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Introduction Générale

L’agriculture, qui a longtemps ¢été la pierre angulaire de I’humanité, se trouve
désormais a la croisée des opportunités et des responsabilités. Bien qu’elle joue un role central
pour nourrir des milliards de personnes, elle est confrontée a de nombreux problemes de
durabilité qui nécessitent une attention urgente (Etienne, 1998). Le sol est le premier facteur
de production, et son importance ne peut étre sous-estimée. L’Organisation des Nations unies
pour I’alimentation et ’agriculture (FAO) estime que 33 % des sols a 1’échelle mondiale sont
dégradés. Il faut souligner qu’uncm de sol met 150 ans pour se former, tandis que la
dégradation peut survenir en seulement 10 minutes. Avec une population mondiale en
constante augmentation, la pression sur les ressources agricoles s'intensifie. En 1960, on
disposait de 0,33 hectare de terre agricole par personne ; aujourd’hui, ce chiffre est tombé a

0,16 hectare (FAO, 2017).

La dégradation des sols constitue un défi écologique mondial qui impacte directement
les moyens de subsistance de millions de personnes, notamment les plus pauvres et
vulnérables vivant dans des zones arides. Plus de 500 millions d’hectares de terres sont
dégradés dans ces régions, ce qui compromet la capacité a augmenter la production
alimentaire mondiale, essentielle pour répondre aux besoins d'une population croissante (Lal,
2001). Il est donc impératif de préserver la santé environnementale et la viabilité des zones
d’activité économique. Cela nécessite des approches de gestion des sols qui prennent en
compte toutes les composantes des ressources naturelles, notamment la terre, 1’eau et la

biomasse (UNCCD, 2017).

La durabilité des sols est un enjeu crucial pour I'agriculture moderne, notamment face aux
défis posés par la monoculture et les pratiques agricoles intensives. Ces méthodes, qui visent a
maximiser les rendements a court terme, compromettent la santé des sols et leur capacité a
soutenir la production alimentaire a long terme (Garnett et al., 2013). La monoculture, en
particulier, favorise I'accumulation de pathogénes du sol et la dégradation des écosystemes,
entrainant des conséquences nefastes sur la fertilité et la biodiversité du sol (Lopez-Bellido et
al., 2010).

Les systemes de monoculture assurent un terrain fertile pour nombreuses maladies,
telles que celles causées par les nématodes et les champignons du genre Fusarium et

Verticillium ,...etc. (Pegg et Brady, 2002). Ces pathogenes, couplés aux effets de la
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salinisation, posent un défi majeur pour la durabilité des systémes agricoles contemporains
(Miller et al., 2008; Scherm et al., 2014).

L’exemple le plus frappant dans les régions arides de I’ Afrique du Nord est le Bayoud,
fusariose vasculaire; c’est la plus grave maladie cryptogamique du palmier dattier dont
I'extension provoque la disparition de millions de palmiers dattier au Maroc et en Algérie.
Cette maladie est causée par le Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (F. o. albedinis)
champignon du sol classé sur la liste "A2" de I’Organisation européenne et méditerranéenne
pour la protection des plantes « OEPP » des organismes de quarantaines (OEPP/EPP. 1982),
et sur la liste "A" des organismes nuisibles contre lesquels la surveillance et la lutte sont
obligatoires en Algérie SN, 1995.

Le Fusarium est un genre de champignons ascomycetes décrit pour la premiere fois
par Link (1809) sous le nom de Fusisporium. Les espéces de ce genre sont nombreux et
peuvent étre retrouvés dans les sol de toutes les zones climatiques a travers le monde en tant
que pathogénes et saprobes (Summerell et al., 2010; Summerell, 2019). Les especes de ce
genre peuvent provoquer directement des maladies non seulement chez les plantes, mais aussi
chez les humains et les animaux domestiques (Leslie et Summerell, 2006). Les espéces de
Fusarium provoguent une série de maladies qui affectent I'agriculture et I'norticulture dans
toutes les parties du monde (Summerell, 2019) ; Notamment le flétrissement vasculaire, la
brdlure de I'épi et des graines, la pourriture des tiges, la pourriture des racines et du collet et le
chancre, certaines especes pouvant provoquer simultanément des syndromes de maladies
multiples ou se chevauchant en fonction de I'hote et de I'environnement. (Summerell et Leslie,
2011).

Le genre Fusarium est un grand genre de forme fongique qui a plus de 200 ans. Tout
au long de son histoire, le champignon a été connu pour ses pouvoirs pathogéne sur les
plantes et comptent parmi les pathogenes des végétaux les plus puissants au monde
(Kristensen et al., 2005 ; Azil et al., 2021). L'examen de la liste des maladies des plantes
maintenue par I'American Phytopathological Society
(www.apsnet.org/online/common/search.asp) a mis en lumiére que plus de 81 des 101 plantes
d'importance économique répertoriées présentaient au moins une maladie liée au Fusarium
(Wang et al., 2011). Différentes especes du genre Fusarium peuvent attaquer des plantes hotes
aussi diverses que le palmier dattier, le mais, le blé, les bananes, les tomates, les mangues et

en particulier les cucurbitacees (Summerell et Leslie, 2011).
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Les cultures des Cucurbitacées jouent un réle important économiquement, en
particulier dans les régions seches a travers le monde. Leur culture est répandue dans de
nombreux pays dans le monde (Blancard et al., 1991; Christenhusz et Byng, 2016), en Algérie
elle est classée parmi les cultures maraicheres stratégiques (Nouredine et al., 2021).Elles
montre ces dernieres années, une contribution significative de la production par rapport aux
cultures maraicheres, tant au niveau national qu'au niveau de la wilaya de Biskra. En 2021, les
cucurbitacées représentaient 18,23% de la production totale de cultures maraicheres en
Algérie et 28,55% dans la wilaya de Biskra. Ces chiffres témoignent de l'importance
croissante de ces cultures dans le secteur maraicher, soulignant leur role essentiel dans
I'économie agricole (DSA, 2021; MADR, 2021).

La région de Biskra (les Ziban) est situé dans 1’étage climatique saharien caractérisé
par la faiblesse et I'irrégularité des précipitations, des fortes températures, une luminosité
intense, et une forte évaporation (Chehma, 2011), cette région montre I’existence de plusieurs
types de sols ; des sols gypseuses et salés au sud, des sols alluvionnaires argileux fertiles a
I’Est, des sols peu évolués et peu fertiles au Nord et des sols argileux sodiques au Nord-Ouest
(Boucetta, 2018). Les conditions climatique de la région permettent de pratiquer les divers
cultures sous irrigation notamment les cucurbitacées (MERDACI, 2020). Les rendements des
cucurbitacées par hectare a Biskra ont constamment dépassé ceux de I'ensemble de I'Algérie,
atteignant 1965,64 quintaux/ha en 2014, contre 922 quintaux/ha au niveau national. Méme
avec une tendance a la baisse dans les derniéres annees, les rendements de Biskra en 2021
étaient encore supérieurs a la moyenne nationale (1095,15 quintaux/ha contre 1037
quintaux/ha). Ces chiffres montrent la contribution substantielle de Biskra a I'économie
agricole nationale et son réle crucial dans I'évolution positive de la production des
cucurbitacées en Algérie (DSA, 2014; MADR, 2014 ; DSA, 2021; MADR, 2021). Malgré
leurs importance économiques et nutritionnelles ; Un large éventail d'agents pathogénes
affecte la productivité des cucurbitacées, soit plus de 200 maladies (Blancard et al., 1991;
Gonzaélez et al., 2020).

Les maladies peuvent étre causées par des champignons, des bacteéries et des virus. Les
maladies peuvent étre transmises par le sol, par les semences, par le vent ou par des insectes
vecteurs. La teneur en eau des semences, la période de stockage, la température ambiante et le
degré d'invasion influencent le développement des champignons transmis par les semences
(Anjorin, et Mohammed., 2009). L'agent pathogene peut provoquer l'avortement et la

pourriture des semences, la nécrose, la réduction ou I'élimination de la capacité de
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germination ainsi que des dommages aux semis a des stades ultérieurs de la croissance de la
plante, ce qui entraine le développement de la maladie en tant qu'infection systémique ou
locale (Parmar et Gohel, 2023).

