés et préalablement 
désinfectés à l'alcool . Ces fragments sont ensuite hydratés dans des tubes 
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contenant 10 ml d'eau distillée stérile. Ils sont agités à l'aide d'un vortex pour 
obtenir une suspension d'ascospores homogène. Après 24 heures, une goutte 
de cette suspension contenant de nombreuses ascospores est étalée dans une 
boite de Pétri contenant du malt à 1 % 

Les boites sont ensuite soigneusement fermées à l'aide d'un ruban 
adhésif pour maintenir la stérilité du milieu, puis placées dans une étuve à 
25°C. 

Les boites sont observées quotidiennement au microscope photonique afin 
de suivre les étapes de la germination. 

2.3. Préparation des précultures mycéliennes en milieu solide: 

Pour obtenir des cultures homogènes dont les caractéristiques de 
croissance sont reproductibles d'une série à une autre, nous avons utilisé la 
méthode des implants circulaires. 

Des boites de Pétri de 90 mm de diamètre contenant 20 ml de milieu 
malt à 1 % , sont ensemencées par des implants circulaires de 8 mm de 
diamètre prélevés aseptiquement à l'emporte-pièce à la périphérie des thalles 
des cultures de champignons phytopathogènes ou de terfez, conservées en boite 
de Pétri sur le milieu malt. 

Les boites scellées à l'aide de ruban adhésif, sont incubées à 25 oc. 
Dans tous les tests, les précultures sont âgées de: 

5 jours pour Scierotinia scierotiorum. 
6 jours pour Phomopsis, Phoma, Phytophtora. 
10 jours pour Claviceps. 
12 jours pour Armillaria mellea. 
21 jours pour T.nivea et T. pinoyi. 

2.4. Culture mycélienne de terfez en milieu liquide 

Des fioles de 500 ml, contenant chacune 250 ml de milieu malt liquide 
sont ensemencées avec un implant ( carré de 1 cm 	de côté 	) 	 prélevé 	d'une 
préculture de terfez âgée de 3 semaines. 

Le temps de culture est de 1 à 2 mois avec une oxygénation de 
75 RPM, à la température du laboratoire. 

2.4.1. Obtention des filtrats de culture des deux espèces de Tirmania. 

Le filtrat n°1 est prélevé aseptiquement à l'aide d'une pipette directement à 
partir de la fiole de culture. 

Le filtrat n 02 est obtenu en séparant le mycélium âgé de 4 semaines du milieu 
de culture par filtration sous vide à l'aide d'un entonnoir en verre fritté ( Fig . 2) 
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Vers la pompe à vide 

plaque en verre fritté 

à vide 

Fig.2 : Schéma de l'appareil ùe filtration sous vide des cultures en milieu liquide. 
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2.5. Méthodes d'extraction des substances antibactériennes et 
antifongiques. 

2.5.1. Extraits de gléba des deux espèces de Tirmania: 

2.5.1.1. Extraction par contact ciléba - solvants, selon la méthode de 
ROUGIEUX (1963 ): 

Les extraits de gléba de T.nivea ou de T. pinoyi sont obtenus par 
contact, pendant 6 et 24 heures et agitation de 1 g de gléba, prélevée 
aseptiquement à partir d'ascocarpes desséchés et de 10 ml de solvant. 

Les solvants utilisés sont: l'éther de pétrole, l'acétate d'éthyle, l'acétate 
d'amyle et le chloroforme. 

2.5.1.2. Extraction par le soxhlet: 

Les extraits de gléba sont obtenus à l'aide du soxhlet et l'acétate 
d'éthyle. 

Les vapeurs du solvant entrent en contact avec le matériel fongique 
qui subit plusieurs lavages successifs. les substances solubles dans l'acétate 
d'éthyle seront entraînées. 

*Description  du soxhlet (Fig.3): 
Le soxhlet est constitué d'un ballon dans lequel est mis le solvant, 

- d'une partie intermédiaire constituée par un large tube renfermant une 
cartouche faite de papier filtre dans laquelle est introduit le produit broyé. 
- d'un petit tube latéral (1 ) partant d'un point situé au dessous de la 
cartouche et aboutissant au dessous du rodage supérieur du large tube 
central. Un autre petit tube latéral ( 2  ) servant de siphon, part d'un point 
situé juste au dessus de la cartouche et aboutit au dessus du rodage 
inférieur. 
- d'un réfrigérant vertical muni à la partie inférieure d'un rodage qui s'emboîte dans 
le rodage supérieur de la partie intermédiaire. 

*Obtention  des extraits de gléba: 
30 g de gléba prélevés à partir d'ascocarpes desséchés et réduits en 

poudre à l'aide d'un broyeur de type SDFH 48, sont placés dans la cartouche 
qui est ensuite introduite dans le tube intermédiaire. 500 ml d'acétate d'éthyle 
sont versés dans le ballon dans lequel sont ajoutées quelques graines de 
pierre ponce afin d'éviter une surébullition 
Le dispositif est chauffé à environ 70°C. 

Les vapeurs du solvant entraînées dans le tube (1 ) sont condensées 
par le réfrigérant et retombent sur la poudre de gléba. Quand la solution 
atteint le niveau N , le siphon ( 2 ) s'amorce et celle - ci retombe dans le 
ballon. Cette opération est répétée pendant 3 heures. 

*Concentration  des extraits de gléba: 
La concentration a pour but d'éliminer le solvant d'extraction 
La solution obtenue est transvasée dans un ballon. Le solvant est chassé à 
l'aide du rotavapor à 40°c jusqu'à un volume final de 10 ml. 
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Fig 3 : Schéma du soxhiet 
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L'évaporation du reste du solvant se fait sous courant d'azote ( débit 
100 .il I mn ) jusqu'à l'obtention d'un composé visqueux de couleur brunâtre 
qui est repris dans 10 ml de méthanol. 

2.5.2.Extraits des filtrats de culture des deux espèces de Tirmania 

Après 4 semaines d'incubation, la culture en milieu liquide est filtrée sous 
vide selon la méthode décrite précédemment, le filtrat n° 2 est récupéré. 
L'extraction a pour but de faire passer les substances inhibitrices de la 
phase aqueuse à la phase organique. 

Le solvant d'extraction est l'acétate d'éthyle. Il faut éviter d'utiliser des 
solvants très polaires car ils sont moins sélectifs ( LARPENT et SANGLIER 
1989 ). 

L'extraction consiste à introduire un litre du filtrat de culture et 150 ml 
d'acétate d'éthyle dans une ampoule à décanter ( BOCKOWSKA et 
ESCOULA, 1977; KUPKA et ai. 1979; HEIM et ANKE, 1988 STEIMAN et 
al. 1989 MASSIAS et al. 1989 ; LAUER et ANKE, 1989 ). Le mélange est 
agité vigoureusement, en prenant soin d'ouvrir le robinet de l'ampoule afin de 
laisser échapper les gaz qui se sont formés. Le mélange est ensuite laissé 
décanter jusqu'à l'apparition de detix phases : une phase aqueuse surmontée 
d'une phases organique . Cette dernière est, récupérée tandis que la phase 
aqueuse est remise dans l'ampoule pour une 2 eme  extraction avec 150 ml d'acétate 
d'éthyle. 
Cette opération est répétée de nouveau une autre fois. 

*C oncentrati on  de l'extrait des filtrats de culture. 

La phase organique est récupérée dans un flacon contenant du sulfate de 
sodium ( Na2  SO4) anhydre pour éliminer toute trace d'eau. 
Elle est ensuite filtrée puis concentrée à 40°C dans un rotavapor jusqu'à un volume 
final de 10 ml. L'évaporation du reste du solvant se fait sous courant d'azote (débit 
100 pl/ mn ) jusqu'à obtention d'un dépôt brunâtre qui est pesé et repris dans 10 ml 
de méthanol. 
Généralement 3 litres de filtrat de culture de T.nivea donnent environ 1,5 g de 
produit brut. 

2.5.3. Extraction à partir du mycélium. 

Le mycélium récupéré est mixé pendant 10 mn dans un mixer électrique avec 
du méthanol en excès (AL MAADHIDI, 1976). Il est filtré sous vide. Le filtrat est 
récupéré dans un flacon contenant du Na 2  SO4. Il est ensuite filtré avec du papier 
filtre et concentré sous vide jusqu'à un volume final de 5 ml. 
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2.6. Tests d'activité des filtrats et des différents extraits: 

2.6.1. Tests avec les filtrats de culture des deux espèces de Tirmania. 

Après une semaine de mise en culture liquide, l'activité inhibitrice du filtrat 
n°1 a été testée tous les 3 jours pendant 60 jours. 

2.6. 1. Test antibactérien par la méthode de diffusion en milieu solide: 

*P réparation  de l'inoculum: 

A partir d'une culture en boite de Pétri, on prélève 4 à 5 colonies bien isolées. 
On les émulsionne dans un tube à essai contenant 20 ml de bouillon nutritif. Après 
16 h d'incubation des cultures bactériennes, des dilutions sont effectuées au 1/10 
pour les Streptocoques, au 1/100 pour les Staphylocoques, au 1/1000 pour le reste 
des bactéries (BIOMERIEUX, 1986). 

* Ensemencement des milieux de culture et dépôt des disques: 

1 ml de l'inoculum bactérien est déposé à l'aide d'une pipette stérile 
dans une boite de Pétri.20 ml de milieu Mueller-Hinton gélosé, maintenu en 
surfusion à 40 oc sont coulés dans chaque boite. 
Les boites sont homogénéisées par un mouvement circulaire lent. 
Après solidification du milieu 3 disques stériles, en papier Whatman de 6 mm 
de diamètre, sont imprégnés chacun de 0,1 ml du filtrat de T.nivea ou de 
T. pinoyi et déposés séparément à la surface du milieu préalablement 
ensemencé. 

