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ABSTRACT: The compatibility of two species of Trichoderma spp. was tested in vitro and in soil with different fertilizing
elements (N, P, K, Ca) added to increase concentrations in the solid potato-based medium.

After 48 h of incubation, CaCl,, KNO; and KH,PO, at 400 mg/L showed an inhibitory effect on mycelial growth of Trichoderma
harzianum strain (Tcomp) and Trichoderma viride strain (TV1) compared to controls varying respectively from 9.66 to 28.33
and 10.33 to 29.16 / 90.00 mm. For cons, the NH,NO;, (NH,) 250, and CaSO,, 2H,0 had a mean toxicity against the two
strains tested, mycelial growth was ranged from 50.50 to 64.00 / 90 mm. After 7 days of incubation, both strains were able to
produce conidia; their numbers have varied respectively from 6369.00 to 117833.20 / 245843.00 conidia / mm? and 6793.00
to 67221.70 / 649635.00 conidia / mm>.

The pH was slightly basic in the potato liquid medium before culturing and after the addition of the products at different
concentrations (7.64-8.60). The pH became acid after culturing of the two strains; it varied between 3.13 and 5.85. Fresh
weights were low in the presence of 50 mg / L of Calcium Chloride and medium for other products from 0.01 to 2.79 and 3.04
to 6.69 respectively compared to control 7.31 - 9.28 mg. Dry weights were low in the presence of the tested products
compared to controls from 7.31 - 9.28 mg.

In soil, both strains were able to grow on barley straw fragments at a concentration of 400 mg/L. The colonization percentage
varied respectively between 63% and 94%.

Two strains of Trichoderma showed substantial compatibility with the most part of fertilizers tested in vitro and a great
capacity to keep the soil in the presence of different elements. Thus, the antipollution properties of Trichoderma spp. can be
used in agriculture in soils with excess of nitrogen and phosphate. They also have the ability to increase the capacity of
nutrient uptake by plants.

KEYWORDS: Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, fertilizing elements, mycelial growth, conidia production, weight,
saprotrophytic activity.

RESUME: La compatibilité de deux espéces de Trichoderma spp. est testée in vitro et dans le sol avec différents éléments
fertilisants (N, P, K, Ca) additionnés a des concentrations croissantes dans le milieu a base de pomme de terre solide.

Apreés 48 h d’incubation, le CaCl,, le KNO; et le KH,PO, a la concentration de 400 mg/L ont montré un effet inhibiteur sur la
croissance mycélienne de la souche Tcomp de Trichoderma harzianum et TV1 de Trichoderma viride par rapport aux témoins
variant respectivement de 9,66 a 28,33 et 10,33 3 29,16/90,00 mm. Par contre, le NH,NO;, le (NH,),S0O, et le CaSQO,, 2H,0 ont
présenté une toxicité moyenne vis-a-vis des deux souches testées, la croissance mycélienne a varié de 50,50 a 64,00/90 mm.
Apres 7 jours d’incubation, les deux souches ont été capables de produire des conidies, leurs nombres ont varié
respectivement de 6369,00 3 117833,20/245843,00 conidies/mm” et 6793,00 4 67221,70/649635,00 conidies/mm”.

Corresponding Author: Allal DOUIRA 18




Hanane EL KAISSOUMI, Abdellatif OUAZZANI CHAHDI, Karima SELMAOUI, Rachid BENKIRANE, Amina OUAZZANI
TOUHAMI, and Allal DOUIRA

Le pH du milieu liquide a base de pomme de terre est légerement basique avant la mise en culture et apres I'addition des
produits a différentes concentrations (7,64-8,60). Il est devenu acide aprés la culture des deux souches de Trichoderma, il a
varié entre 3,13 et 5,82. Les poids frais ont été faibles en présence de 50 mg/L du Chlorure de Calcium et moyens pour les
autres produits respectivement 0,01-2,79 et 3,04-6,69 par rapport aux témoins 7,31-9,28 mg. Les poids secs ont été faibles
en présence des produits testés par rapport aux témoins 7,31-9,28 mg.

Dans le sol, les deux souches ont été capables de se maintenir sur les fragments de paille d"orge a une concentration de 400
mg/L. Le pourcentage de colonisation a varié de 63% a 94%.

Les deux souches de Trichoderma ont montré une compatibilité importante avec la plus part des fertilisants testés in vitro et
une grande capacité de se maintenir dans le sol en présence de différents éléments. Ainsi, les propriétés dépolluantes des
Trichoderma spp. pourront étre utilisées en agriculture dans les sols présentant un exces d’azote et de phosphate. Ils ont
aussi la capacité d’augmenter la capacité d’absorption des éléments fertilisants par les plantes.

MOTS-CLEFS: Trichoderma harzianum, Trichoderma viride, éléments fertilisants, croissance mycélienne, production des
conidies, poids, activité saprophytique.