Au cours des 20 derniéres années, une aggravation préoccupante de certaines
pathologies a été observée. En particulier, I'incidence et la gravité des pourritures affectant les
racines et les tiges des cucurbitacées ont connu une hausse significative. De méme, le
flétrissement de ces plantes a pris une ampleur grandissante, devenant un facteur limitant
majeur pour de nombreuses cultures intensives de cucurbitacées. Ces maladies peuvent
entrainer la mort soudaine et la destruction compléte des plants, donc ; entrainent de lourdes
pertes en termes de rendement et de qualité. (Chehri et al., 2011; Sharma et al., 2016 ;
Pfeufer, 2021; Gauthier et Munir, 2023). Les agents pathogenes les plus dommageables
induisent ce type de symptdmes, sont les especes appartenant au genre Fusarium (Seo et Kim,
2017).

Ce genre de champignons pathogénes du sol profite particulierement des conditions
chaudes et humides pour se développer et provoquer des épidémies dévastatrices. Dans ces
circonstances climatiques favorables, les cultures de cucurbitacées affectées par les Fusarium
spp. peuvent subir des pertes de rendement considérables, allant jusqu'a la mortalité rapide de
nombreux plants (Moumni et al., 2020). De plus, les Fusarium sont capables de survivre
méme dans les environnements trés froids de I'hiver, grace a la protection offerte par ces
cultures (Seo et Kim, 2017). Les plantes sont généralement infectées par le systéme racinaire,
le champignon obstruant le systéme vasculaire et réduisant ou empéchant I'écoulement de
I'eau des racines vers la plante supérieure, ce qui entraine le flétrissement de la plante
(Summerell et al., 2010).

La facilité de diffusion des champignons du genre Fusarium constitue également un
enjeu majeur pour la gestion des cultures et des sols. Ces pathogénes se propagent facilement
par le biais de spores, de racines infectées et de matériel végetal contaminé. Les spores de
Fusarium peuvent étre transportées par le vent, I'eau et méme par les outils agricoles, rendant
leur contréle particulierement difficile (Burgess et al., 1994). De plus, la résistance de certains
de ces champignons aux conditions environnementales extrémes leur permet de survivre dans
des sols dégradés et de se répandre rapidement dans de nouvelles zones, aggravant non
seulement les probléemes phytosanitaires dans les systemes agricoles mais aussi les
contaminations des sols qui seront non cultivable selon le degré de I’infection (Wang et al.,
2016).
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Le seul facteur commun a tous les scénarios des maladies, indépendamment de
I'espece de Fusarium ou de la culture concernée, est que les options de contrble sont
généralement limitées et difficiles a mettre en ceuvre ( Salhi et al., 2015; Debbi et al., 2018;
Abd Alli et al., 2021; Engalycheva et al., 2024;).

La plupart des pratiques de contr6le recommandées pour les maladies des plantes
causées par le Fusarium dépendent soit de modifications des pratiques agronomiques (par
exemple, le labour ou la réduction des résidus de I'néte, la rotation vers un ou des hotes autres
que celle préférée par le pathogéne spécifige , ou par le développement d'une résistance de
I'néte et la régulation du pH de sol) (Tuttle McGrath, 2004). Les mesures de lutte chimique
ont échoué de maniére spectaculaire contre les maladies a Fusarium et il existe tres peu de
fongicides actuellement disponibles qui pourraient étre décrits comme des stratégies de lutte

économiquement efficaces contre ces maladies. (Karthiga et al., 2023).

D’un autre part ’utilisation des fongicides de synthese reste une des méthodes les plus
utilisé, néanmoins elle peuvent contribuer au développement de souches résistantes aux
fongicides Cependant, la pratique de la culture dans des environnements inadaptés a
également augmenté la prévalence et la gravité de certaines maladies fongiques (Booth, 1971;
Sharma et al., 2016; Seo et Kim, 2017) .

Pour le flétrissement fusarien des cucurbitacées, aucun fongicide n'est disponible dans
le commerce pour lutter efficacement contre la maladie, mais l'utilisation des variétés
résistants est suggérée comme stratégie de lutte efficace et respectueuse de I'environnement
(Freeman et al., 2002). La production des cucurbitacées avec des plants greffés a été pratiquée
pendant une longue période a partir de 1920, et actuellement c'est devenu une pratique
courante (constituant environ 96% de la propagation totale des plantes) (Karthiga et al.,
2023). Egalement le recoure a les cultiver pendant I'hiver pour prévenir le flétrissement
fusarien cause par certaines sous especes de F. oxysporum c¢’est une autre fagon de minimiser

les risque de ces maladies ( Lee JungMyung et Oda, 2003; Kim et al., 2005).

L’utilisation aveugle des fongicides a base de produits chimiques pour lutter contre les
maladies fongiques et spécialement causer par les Fusarium spp. a soulevé de graves
inquiétudes quant a la sante des écosystéemes (Gerhardson, 2002; Bernhardt et al., 2017,
Ambrico et al., 2020). De plus, les agents pathogenes sont devenus insensibles a ces produits
chimiques, ce qui nécessite une utilisation excessive de produits chimiques pour un contréle

adéquat. les fongicides contribuent fortement a I'écotoxicité de I'eau douce, a I'écotoxicité
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terrestre, a la toxicité humaine et a l'eutrophisation de I'eau douce pour les fruits et
Iégumes.(Tsalidis, 2022).

Comme alternative aux fongicides conventionels, de nombreuses especes
microbiennes sont utilisées comme agents de lutte biologique pour lutter contre les agents
pathogenes des divers cultures (Smolinska et Kowalska, 2018). Parmis ces mico-organismes
antagonistes aux champignons pathogenes transmis par le sol, les especes du genre
Trichoderma. Elles sont des champignons saprophytes cosmopolites se trouvent dans la
plupart des sols, des bois en décomposition et de la matiére organique ( Zeilinger et al., 2016;
Adnan et al., 2019).

Les champignons du genre Trichoderma appartient a un grand groupe de
champignons filamenteux , ils sont des ascomycétes a spores vertes du sol que I’on trouve
partout dans le monde (Barman et al., 2021). Trichoderma spp. sont des champignons
antagonistes, qui sont des colonisateurs omniprésents de matieres cellulosiques et peuvent
donc souvent étre trouvés ou du matériel végétal en décomposition est disponible (Kubicek et
al., 2008; WM, 2009) ainsi que dans la rhizosphere des plantes, son action bénéfique ne se
limite pas a la lutte contre les agents pathogénes également ils peuvent induire aux plantes une
résistance systémique contre les agents pathogénes ( Yedidia et al., 1999b; Harman, 2000;
Shoresh et al., 2010). Les Trichoderma spp. se caractérisent par une croissance rapide,
principalement des conidies vert vif et une structure conidiophore ramifiée de facon répétitive
(Gams et Bissett, 2002; Schuster et Schmoll, 2010).

les Trichoderma spp sont utilisés comme agents phytosanitaires naturels
(Biofongicides) et quisont largement utilisés en agriculture pour controler les agents
pathogénes particulierement du sol (Barman et al., 2021; Guzman-Guzman et al., 2023). Ils
contrble la pathogénicité par différents mécanismes, notamment : le mycoparasitisme, la
sécrétion de métabolites secondaires, la sécrétion d’antibiotiques et la compétition pour les
nutriments et I’espace (Asad, 2022; Atanasova et al., 2013; Horbach et al., 2011). Les especes
de Trichoderma sont connues depuis longtemps pour étre des antagonistes actifs
contre Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Cochliobolus heterostrophus, Colletotrichum
acutatum, Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii, Alternaria alter (Asad et al., 2015; Lamdan
et al., 2015; Asad, 2022).