Dans les boites témoins, les disques sont imprégnés de milieu malt 
liquide stérile. 
Les boites sont placées à 4°C pendant 30 mn afin de permettre la diffusion 
des substances inhibitrices (AL-MAADHIDI, 1976). 

Elles sont ensuite incubées à 37°c pendant 24 et 48 h. 

2.6.1.2. Tests antifongiques: 

*cham pignons  levuriformes: 

- Préparation de l'inoculum: 
A partir d'une culture en boite de Pétri, on prélève 4 à 5 colonies 

isolées. Elles sont émulsionnées dans 10 ml de bouillon de Sabouraud et 
mises à incuber. Après 48 h d'incubation, on effectue des dilutions au 1/100 
afin d'obtenir une culture dense mais non totalement confluante ( BIOMERIEUX, 
1986). 

- Ensemencement et dépôt des disques: 
La méthode utilisée est celle précédemment décrite pour les bactéries 

sauf que le milie.. Mueller-Hinton est remplacé par le milieu Sabouraud. 
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Les boites sont incubées à 25 0c pendant 48 h. 

*champignons phytopathogènes. 

- Par la méthode de DENNIS et WEBSTER (1971 a): 

Elle consiste à faire un puits de 8 mm de diamètre à l'aide d'un emporte - 
pièce, au centre d'une boite de Pétri contenant du milieu malt gélosé et à 
déposer aseptiquement dans le puits 0,5 ml du filtrat n°1 de T.nivea ou de 
T. pinoyi à l'aide d'une pipette stérile. 

Le puits est ensuite recouvert d'un implant circulaire de 8 mm de 
diamètre de l'espèce fongique à tester. 

Dans les boites témoins, le puits est rempli de 0,5 ml de milieu malt 
liquide stérile. 
Les boites sont incubées à 25°C. 

- Par la méthode d'incorporation des filtrats de culture en boite de 
Pétri: 

Les filtrats n° 2, obtenus après 4 semaines de culture mycélienne de 
I nivea ou de T.pinoyi sont stérilisés par filtration sur membrane ( Swinex 
millipore 0,45 pm). 
Ils sont ensuite incorporés v/v au milieu malt à 4% d'agar et maintenu en 
surfusion à 40°C (BELLAHCENE, 1990). 

Après homogénéisation et refroidissement du milieu, les boites sont 
ensemencées avec un implant circulaire des espèces fongiques phytopa-
thogènes à tester. 

Dans les boites témoins, le filtrat est remplacé par de l'eau distillée 
stérile. 

Les cultures sont incubées à 25 oc .  

2.6.2. Tests avec les différents extraits: 

2.6.2.1. Test antibactérien par la méthode de diffusion en milieu 
solide: 

Trois disques stériles de 6 mm de diamètre en papier Whatman sont 
imprégnés de 50 pl de l'extrait. Ils sont séchés à proximité de la flamme du 
bec benzen avant d'être déposés à la surface du milieu Mueller-Hinton préala-
bLement ensemencé. 

Dans les boites témoins, les disques sont imprégnés de 50 pl du 
solvant d'extraction ou de méthanol. 
Les boites sont laissées pendant 30 mn à 4°C . Elles sont ensuite incubées à 
37°C pendant 24 et 48h. 
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2.6.2.2. Tests antifongigues: 

*champignons  levuriformes: 

La méthode utilisée est celle de la diffusion en milieu solide, précédem-
ment décrite dans les tests antibactériens. 

*Champignons phytopathogènes par la méthode de DENNIS et 
WEBSTER (1971 a): 

0,5 ml de l'extrait est déposé à 1 cm du centre d'une boite de Pétri 
contenant du milieu malt gélosé. La boite est entrouverte à proximité de la 
flamme du bec benzen afin de permettre l'évaporation du solvant. Un implant 
circulaire du champignon à tester est déposé au centre de la boite de Pétri. 

Dans la boite témoin, l'extrait est remplacé par le solvant d'extraction 
ou par le méthanol. Les boites sont incubées à 25 oc. 

2.7. Tests d'antagonisme in vitro entre les Tirmania et les 
champignons phytopathogènes: 

2.7.1. Méthode de confrontation des espèces fongiques en boite 
de Pétri: 

Un implant circulaire de terfez de 8 mm de diamètre est placé dans une 
boite de Pétri contenant du milieu malt gélosé. 
Après 12 jours d'incubation à 25°c, un implant de 8 mm de diamètre de l'espèce 
fongique phytopathogène à tester est déposé à 3 cm de l'implant de terfez. 
Les boites scellées à l'aide du ruban adhésif sont incubées à 25 oc. 

Les boites témoins sont ensemencées uniquement par un implant circulaire 
de l'espèce fongique à tester. 

2.7.2. Méthode de DENNIS et WEBSTER (1971 a) modifiée: 

Le milieu malt gélosé coulé dans les boites de Pétri est recouvert à la 
surface par une membrane millipore ( KOPE et FORTIN, 1989 ) ,( 0,20 iJm, 90 
mm de diamètre) à la place du papier cellophane utilisé par DENNIS et 
WEBSTER (1971 a). Un implant circulaire de 8 mm de diamètre de T.nivea 
ou de T.pinoyi est déposé au dessus de la membrane au centre de chaque 
boite de Pétri. 

Les boites scellées à l'aide du ruban adhésif, sont incubées à 25°C. 
Après 3 semaines d'incubation, la membrane portant la culture du terfez est 
retirée aseptiquement puis elle est remplacée par un implant circulaire du 
champignon phytopathogène à tester. 

Les boites témoins sont ensemencées par un implant circulaire du 
champignon phytopathogène. 



2.7.3.Méthode de double couche ( In BELLAHCENE, 1990): 

Un implant circulaire de 8 mm de diamètre, prélevé à partir d'une 
préculture de T.nivea ou de T.pinoyi, est placé au centre d'une boite de Pétri 
contenant 15 ml de milieu malt à 1 % gélosé . Les boites sont maintenues 
fermées à l'aide d'un ruban adhésif et mises à incuber à 25°C. 

Après 2 semaines d'incubation, la surface de la culture est recouverte 
par une membrane millipore ( 0,20 pm et 90 mm de diamètre) puis 15 ml de 
milieu malt gélosé y sont coulés. Un implant circulaire, de 8 mm de diamètre, 
du champignon phytopathogène est déposé au centre de chaque boite. 

Dans les boite témoins, l'implant de terfez est remplacé par un implant 
du champignon à tester. 

Les boites scellées à l'aide de ruban adhésif sont incubées à 25°C. 

2.7.4. Recherche des substances antifongiques volatiles chez 
T.nîvea et T.pinoyi 

Un implant circulaire de 8 mm de diamètre, prélevé à partir d'une préculture 
de terfez est déposé au centre d'une boite de Pétri contenant le milieu malt 
gélosé. 

Après 2 semaines d'incubation à 25 °C, la partie inférieure de chaque 
boite contenant la culture de terfez est collée avec celle contenant le champignon 
à tester par du ruban adhésif (Fig. 4) ( DENNIS et WEBSTER, 1971b; OLIVIER 
et GERMAIN, 1983). 
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Fig .4 Schéma du dispositif expérimental utilisé pour la mise en évidence des 

substances antifongiques volatiles ( d'après OLIVIER et GERMAIN, 1983) 
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2.8. Méthodes de mesure: 

2.8.1. Test antibactérien: 

La sensibilité des espèces bactériennes aux filtrats de culture ou aux divers 
extraits de terfez (extraits de filtrats de culture ou de gléba ) est appréciée par 
l'existence ou non de zones d'inhibition. Le diamètre de la zone d'inhibition 
autour du disque est mesuré après 24 et 48 h d'incubation. 

les résultats obtenus représentent la moyenne de 3 répétitions. 

2.8.2. Tests antifonqigues: 

*Champignons  levuriformes 
La sensibilité de ces espèces fongiques est évaluée également par la 

mesure des diamètres des zones d'inhibition après 48 h de culture. 

*champi gnons  phytopathogènes 
- Dans le cas des tests avec les divers extraits 
L'inhibition est évaluée par l'arrêt de la croissance mycélienne du cham-

pignon phytopathogène dès qu' il atteint l'extrait. 
Le diamètre de cette zone d'inhibition est mesuré dans deux directions 
perpendiculaires. 

- Dans le cas des tests avec les filtrats de culture et les tests d'antagonisme: 
La croissance des champignons phytopathogènes a été évaluée quotidiennement 
en mesurant les diamètres des cultures autour de l'implant circulaire dans deux 
directions perpendiculaires. 
Un pourcentage d'inhibition est calculé (In BELLAHCENE, 1990): 

l=Dt -Dm x 10 
Dt 

I. : Pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne 
Dt: Diamètre moyen de la culture mycélienne du Témoin. 
Dm: Diamètre moyen de la culture mycélienne en présence du terfez 

Les mesures sont arrêtées lorsque le témoin recouvre toute la boite. 