1 INTRODUCTION

Les champignons du genre Trichoderma, connus depuis 1887 pour leurs propriétés antagonistes, ont été utilisés comme
agents de lutte biologique contre un large spectre de phytopathogenes. Récemment, certaines études ont démontré
I'aptitude des Trichoderma a stimuler la croissance de certaines plantes et de concurrencer les champignons
phytopathogénes du sol [1].

Leur efficacité dépend de leur aptitude a la compétition saprophytique et a la quantité d’inoculum incorporée dans le sol
[2]. Les Trichoderma sont tres efficaces pour la lutte contre les maladies des plantes liées aux sols et aussi pour la
dégradation de composés toxiques présents dans les sols. En effet, ce champignon secrete de multiples enzymes,
antibiotiques, hormones qui sont utiles pour la croissance des plantes et leur conferent une protection contre les
pathogenes. Il en résulte aussi une amélioration du contenu du sol en nutriments. La présence de Trichoderma dans le sol
joue a la fois un role préventif et curatif [3]. La fixation de Trichoderma sur les racines des plantes favorise I'absorption de
quelques éléments nutritifs (cuivre, fer, phosphore, manganése et le sodium ...) a partir de la solution du sol [4]. Cette
augmentation de l'absorption des éléments nutritifs indique une amélioration de ce mécanisme actif. Les éléments
fertilisants sont nécessaires pour les organismes vivants. Cependant, ils deviennent toxiques a des concentrations élevées.
Certains métaux ne sont pas biodégradables et se déplacent vers le haut de la chaine alimentaire via la bioaccumulation [5].
lls influent sur les processus métaboliques vitaux de toutes les formes de vie, mais ils peuvent étre toxiques a une
concentration supérieure a I'exigence nutritionnelle. Les travaux de Anand et al. [6] et Errasquin et Vazquez [5] ont montré
que Trichoderma spp. a présenté une tolérance considérable aux métaux et en accumulent des quantités élevées. Par
conséquent, les especes de Trichoderma tolérantes peuvent devenir des organismes dominants dans certains sols pollués et
peuvent jouer un réle important dans la technologie de I'élimination des métaux de I'environnement [7].

Ce travail a pour objectif de déterminer I'effet in vitro et dans le sol de différents éléments fertilisants sur le
développement de deux espéces de Trichoderma.

2 MATERIEL ET METHODES
2.1  MATERIEL FONGIQUE

Une souche de Trichoderma viride (TV1) et une souche de Trichoderma harzianum (Tcomp) appartenant a la Mycothéque
du Laboratoire de Botanique, Biotechnologie et Protection des Plantes de la Faculté des Sciences de Kénitra (Maroc) sont
mises en culture sur le milieu PSA (Pomme de terre: 200 g; Saccharose: 20 g; Agar-agar : 15 g ; Eau distillée : 1000 mL) et

incubée a 25°C pendant 4 jours a I'obscurité totale et 3 jours a la lumiére continue.

2.2 LES ELEMENTS FERTILISANTS
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Quatre éléments fertilisants (N, P, K, Ca) ont été utilisés respectivement sous forme d’Ammonium nitrate (NH,;NO;),
Ammonium sulfate (NH,),SO,, Potassium phosphate monopotassique (KH,PQ,), Potassium nitrate (KNO;), Calcium sulfate
d’hydrate (CaSQ,, 2H,0) et Calcium chlorure (CaCl,).

23 EFFETS IN VITRO DES ELEMENTS FERTILISANTS SUR LE CYCLE DE VIE DES DEUX SOUCHES DE TRICHODERMA
23.1 SUR MILIEU PSA SOLIDE

Les éléments fertilisants sont ajoutés a des concentrations croissantes (0- 5- 50- 200 et 400 mg/L) au milieu de culture
PSA [Potato- Saccharose Agar]. Les différents milieux sont autoclavés a 120°C pendant 30 min. Trois répétitions sont réalisées
pour chaque traitement.

Des boutures de 4 mm de diameétre prélevées a I'emporte piéce a partir des cultures jeunes des deux souches de
Trichoderma (TV1 et Tcomp) sont déposées au centre de la boite de Petri. L'incubation est faite a 25°C et a I'obscurité
pendant 7 jours.

La croissance mycélienne est estimée en mesurant les diametres perpendiculaires de chaque colonie apres 48h
d’incubation pour les deux souches de Trichoderma.

Apres 7 jours d’incubation, la production des conidies est estimée sur les boites ayant servies a la croissance mycélienne.
4 disques mycéliens de 5 mm de diamétre sont découpés a I'emporte piéce de chacun des trois axes, introduits dans un tube
a essai contenant 1 mL d’eau distillée stérile. Aprés agitation mécanique, le comptage des conidies s’effectue a I'aide d’une
cellule de Malassez. Chaque boite a fait I'objet de trois répétitions a raison de dix lectures par répétition.