Une interaction typique de Trichoderma avec le Fusarium implique [l'attraction,

I'attachement, I'enroulement et la lyse par des enzymes hydrolytiques ou des métabolites
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secondaires ( Mukherjee et al., 2012; Sharma et Sharma, 2020). La fixation de Trichoderma
sur le Fusarium s'accompagne de la formation de structures en forme de papilles appelées
appressoria, qui s'enroulent autour des hyphes de I'hdte. L'attachement des preuves génétiques
des deux partenaires (Trichoderma et Fusarium) n'est pas bien compris ( Mukherjee et
Kenerley, 2010; Druzhinina et al., 2011). Les enzymes hydrolytiques, telles que les chitinases
et les glucanases, et les antibiotiques sont les facteurs chimiques les plus importants produits
par les Trichoderma spp. pour tuer les Fusarium pathogenes. Ce sont des enzymes cellulaires
qui jouent un rdle majeur dans le mycoparasitisme ou le biocontréle (Djonovic et al., 2007).
Outre les chitinases et les glucanases, les protéases sont induites pendant le mycoparasitisme
et sont utiles pour le biocontrole (Borkovich et Ebbole, 2010). Une autre classe d'enzymes
appelées laccases est signalée dans les sclérotes de Trichoderma virens et est également
impliquée dans le mycoparasitisme (Catalano et al., 2011). Certaines espéces de Trichoderma,
comme T. pseudokoningii, participent a la mort cellulaire programmée chez le Fusarium (Shi
et al., 2012). Un métabolite volatil appelé 6-pentyl-2H-pyran-2-one (6-PP) isolé de
Trichoderma atroviride joue un role important dans les interactions entre Trichoderma et
Fusarium (El-Hasan et al., 2008; Vinale et al., 2009). Dans une étude récente, l'interaction
entre Fusarium et Trichoderma implique un parasitisme direct du Fusarium via la production
d'exoenzymes et de composés organiques volatils de T. harzianum ; ces caractéristiques
antifongiques sont induites et régulées a la hausse en présence de F. oxysporum (Zhang et al.,
2014). Sur la base de ces interactions, diverses études sont menées par des biologistes de la
rhizosphére sur différentes cultures qui sont généralement tres sensibles a la fusariose. Selon
Druzhinina et al., (2012), le genre Trichoderma est I'un des principaux champignons qui
possede le plus grand nombre de protéases, qui sont impliquées dans le mycoparasitisme des
champignons pathogénes. De ce fait les Trichoderma spp. produisent une résistance
systémique chez les plantes par le biais du mycoparasitisme via diverses voies de signalisation

qui sont activees par le contact des récepteurs avec les ligands dérivés de I'hote.

Une identification précise des champignons est nécessaire pour toutes les recherches et
applications mycologiques. Elle nous permet de prédire les propriétés bénéfiques ou
pathogenes des souches fongiques individuelles, de surveiller leur distribution et d'établir des
mesures de sécurité (Schoch et al., 2012; Vu et al., 2019). La précision de I'identification
fongique est souvent entravée par le développement de la taxonomie sous-jacente(Lucking et
al., 2020). Chez les champignons, qui constituent l'un des groupes d'eucaryotes les plus

diversifiés avec une diversité prédite de plusieurs millions d'especes (Choi et Kim, 2017;
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Hawksworth et Liicking, 2017). La délimitation des espéces est obstruée par les difficultés de
définition des limites des organismes fongiques individuels ou des populations (Cai et
Druzhinina, 2021).

Etant donné que la majorité des isolats de Fusarium et de Trichoderma ne peuvent étre
identifiés au niveau de I'espéce par les seules méthodes morphologiques traditionnelles
(erreurs d'identification de 33 a 50 %), qui sous-estiment considérablement la diversité des
especes (Schuster et Schmoll, 2010). Les outils moléculaires basés sur les sequences d'’ADN
sont de plus en plus utilisés pour permettre une détermination précise des espéces ( Wang et
al., 2011). Ces techniques ont permis un redémarrage virtuel de la taxonomie fongique basée
sur le nouveau niveau de précision (Llcking et al., 2020), et un succes sans précédent en
matiere d'unification et de normalisation a été obtenu. Les techniques moléculaires ont
également conduit a la découverte de la diversité fongique cachée ( Taylor, 2011; May et al.,
2019) . La reconnaissance d’un plus grand nombre d’espéces est considérée comme une
pratique utile, car elle conduit a un diagnostic précis et exact des agents pathogenes potentiels,
a la prédiction des proprietés bénéfiques et a une meilleure compréhension globale de la
diversité et de 1’écologie fongiques (Bajpai et al., 2019; Hyde et al., 2019). La nécessité
d'identifier les souches et de leur attribuer des noms est aussi forte, voire plus forte, pour le
Fusarium que pour n'importe quel autre genre de champignon (Leslie et Summerell, 2006
;Crous et al., 2021).

Les espéces de Fusarium présentent une grande variabilité génétique et pathogéne. La
structure de ce genre est basée sur des clades monophylétiques appelés complexes d'especes
(O’Donnell et al., 2012). A I'heure actuelle, le genre Fusarium comprend plus de 400 espéces
phylogéneétiques, réparties dans 23 sous complexes ( O’Donnell et al., 2012; Geiser et al.,
2021). Dans les études sur l'identification correcte des champignons du genre Fusarium, les
marqueurs les plus informatifs sur le plan phylogenétique sont les séquences nucléotidiques
du géne TEF1-a codant le facteur d'¢longation de la traduction 1 alpha (Kristensen et al.,
2005; O’Donnell et al., 2015), ainsi, les marqueurs basés sur I'lTS peuvent étre utilisés avec
succes comme marqueurs d'’ADN supplémentaires dans I'analyse phylogénétique des especes
de Fusarium spp. ( White et al., 1990 ;Wang et al., 2019 a; Engalycheva et al., 2024).

La premiére description d’un champignon nommé Trichoderma remonte a 1794 et, en

1865. (Schuster et Schmoll, 2010). Certaines especes de Trichoderma présentent une
morphologie et des caractéristiques culturales similaires ne suffit pas a definir clairement et
précisément les especes appartenant au ce genre (Savitha et Sriram, 2015; Siddiquee, 2017)
| 9
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C'est pourquoi les méthodes morphologiques doivent étre utilisées conjointement avec les
techniques moléculaires. L’identification et la classification précises, exactes et rapides des
espéces du genre Trichoderma font toujours I'objet d'études intensives.(Gezgin et al.,
2023).De nouvelles espéces de Trichoderma isolées dans différentes régions géographiques
sont en augmentation et de nouvelles séquences nucléotidiques de ces nouvelles espéces ont
été obtenues (Gal-Hemed et al., 2011; Oskiera et al., 2015). L'espaceur transcrit interne du
ribosome nucléaire (ITS) est la région génique la plus fiable utilisée pour I'identification des
Trichoderma au niveau de I'espece. Les différences entre des espéces étroitement apparentées
peuvent étre détectées a l'aide de cette région génique. Outre ce gene, le géne du facteur
d'élongation de la traduction 1 (TEF-1) est également utilisé pour l'identification des especes
et il refléte les différences entre les espéces étroitement apparentées. Des études ont montré
que la plupart des définitions au niveau de I'espéce sont faites de maniére claire et précise en
utilisant conjointement les régions des genes ITS et TEF-1.( Kullnig-Gradinger et al., 2002 ;
Anees et al., 2010).

L'objectif principal de cette thése est de mettre en lumiére la véracité des différentes
especes de Fusarium par les outils de biologie moléculaire et leur capacité pathogene sur les
cultures de Cucurbitacées dans la région de Biskra en Algérie. Elle met en évidence
également la potentialité d'autres espéces fongiques indigénes antagonistes, notamment
Trichoderma spp. et leur efficacité potentielle dans la réduction des dégats provoqués par le
Fusarium, comme alternative aux fongicides chimiques largement utilisés dans notre région.
Cette approche a des répercussions directes sur les agriculteurs et la sécurité alimentaire, tout
en améliorant la résilience des cultures face aux maladies et en restaurant I'équilibre
biologique des sols. Nous mettons également un point d'honneur a favoriser des pratiques
agricoles respectueuses de I'environnement. Cette étude permet de contribuer a la préservation

de la santé des ecosystémes tout en assurant la durabilité des sols et de I'agriculture
Pour aborder cette problématique, plusieurs questions de recherche se posent :

=  Quel est ’importance économique de la culture des cucurbitacées dans la région de
Biskra, ainsi leur situation phytosanitaire ?