Pour la recherche du phénomène d'antagonisme par confrontation sur boite 
des espèces de terfez avec les champignons phytopathogènes, nous avons calculé 
la coefficient de croissance mycélienne (GUILLAUMIN, 1983), il s'agit du rapport: 

Cl=Ca 
Ct 

Cl: Coefficient de croissance mycélienne 
Ca: croissance linéaire de l'espèce phytopathogène en présence du terfez, évaluée 

tous les jours. 
Ct: Croissance linéaire du témoin 
Chaque test comprend 3 répétitions. 
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2.9. Méthodes analytiques des divers extraits: 

2.9.1. Analyse par chromatographie en couche mince: 

La CCM est une méthode d'analyse immédiate et de grande utilité. Elle 
permet la séparation et l'identification d'un très grand nombre de substances 
organiques et même minérales. 

L'un des aspects fondamentaux de la chromatographie en couche mince est 
l'analyse qualitative qui permet de déterminer le nombre de constituants dans un 
mélange inconnu. 

Nous avons analysé les extraits de gléba de T. pinoyi et de T nivea, obtenus 
par soxhlet et les extraits du filtrat de culture de T. nivea, par chromatographie 
ascendante unidimensionnelle sur couches minces. 

*Dépôt des extraits: 
Après activation de la plaque de gel de silice ( Kieselgel 60 F 254,20x20 cm), 

à une température de 1100  C pendant 30 mn, on dépose les extraits méthanoliques 
à 1 cm du bord inférieur en petit volume de 10 pi à l'aide d'un capillaire gradué. 

*Déve l oppement des plaques: 
Le développement ascendant des plaques s'effectue dans des cuves en verre 

dont les dimensions sont appropriées à celles des plaques à développer. 
Après séchage des dépôts, les plaques sont placées dans les cuves saturées par 
100 ml d'un mélange de solvant benzène I acétate d'éthyle 90/10 (VN) (Fig. 5). 

Pour opérer en atmosphère saturée, il est nécessaire de placer sur les parois 
latérales de ces cuves des bandes de papier filtre imprégnées de l'éluant. 
Lorsque le front du solvant est à 1 cm du bord supérieur les plaques sont retirées 
des cuves et séchées. 

*Révélation  chimique: 
La révélation des spots sur les plaques est l'un des aspects techniques le 

plus important de la chromatographie en couche mince, la plupart des composés  
organiques absorbe la lumière ultraviolette entre 254 et 366 nm. Le procédé le plus 
simple consiste à utiliser des couches fluorescentes en UV. 
Un deuxième procédé consiste à faire appel à des réactifs de révélation. 

La révélation de nos spots à été réalisée en premier lieu à l'aide d'une lampe 
UV 254 -366 nm et en second lieu par pulvérisation sur la plaque de l'acide 
sulfurique à 2% dans l'éthanol / H 20 (1/1). Ce réactif permet de mettre en évidence 
certains composés comme le cholestérol, les glucosides, les vitamines, les drogues 
et les produits pharmaceutiques (VERNIN, 1970). 

La couleur et le Rf (Facteur de rétention des taches sont notés): 

Rf = Distance parcourue par le composé 
Distance parcourue par le front du solvant 
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Fig 5 : a) Dépôt de l'extrait à chromatographier. 

b) Cuve contenant la chromatoplaque et l'éluant 
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*Révél ati on  microbiologique (ASSELINEAU et ZALTA ,1973, AL-MAADHIDI 
1976; BOUTIBA,1992): 

La bioautographie ou la révélation microbiologique a été utilisée afin de détecter la 
présence des substances inhibitrices sur la chromatoplaque. 

La technique consiste à sécher la plaque chromatographique développée et 
la déposer dans une boite en plastique (25 x 25 cm ) préalablement désinfectée à 
l'alcool Du papier filtre stérile, imbibé d'eau distillée stérile est déposé sur le fond 
de la boite pour humidifier l'atmosphère et empêcher la dessication rapide du milieu 
gélosé. 
50 ml de milieu Sabouraud gélosé maintenu en surfusion à 40°C sont additionnés de 
5 ml d'une culture de Rhodotorula mudioginosa en milieu Sabouraud liquide. 
Après homogénéisation, le milieu est coulé sur la couche mince, par petites 
quantités en commençant par la partie supérieure de la chromatoplaque. 
Après solidification du milieu, la boite est placée à 4°C pendant 30 mn pour 
permettre la diffusion des principes actifs. Elle est ensuite incubée à 25°C 

Le diamètre et le Rf des zones d'inhibition sont notés. 

2.9.2. Fractionnement de l'extrait du filtrat de culture de T. nivea: 

Le fractionnement est réalisé par chromatographie en phase liquide sur 
colonne ouverte. C'est une opération très délicate, elle permet d'obtenir plusieurs 
fractions en fonction de la polarité (DALI YOUCEF, 1994). 

*p r i ncipe  de la chromatographie sur colonne: 
C'est une méthode d'analyse et de séparation de soluté. 

La phase stationnaire est un solide appelé adsorbant et la phase mobile représente 
les solvants organiques de polarité différente: hexane -dichlorométhane -méthanol 
(1/1/1). 

Dans le présent travail nous avons utilisé le gel de silice (70 - 230 Mesh) 
comme adsorbant (ANKE et OBERWINKLER, 1977; KUPKA et al . 1979), il a été 
conditionné au four à 180°C pendant au moins 5 heures. 

*P réparati on  de la colonne: 
Après activation du support, le gel est mélangé avec de l'hexane. Le mélange 

est légèrement agité puis introduit dans la colonne à l'aide d'un entonnoir. 
La quantité de l'adsorbant est égale à 10 fois la quantité du soluté à 

fractionner. 
Il faut prendre soin de ne pas mettre l'adsorbant en contact de l'air pour qu'il ne 
sèche pas. 

La colonne ayant servi au fractionnement est en verre. Elle mesure 20 cm de 
longueur et 1 cm de diamètre. 

Elle est conditionnée en faisant passer successivement les 3 solvants qui 
sont de qualité spectroscopique (MERCK). 

La surface de l'adsorbant est recouverte de coton afin d'éviter sa perturbation 
lors de l'élution. 
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*Dépôt et élution: 

L'extrait concentré est introduit dans l'adsorbant en ouvrant légèrement le 
robinet de la colonne. L'élution se fait avec les 3 solvants successivement en 
commençant par le moins polaire (hexane), le moyennement polaire (dichioro-
méthane) et le plus polaire (méthanol) 
Trois fractions d'égal volume sont récoltées. Elles sont concentrées jusqu'à un 
volume final de 5 ml. 

Les trois fractions obtenues sont testées sur les espèces bactériennes et les 
espèces fongiques. 

Les fractions actives sont récupérées puis analysées par HPLC. 

2.9.3.Analyse de la fraction active par HPLC (Hiqh Performancy Liciuid 
Chromatography): 

Pour vérifier si la fraction active est constituée de plusieurs composés, nous 
l'avons analysé par HPLC. 

Les principes de la HPLC reposentsur: 
• La chromatographie d'adsorption : chromatographie liquide - solide 
• La chromatographie de partage: chromatographie liquide - liquide 
• La chromatographie par échange d'ions 
• La chromatographie d'exclusion 

Dans le cas de notre travail, il s'agit d'une chromatographie liquide - solide. 
L'appareil utilisé est de type Unicam - Philips PU 4003 PYE. 

li est constitué d'un contrôleur de débit et de pression (le débit étant de 
0,3 ml / mn), d'une pompe, d'un détecteur de sortie, d'une colonne inversée avec le 
gel de silice comme adsorbant et enfin d'un ordinateur avec imprimante ( Fig. 6) 

L' éluant utilisé est le méthanol. 

1 ml de la fraction méthanolique active récupérée à partir de la colonnes 
chromatographique, est diluée dans du méthanol; 500 pl de cette préparation sont 
injectés dans l'appareil à l'aide d'une seringue. L'enregistreur note les pics des 
composés présents avec leurs pourcentages et leurs temps de rétention ( c'est le 
temps de sortie de chaque pic). 
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Fig 6: Schéma du dispositif de la HPLC (document Merck - France in AUDIGIE 

eta! .1982). 
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1. Morphologie des ascospores des deux espèces de Tirmania: 

Les corps fructifères ou ascocarpes ont 10 à 25 cm de diamètre, leur couleur 
est blanche lactée jaunissant avec l'âge, ils présentent parfois un court prolon-
gement basilaire (PI .1, Figs. let 2) 

La gléba ou la chair est spongieuse, homogène et charnue de couleur blanche 
variant au jaune. 

Les asques sont piriformes , ils renferment le plus souvent 8 ascospores. 

Les deux espèces de Tirmania ;T.nivea et T.pinoyi se différencient par la 
morphologie de leurs ascospores chez T.nivea , elles sont elliptiques et lisses 
(Pl.1 ,Fig.3) ,chez T.pinoyi , elles sont sphériques et lisses (Pl.1, Fig.4). 

2. Caractéristiques de la germination des ascospores et obtention du 
mycélium 

La germination des ascospores des deux espèces de Tirmania, est précédée 
par une phase de latence de durée variable selon les espèces (FORTAS ,1990, 
FORTAS et CHEVALIER, 1992b). 