La sporulation est estimée par le nombre de spores x10° conidies/mm?®.
2.3.2  DANS LE MILIEU LIQUIDE A BASE DE POMME DE TERRE

Les cultures liquides sont réalisées dans des erlenMeyer de 250 mL a raison de 100 mL par erlenMeyer contenant le
milieu a base de pomme de terre liquide (Pomme de terre : 200 g, Saccharose : 15 g, Eau distillée : 1000 mL), les éléments
fertilisants sont ajoutés a des concentrations croissantes (0 - 2,5- 5 -10 et 50 mg /L). Les différents milieux sont autoclavés a
120°C pendant 30 min. Une bouture de chaque souche de Trichoderma est ajoutée au milieu liquide préparé. L'incubation est
réalisée a 25°C et a I'obscurité pendant 7 jours. Trois répétitions sont réalisées pour chaque traitement.

Le pH du milieu est mesuré avant la stérilisation et apres 7 jours d’incubation des cultures a I'aide d’un pH-métre. Ensuite,
les cultures liquides des deux souches de Trichoderma sont filtrées sous vide, lavées 2 fois a I'eau distillée. Le mycélium est
mis entre plusieurs couches de papier filtre, puis le poids frais du mycélium est pesé avec une balance de précision. Le poids
sec est pesé aprées séchage du mycélium a 70°C pendant 24h.

2.4  MAINTIEN DES TRICHODERMA DANS LE SOL
24.1 SoL

Le sol utilisé dans tous les essais est celui de la forét de la Mamora, il est meuble et trés sableux. La quantité nécessaire
aux essais est tamisée a travers un tamis dont les mailles sont de 1 mm de diametre, puis stockée au laboratoire dans un sac
en polyéthylene fermé dans un endroit sec.

Selon la méthode de Davet et Comporota (1986), 10 g de la farine d’orge est ajoutée a 200 g de sol dans des fioles de
roux, le mélange est humidifié par 30 mL d’eau distillée et autoclavé deux fois pendant 30 min a 120°C a 24 h d’intervalle.

2.4.2 ENSEMENCEMENT

Les cultures des deux souches de Trichoderma sur milieu PSA sont incubées a 28°C et a I'obscurité pendant 7 jours. 3 mL
d’eau distillée stérile sont introduits dans chaque boite et la surface du milieu est raclée a I'aide d’une spatule stérile. La
suspension conidienne obtenue est diluée de fagon a obtenir une concentration de 10’ conidies /mL. Les milieux a base de la
mixture sol - farine d’orge autoclavés sont alors ensemencés chacun par 2 mL de cette suspension.

243 INCUBATION
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Les fioles sont placées pendant 12 jours dans un incubateur a 28°C et a I'obscurité, puis maintenues pendant 12 jours a la
température ambiante du laboratoire et a la lumiére du jour.

Au terme de ce séjour, les mixtures sont récupérées, homogénéisées et séchées a I'air dans des conditions aseptiques
pendant 3 jours. Les poudres ainsi obtenues ont constitué I'inoculum, qui peut étre utilisé ou stocké a 5°C.

244 APPORT DE LA PAILLE

Une quantité de 10 g d’inoculum est mélangée a I'aide d’une spatule pendant 8 min a du sol de la Mamora tamisé, non
stérilisé et non humidifié, amendé par les sels a la concentration de 400 mg/L de maniére & obtenir 200 g de sol inoculé. A
200 g de sol, ainsi inoculé, sont ajoutés 2 g de paille d’orge, coupés aux ciseaux en fragments d’environ 2 cm et 15 mL d’eau.

L'ensemble est brassé a I'aide d’une spatule et introduit dans des erlenMeyer fermés. Les erlenMeyer sont incubés quatre
jours a 28°C et a I'obscurité.

La paille est ensuite récupérée, lavée sous un courant d’eau pendant une minute, désinfectée superficiellement a
I’'hypochlorite de sodium pendant deux minutes, rincée et découpée en fragments de 5 mm de long.

Pour chaque sel, 100 fragments sont mis en culture dans une boite de Petri sur le milieu PSA, pendant 7 jours a I'obscurité
et a 28°C. Le pourcentage de colonisation des fragments par Trichoderma est estimé par rapport au nombre total de
fragments pour chaque traitement.

Trois répétitions sont réalisées pour chaque traitement.
2.5  ANALYSE STATISTIQUE

Les résultats sont analysés par comparaison des moyennes, selon le test de Newman & Keuls au seuil de 5%. Les analyses
ont porté sur les moyennes attribuées a I'effet de chaque élément fertilisant in vitro sur le cycle de vie et I'activité
saprophytique dans le sol des deux souches de Trichoderma. Les pourcentages sont transformés en Arcsin VP.

3 RESULTATS
3.1 EFFETS IN VITRO DES ELEMENTS FERTILISANTS SUR LE CYCLE DE VIE DES DEUX SOUCHES DE TRICHODERMA SUR LE MILIEU PSA SOLIDE

Les tableaux 1 et 2 montrent la variation de la croissance mycélienne et de la sporulation des deux souches de
Trichoderma (Tcomp et TV1) en présence des différents sels et a différentes concentrations.