= Quelle est la maladie fongique la plus dangereuse qui menace cette culture ?

= Quelles sont les caractéristiques de cette maladie causée par 1’agent pathogeénes « le
Fusarium » ainsi que ces symptdmes et les principaux facteurs favorisant son

développement ?
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= Quelle sont les stratégies de lutte suivie par les agriculteurs de la région contre la
maladie de la fusariose ?

= Quelles sont les espéces de Fusarium impliquées dans cette fusariose et comment
peut-on les identifier précisément au niveau moléculaire ?

= Quelles espéces de Trichoderma spp. isolées de la région sont capables de lutter
efficacement contre ces Fusarium spp?

= Par quels mécanismes les Trichoderma spp. exercent leur activité antagoniste contre

les Fusarium spp.?
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Chapitre | :Donnés générales sur la Fusariose des cucurbitacées

1. Introduction

La région de Biskra s'est affirmée comme un véritable pole agricole émerge ces
dernieres années, illustrant ainsi le succes de I'agriculture sous serre dans le sud de I'Algérie,
avec une contribution de 37 % a la production nationale de légumes. Au cours des deux
dernieres décennies, on a observé une croissance constante, particuliéerement marquée, de la
superficie et de la production des serres. La culture des Cucurbitacées est I'une des cultures
pratiquées les plus importantes. Biskra se positionne en premiere place en termes de
production de cucurbitacées en Algérie. Ces données soulignent I'importance économique de
cette culture a la fois au niveau national et régional, notamment dans la région de Biskra
(DSA, 2021 et MADR, 2021).

En dépit de leur importance capitale, ces cultures font face a divers défis, tels que les
maladies fongiques. Le présent chapitre est pour but principal de repérer les principales
maladies fongiques auxquelles les cucurbitacées sont exposées dans la région de Biskra, leurs
principales causes et les moyens d'intervention pour les combattre ; a travers la présentation et
la discussion de I’ensemble des résultats obtenus a partir des enquétes sur terrain aupres des

agriculteurs pratiquants les cucurbitacées ainsi quelques importants grainetiers de la région.
2. Materiel et Méthodes

Afin d’acquérir un maximum d’information sur la culture des cucurbitacées en
générale et ces maladies fongiques en particulier, nous avons mené des enquétes par entretien
et questionnaires en face a face avec différentes parties de la filiere : Le personnelle de la
direction des services agricole (DSA) de la wilaya de Biskra, Le personnelle de la ministére
de I’agriculture (MADR) ,les grainetiers ou les vendeurs de produits phytosanitaires et les

agriculteurs le principal acteur dans notre enquéte.

113



b Chapitre | : Donnés générales sur la Fusariose des cucurbitacées

|
L D)
BRdd

INIVERSITY
= BISKF

La figure 01 illustre le schéma récapitulatif des différentes parties enquétées.

Parties enquétées

Administrations Grainetiers Agriculteurs

N=12 N=90
Zeeb Est Zeeb Est
Zeeb Ouest Zeeb Ouest

N:service
statistique

Collectes des
statistiques (DSA et Collectes des réponses Collectes des réponses
MADR)

Figure 1: Schéma récapitulatif des différentes parties enquétées.

2.1. Enquéte aupres de DSA et MADR

Des visites programmées ont été menées durant I’année 2021, 2022 et 2023 aux seins
de la direction des services agricoles (DSA) et le ministére de 1’agriculture (MADR) pour des
données statistiques concernant les superficies, les productions et les rendements de la culture

des cucurbitacées.
2.2. Enquéte aupreés des grainetiers

Cette enquéte a été nécessaire en raison du fait que les vendeurs de produits
phytosanitaires ou les grainetiers nous semblaient les plus aptes a fournir des réponses fiables
pour quelques contextes, tels que le contexte scientifique et techniqgue comme le diagnostic
des maladies et la connaissance des matieres actives des fongicides utilises.

Notre enquéte avec cette catégorie des enquétées, conduite en Juin et Juillet 2021,
s’est faite auprés de 12 grainetiers potentiels distribués dans les deux Zeeb Ouest et Est et la

ville de Biskra:

= Zeeb Ouest : Doucen (1), Laghrous (1), Lioua (1) et Bir Naam (1).
= Zeeb Est: Sidi Okba (1), Ain Naga (2), M’Ziraa (2) et Zeribet El Oued (1)
= Biskraville: (2)
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2.3.  Enquéte aupreés des agriculteurs

Une enquéte a été menée dans la wilaya de Biskra et la wilaya de Ouled Djellal durant
la période de Janvier a Mars 2022. L'étude a utilisé des entretiens en face a face, a l'aide de
I’outil « Questionnaire », pour recueillir des données auprés d'agriculteurs cultivant des

cucurbitacées SOUS SERRE, notamment le concombre, la courgette, le melon et la pastéque.

2.3.1. Présentation de I’échantillon

L’¢chantillon enquété était constitué de 90 agriculteurs représentant 90 exploitations
choisit dans le Zeeb Ouest et le Zeeb Est ; sur un totales de 09 zones: 04 zones avec 35
enquétés pour le premier et 05 zones avec 55 enquétés pour le deuxieme. La figure 02

montres les zones de déroulement de 1I’enquéte.

KHENCHELA

35“(3‘0"N

MALI NIGER

Légende

\ Timites communal

m Limire Wilayas

C\)\v] Zonnes d'études
—

EL OUED

El Meghaict

Syst:‘:mc de coordonnées: WGS 1984
UTM Zonc 31N

T Unité métre

0 15 30 60

KM

34° (30 N

T T
5°0'0"E 6°0'0"E

Figure 2:Carte des zones de déroulement de I’enquéte avec les agriculteurs (Photo original,
2023).
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2.3.2. L’outil « Questionnaire »

L’outil « Questionnaire » structuré sous forme des questions directe fermés et ouvertes
qui visent a renseigner les diverses informations des itinéraire techniques des cucurbitacées
dont les principales maladies fongiques précisément les maladies fongiques racinaires ces
méthodes de lutte ainsi le recoure des agriculteurs aux autres moyennes de lutte alternative

(Biologiques).

La premiére version du « Questionnaire » comportait 16 pages, qui ont été simplifiées
a 9 pages, initialement préparées en francais et ensuite traduites en arabe en utilisant une
terminologie simple (parfois en utilisant le vocabulaire local) afin qu'elles puissent étre
remplies par les agriculteurs pratiquants les cucurbitacées. Au total, environ 95 questions ont
été posées. Seules les données issues des réponses au questionnaire qui sont étroitement liées
au sujet de cette étude et qui peuvent enrichir et/ou étayer les différents résultats analytiques
qui nous permettent d'identifier enfin la maladie racinaire qui fera I'objet des prochains
chapitres de cette thése seront discutées.

Seules les questions importantes des questionnaires des grainetiers et des agriculteurs
qui nous ont précisément conduits a 1’objectif de cette enquéte seront abordées dans cette

these, résumées dans les 26 questions suivantes.

° Exploitant et Exploitation

Age des agriculteurs enquéteés.
Niveau d’instruction.
Formation en agriculture.

L’activité agricole principale.

o & w0 D

Expérience en maraichage.
6. Superficie de I'exploitation (ha).
) Apercu sur les cucurbitacées dans la région de Biskra.
1. Espéces Cucurbitacées cultivées.
2. Emplacement des cultures.
3. Mode de plantation.
4. Les plants repiqués.
5. Fertilisation.

6. Les principales maladies fongiques des cucurbitacees.
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° Infection des cucurbitacées par le fusarium dans la région de Biskra.

1.

© 0o N o g bk~ w DD

Les symptdmes induits par le Fusarium.

Sources d’infestation par le Fusarium.

Les pertes de rendement dues aux infections par le Fusarium.

Meéthode de lutte contre le Fusarium.

Les principaux matiéres actives des fongicides utilisé par les agriculteurs.
Connaissance des agriculteurs par les matieres actives.

Type de lutte contre le Fusarium.

La fréquence d’apparition de la maladie de la fusariose.