Au début de leur germination, les ascospores libèrent des globules lipidiques 
réfringents, gonflent et doublent presque de volume (Pl.2, Fig.1; Pl.3, Fig.1) 

On observe ensuite l'extrusion d'un tube germinatif qui émerge d'un point 
quelconque de l'ascospore (P13, Fig.2) .L'émission de deux tubes germinatifs est 
rarement observée 

Les ascospores gonflent et germent même à l'intérieur de l'asque, le tube 
germinatif émis traverse la paroi de l'asque (Pl.3, Fig.3) 

Les hyphes émis par les ascospores sont généralement septés et ramifiés 
(P12, Fig.4) 

Chez T. nivea , nous avons observé la germination des ascospores de grande 
dimension (Pl.2 , Figs. let 2). Ces spores n'ont jamais germé chez Terfezia arenaria 
et Terfezia c/averyi ( FORTAS, 1990; FORTAS et CHEVALIER ,1992 b). Les hyphes 
émis ont un aspect "annelé" (Pl.2 ,Fig.3) 

2.1. Discussion: 

Nous avons remarqué que les ascospores des deux espèces de Tirmania 
étudiées ont un pouvoir germinatif assez faible. 

Selon FORTAS (1990) et FORTAS et CHEVALIER (1992 b) le taux de 
germination et la durée de la phase de latence varient avec la composition du milieu 
de culture. La phase de latence de T. pinoyi sur milieu malt est de 15 jours Dans 
notre étude, la phase de latence de T.pinoyi est de 4 semaines et celle de T.nivea 
est de 7 semaines. 

Il est assez difficile de connaitre l'origine du faible pouvoir germinatif des 
spores de terfez. Dans le cas des Tuber, de nombreux facteurs susceptibles d'agir 



46 

sur la germination ont été évoqués âge des ascocarpes, humidité, imperméabilité 
des enveloppes sporales et les nombreux traitements utilisés afin de lever la 
dormance des spores ont échoués(G RENTE et ai. 1972; KULIFAJ, 1984). 

Au cours de la germination des ascospores des deux espèces de terfez 
étudiées le tube germinatif émerge d'un point quelconque de la spore comme l'ont 
montré AWAMEH et ALSHEIKH (1979 a et b) ; FORTAS (1990) ; FORTAS et 
CHEVALIER (1992 b) ; BOUSSIR (1992) ; BESSAIH (1994). Aucun point de sortie 
spécifique na été observé. 

FORTAS(1990); FORTAS ET CHEVALIER(1992 b) ont observé la présence 
d'ascospores de grande dimension chez Terfezia arenaria et Terfezia c/averyi , selon 
ces auteurs la présence de ces spores est difficile à expliquer d'autant plus qu'elles 
n'ont jamais germé . Dans notre étude , ces ascospores présentes chez T.nivea ont 
germé ; les hyphes émis ont une morphologie différente de celle des hyphes issus 
des autres ascospores. 

Enfin comme l'a signalé FORTAS (1990), nous avons remarqué que la 
suspension de spores utilisée pour les isolements est toujours exempte de germes 
contaminants d'origine bactérienne ou fongique, ce qui laisse supposer que les 
terfez possèdent certaines propriétés antibiotiques comme de nombreux cham-
pignons ectomycorhiziens. 



PLANCHES I À 3.. 
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PLANCHE I 

MORPHOLOGIE DES ASCOCARPES ET DES ASCOSPORES DES DEUX 
ESPÈCES DE TIRMANIA: 

Fig.1 : Ascocarpe de T.nivea présentant un court prolongement basilaire. 

Fig.2 : Ascocarpe de T.pinoyi à péridium parcouru de petites fentes peu 
profondes. 

Fig3: Asque de T.nivea renfermant 8 ascospores elliptiques et lisses. 
G x1200. 

Fig.4 : Asque de T. pinoyi renfermant 8 ascospores sphériques et lisses. 
G x 1200. 
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PLANCHE I 



PLANCHE 2 

DIFFRÉRENTS STADES DE LA GERMINATION DES ASCOSPORES DE T.NIVEA. 

Fig.1 : Deux ascospores de Tnivea en début de germination dont une est de 
grande dimension (flèches). 
Remarquer leur diamètre par rapport à celui des trois autres 
ascospores non germées. G x1200 

Fig. 2: Germination dune ascospore de T. nivea de grande dimension. 
G x 1200. 

Fig.3: Hyphe articulé émis par une ascospore de T.nivea de grande 
dimension. G x 1200 

Fig.4: Morphologie des hyphes septés des ascospores de T. nivea. 
G x 600. 
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PLANCHE 3 

DIFFÉRENTS STADES DE LA GERMINATION DES ASCOSPORES 
DE T.PINOYI 

Fig. 1 : Ascospore de Tpinoyi en germination avec libération de quelques 
globules lipidiques (flèches ). G x 1200. 

Fig 2 : Extrusion d'un tube germinatif à partir d'une ascospore de T. pinoyi 
G x 1200 

Fig 3: Extrusion d'un tube germinatif ramifié par une ascospore de T. pinoyl 
contenue dans un asque à 8 ascospores. G x 1200 
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3.Description des cultures mycéliennes des deux espèces de Tirmania: 

En culture sur boite, le mycélium de T. pinoyi ou de T. nivea est aérien peu 
dense et de couleur blanchâtre. Il envahit la boite au bout de 3 à 4 semaines 
d'incubation (PI. 4, Figs. let 2). 

En culture liquide, après 8 semaines d'incubation, il présente une masse 
dense et compacte de couleur blanchâtre. 

4. Activité des filtrats de culture mycélienne de Tnivea et de T. pinoyi 
sur la croissance des micro-organismes testés: 

4.1 .Sur la coissance des espèces bactériennes et levuriformes par la 
méthode de diffusion en mileu solide: 

Les filtrats n°1 de T.nivea et de T.pinoyi provenant de cultures âgées de 3 à 
27jours n'ont montré aucune inhibition de la croissance des espèces bactériennes et 
levuriformes. Par contre, les filtrats .issus des cultures de T. nivea, âgées de 30 à 60 
jours inhibent faiblement la croissance de S. hemolyticus uniquement (Tableau 1). 
Le diamètre de ta zone d'inhibition est de 8 mm (Pl.4, Fig.3). 

4.2. Sur la croissance des champignons phytopathogènes: 

4.2.1 Selon la méthode de DENNIS et WEBSTER (1971 a) avec le filtrat 
n°1: 

Les pourcentages d'inhibition de la croissance mycélienne des champignons 
phytopathogènes sont nuls quel que soit l'âge des filtrats de culture testés. 

4.2.2. Par incorporation des filtrats n 0 2, au milieu de culture des 
champignons phytopathogènes: 

Parmi les espèces fongiques testées avec les filtrats n 02 d'une culture de 
T.nivea de 4 semaines, 3 seulement présentent un retard de croissance mycélienne 
par rapport à celle de la culture témoin. 
Les pourcentages d'inhibition sont de 20 à 40,50 avec S.sclerotiorum (Pl.4, Fig.4), 
de 20 à 31 avec Phytophtora, de 11 à 20,2 avec Phoma (Fig.1). 
Les autres espèces testées ne présentent aucun retard de croissance, au contraire 
la croissance de Phomopsis semble plus rapide que celle du témoin en présence 
des filtrat de T.nivea ou de T.pinoyi, puisque les valeurs des pourcentages 
d'inhibition sont négatives. 

Le filtrat de culture de T.pinoyi ne montre aucune inhibition importante 
(Tableau 2). 



Tableau 1 Activité des filtrats de culture des deux espèces de terfez sur 

la croissance de S.hemolyticus. 

Age des cultures de teifez Filtrats de cultures 
pH Activité Température 

oc 
- en milieu liquide (Jours) 

(pH métre) T.nivea T. pinoyl I nivea T. pinoyi 
3 eme 5,90 5,90 - - 20 

6 ème 6,00 6,10 - - 22 

9 ème 6,00 6,00 - - 23.80 

12ème 6,10 6,10 - - 23 

15ème 6,10 6,10 - - 24 

18 ème 6,17 6,15 - - 24 

21 ème 6,17 6,16 - - 23 

24 èrne 6,18 6,16 - - 24,50 

27ème 6,19 6,17 - - 25 

30ème 6,16 6,18 + - 23 

33ème 6,10 6,16 + - 24 

36 ème 5,90 5,80 + - 23,80 

39 ème 5,90 5,50 + - 24 

42 ème 5,83 5,90 + - 25 

45 ème 5,90 5,80 + - 25 

48 ème 5,90 5,90 + - 25,50 

51 ème 6,00 6,00 + - 24 

54 ème 6,10 6,00 + - 25 

57 ème 5,90 6,10 + - 23.70 

60 ème - 5,90 5,80 + - 26 

(+) : Présence d'une inhibition de la croissance de S.hemo/yticus. 

(-): Absence d'une inhibition de la croissance de S.hemolyticus. 
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phytopathogènes en présence du filtrat de culture de T.nivea 
incorporé au milieu de culture 



Tableau 2 : Pourcentages d'inhibition de la croissance mycélienne des champignons phytopathogènes en présence du 

filtrat de culture de T.pinoyi incorporé au milieu de culture. 

Temps d'incubation (jours) 
2ème 

jour 

3ème 

jour 

4ème 

jour 

5ème 

jour 

6ème 

jour 

7ème 

jour 

8ème 

jour Pourcentages d'inhibition 
des espèces testées 

S. sclerotiorum 1.30 0 0 1.50 

Claviceps 0 -1.20 0 -0.25 -1 0 

Phytophtora 030 . 	 0.80 0 0.65 0 

Phomopsis -9.40 -8.50 -9.85 -6.60 -6 

Phoma 0.50 0.07 0 0 

A.mellea  0 -3 	- -2 2.10 -1 0 



4.3. Discussion 

Nous n'avons observé aucune inhibition des micro-organismes testés avec 
les filtrats obtenus au bout de 27 jours de culture du mycélium de T.nivea ou de 
T. pinoyi. Il est vrai que la synthèse de métabolites secondaires ne démarre souvent 
qu'après la phase de croissance active. 
L'activité n'apparait qu'à partir du 30 ème jour de la mise en culture. Une seule 
bactérie est sensible au filtrat de culture de T.nivea. 