Ces résultats ont montré que la croissance mycélienne des deux souches de Trichoderma (Tcomp et TV1) est meilleure en
absence des sels (90 mm). L'augmentation de la concentration des sels a provoqué une diminution progressive de la
croissance mycélienne de Tcomp et de TV1 variant respectivement de 36,66 a 70,50 a une concentration de 5 mg/L, 21,16 a
67,50 a 50 mg /L, 15,48 a 65,00 a une concentration de 200 mg/L et de 9,66 a 64,00 a 400 mg/L. En effet, les valeurs de
croissance mycélienne les plus faibles de Tcomp et de TV1, respectivement de 9,66 mm et 10,33 mm, ont été enregistrées en
présence du potassium Phosphate monopotassique a une concentration de 400 mg/L (Tableau 1).

Tableau 1 : Effet de différents sels sur la croissance mycélienne de Trichoderma harzianum et T. viride sur le milieu solide PSA.

Sels Souches de Concentrations (mg/L)

Trichoderma 0 5 50 200 400

Ammonium nitrate Tcomp 90,00° 61,33b 57,66b 55,02b 50,5b
TV1 90,00° 70,00° 65,16" 63,50" 60,66"
Calcium chlorure Tcomp 90,00° 3,50 41,66° 37,33 28,33¢
TV1 90,00° 56,00° 51,66° 50,83° 49,16"
Ammonium sulfate Tcomp 90,00° 70,00" 66,00" 65,00" 64,00°
TV1 90,00° 56,66° 56,66° 56,03° 54,16°
Potassium nitrate Tcomp 90,00° 54,16° 50,83° 39,16 29,16°
TV1 90,00° 64,16" 60,38" 37,50° 25,00
Calcium sulfate hydrate Tcomp 90,00° 65,00° 55,00° 54,16° 50,50°
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TV1 90,00° 70,50° 67,50° 59,50° 56,33°
Potassium phosphate Tcomp 90,00° 36,66b 22,16b 15,48b 9,66b
monopotassique TV1 90,00° 37,16 21,16° 16,66° 10,33¢

Deux valeurs lus sur la méme ligne, suivies par la méme lettre, ne sont pas significativement différentes au seuil de 5 %
selon le test de Newman & Keuls.

Malgré la présence des sels les deux souches ont été capables de sporuler. Le nombre de spores a varié de 47979,80 a
435042,20 a 5 mg/L, 28872,60 a 348682,10 a 50 mg/L, 28448,20 a 195956,20 a 200 mg/L et de 6369,20 a 117833,20 a 400
mg/L. Les plus faibles valeurs de sporulation de Tcomp et de TV1 par rapport aux témoins sont respectivement de
6369,00/245843,00 conidies /mm’ et 6793,00/649635,00 conidies/mm’ obtenues sur un milieu additionnée de sel de
Potassium Phosphate monopotassique a une concentration de 400 mg/L (Tableau 2).

Tableau 2 : Effet de différents sels sur la sporulation de Trichoderma harzianum et T. viride sur le milieu solide PSA.

Sels Souches de Concentrations (mg/L)
Trichoderma 0 5 50 200 400

Ammonium nitrate Tcomp 245843,00°  145213,20°  107450,3° 42035,50° 11464,20°
TV1 649635,00°  435042,20°  203703,1° 83853,60" 67221,70°

Calcium chlorure Tcomp 245843,00°  147539,00°  59255,00°  50103,00° 8544,40 °
TV1 649635,00°  242022,00°  76852,60° 30995,80°  17833,20°

Ammonium sulfate Tcomp 245843,00° 50376,60" 40499,60° 19107,00° 9658,00°
TV1 649635,00°0  71757,00°  53075,00° 51367,00° 9341,00°

Potassium nitrate Tcomp 245843,00° 97658,00" 61142,40™ 26325,00° 25146,60°
TV1 649635,00°  69209,80° 54773,40° 33690,00° 11039,60°
Calcium sulfate hydrate Tcomp 245843,00°  238321,60°  196384,20°  125051,40°  117833,20°
V1 649635,00°  523031,20°  348682,10°  195956,20° 11266,20°

Potassium phosphate Tcomp 245843,00°  47979,80° 30571,20° 10615,00° 6369,00°
monopotassique TV1 649635,00°0  65813,00° 28872,60° 28448,20° 6793,00°

Deux valeurs lus sur la méme ligne, suivies par la méme lettre, ne sont pas significativement différentes au seuil de 5 %
selon le test de Newman & Keuls.

3.2 ESTIMATION DE L’EFFET DES ELEMENTS FERTILISANTS SUR LE PH, POIDS FRAIS ET POIDS SEC SUR MILIEU LIQUIDE
3.21 LepH
Le tableau 3 montre I'effet des sels sur I’évolution du pH des deux souches de Trichoderma (Tcomp et TV1) sur milieu

liquide.

Avant la mise en culture, le pH du milieu de culture a base de pomme de terre a 0 mg/L est légérement basique 7,64, a
I’addition des sels, le pH a augmenté avec I'laugmentation des concentrations variant de 7,64 a 8,22 a 2,5 mg/L, 7,64 a 8,28 a
5mg/L, 7,66 a 8,30 a 10 mg/L et de 7,73 a 8,60 a 50 mg/L.