L’efficacité¢ des fongicides chimiques utilisés contre le fusarium sont moins en

moins efficaces.

o Les fongicides biologiques, une alternative pour les fongicides chimiques.

1.

5.

Conscience des agriculteurs par les effets néfastes des produits phytosanitaire
chimique

Connaissance des produits phytosanitaires biologiques.

Commercialisation des fongicides biologiques contre le Fusarium.Si oui ;

A base de quoi :

Efficacité des produits phytosanitaires biologiques par rapport aux produits
chimiques.

La demande sur les fongicides biologiques par les agriculteurs.

2.3.3. Déroulement de I’enquéte

L’enquéte a eu lieu pendant la saison agricole 2021/2022. Il fallait entre 1 et 3 heures

pour compléter le questionnaire en fonction de la disponibilité des agriculteurs, ce qui limite

le nombre des agriculteurs.

2.3.4. Codage, saisie des variables et analyses statistiques

Les 26 questions/réponses ont été codées en 48 variables entre qualitatives

(nominales) et quantitatives (numériques et ordinales). Le traitement des données de cette

enquéte a été effectué grace au logiciel SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

version 25.0 et la construction des graphiques descriptives a été realisee a 1’aide de 1’Excel

version 2019.
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3. Résultats

3.1. Importance économique de la culture des cucurbitacées dans la région de Biskra

3.1.1. Evolution de la production des cucurbitacées au cours la période 2000-2021.

L'évolution de la production des cucurbitacées a Biskra et en Algérie entre 2000 et
2021 (Figure 3 et Annexe 1), révéle des tendances intéressantes et significatives, ou la
production des cucurbitacées a a connu des évolutions marquées par des fluctuations notables,
avec des tendances a la hausse dans les deux cas. En 2000, la production des cucurbitacées a
Biskra était de 502 130 quintaux, représentant une part significative de la production nationale
qui s'élevait a 5 043 650 quintaux. Cependant, a Biskra, la production a diminué au cours des
trois années suivantes, atteignant un minimum de 371 400 quintaux en 2003, tandis que la

production nationale augmentait de maniére constante pour atteindre 8 233 690 quintaux.

A partir de 2012, la production a Biskra a connu une forte reprise, atteignant 721 495
quintaux cette année-1a, et continuant de croitre pour atteindre 985 054 quintaux en 2015 et 1
427 531 quintaux en 2016. Cette période de croissance a Biskra a contribué a I'augmentation
de la production nationale, qui a atteint 22 712 222 quintaux en 2015 et 22 872 113 quintaux
en 2016.La tendance positive a Biskra s'est poursuivie de maniere plus marquée a partir de
2017, avec une production atteignant 1 207 618 quintaux cette année-la, puis augmentant
significativement en 2018 et 2019 avec respectivement 2 588 165 et 3 082 167 quintaux. En
2020, la production a Biskra a marqué le sommet de la période étudiée avec une production
impressionnante de 3 298 699 quintaux, alors que la production nationale s'élevait a 29 064

976 quintaux.

En 2021, bien qu'une légére baisse soit observée a Biskra, la production restait élevee
a 2 605 305 quintaux, surpassant la plupart des années précédentes. La production nationale a

quant a elle enregistré une légere baisse a 26 636 150 quintaux.
La figure 03 (A -B) et I’annexe 01 représentent tous les détails citésci-dessus.

3.1.2. Evolution des rendements des cucurbitacées au cours la période 2011 -2021.

Au cours de la période allant de 2011 a 2021, I'évolution des rendements par hectare
des cucurbitacées en Algérie et dans la wilaya de Biskra révéle des tendances distinctes et
significatives (Figure 03 (C -D) et Annexe 1).
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En Algérie, les rendements des cucurbitacées par hectare ont connu une augmentation
progressive, passant de 705 quintaux/ha en 2011 a 1037 quintaux/ha en 2021. Cette
amélioration constante sur une décennie, bien que modeste, démontre une tendance générale a
la hausse malgré quelques fluctuations annuelles, avec des pics notables en 2014 (922
quintaux/ha) et 2018 (1079 quintaux/ha). D’un autre coté l'importance des rendements des
cucurbitacées de Biskra dans la production nationale est indéniable. Les rendements par
hectare a Biskra ont constamment depassé ceux de I'ensemble de I'Algérie, souvent par des
marges substantielles. Par exemple, en 2018, Biskra affichait un rendement de 1894,02
quintaux/ha, comparé a 1079 quintaux/ha pour I'ensemble du pays. Cette performance
exceptionnelle de Biskra contribue de maniere significative a l'augmentation globale des
rendements nationaux et souligne le rdle crucial de la région dans la production de

cucurbitacées en Algérie.

En comparaison, les rendements a Biskra ont présenté des valeurs nettement plus
élevées et une variabilité plus marquée. En 2011, Biskra enregistrait déja un rendement de
1643,99 quintaux/ha, plus du double du rendement moyen national. Le rendement a atteint un
sommet en 2014 avec 1965,64 quintaux/ha. Cependant, une tendance & la baisse est observée
dans les derniéres années de la période, culminant a 1095,15 quintaux/ha en 2021. Malgré

cettebaisse, les rendements de Biskra restent supérieurs a la moyenne nationale.
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Figure 3: Figure montre I'importance économique de la culture des cucurbitacées au niveau
nationale et régionale (Cas de Biskra) : A. Production en Qx des cucurbitacées en Algérie
entre 2000 -2021, B. Production en Qx des cucurbitacées a Biskra entre 2000 -2021.
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3.2.Situation socio-economique des agriculteurs

3.2.1. Age et niveau d’instruction des agriculteurs enquétés

Les résultats obtenus et présentés sur le tableau 01 montrent que les pratiquants des
cultures maraichéres en genérales et des cultures des cucurbitacées en particulier sont des
hommes ce qui rend cette activité purement masculine. Pour I’ensemble des enquétés, 1’age
varie de 25 et 64 ans avec une moyenne de 42,23+ 10,75 ans. La catégorie pratiquant ces
cultures est considérée comme jeune, car plus de la moitié des agriculteurs enquété ont un age
entre 35 ans et 54 ans. Considérant le niveau scolaire, (11.8%) des enquétés n’ont regu aucune
instruction (analphabétes) et (61.4 %) sont instruits, dont (20.6%) ont atteint le niveau
primaire, (26.5 %) le niveau moyen, (19.6 %) le niveau secondaire, alors qu’un cinquieme

d’entre eux (21.6%) sont des universitaires.

3.2.2. Activité agricole principale

Concernant la principale activité agricole des agriculteurs enquétés. La grande
majorité des participants (98 %) déclarent que le maraichage est leur activité agricole

principale, tandis que seulement 2 % se consacrent & la phoeniciculture.

3.2.3. Expériences en maraichage

En termes de leurs expériences en maraichage, 6 % des participants ont moins de 5 ans
d'expérience. Ceux ayant entre 6 et 10 ans d'expérience représentent 27 %, tandis que le
groupe ayant entre 11 et 15 ans constitue 44 % des répondants. Les participants ayant entre 16
et 20 ans d'expérience représentent 23 %, et seulement 2 % ont plus de 20 ans d'expérience.
La moyenne d'expérience en maraichage est située autour de 12 ans, avec un intervalle

d'expeérience allant de moins de 5 ans a plus de 20 ans (Tableau 01).

3.2.4. Formation en Agriculture

Les résultats de I'enquéte revelent une disparité significative en matiere de formation
en agriculture parmi les agriculteurs interroges. En effet, seules 12,7% des personnes
interrogées ont déclaré avoir recu une formation formelle en agriculture. Cette minorité
représente les individus qui ont bénéficié d'un enseignement structuré et spécialisé dans les
pratiques agricoles, ce qui pourrait leur conférer un avantage en termes de connaissances
techniques et de compétences pratiques. En revanche, la majorité écrasante, soit 87,3% des

répondants, n'a pas bénéficié d'une telle formation (Tableau 01).
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3.2.5. Superficie de I'exploitation agricole

En ce qui concerne la superficie de I'exploitation agricole, 42,2 % des participants
possédent des grandes exploitations de plus de 10 hectares. Les moyennes exploitations, de 6
a 10 hectares, représentent 40,2 % des répondants. Les petites exploitations, de 1 a 5 hectares,
comptent pour 15,7 % des enquétés, tandis que les trés petites exploitations, de moins de 1
hectare, ne représentent que 2 %. La moyenne des superficies des exploitations se situe autour
de 8 hectares, avec un intervalle allant de moins de 1 hectare a plus de 10 hectares (Tableau
01).