Les substances inhibitrices semblent être présentes en faible quantité et sont 
donc très diluées dans le milieu de culture liquide, ou bien elles y sont peu solubles, 
ce qui expliquerait l'absence d'inhibition chez les champignons phytopathogènes 
testés et le faible diamètre de la zone d'inhibition observée chez S.hemolyticus. 

Les champignons phytopathogènes testés par incorporation du filtrat de 
culture de Tnivea montrent un retard de croissance par rapport aux témoins. 
L'espèce S. scierotiorum présente.le pourcentage d'inhibition le plus important, elle 
est suivie de Phytophtora et enfin de Phoma . Les autres espèces ne montrent 
aucune inhibition. 

Le pH du milieu de culture liquide ne varie pas beaucoup durant toute la 
période de la mise en culture. L'inhibition observée ne peut pas être le fait d'une 
acidification du milieu de culture comme l'ont montré RASANAYAGAM et JEFFRIES 
(1992) chez de nombreux champignons ectomycorhiziens. 
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PLANCHE 4 

ASPECT DES CULTURES MYCÉLIENNES DES DEUX ESPÈCES DE TIRMANIA: 

Fig. 1: Mycélium de T. nivea , après 25 jours de culture sur milieu malt à 1 % 

Fig. 2: Mycélium de T.pinoyi après 25 jours de culture sur milieu malt à 1 % 

ACTIVITÉ DU FILTRAT DE CULTURE 

Fig.3: Inhibition de la croissance de S.hemo/yticus après 24h de culture, en 
présence du filtrat n°1 de T. nivea, obtenu après 30 jours de culture 

Fig.4: Croissance de S.sclerofiorum en présence du filtrat n°2 de culture de 
T.nivea incorporé au milieu du champignon phytopatogène. 

T: Témoin 
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5. Activité des divers extraits sur la croissance des micro-organismes 
testés 

5.1. Extraits obtenus par contact gléba-solvant: 

5.1.1 Sur la croissance des espèces bactériennes: 

En présence des extraits de gléba de T.nivea ou de T.pinoyi à l'acétate 
d'éthyle, 5 espèces bactériennes présentent des zones d'inhibition (Fig.2). Il s'agit 
de P.fluorescens, S. aureus, P.aeruginosa, P.mirabllis , S.typhi, avec des diamètres 
d'inhibition allant de 7 à 9 mm (P15, Figs.1 et 2). 

Avec les extraits à l'acétate d'amyle de T.nivea et de Tpinoyi, 3 espèces 
bactériennes seulement présentent des zones d'inhibition allant de 7 à 7,30 mm. 
li s'agit de S.typhi, P. fluorescens et P. aeruginosa (Fig.2) 

En présence des extraits au chloroforme de T. nivea, 4 espèces bactériennes 
présentent des zones d'inhibition allant de 7 à 7,52 mm . Il s'agit de P.fluorescens 
S.typhi, P.aertiginosa et S.aureus. 
Les diamètres des zones d'inhibition observés avec l'extrait de T.pinoyi sont compris 
entre 7 et 7,52 mm. Les espèces concernées sont: 
P.mirablis, P.fluorescens, P.aeruginosa et S.typhi (Fig. 2). 

Pour une même espèce bactérienne, les diamètres de ces zones sont 
sensiblement les mêmes, après 24 et 48 heures d'incubation ;  quelle que soit la 
durée de contact gléba-solvant. Le témoin ne présente aucune zone d'inhibition. 

Avec les extraits à l'éther de pétrole, aucune des espèces testées n'a été inhibée 
quel que soit le temps de contact gléba-solvant. 

5.1.2.Sur la croissance des espèces fongiques 

Nous n'avons observé aucune inhibition de la croissance des espèces 
levuriformes ou phytopathogènes avec les extraits obtenus par contact gléba de 
T. nivea ou de T. pinoyi et les divers solvants utilisés. 

5.2. Extraits de gléba obtenus à l'aide du soxhiet: 

5.2.1. Espèces bactériennes 

Toutes les espèces bactériennes testées présentent des zones d'inhibition 
après 24h de culture (Fig.3). Les diamètres de ces zones sont de 7 à 15 mm avec 
l'extrait de T. nivea et de 7 à 11 mm avec l'extrait de T.pinoyi. 
Dans les deux cas , P.fluorescens présente les diamètres d'inhibition les plus 
importants. 
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des extraits de gléba de T.nivea et de T.pinoyi obtenus par soxhiet et du 
filtrat de culture de T.nivea.(Après 24h de culture). 



5.2.2 Espèces fongiques 

Les deux espèces levuriformes testées Candida albicans et Rhodotorula 
mucilaginosa présentent des zones d'inhibition après 48 h de culture( Fig. 4) . Les 
diamètres de ces zones sont de 19 à 20,50 mm en présence de l'extrait de T.pinoyi 
et de 25 mm en présence de celui de T.nivea ( P16, Figs.let 2). 

Les champignons phytopathogènes testés ne montrent aucune zone 
d'inhibition quel que soit l'extrait utilisé.. 

5.3.Extrait des filtrats de culture 

5.3.1.Espèces bactériennes: 

Contrairement au filtrat de culture de T.nivea qui a montré une faible 
inhibition, l'extrait méthanolique du filtrat de T.nivea, de couleur jaunâtre, est très 
inhibiteur vis à vis de toutes les espèces bactériennes testées. Les diamètres des 
zones d'inhibition sont de 15 à 35 mm après 24h de culture( PI. 7, Figs. let 2) 
On pourra noter le degré de sensibilité de ces espèces, par ordre décroissant 
(Fig.3) 
S.hemolyticus >S. typhi >E . coli>P. aeruginosa >P. fluorescens >P . mirabiis> 
Kiebsiella sp >S.aureus. 
Le diamètre de ces zones ne varie pas après 48 h de culture 

5.3.2. Espèces fongiques: 

Les ceux espèces levuriformes sont fortement inhibées par l'extrait du filtrat 
de T.nivea. Elles présentent des diamètres d'inhibition de 30 mm (Fig.4) 

- 	Parmi les champignons phytopathogènes Sclerotinia scierotiorum et Phytophtora 
présentent une forte inhibition (PI .7, Fig.3); Phoma présente une zone d'inhibition 
plus faible (Fig 4) 

- 	Aucune inhibition n'est observée avec Claviceps, Phomopsis et A. mellea. 

L'extrait du filtrat de culture de T. pinoyi semble être inactif aussi bien sur les 
espèces fongiques que bactériennes. 

Les hyphes des trois especes phytopathogènes sensibles à l'extrait du filtrat 
de culture de T.nivea sont prélevés à la périphérie de la zone d'inhibition et colorés 
à la fuschine acide puis observés au microscope photonique. 

- 	Leur morphologie différe quelque peu de celle des temoins. Ils présentent de 
nombreux renflements chez S. sclerotiorum (P18, Fig. 1 ) ou de nombreuses 
ramifications chez Phytophtora et Phoma (PI. 8 bis, Figs.3 et 5). 
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Diamètres des zones d'inhibition (mm) 
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Fig.4: Diamètres des zones d'inhibition des espèces fongiques 
testées avec L'extrait du filtrat de culture de T.nivea et les 
extraits de gléba de T.nivea et de T.pinoyi obtenus par soxhiet. 



5.4. Extraits du mycélium: 

Les extraits méthanoliques récupérés à partir du mycélium des deux espèces 
de Tirmania n'ont montré aucun effet inhibiteur sur la croissance de tous les micro-
organismes testés. 

5.5. Discussion: 

L'inhibition observée chez les micro-organismes testés dépend de plusieurs 
facteurs à savoir: le type d'extrait, la méthode d'extraction et le type de solvant. 

Parmi les extraits obtenus par contact gléba-solvant, celui à l'acétate d'éthyle 
semble donner la meilleure inhibition. Cet extrait est actif aussi bien sur les bactéries 
Gram + que sur les bactéries Gram -, avec une moyenne de 5 mm par groupe de 
bactéries (Tableau 3). 

L'extrait au chloroforme est légèrement plus inhibiteur que celui à 1 acétate 
d'amyle. 

Le temps de contact gléba-solvant ne semble pas beaucoup influer sur 
l'inhibition. 

Les deux espèces de Tirmania donnent relativement la même inhibition sur 
les espèces bactériennes. 

L'extrait à l'éther de pétrole est inactif, il est fort possible que les substances 
inhibitrices soient insolubles dans les solvants apolaires. 

Les extraits obtenus par soxhiet inhibent fortement la croissance de toutes les 
espèces bactériennes testées, ainsi que celle des deux espèces levuriformes 
L'espèce T. nivea a donné les meilleures zones d'inhibition avec une moyenne de 
10,18 mm pour les espèces bactériennes et de 25 mm pour les espèces 
levuriformes (Tableau 3). 

L'extrait méthanolique obtenu à partir du filtrat de T nivea inhibe très 
fortement la croissance des espèces bactériennes, levuriformes et 
phytopathogènes. 

Parmi, tes espèces bactériennes testées S.hemc/yticus semble être la plus 
sensible. D'ailleurs elle est la seule sensible au filtrat de T.nivea. 

Dans le cas des champignons phytopathogènes, la meilleure inhibition est 
observée chez S.sclerotiorum. 