Sept jours aprés la mise en culture des deux souches de Trichoderma, le pH diminue pour les témoins et en présence des
différentes concentrations des sels de calcium jusqu’a devenir acide variant de 3,79 a 5,83 a 2,5 mg/L, 3,60 a 5,66 a 5 mg/L,
3,43a5,5a10 mg/Let de 3,13 a 5,06 a 50 mg/L.
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Tableau 3 : Effet de différents sels sur le pH avant et apres la culture de T. harzianum et de T. viride.

Sels Souches de Concentrations (mg/L)
Trichoderma Avant la culture Apreés la culture

o | 25 | 5 | 10 | s0 o | 25| 5 | 10 | s0
Ammonium nitrate Tcomp 7,64° 822 828 830° 860° | 5877 526 4,52° 393" 3,38
TV1 4,87° 4,82° 4,70° 4,45° 443°
Calcium chlorure Tcomp 7,64° 815" 822° 830° 845 | 5877 439" 399° 391° 3,61
TV1 4,87° 3,79° 3,60° 3,34° 3,16
Ammonium sulfate Tcomp 7,64° 8,03 805 8,14° 815 | 587° 475 4,14° 4,08 4,04°
TV1 4,87° 456" 4,36 4,16° 4,12°
Potassium nitrate Tcomp 7,64 764 764 766° 7,73°| 587" 582" 535 5,09 5,06
TV1 4,87° 4,47° 4,35 420° 4,17°
Calcium sulfate Tcomp 764° 7,69° 7,80° 7,86 791° | 5877 5,16° 454" 4,09° 3,13°
hydrate TV1 4,87° 4,17° 4,15 3,94° 3,55
Potassium phosphate Tcomp 764° 7,69 785" 79° 792° | 5877 583 566° 55 4,61°
monopotassique V1 4,87°  4,82° 4,62° 4,28 4,20°

Deux valeurs lus sur la méme ligne pour chaque type de culture, suivies par la méme lettre, ne sont pas significativement
différentes au seuil de 5 % selon le test de Newman & Keuls.

3.2.2 LES POIDS FRAIS ET SECS

Les tableaux 4 et 5 montrent I'effet de différents sels sur les poids frais et sec du mycélium des deux souches de
Trichoderma (Tcomp et TV1).

Ces résultats montrent que plus la concentration des sels augmente, plus le poids frais du mycélium de Tcomp et de
TVidiminue. Il a varié de 3,29 a 10,01 a 2,5 mg/L, 3,28 a 9,73 a 5 mg/L, 2,76 2 9,30 a 10 mg/L et de 0,01 a 6,69 a 50 mg/L. En
effet, les valeurs les plus faibles, respectivement 0,01 mg et 2,79 mg, ont été enregistrées en présence du Calcium chlorure a
une concentration de 50 mg/L.

De méme, aprés 24h a 70°C, les poids secs ont diminué en présence des différents sels variant de 0,55 a 5,81 a 2,5 mg/L,
0,39 a 4,13 a 5 mg/L, 0,05 a 3,34 a 10 mg/L et nul a 2,80 mg/L. Les plus faibles valeurs de poids sec de Tcomp et de TVlont
été respectivement nulle et de 0,54 mg ont été obtenues sur un milieu additionnée du Calcium chlorure a une
concentration de 50 mg/L.

Tableau 4 : Effet de différents sels sur les poids frais du mycélium de T. harzianum et de T. viride (exprimés en mg).

Sels Souches de Concentrations (mg/L)

Trichoderma 0 2,5 5 10 50
Ammonium nitrate Tcomp 8,36° 7,80° 7,29° 6,95° 6,69°
V1 10,38° 6,13° 5,16° 5,03° 5,00°
Calcium chlorure Tcomp 8,36° 6,19° 6,19%° 5,32° 0,01°
TV1 10,38° 6,49" 6,49" 3,62 2,79°
Ammonium sulfate Tcomp 8,36° 3,83° 3,76° 3,66° 3,04°
V1 10,38° 10,01° 9,73° 9,30° 5,57°
Potassium nitrate Tcomp 8,36° 3,29° 3,28" 2,76 2,69°
TV1 10,38° 4,43 4,35° 3,86 3,60°
Calcium sulfate hydrate Tcomp 8,36° 8,22° 7,66° 5,13° 3,76"
TV1 10,38° 6,99™ 6,70° 6,04 4,81°
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Potassium phosphate Tcomp 8,36° 4,69 4,64° 4,40™ 3,77°

monopotassique TV1 10,38° 5,53° 6,54" 6,30 6,11°

Deux valeurs lus sur la méme ligne, suivies par la méme lettre, ne sont pas significativement différentes au seuil de 5 %
selon le test de Newman & Keuls.

Tableau 5 : Effet de différents sels sur les poids sec du mycélium de T. harzianum et de T. viride (exprimés en mg).