Tableau 1: Caractérisation de la situation socio-economique des agriculteurs.

Caractéristiques Pourcentage des enquétés (%o)
25-34 21,6
Age 35-44 32,4
45-54 32,4
55-64 13,7
Alphabete 11,8
Primaire 20,6
Niveau d’instruction Moyen 26,5
Secondaire 19,6
Universitaire 21,6
Activité agricole Phoeniciculture 2
principale Maraichage 98
<5 ans 6
Expérience en o-10 ans 27
maFI)’aichage 11-15ans a4
16-20 ans 23
>20 ans 2
Formation en agriculture oui 127
Non 87,3
>10 ha Grand exploitation 42,2
Superficie de 6-10 ha Moyenne exploitation 40,2
I'exploitation (ha) 1-5 ha Petite exploitation 15,7
<1 ha Tres petite exploitation 2
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3.3.Analyse de la culture de cucurbitacées a Biskra

Cette partie des résultats de I'enquéte sur les cucurbitacées cultivées dans la région de
Biskra révélent plusieurs tendances et pratiques agricoles distinctes. Ce qui nous a permis

d’analysées les principaux points qui nous amenent a notre objectif.

3.3.1. Especes cultivées

En ce qui concerne les especes de cucurbitacées cultivées, le melon domine largement
avec un pourcentage de 47,1%, suivi par la pasteque a 21,9%. Le concombre et la courgette
représentent respectivement 17,1% et 13,9% des cultures. Ces données indiquent une
préférence marquée pour le melon parmi les agriculteurs de la région (Figure 04-A).

3.3.2. Emplacement des cultures

L'emplacement des cultures de cucurbitacées montre une prédominance des serres,
avec 83,3% des cultures protégées sous serre. Seulement 3,9% des cultures se trouvent en
plein champ, tandis que 12,7% utilisent les deux méthodes. Cette forte utilisation des serres
pourrait étre liée aux conditions climatiques de Biskra, offrant un contréle plus précis sur les

facteurs environnementaux (Figure 04-B).

3.3.3. Mode de plantation

En termes de mode de plantation, la majorité des agriculteurs (82,4%) préfére utiliser
des plants non greffés, contre 14,7% qui optent pour les semis et seulement 2,9% utilisant des
plants greffés. L'utilisation élevée des plants non greffés peut étre le résultat de la cherté des

plants greffés (Figure 04-C).

3.3.4. Type de fertilisation

Pour ce qui est du type de fertilisation, une combinaison des deux types (organique et
minéral) est largement privilégiée, avec 96,1% des agriculteurs utilisant cette méthode. Seuls
2,9% utilisent exclusivement des fertilisants organiques et 1% des fertilisants minéraux seuls.
Cette approche combinée pourrait offrir un équilibre optimal entre la nutrition des plantes et

la durabilité environnementale (Figure 04-D).
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3.3.5. Principales maladies fongiques

Les principales maladies fongiques affectant les cucurbitacées montrent que I'infection
par le Fusariose est la plus courante, touchant 40,8% des cultures. Elle est suivie par le
Botrytis (22,3%), I'0Oidium (20,6%) et le Mildiou (16,3%). La prévalence de ces maladies
souligne la nécessité de mesures de gestion efficaces pour protéger les cultures et assurer une

production agricole saine (Figure 04-E).

3.4.Données générales sur les infections des cucurbitacées par le Fusariose

Les agriculteurs de la région de Biskra font face a plusieurs défis majeurs dans la
gestion de la fusariose, un probléeme de plus en plus fréquent qui impacte séverement les

cultures de cucurbitacées.

3.4.1. Symptomes clés pour identification de Fusariose par les agriculteurs

Dans le cadre de l'identification des maladies affectant les cucurbitacées, les
agriculteurs se basent sur plusieurs symptémes pour diagnostiquer une infection par le
Fusarium. Le symptéme le plus fréguemment observé est le flétrissement des plantes, a été
comme le symptdme clé pour environ 38,3 % des agriculteurs enquétés (Figure 05-A). Cela
se traduit par un affaissement des feuilles et des tiges, souvent en raison de l'incapacité des
racines infectées a fournir suffisamment d'eau. 32,8% des agriculteurs sont convaincus que le

jaunissement des plantes, est moyen pour identifier la maladie.

Le jaunissement, débute souvent au niveau des feuilles inférieures, est causé par la
restriction du flux de nutriments en raison de I'obstruction vasculaire par le champignon.
Autre technique utilisée par 26,4% des agriculteurs pour diagnostiquerle brunissement
vasculaire. Elle consiste de faire une coupe transversale de la tige, la présence d’une
décoloration brune des tissus vasculaires cela indique une infection interne sevére et, ou une
nécrose progressive induite par le pathogene. En outre, bien que les symptémes les moins
utilisés, le dessechement et la mort des plantes représentent 1,3 % des symptdmes rapportés.
Ce stade terminal de la maladie résulte d'une infection sévére, ou les systémes vitaux de la
plante sont entiérement compromis, menant inévitablement a la mort. Aussi, un retard de
démarrage est également noté dans 1,3 % des cas. Ce symptdome se manifeste par une
croissance lente ou anormale des jeunes plants, souvent avant l'apparition des autres

symptomes plus caractéristiques de la fusariose.
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3.4.2. Facteurs favorisants l’infection par le Fusarium

D’aprés I’analyse des réponses des Agriculteurs interrogés, plusieurs facteurs et
sources sont les principales causes des infestations des cultures des cucurbitacées par le
Fusarium (Figure 05-B). 55,5% des réponses montrant que les conditions de la culture (telque
I’humidité et la température de sol) sont les principaux facteurs favorisant I'infestation par le
Fusarium. Cela souligne l'importance de la stabilité des températures et des niveaux
d’humidité dans P’activité des champignons telluriques. Le fumier mal décomposé est
également une source majeure d'infestation, contribuant a 20,7% des réponses, ce qui indique
la nécessité d'une gestion adéquate des amendements organiques. Les semences contaminées
(6,7%) et les plants infestés en pépiniere (4,9%) représentent des risques significatifs, tout
comme le manque de rotation des cultures (9,1%) et l'utilisation de matériels infestés (3,0%).
Ces statistigues montrent qu'une bonne pratiqueagricole et des pratiques dhygiéene

rigoureuses sont essentielles pour minimiser le risque d'infestation par le Fusarium.

3.4.3. Pertes de rendement causeées par le Fusarium

Les réponses des agriculteurs sur les pourcentages des pertes de rendement causées par
le Fusarium sont particulierement alarmantes (Figure 05-C)., 85,3% des agriculteurs
rapportent des pertes de plus de 50%. Seuls 14,7% des agriculteurs constatent des pertes
inférieures a 50%. Ces chiffres illustrent I'impact dévastateur du Fusarium sur la productivité

des cultures de cucurbitacées.