Les champignons levuriformes présentent les même zones d'inhibition 

L'observation au microscope photonique a montré que certains 
champignons phytopathogènes présentent une légère modification 
morphologique de leurs hyphes qui apparaissent ramifiés ou renflés. KOPE et 
FORTIN (1989) ont d'ailleurs signalé des altérations semblables causées par des 
sécrétions de 16 espèces ectomycorhiziennes 
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Tableau 3 Tableau récapitulatif des activités des extraits de gléba et des filtrats de cultures de T.nivea et 

T.pinoyi sur la croissance des espèces fongiques et bactériennes 

Diamètres des zones DIVERS 	EXTRAITS 
d'nhibition (mm) Gléba 

Contact 	gléba 	- 	solvant 	 Sox hiet 
FILT RAT 

Espèces testées 
Espèces Acétate d'éthyle Acétate damyle Chloro forme T.nivea T.pinoyi T.nivea T.pinoyi 

T. n:vea T. pinoyi T.nivea T. pinoyi T.nivea Tpinoyi bacteriennes 
6h 	24h 6h 	24h 6h 	24h 6h 	24h 6h 	24h 6h 	24h 

8.5 	8.52 9 	9 7.13 	7 7 	7.13 7 	7.50 7 	7 P.fluorescens 15 11 29 0 
E.coli 0 	0 0 	O 0 	0 O 	0 0 	O 0 	O 10.5 10 31 O 
S. aureus 7.50 	7.75 7 	7 0 	0 0 	O 7.10 	7.10 0 	0 9 9 1.5 0 
P.aeruginosa 8.50 	8.20 7.80 	8 7 	7 7 	7 7.20 	7.20 7 	7 10 8 30 0 
P.mirabilis 7.56 	7.50 7.66 	7.60 0 	0 0 	0 0 	0 7.52 	7.50 7 8 26 0 
S.typhi 8 	8 8.10 	8 7.30 	7 7.10 	7 7.40 	7.52 7 	7 14 10 32 0 
Kiebsiella sp 0 	0 0 	0 0 	O 0 	0 0 	0 0 	0 9 7 20 0 
S.hemolyticus O 	O O 	O O 	O O 	O O 	0 0 	0 7 7.30 35 0 
Moyenne par groupe 5 	5 4.94 	4.95 2.67 	2.62 2.63 	2.64 3.58 	3.66 3.56 	3.56 10.18 8.78 27.25 0 
Champignons 
levuriformes 

O 	O O 	O O 	O O 	O O 	O 0 	0 25 19 30 0 C.albicans 
R.mucilaginosa O 	O O 	O O 	O O 	O O 	0 0 	0 25 20.50 30 1 	0 

Moyenne par groupe O 	O O 	O O 	O O 	O O 	0 0 	O 25 19.75 30 0 
Champignons 
phytopathogènes 

O 	O O 	O O 	O O 	O O 	O O 	o o 0 50 S.sclerotiorum 
Phytophtora O 	O O 	O O 	O O 	O O 	O 0 	0 0 0 32 0 
Phoma O 	O O 	O O 	O O 	O O 	O O 	O 0 0 20 0 
CIa viceps O 	O O 	O O 	O O 	O O 	O O 	O o o o o 
Phomopsis O 	O O 	O O 	O O 	O O 	O O 	O O O O o 
A.mellea O 	O O 	O O 	O O 	O O 	O O 	o o o o o 
Moyenne par groupe 0 	0 1 0 	01 0 	O 0 	O 0 	O 0 	01 0 	1 0 17A 0 
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PLANCHE 5 

ACTIVITÉ DES EXTRAITS OBTENUS PAR CONTACT GLÉBA-SOLVANT: 

Fig.1 : Inhibition de la croissance de P. mirabilis en présence de l'extrait de gléba de 
T.pinoyi obtenu par contact gléba- acétate d'éthyle 

Fig. 2. lnhitition de la croissance de S.aureus en présence de l'extrait de gléba de 
T. nivea obtenu par contact gléba-acétate d'éthyle. 
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PLANCHE 6 

ACTIVITÉ DES EXTRAITS DE GLÉBA OBTENUS PAR SOXHLET: 

Fig. 1 Inhibition de la croissance de C. albicans en présence de l'extrait de gléba 
de T pinoyi obtenu au soxhlet (après 48 h de culture). 

Fig.2: Inhibition de la croissance de R.mucilaginosa en présence de l'extrait de 
gléba de T. pinoyi obtenu au soxhlet (après 48 heures de culture). 

Remarquer la pigmentation rose pâle sur milieu Sabouraud. 

T Témoin 
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PLANCHE 7 

ACTIVITÉ DE L'EXTRAIT DU FILTRAT DE CULTURE DE T. NIVEA 

Fig. 1: Inhibition de la croissance de S. hemolyticus en présence de l'extrait 
méthanolique du filtrat de culture de T. nivea (après 24 h de culture) 

Fig .2 : Inhibition de la croissance de Kiebsiella sp en présence de l'extrait 
méthanolique du filtrat de culture de T. nivea (après 24 h de culture) 

Fig. 3: Inhibition de la croissance de S. scierotiorum en présence de l'extrait 
méthanolique du filtrat de culture de T.nivea (après 5 jours de culture) 
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PLANCHE 8 

MORPHOLOGIE DES HYPHES DES CHAMPIGNONS PHYTOPATHOGENES EN 
PRESENCE DE L'EXTRAIT DU FILTRAT DE CULTURE DE T.N!VEA. 

Fig.1 : Morpnologie des hyphes de S. scierotiorum présentant de nombreux 
renflements. G x 1600 

Fig.2: Hyphes de S.sclerotiorum témoin. G x 1600 

Fig.3: Hyphes de Phytophtora montrant de nombreuses ramifications. G x 1600 

Fig.4. Hypnes de Phytophtora témoin .G x 1600 

Fig.5: Hyphes de Phoma. G x 1600 

Fig.6: Hypr es de Phoma témoin. Gx 1600. 
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6. Pouvoir antagoniste des deux espèces de Tirmania vis à vis des 
champignons phytopathogènes 

6.1. Méthode de confrontation: 

L'observation quotidienne des cultures a permis de suivre la croiss.ince 
mycélienne des espèces fongiques confrontées. 

Nous avons souvent remarqué que les espèces phytopathogènes 
confrontées, envahissent le mycélium de Tpinoyi. Par contre, avec T.nivea. trois 
espèces seulement sont en cause il s'agit de Phomopsis, Claviceps nt Armillaria 

mellea . Le coefficient de croissance linéaire est souvent égal à 1 puisque les 
espèces phytopathogènes confrontées poussent aussi bien que les témoins. Pour 
Phomopsis confronté à T. pinoyi et T. nivea, ce coefficient est relativement supérieur 
à 1 (Tableau 4, Fig. 5). 

Les mesures de la croissance sont effectuées au fur et à mesure d' avancée 
des fronts mycéliens, elles sont arrêtées lorsque les deux fronts mycéliens entrent 
en contact. Les mesures de la croissance deviennent ensuite impossible â cause de 
l'interpénétration des mycéliums des 2 espèces fongiques confrontées, à exception 
de A.mellea, dont la croissance reste visible. 
Nous avons d'ailleurs remarqué une inhibition de la croissance du mycélium des 
deux espèces de Tirmania, dès qu'il arrive à proximité de celui de A mellea. 

Les mycéliums de Phoma, S. scierotiorum et Phytophtora en présence de 
T.niiea ont une croissance assez lente par rapport au témoin, leur coefficient de 
croissance linéaire est inférieur à 1 .11 est compris entre 0.50 et 0.70 pour 
S.sclerotiorum, 0,60 et 0,76 pour Phytophtora, 0,70 et 0,80 pour Phoma (Fig.5). 
La croissance de ces espèces s'arrête des qu'elles sont en contact avec le 
mycélium de terfez. Dans ce cas, c'est le terfez qui envahit la culture mycélienne 
du champignon phytopathogène. 

6.2.Méthode de DENNIS et WEBSTER (1971 a) modifiée, essai double 
couche 

Parmi les espèces fongiques testées , trois seulement présentent L ' 

retard de croissance mycélienne par rapport à celle de la culture témoin 
présence du mycélium de Tnivea. 

Les espèces testées par la méthode de DENNIS et WEBSTER ((1971 a) 
modifiée donnent des pourcentages d'inhibition allant de 44 à 52 % chez Sclerotinia 

scierotiorum, de 30 à 42 % chez Phytophtora et de 13 à 31 % chez Phoma (Fig. 6) 

Les espèces testées par la méthode de double couche en présence du 
mycélium de T.r,ivea donnent des pourcentages d'inhibition allant de 33 à 35,80 % 
chez S. sclerotiorum, 31 à 32 % chez Phytophtora et de 20à 24 % chez Phama 
(Fig.7). 



Tableau 4: Coefficients de la croissance mycélienne des champignons 

phytopathogènes confrontés au mycélium de T.pinoyi. 