Sels Souches de Concentrations (mg/L)

Trichoderma 0 2,5 5 10 50
Ammonium nitrate Tcomp 7,31° 2,56b 2,23b 1,82b 1,29b
TV1 9,28° 2,44° 1,90° 1,05° 1,01°
Calcium chlorure Tcomp 7,31° 0,85" 0,39 0,05° 0,00°
TV1 9,28 1,86° 1,30° 0,58" 0,54°
Ammonium sulfate Tcomp 7,31° 1,20° 0,92° 0,89" 0,53°
V1 9,28° 2,72° 2,54° 2,39° 2,11°

Potassium nitrate Tcomp 7,31° 0,55b 0,55b 0,53b 0,5b
TV1 9,28° 0,63" 0,62° 0,60" 0,00°
Calcium sulfate hydrate Tcomp 7,31° 5,81° 4,13° 3,34° 1,33¢
TV1 9,28 3,73 2,61 1,88° 0,28°
Potassium phosphate Tcomp 7,31° 2,60° 1,70" 1,57 0,26°
monopotassique TV1 9,28 3,11° 2,51° 1,84 2,80°

Deux valeurs lus sur la méme ligne, suivies par la méme lettre, ne sont pas significativement différentes au seuil de 5 %
selon le test de Newman & Keuls.

33 EFFET DES D’ELEMENTS FERTILISANTS SUR LE MAINTIEN DE TRICHODERMA DANS LE SOL

Les résultats des pourcentages de colonisation des fragments de pailles d’orge par T. harzianum et T. viride dans un sol
additionné de 400 mg/L de chacun des produits contenant des fertilisants sont illustrés dans la Figure 1.

En absence des éléments fertilisants, les deux souches ont colonisé tous les fragments de paille d’orge, le pourcentage de
colonisation est de 100%. Cependant, avec I'addition des éléments fertilisants, les pourcentages des fragments de paille
colonisés par les deux souches ont Iégerement diminué.

La souche de Trichoderma harzianum a colonisé 89% des fragments de paille, en présence de ’Ammonium nitrate et 63%
en présence du Potassium nitrate.

Trichoderma viride a colonisé respectivement 94 et 89% des fragments de paille en présence du potassium nitrate et du
calcium chlorure. Par contre, en présence de I’Ammonium nitrate et '’Ammonium sulfate, Trichoderma viride a colonisé
respectivement 71 et 77% des fragments de paille.

Le calcium sulfate d’hydrate a eu le méme effet sur les deux souches de Trichoderma, le pourcentage de colonisation est
de 79% pour les deux souches.

Trichoderma viride est sensible au potassium phosphate mono potassique, le pourcentage des fragments de paille
colonisés est de 68%. Par contre, Trichoderma harzianum s’est montré plus résistante et a colonisé 84% des fragments de
paille.
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Figure 1 : Colonisation des fragments de paille d’orge par T. harzianum et T. viride apportée au substrat additionné par 400 mg/L de
chacun des sels, aprés 4 jours d’incubation dans un sol non stérilisé (exprimé en %).

Deux résultats affectés de la méme lettre pour chaque souche ne différent pas significativement au seuil de 5% selon le
test de Newman & keuls

4 DISCUSSION

Dans les systemes agricoles, des composés contenant du métal sont de plus en plus libérés dans le sol a partir des
pesticides, des engrais chimiques et des effluents d'eaux usées industrielles et ménagers [8]. En effet, certains minéraux ont
un effet important dans la croissance et le développement des organismes, ils peuvent conduire a une toxicité a
concentration élevée par l'intermédiaire du blocage, la dénaturation et l'inactivation de certaines molécules biologiques
importantes telles que les protéines et les enzymes. lls sont aussi des perturbateurs des échanges d'ions de la membrane
cellulaire [5]. Cependant, certains minéraux a une concentration optimale, jouent un réle majeur dans la croissance, le
développement et les réponses de défense des plantes contre différents types de stress biotiques et abiotiques [9].

La prise de conscience de la pollution par les métaux dans le sol a soulevé la nécessité d'étudier des alternatives telles que
I"utilisation des Trichoderma spp. comme bio-pesticides, engrais biologiques et bioabsorbants ainsi que agents de
bioremédiation/bioaccumulation particulierement dans les sols agricoles sur les sites industriels. D'autre part, I'application
de Trichoderma avec certains métaux contenus dans les pesticides et / ou dans les engrais chimiques souléve la nécessité
d'études approfondies [9].

Le potentiel des especes de Trichoderma comme des agents de lutte biologique (ALB) contre les maladies des plantes a
été reconnu pour la premiére fois dans les années trente [10]. Ce potentiel leur a été attribué grace a la multitude des
caracteres bénéfiques qu’elles possédent.