3.4.4. Meéthodes de lutte contre le Fusarium

La lutte chimique est la méthode la plus couramment utilisée pour faire face contre le
Fusarium, adoptée par 79,4% des agriculteurs. D'autres méthodes incluent la rotation des
cultures (7,1%), le choix variétal (5,6%), le greffage (4,8%) et une bonne gestion de
I'irrigation (3,2%) (Figure 05-D). La prédominance des methodes chimiques démontre la
dépendance des agriculteurs a ces solutions, bien que des alternatives plus durables soient
également pratiquées. En termes de type de lutte (Figure 05-E), 79,4% des agriculteurs
appliquent des mesures curatives, tandis que seulement 20,6% adoptent des approches

préventives.
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3.4.5. Défis de la gestion de la Fusariose chez les cucurbitacées

D’un autre c6té, la figure 05- F montre que la fréquence de la fusariose est percue
comme un probleme croissant par une majorité significative des agriculteurs. En effet, 72,5%
des agriculteurs interrogés ont indiqué que la fusariose est devenue un probléme récurrent
dans leurs champs. Cette forte proportion refléte I'importance et l'urgence de trouver des
solutions efficaces pour gérer cette maladie. Egalement, I'efficacité des fongicides chimiques,
qui sont couramment utilisés pour lutter contre le Fusarium, semble diminuer. 74,5% des
agriculteurs ont rapporté une réduction de I'efficacité de ces produits chimiques. Ce constat
est préoccupant car il indique que les souches de Fusarium pourraient développer une
résistance aux traitements actuels, rendant les stratégies de contréle chimique de moins en
moins viables. En outre, il existe une lacune notable dans la connaissance des matieres actives
des fongicides parmi les agriculteurs. Un pourcentage écrasant de 94,1% des agriculteurs ont
avoué qu’ils ignorent les matieres actives des produitsutiliser. Ce manque de compréhension
peut conduire & une mauvaise utilisation des fongicides, ce qui contribue a l'inefficacité des

traitements et a I'aggravation du probleme de résistance.

3.5.Défi de la transition des fongicides chimiques au alternatives biologique contre le

Fusarium

3.5.1. Conscience des agriculteurs par le danger des produits chimiques et leurs
connaissances par les alternatives biologiques

Les données recueillies montrent une prise de conscience quasi-totale parmi les
agriculteurs concernant les effets néfastes des produits chimiques, avec 100 % des répondants
reconnaissant ces impacts. Cependant, cette prise de conscience ne se traduit pas par une
utilisation généralisée des alternatives biologiques. En effet, seulement 34,3 % des
agriculteurs ont une connaissance des produits phytosanitaires biologiques, et encore moins,

20,6 %, les commercialisent spécifiqguement pour lutter contre le fusarium (Figure 06-A).
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3.5.2. Efficacité des produits phytosanitaires biologiques

L'efficacité percue des produits phytosanitaires biologiques par rapport aux produits
chimiques est également mitigée. Parmi les agriculteurs ayant une opinion sur cette question,
38,6 % estiment que les produits biologiques sont efficaces, tandis que 24,8 % pensent le

contraire, et 36,6 % n'ont recu aucune aide pour évaluer cette efficacité (Figure 06-B).

3.5.3. Base des fongicides biologiques commercialisées

Une large majorité (79,4 %) des produits commercialisés utilises pour lutter contre le
Fusarium sont de base chimique. En ce qui concerne les bases des fongicides biologiques
commercialisés, les bactéries avec une utilisation de 5,9 %, les extraits de plantes (4,9 %), les
champignons (5,9 %), et une combinaison de bactéries et champignons (3,9 %), représentent
une minorité des produits disponibles sur le marché (Figure 06-C).

Ces chiffres illustrent une mal-utilisation des fongicides biologiques par les
agriculteurs interrogés pour combattre le fusarium, reflétant un manque de connaissance et de

confiance en ces alternatives écologiques.
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Figure 5:Figure représente les principales analyses faites sur la situation real de I'infection des
cucurbitacées par le Fusarium : A. Symptomes de détection du Fusarium, B. Sources d’infestation par le
fusarium, C. Pertes de rendement due aux infections par le fusarium, D. Méthode de lutte contre le
fusarium, E. Type de lutte contre le fusarium, F. Défis Actuels de la Gestion de la Fusariose.
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Base des fongicides biologiques commercialisées.
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4. Discussion

Les résultats de notre enquéte révélent que la culture maraichére, notamment les
cucurbitacées, est une activité majoritairement masculine, soulignant une prédominance de
jeunes hommes. En termes d'instruction, la généralité des agriculteurs ont recu une instruction
formelle, incluant des universitaires. Ces résultats ont ét¢ confirmés par plusieurs d’autres
études sur la filiere des cultures maraicheres dans la région des Ziban ( Bettiche et al., 2022 ;
Soudani et al., 2022; Aidat et al., 2023), Toutefois, 1’étude de Hartani et al., (2015) a mis en
évidence les raisons pour lesquelles les jeunes sont prédominants dans ce domaine. Il a
expliqué que la plasticulture (inclure la culture des cucurbitacées) favorise la progression
socioprofessionnelle des jeunes. L'ouvrier peut devenir métayer aprés l'acquisition d'un
certain savoir-faire. Le métayer peut accumuler du capital pour acheter quelques serres et
devenir locataire. Ce dernier génére des bénéfices pour les investir ensuite dans la terre. Il
devient propriétaire terrien. Par ailleurs, I’é¢tude des (Aidat et al.,2023) montre que le niveau
d'instruction des agriculteurs joue un role crucial. Ceci démontre que les individus ayant un
niveau d'éducation plus bas ont tendance a étre moins enclins a accroitre leurs investissements
dans des domaines innovants tels que la production en serre, qui requiert un niveau de
connaissances plus élevé. Cette constatation est étayée par la recherche menée par
(Muhammad-Lawal et al., 2014), démontrant une corrélation positive entre le niveau
d'éducation et les performances agricoles. Une justification possible réside dans le fait que
I'exploitation efficiente des technologies de pointe requiert une expertise spécialisée ainsi
qu'une analyse manuelle afin de produire des biens a forte valeur ajoutée sur le marché. De
plus, Khaldi, en (1975) et Kafando, en (2020) ont validé I'impact positif d'un niveau
d'éducation plus ¢€levé sur la productivité agricole, I’ augmentation des revenus des

agriculteurs.

Nos résultats montrent que le maraichage représente I'activité agricole principale pour
la majorité des participants, avec une expérience moyenne. Cette forte implication dans le
maraichage souligne son role central dans I'économie agricole locale. Cependant, seulement
une petite catégorie des agriculteurs ont bénéficié d'une formation formelle en agriculture, ce
qui indique que la majorite des agriculteurs acquiert ses compétences par la pratique plutét
que par une formation structurée. Concernant la superficie des exploitations, une
prédominance des grandes exploitations dans le secteur. Ce phénomene pourrait étre lié a des

avantages économiques d'échelle qui permettent aux exploitations plus grandes de mieux
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gérer les codts élevés des facteurs de production tels que I'eau et la terre, comme le suggerent
les études de Daoudi et al., 2017 ; Boudibi et al., 2021 et Didoné et al., 2021 qui ont classé
les mémes superficies enregistrées par notre étude comme des petites superficies de terres

agricoles.

En dépit de I'importance des cultures maraicheres, en particulier des cucurbitacées,
celles-ci demeurent sensibles aux attaques de diverses maladies et ravageurs. Notre étude se
concentre sur le probléme fongique majeur signalé par les agriculteurs, a savoir les attaques

du champignon tellurique Fusarium spp.

La fusariose est une maladie particulierement préoccupante pour les cultures de
cucurbitacees, notamment dans la région de Biskra. Cette maladie fongique, qui peut étre
causée par diverses especes de Fusarium spp., est favorisée par plusieurs facteurs, dont les
changements climatiques soudains et I'utilisation de fumier mal décomposé. Nos résultats
montrent que la fusariose touche la plupart des cultures de cucurbitacées dans cette région,
avec des symptdmes tels que le flétrissement, le jaunissement des plantes et le brunissement
vasculaire. Les pertes de rendement causées par la fusariose sont alarmantes : un nombre
important des agriculteurs signalent des pertes pouvant atteindre la totalité des cultures. Cla
situation actuel illustre I'impact dévastateur de cette maladie sur la productivité des cultures

de cucurbitacées.