2ème 
jour 

TerTps d'incubation (jours)  
3ème 
jour 

4ème 
jour 

5ème 
jour 

6ème 
jour 

7ème 
jour Coefficients de croissance 

myceienrie des espèces testées  

S.scleroriorum 1 1.02 

CIa vicepz 1 1.10 1 1 

Phytoph tara 1 1 1 

Phomopis 1.30 1.45 

Phoma 1 1 1.12 

A.meI/e _______ _______ 1 0.97 1.10 1 	0.90 
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Coefficients de croissance mycélienne 

Fig.5: Coefficient de la croissance mycélienne des champignons 
phytopathogènes confrontés au mycélium de T. nivea. 
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Fig.6 Pourcentages d'inhibition de la croissance mycélienne des champignons 
phytopathogènes en présence de T.nivea par la méthode de DENNIS et 
WEBSTER (1971 a) modifiée. 
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Les deux autres espèces fongiques: Claviceps et A.me/Iea ont une croissance 
semblable à celle du témoin. Par contre, Phomopsis a une croissance plus rapide 
en présence des deux espèces de Tirmania. 

L'espèce T.pinoyi a donné des pourcentages d'inhibition insignifiants 
(Tableau 5). 

6.3.Test des inhibiteurs volatils: 

Toutes les espèces testées ont une croissance analogue à celle de la culture 
témoin. Quelle que soit l'espèce de terfez utilisée, les pourcentages d'inhibition sont 
pratiquement insignifiants (Tableau 6). 

6.4.Discussion: 

Les tests réalisés ont permis de mettre en évidence chez T.nivea, l'existence 
de substances qui affaiblissent la croissance des mycéliums de trois espèces 
fongiques : S.sclerotiorum, Phytophtora et Phoma. 
Les pourcentages d'inhibition observés avec la méthode de DENNIS et WEBSTER 
(1979 a) semblent être les plus élevés, S. sclerotiorum est l'espèce fongique la plus 
sensible, elle est suivie par Phytophtora puis par Phoma. 

Les résultats obtenus montrent que les substances inhibitrices ont un effet 
marqué sur la croissance de ces trois espèces pendant les premiers jours 
d'incubation. Cette inhibition diminue au cours du temps, ce qui laisserait supposer 
que ces substances sont instables et qu'elles subissent une dégradation due soit à 
leur nature chimique ou bien à l'action des espèces fongiques phytopathogènes. 
Selon ASSELINEAU et ZALTA (1973), certains champignons posséderaient la 
capacité de synthétiser des enzymes qui inactivent l'antibiotique en modifiant sa 
structure chimique. SERRAIN (1985) a d'ailleurs remarqué le même phénomène en 
étudiant l'antagonisme de quelques souches de Trichoderma vis à vis de Fusarium 
oxysporum. 

L'essai double couche donne des pourcentages d'inhibition plus faible mais 
plus constants dus probablement à la présence du mycélium de T. nivea dans le 
Milieu de culture. 

La méthode de confrontation n'a montré aucune zone d'inhibition bien définie, 
néanmoins, en présence de T.nivea , nous avons remarqué que S. scierotiorum et 
Phytophtora poussaient très lentement en comparaison avec le témoin. 
Leur vitesse de croissance est d'autant moins rapide que la culture s'approche du 
terfez. La croissance de Phoma est également retardée mais de façon moins 
importante. 

Il pourrait s'agir soit d'une mauvaise diffusion des substances inhibitrices, ou 
bien d'une inhibition faible. Selon PORTER (1924) avec cette technique, différentes 
interactions peuvent être observées. Il peut d'agir soit d'une inhibition forte avec 
l'apparition d'une zone claire qui sépare les deux colonies, ou bien d'une inhibition 
faible sans zone visible avec un arrêt de la croissance des colonies à la ligne de 
contact avec ou sans lyse hyphale. 
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Tableau 5: Pourcentages d'inhibition de la croissance mycélienne des champignons phytopathogènes en présence 
de T.pinoyi. 

Temps d'incubation (jours) 
2ème 

jour 

3ème 

jour 

4ème 

jour 

5ème 

jour 

6ème 

jour 

7ème 

jour 

8ème 

jour Pourcentages d'inhibition 
des especès testées - b a 	b a 	b e 	b e 	b a 	b e 	b 

S.sclerofiorum 1.90 	0 0 	1.15 0.70 	0 0 	0 

Claviceps 0 	1.80 250 	2.50 1.70 	0.41 0 	0 0 	0 0 	0 

Phytophtora 0 	1.50 1.40 	2.50 ..1 	0 1.70 	0.50 0 	0.41 

Phomopsis -10.508.66 _11 	-8.30 8.70.1O.50 6 	6.50 5.58 	O 

Phoma 2.10 	1.80 0 	0 1.16 	0 0 	0 

A.mellea 2.50 	2.10 1.10 	_1 0 	0 1 	0.50 0.50 	0.50 

a: Par la méthode de DENNIS et WEBSTER (1971 a) modifiée 
b : Essai double couche 
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Tableau 6 : Pourcentages d'inhibition de la croissance mycélienne des champignons phytopathogènes en présence des 
cultures mycéliennes de T.nivea et T.pinoyi (test des inhibiteurs volatils). 

Temps d ' incubation (jours) 2ème jour 3 ème jour 

Pourcentages d'inhibition  

4 ème jour 5 ème jour 6 èrne jour 7 ème jour 8 ème jour 

T. nivea T.pinoyi T.nivea Tpinoyi T.nivea T.pinoyi T.nivea T.pinoyi T.nivea T.pinoyi T.nivea T.pinoyi Tnivea T.pinoyi des espèces testées 

S.sclerofiorum 1.52 0 -0.95 1.30 0 -1.20 0 0 

Claviceps 0 1 1.90 0 0.22 0 0 0 0.70 0 1 0 

Phytophfora 1.70 1.50 1.05 0 0 0 1.90 0 1 0 

Phomopsis 1 0 0 0 1.70 2.20 0.70 0 0.52 0 

Phoma 4 0.50 1.11 1.50 0 0.70 0.31 -0.50 

A . mellea  0 0 1.25 0 -0.95 1 0 0 0 0 

DC 
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Nous avons observé un légère modification morphologique des hyphes des 
champignons phytopathogènes en contact avec le mycélium de T. nivea . Ils 
présentent un cytoplasme quelque peu altéré, mais nous n'avons pas remarqué de 
phénomènes de mycoparasitisme (enroulement ou pénétration) comme l'ont montré 
ZHAO ZHIPENG et al. (1989) chez de nombreux champignons ectomycorhiziens et 
DENNIS et WEBSTER (1971 c) chez les Trichoderma . Le diamètre important des 
hyphes de terfez ne permet sans doute pas leur pénétration dans les hyphes des 
espèces fongiques phytopathogènes. 

L'espèce A. mellea inhibe la croissance des deux espèces de Tirmania, 
probablement par émission de substances antibiotiques. GUILLAUMIN (1983) a 
d'ailleurs préconisé l'utilisation de souches d'A.mellea non pathogènes comme un 
moyen de lutte biologique. 

Tout comme avec le filtrat et son extrait, l'espèce T.pinoyi ne montre aucune 
activité sur les champignons testés. 

Le retard de croissance observé chez les trois champignons 
phytopathogènes ne peut pas être dû à une carence du milieu de culture en 
éléments nutritifs, car le milieu malt est favorable à la croissance des champignons. 
D'un autre côté, les espèces fongiques cultivées en présence de T.pinoyi ne 
montrent aucun effet inhibiteur. Nous avons remarqué une croissance plus rapide 
de Phomopsis par rapport à celle du témoin. ROUGIEUX (1963) a d'ailleurs observé 
une stimulation de la croissance d'Azotobacter chroococcum en présence de 
Terfezia boudieri Chatin. 

En ce qui concerne les substances inhibitrices volatiles, de nombreux auteurs 
(KRYWOLAP ET CASIDA , 1964; KRUPA et NYLUND, 1972; SCHISLER et 
LINDERMAN,1989) ont mis en évidence leur production par les champignons 
mycorhiziens. Dans le cas des terfez, nous n'avons pas pu mettre en évidence 
l'existence de tels composés. Il faut toutefois être prudent quant à l'affirmation de 
leur inexistence. 

OLIVIER et GERMAIN (1983) ont remarqué l'influence du milieu de culture 
sur la production de ces composés chez les Trichoderma. 
Sur milieu malt à 1 % , ces mêmes auteurs ont observé une très faible inhibition des 
espèces fongiques testées . En enrichissant ce milieu par incorporation de 
carboxyméthyl cellulose, l'effet inhibiteur est accru. 

Le dispositif que nous avons utilisé présente un inconvénient majeur car pour 
introduire le champignon phytopathogène, on doit ouvrir les boites, par conséquent 
éliminer les composés volatils éventuellement produits. On ne peut donc mesurer 
que l'activité des gaz émis pendant la durée de confrontation. 
OLIVIER et GERMAIN (1983) ont remédié à cela en utilisant un dispositif en circuit 
fermé permettant l'accumulation des gaz. 
Il serait souhaitable d'effectuer une étude plus approfondie avec des dispositifs plus 
performants pour mettre en évidence la présence éventuelle d'une activité 
antifongique volatile chez les terfez. 



7 . Analyses des divers extraits: 

7.1.Analyse par C.C.M 

7.1.1 . Extraits de gléba de T. nivea et de T. pinoyi: 

La révélation des chromatoplaques a permis de mettre en évidence la 
présence de différents composés dans les extraits de gléba de T.nivea et T.pinoyi. 
Leurs Rf sont notés dans les tableaux 7 et 8 et représentés dans les figures 10 et 
11. 

Nous avons remarqué que les extraits de T.pinoyi et de T. nivea , présentent 
3 taches ayant des Rf identiques: Les taches 2, 6 et 7 pour T.nivea et 1, 3 et 4 pour 
T.pinoyi. 