L'utilisation de Trichoderma a des fins de lutte biologique aurait des répercussions positives sur I'environnement, telles
que la diminution des intrants chimiques, I'amélioration des rendements, puisque les plantes seraient moins stressées par
I'action souvent nocive des fongicides, et la réduction de l'exposition des travailleurs a ces produits [11]. De nombreux
travaux ont montré I'efficacité des Trichoderma spp. dans la protection de plusieurs cultures contre différents pathogénes,
luzerne / Fusarium avenaceum [12], Tomate / Botrytis cinerea [13], Tomate / Verticillium dahliae [14], et Pomme de terre
/Phytophthora infestans [15].

Dans ce travail, |la tolérance et la survie de Trichoderma harzianum et Trichoderma viride ont été évaluées en présence de
quatre éléments fertilisants (N, P, K, Ca), utilisés respectivement sous forme d’Ammonium nitrate (NH;NO3), Ammonium
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sulfate (NH,4),S0,, Potassium phosphate mono potassique (KH,PO,), Potassium nitrate (KNO;), Calcium sulfate d’hydrate
(CaS0O,, 2H,0) et Calcium chlorure (CaCl,).

Les résultats obtenus ont montré que les éléments fertilisants les plus toxiques contre la croissance du mycélium des
deux souches de Trichoderma sont le Calcium chlorure et le Potassium phosphate monopotassique. lls ont permis une
réduction de plus 50% de la croissance radiale des deux especes.

Par contre, les deux souches de Trichoderma ont présenté une forte tolérance aux éléments fertilisants présents dans
NH4NO;, (NH,)250, et KNO3). T. harzianum et T. viride ont pu survivre a une concentration plus élevée de CaSO,, 2H,0.

Le chlorure de calcium a pourtant montré une action modérée sur I'inhibition des trois stades du cycle des isolats
d’Alternaria alternata. Ce produit a inhibé légerement la germination des conidies des isolats de Fusarium oxysporum mais
s’est montré tres inefficace sur la croissance radiale et la production de conidies [16]. Des résultats similaires ont été notés
lors du traitement par du CaCl, de Penicillium expansum et Alternaria spp. isolés des pommes et des poires [17, 18, 19], d’A.
alternata, Trichothecium roseum, Trichoderma harzianum, Penicillium expansum et Fusarium avenaceum isolés des pommes
[16] et de Leucostoma persoonii isolé des péches [20]. Les sels de calcium ont par ailleurs montré un effet significatif sur la
croissance de Leucostoma persoonii, agent responsable du chancre du pécher. Biggs et al [21] ont montré que tous les sels de
calcium testés a I'exception du formate, le panthothénate et le phosphate dibasique de calcium ont réduit la croissance de
Monilia fructicola, agent responsable de la pourriture brune du pécher sur le milieu PDA enrichi. La croissance in vitro du
Rhizopus stolonifer, champignon responsable de la pourriture des fruits et légumes en post-récolte, a été inhibée par le
chlorure de calcium comme cela a été également le cas pour I’Helminthosporium solani [22].

Les résultats obtenus in vitro sur |'effet des éléments nutritifs phosphatés sur la croissance mycélienne et la sporulation
des deux souches de Trichoderma spp. agents de lutte biologique ont montré que la croissance mycélierme et la sporulation
ont été réduites sur un milieu de culture amendé de KH,PO,. De méme, l'augmentation de la concentration du KH,PO, a
entrainé une diminution de 50 % de la sporulation chez Claviceps purpurea [23]. Les niveaux tres élevés de phosphore ont
entrainé une inhibition des enzymes importants dans le processus de sporulation chez ce champignon. Ceci montre que les
concentrations de phosphore qui sont optimales pour certains processus sont inhibitrices pour d’ autres [24]. Par contre, les
résultats obtenus par Sanogo et Yang [25] sur |'effet des éléments nutritifs phosphatés sur la croissance mycélienne et sur la
germination in vitro de Fusarium solani (Mart) Sacc. f sp. glycines (Fsg), agent responsable du syndrome de la mort subite du
soya, ont montré que la croissance mycélierme a été améliorée sur un milieu de culture amendé de KH,PO, et de Na,HPOQ,
comme Helminthosporium solani en présence de Na3zP0,, 12H,0. Le méme phénomene a été observé chez Candida sp. ou la
croissance a significativement augmenté en présence d'une variété de sources organiques et inorganiques de phosphore
[26].

Par contre, le sulfate d’ammonium a permis une croissance plus importante de Trichoderma dans les milieux solide et
liguide par rapport a d’autre source d’azote tel que le nitrate de potassium. La croissance de Trichoderma harzianum a
augmenté malgré les teneurs élevées en sulfate d’ammonium dans le milieu de culture. Par contre, en présence des taux
élevés de l'urée et du nitrate de potassium, la croissance des souches de Trichoderma a montrée une légére diminution. Le
potassium nitrate et l'urée sont relativement utilisés par Trichoderma harzianum et semblent avoir un effet défavorable a
des taux élevés [27]. Papavizas [28] et Wekelin et al. [29] ont montré que le sulfate d’ammonium a été plus facilement
assimilable par ce champignon par rapport au potassium nitrate et a l'urée. lls ont également trouvé que les espéces de
Trichoderma avaient une préférence de I'ion ammonium.

Cependant, ces engrais ont pu améliorer indirectement la croissance de Trichoderma harzianum par I'acidification du
milieu. Il a été rapporté par de nombreux auteurs qu’un pH acide est favorable au développement de Trichoderma et de sa
capacité antagoniste [30,31]. D’apres Shylaja et Rao [32], le test de compatibilité de Trichoderma harzianum avec du nitrate
d'ammonium calcaire a montré qu’ils sont incompatibles dans le cas des concentrations élevées du produit.
Nyiransengiyumva [33] a montré que I'addition d'une concentration de CaSO,, 2H,0 a significativement diminué la croissance
mycélienne d’Helminthosporium solani par rapport au témoin.

Avant la mise en culture, le pH du milieu de culture a base de pomme de terre en absence des éléments fertilisants est
basique, et apres la culture de Trichoderma, il y a une diminution du pH.

Une dissociation progressive des sites protons présents sur les parois de champignons peuvent étre observées. La
présence des métaux favorise la dissociation du site acide, abaissant le pH, par conséquent, 'augmentation de la quantité
des éléments fertilisants. En effet, au cours du processus d'absorption, les ions métalliques sont en concurrence avec les
protons pour les sites de liaison présents sur les parois de champignons [34]. La diminution du pH correspond seulement a la
libération de protons des groupes réactifs présents a la surface des parois cellulaires des champignons. A des valeurs de pH
plus élevées, les protons libérés de I'eau d'hydratation de I'élément fertilisant, contribuent également a I'augmentation du
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pH [34]. L'acidification du milieu représentée par la diminution du pH a été observée sept jours aprés la culture de
Trichoderma harzianum dans le milieu de culture et modifié par les différentes concentrations de NaCl [35].

Les poids frais et sec du mycélium des deux souches de Trichoderma ont diminué simultanément avec I'augmentation des
concentrations des différents éléments fertilisants. Cette diminution a pour signification que seul le contenu du mycélium
des deux souches de Trichoderma est resté aprés séchage.

L'ensemble des résultats obtenus a montré qu’en absence des éléments fertilisants, les deux souches de Trichoderma ont
colonisé tous les fragments de paille d’orge. Cependant, les pourcentages de colonisation par les deux souches de
Trichoderma des fragments de paille ont diminué aprés I'addition des éléments fertilisants. La souche Tcomp de Trichoderma
harzianum s’est montrée plus tolérante a la présence de |'élément fertilisant que la souche TV1 de Trichoderma viride.

L'agent pathogene profite de la compétition pour les éléments nutritifs disponibles dans le substrat pour accroitre son
potentiel d'inoculum et par conséquent, sa capacité a causer la maladie. Si I'activité antagoniste d’un agent biologique n’et
pas forcément liée a la taille de sa population [36], le maintien d’un inoculum important est la garantie d’'une action
prolongée.

Ainsi, il est nécessaire de favoriser la croissance des souches de Trichoderma destinées a la culture contre les
microorganismes telluriques, puisque la population naturelle de Trichoderma dans les sols des régions agricoles ne dépasse
en aucun cas 10° UFC/g de sol [37]. Or Chet et Baker [38] ont prouvé que la concentration efficace minimale de Trichoderma
est d’environ 10° UFC/g de sol. En effet, I'antagoniste doit disposer, non seulement d’une activité mycoparasitaire spécifique,
mais aussi d’'une bonne aptitude a la compétition saprophytique dan le sol [39,40]. L'activité saprophyte de Trichoderma
harzianum dans le sol n'a pas été affectée par I'augmentation des concentrations de NaCl [35].

5 CONCLUSION

Ce travail a permis de tester I'effet in vitro de quatre éléments fertilisants (N, P, K, Ca) sur le développement des deux
especes de Trichoderma harzianum et Trichoderma viride en milieu solide et liquide. En effet, I'élément fertilisant le plus
toxique contre les deux souches de Trichoderma est le Calcium chlorure a faible concentration. Par contre, elles ont présenté
une forte tolérance aux éléments fertilisants présents (NH,NO;, (NH,),S0,, KH,PO, et KNO3). T. harzianum et T. viride ont pu
survivre a une concentration plus élevée de CaSQ,, 2H,0.

Malgré un temps d’incubation trés court et une concentration croissante des éléments fertilisants, la souche de
Trichoderma harzianum est arrivée a coloniser la totalité des fragments de paille, montrant ainsi une aptitude tres élevée au
développement saprophytique, suivie de la souche de T. viride qui a été moins compétitive dans le sol.

Des expériences plus avancées pourront permettre de mieux comprendre I'effet de différentes sources d’azote et de
phosphate sur le cycle de vie et I'activité saprophytique dans le sol de Trichoderma. En effet, les propriétés dépolluantes de
ces deux especes pourront étre utilisées en agriculture dans la dépollution des sols présentant un exces d’engrais mais aussi
augmenter I'absorption des éléments fertilisants par les plantes.
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