7.1.2. Extrait du filtrat de culture de T. nivea 

La CCM a permis de met're en évidence la présence de 4 composés ayant des 
Rf différents de ceux des extraits de gléba (Tableau 9, Fig. 12). 

7.1.3 - Bioautographie des chromatoplagues: 

La révélation microbiologique des chromatoplaques de l'extrait du filtrat de 
T.nivea a permis de déterminer 2 zones d'inhibition distinctes, au niveau des Rf de 
0,250 et de 0,533 (Tableau 10). 
Rhodotorula mucilaginosa est un germe qui diffuse un pigment caroténoïde qui 
donne une coloration rose pale au milieu Sabouraud. L'absence de développement 
fongique donc de pigmentation indique la présence des zones d'inhibition sur la 
chromatoplaque ( PI .9, Fig.1). 

La bioautographie des chromatoplaques des extraits de gléba n'a révélé 
aucune zone d'inhibition de cette espèce levuriforme. 

7.2. Fractionnement et analyse par HPLC: 

Parmi les 3 fractions testées sur les micro-organismes, seule la dernière 
récupérée dans le méthanol est active. 

Les zones d'inhibition observées sont relativement les mêmes que celles 
observées avec l'extrait du filtrat de T .nivea (Tableau 11). 

L'analyse par HPLC a montré que cette fraction présente deux pics, donc 2 
composés ayant le premier un temps de rétention de 4,86 mn et un pourcentage de 
37,759 et le second présente un temps de rétention de 6,13 mn et un pourcentage 
de62,241.(Fig.13). 
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Tableau 7 : Chromatographie sur couche mince de l'extrait de gléba 

de T.nivea obtenu par soxhiet. 

N 
Des taches Rf 

Coloration des taches 
Révélation chimique 	UV.366 nm 	UV.294 nm 

1 0.166 bleu 

1 0.378 bleu violet violet 

3 0.405 marron violet 

4 0.486 marron violet violet 

0.810 marron jaune 

h 0.918 bleu 

0.970 rouge 

Tableau 8 : Chromatographie sur couche mince de l'extrait de gléba 

de T.pinoyi obtenu par soxh let. 

N 

Des taches Rf 
Coloration des taches 

Révélation chimique 	UV.366 nm 	UV.294 nm 

0.378 bleu violet violet 

2 0.891 marron jaune 

3 0.918 bleu violet 

4 0.970 rouge 
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Fig .10 : Analyse chromatographique sur couche mince de l'extrait de gléba de T.nivea 
obtenu par soxh let. 
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Tableau 9 Chromatographie sur couche mince de l'extrait du filtrat de 

T.nivea. 

N" 

Des taches Rf 
Coloration des taches 

Révélation chimique 	UV.366 nm 	UV.294 nm 

1 0.250 marron violet 

2 0.533 marron violet 

3 0.866 bleu 

4 0.944 marron jaune jaune 

Tableau 10 : Valeur des Rf des zones d'inhibition de l'extrait du filtrat de 

culture de T.nivea obtenus par bioautographie. 

N" des taches Rf des zones 	d'inhibition Diamètre des  
zones d'inhibition 

1 0.250 20 

2 0.533 22 
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Tableau 11: Activité de la 3 èrne fraction de T.nivea obtenue par 
chromatographie sur colonne. 

Diamètres des zones d'inhibition (mm) Extrait 

Espèces testées 

29 P. fluorescens 

E.coli 28.55 

S.aureus 14 

P.aeruginosa 30 

P. mirabilis 26.70 

S.typhi 30.80 

Klebsiella sp 18 

S. hemolyticus 29.75 

C.a/bicans 25 

R.muci)aginosa 25.70 

S.sc/erotiorum 30 

Phytophtora 27.16 

Phoma 15 
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7.3 - Discussion: 

L'analyse par CCM des différents extraits a permis de tirer les conclusions 
suivantes : Les extraits obtenus à partir de la gléba des deux espèces de Tirmania 
et du filtrat de culture de T. nivea semblent différents, puisque les valeurs des Rf 
sont différentes 
Quant aux extraits inhibiteurs obtenus à partir de la gléba de Tnivea et de T.pinoyi 
nous n'avons pas pu déterminer s'ils sont identiques ou non puisque la révélation 
microbiologique des chromatoplaques a été impossible et les Rf des composés 
inhibiteurs n'ont pas pu être déterminés; ces derniers sont probablement volatils ou 
présents en faible quantité 

La HPLC a d'ailleurs confirmé les résultats de la bioautographie, la seule 
fraction active de l'extrait du filtrat de Tnivea présente 2 pics donc deux composés 
ayant des pourcentages différents 
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PLANCHE 9 

Fig.1 : Révélation microbiologique de la chromatoplaque de l'extrait méthanolique du 
filtrat de culture de T.nivea. 
Remarquer les deux zones d'inhibitions de R. muciloginosa. 
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Au cours de ce travail nous avons essayé de mettre en évidence le pouvoir 
antibactérien et antifongique des extraits de gléba et des filtrats de culture de deux 
espèces de terfez appartenant au genre Tirmania, ainsi que leur pouvoir antagoniste 
vis à vis des champignons phytopathogènes. 

Les isolements du mycélium des deux espèces fongiques à partir 
d'ascocarpes ont permis d'étudier quelques caractéristiques de la germination des 
ascospores. Cette derniere est caractérisée par une phase de latence d'origine 
inconnue et variable selon les espèces de terfez. FORTAS (1990) et FORTAS et 
CHEVALIER (1992 b) sont d'ailleurs arrivés à la même conclusion. 

Les mycéliums isolés ont une croissance lente sur les milieux gélosés ou 
liquides comme c'est le cas des Tuber (GRENTE et al. 1972 ) et de tous les 
champignons mycorhiziens. 

La possibilité de cultiver le mycélium sur le milieu malt à 1% liquide avec 
agitation nous a permis d'effectuer différents tests biologiques. 

Les tests d'antagonisme vis à vis des champignons phytopathogènes ont 
montré que le mycélium de T.nivea est un bon antagoniste probablement par la 
production de substances antibiotiques ayant des propriétés antifongiques 
L'espèce Sc/erotinia scierotiorum présente la plus forte inhibition. 

Au contraire, le mycélium de T.pinoyi ne montre aucune activité antagoniste. 
Comme T.nivea, cette espèce semble exercer une action stimulante sur la 
croissance de Phomopsis, probablement par l'élaboration de facteurs de croissance. 

L'activité des extraits de gléba semble être différente de celle du filtrat de 
culture. Les extraits de gléba des deux espèces de terfez inhibent la croissance des 
espèces bactériennes et levuriformes uniquement. 

L'extrait du filtrat de Tnivea est actif après 1 mois de culture sur toutes les 
espèces bactériennes, levuriformes et sur certains champignons phytopathogènes 
tel que S. sclerotiorum qui présente la meilleure inhibition. Ces résultats rejoignent 
ceux observés dans les tests d'antagonisme. 

Pour l'espèce T.pinoyi, seuls les extraits obtenus à partir de la gléba sont 
actifs. 

Par ailleurs, l'analyse par CCM a confirmé la différences entre les extraits de 
gléba et ceux du filtrat de culture de T. nivea. 

Les résultats obtenus par la bioautographie et l'analyse par HPLC ont montré 
que la fraction active est constituée de deux composés de nature inconnue. 

Outre leur importance alimentaire, les terfez pourraient être utilisés en 
médecine humaine étant donné leurs remarquables propriétés antibactériennes. 
Mais avant d'envisager leur utilisation, il est nécessaire d'optimiser la production des 
composés inhibiteurs sur des milieux de culture plus favorables à la croissance de 
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ces champignons et de caractériser les molécules actives en utilisant des 
techniques de pointe comme la HPLC couplée au spectre de masse, la RMN, la 
diffraction aux rayons X... et enfin comparer les résultats obtenus avec une banque 
de données des antibiotiques pour déterminer s'il s'agit de molécules nouvelles. 

Ainsi, nous avons pu apporter des éléments nouveaux sur le pouvoir 
antibactérien et antifongique des terfez. 

La mise en évidence de leurs propriétés antifongiques permettrait aux terfez 
de jouer un rôle dans la protection des plantes hôtes vis à vis des agents 
phytopathogènes comme c'est le cas chez de nombreux champignons 
ectomycorhiziens. 

Il serait donc intéressant de tester d'autres espèces fongiques 
phytopathogènes in vitro et peut-être même de faire une étude in situ afin de vérifier 
si dans la nature les terfez sont de bons antagonistes. 
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RESUME 

L'étude a porté sur l:t recherche ce propriétés antibactériennes et 
antifongiques chez deux espèces de terfez d'Algérie ( Tirmania nivea et 
T. Pinoyi) 

L'isolement du mycél"rn à partir d'ascospores a permis d'effectuer 
différents tests d'antagonisrnc in vitro. 

Les extraits obtenus à partir de l'ascocarpe des deux espèces de 
terfez 	sont actifs 	sur les espèces bactériennes et levuriformes. Par 
contre, seul l'extrait obtenu à partir du filtra de culture de T.nivea est 
actif sur la plupart des micro-organismes testés. 

Les tests d'antagonismes effectués vis à vis des champignons 
phytopathogênes montrent que l'éspèce T.nivea est un bon antagoniste 
probablement par production de substances antibiotiques ayant des 
propriétés antifongiques. 

L'analyse par chromatographie des extraits obtenus montre que les 
extraits de gléba de T.nivea et de T.pinoyî sont différents de celui du 
filtrat de culture de T.nivea, ce dernier est constitué de deux composés de nature 
inconnue. 