La lutte contre la fusariose repose principalement sur l'utilisation de fongicides
chimiques, une méthode adoptée par la majorité des agriculteurs. Cependant, cette approche
dominante présente des inconvénients majeurs, notamment I'apparition de résistances chez le
pathogene. En effet, presque la totalité des agriculteurs signalent une diminution de I'efficacité
des fongicides chimiques. De plus, un pourcentage significatif d'agriculteurs ne connait pas
les matiéeres actives des produits qu'ils utilisent, ce qui peut conduire a une mauvaise
utilisation des fongicides et a I'aggravation de la résistance. La préférence pour les méethodes
chimiques est en partie due a leur efficacité immediate et a la pression économique pour
maximiser les rendements. Pourtant, d'autres méthodes de lutte, telles que la rotation des
cultures, le choix variétal, le greffage, et une bonne gestion de l'irrigation, sont moins
adoptées. La culture sous serre, bien que largement privilégiée, crée un microclimat favorable
au développement de pathogénes notamment les champignons, exacerbant les problemes
phytosanitaires (Aidat et al., 2023). En outre, les cultures maraichéres dans cette région est
caractérisée par une forte utilisation de produits phytosanitaires, ce qui augmente la pression
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phytosanitaire (Nouredine et al., 2021 ;Soudani et al., 2022). La gestion inappropriée des
produits biologiques et le manque de formation technique des agriculteurs aggravent ces défis,
entravant le développement d'une agriculture durable (Aidat et al., 2023). Bien que les
méthodes chimiques dominent actuellement la lutte contre le Fusarium, il est crucial de
promouvoir des approches plus durables et intégrées. La formation des agriculteurs sur
l'utilisation appropriée des produits phytosanitaires, la mise en ceuvre de pratiques agricoles
diversifiées et la recherche de solutions alternatives sont essentielles pour réduire la
dépendance aux fongicides chimiques et améliorer la durabilité des cultures de cucurbitacées
dans la région de Biskra.

Le choix des fongicides est souvent influencé par les vendeurs de produits
phytosanitaires en raison des mauvaises connaissances des agriculteurs sur les matieres
actives ; ces observation sont semblables aux résultats obtenus par les études des (Didoné et
al., 2021 ; Soudani et al., 2022). Notre eétude concernant l'analyse des pratiques
phytosanitaires des agriculteurs révéle que la majorité des fongicides utilisés contre le
Fusarium ne sont pas spécifiqguement congus pour cette maladie, mais plutét pour d'autres
champignons. Ces données montrent que les fongicides utilisés sont souvent polyvalents et ne
ciblent pas exclusivement le Fusarium, ce qui peut affecter leur efficacité et contribuer a
I’augmentation de la résistance des souches de Fusarium et a la gestion inadéquate des
maladies fongiques. Le travail de Daami-Remadi et Mahjoub, en (2006), a prouvé que tous les
isolats tunisiens de Fusarium touchant la pomme de terre se sont avérés résistants, certaines

matiéres active testées reflétant I’existence d’une résistance croisée.

Cette situation met en évidence l'importance de bien informer les cultures pour lutter
efficacement contre le Fusarium, tout en augmentant la connaissance des matiéres actives

utilisées pour éviter la résistance et optimiser les pratiques agricoles.

D’un autre coté, notre travail a essay¢ d’identifier la réalité de la disponibilité sur le
marché et de I’utilisation des fongicides biologiques par les agriculteurs comme alternative
contre Fusarium, 1’agent causal de la fusariose. Les résultats de notre enquéte sur ce volet
dégagent que les défis de la transition des fongicides chimiques vers les alternatives
biologiques contre le Fusarium sont nombreux et complexes. Bien que la prise de conscience
des effets néfastes des produits chimiques soit quasi universelle, cette compréhension ne se
traduit pas par une adoption généralisée des alternatives biologiques. Un petit nombre des
agriculteurs connaissent les produits phytosanitaires biologiques, et encore moins qui les
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utilisent spécifiquement contre le Fusarium. L'efficacité percue de ces produits biologiques est
également mitigée. La majorité des produits utilisés contre le Fusarium sont de base chimique,
et les fongicides biologiques restent minoritaires. Ces lectures des résultats révelent une sous-
utilisation et un manque de confiance en les fongicides biologiques, reflet d'une connaissance

limitée et d'une hésitation a adopter ces alternatives écologiques.

Selon Hashemi et Damalas, (2010), les mentalités des agriculteurs et leur
compréhension de la nature et des propriétés des pesticides influencent grandement leur
comportement et leur utilisation de ces produits chimiques, tout comme leur volonté
d'accepter des méthodes alternatives telles que la lutte intégrée contre les ravageurs
(champignons et insectes). Il est donc nécessaire de fournir davantage de conseils aux
agriculteurs concernant les avantages de l'utilisation des bonnes pratiques agricoles, telles que
le recours aux alternatives biologiques respectant la santé de 1’ environnement et I'efficacité
de la lutte intégrée contre les ravageurs (ElI Bouzaidi et al., 2020). En outre, le soutien
consultatif apporté aux agriculteurs par les acteurs concernés par le secteur agricole, ainsi que
le suivi et la compréhension des changements a long terme dans leurs pratiques agricoles,
peuvent faciliter la transition vers des pratiques durables et respectueuses de 1’environnement

( Hashemi et Damalas, 2010; Chantre et Cardona, 2014 ; Hantchi et al., 2022 ).

Par exemple, en Tunisie,pour convaincre les agriculteurs de la possibilit¢ d’alterner les
fongicides chimiques par des produits biologiques contre le Fusarium, une étude réalisée par
Hibar (2007) montre que I’utilisation de certains produits biologiques a base de Bacillus
subtilis et de Bacillus thuringiensis, ainsi qu’un troisiéme a base de Trichoderma harzianum,
pourrait lutter efficacement contre la fusariose des racines et du collet de la tomate. Ces
résultats soulignent le potentiel des fongicides biologiques et la nécessité de promouvoir leur

adoption pour une agriculture plus durable.
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5. Conclusion

D'apres I'analyse de la filiere de la culture des cucurbitacées dans la région de Biskra,
menée par la collecte de données statistiques aupres des services administratifs des DSA et du
MADR, ainsi que le traitement des résultats obtenus de notre enquéte aupres des grainetiers et
des agriculteurs, nous avons constaté que ; les cultures de cucurbitacées sont classées parmi
les cultures stratégiques en Algérie et revétent une importance économique non seulement au
niveau national, mais aussi au niveau de la wilaya de Biskra. Malgré leur importance
économique, ces cultures sont confrontées a de nombreuses contraintes et subissent diverses
maladies. Le principal ennemi fongique est le Fusarium, qui peut causer des pertes
importantes dans les rendements, atteignant parfois jusqu'a 100%. Le recours aux moyens de
lutte chimique reste la méthode la plus utilisée par les agriculteurs de notre région d'étude,
malgré ses effets néfastes sur I'environnement et les conséquences des mauvaises
manipulations de ces produits sur la santé des utilisateurs. L'utilisation excessive de produits
chimiques favorise I'augmentation des résistances du Fusarium, réduisant ainsi I'efficacité de
ces produits. Face a cette problématique, le recours a des moyens de lutte alternative
biologique et génétique contre le Fusarium devient indispensable pour corriger la situation

actuelle.
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Chapitre 11: Isolement et identification des agents pathogénes et

antagonistes.

1. Introduction

De nombreuses maladies des cultures maraichéres, en particulier des cucurbitacées,
sont causees par des agents pathogénes fongiques. Les producteurs peuvent subir des pertes
économiques importantes en raison de ces maladies. Il est donc essentiel d'étudier ces
agents pathogénes, de les identifier avec précision et de déterminer des méthodes efficaces

de lutte contre eux.

Ce chapitre examine en premier temps, l'identification morphologique et moléculaire
des espéces de Fusarium spp., le plus important agent pathogéne des cucurbitacées dans la
région de Biskra en Algérie. La fusariose vasculaire, et le flétrissement fusarien sont des
maladies fréquentes chez les courgettes, les melons et les concombres, est causée par ce
genre de champignon. Nous expliquerons comment on a procédé a 1’isolement du Fusarium
spp.a partir d'échantillons de plantes malades prélevés sur le terrain. Ensuite, nous
caractériserons les isolats obtenus morphologiquement en examinant la croissance et la
morphologie des colonies fongiques. Pour une identification précise des espéces, une
identification moléculaire sera effectuée par amplification et séquencage de deux
marqueurs, ITS et TEF-1.

Dans la deuxiéme section, nous parlerons de l'isolement et de la caractérisation d'agents
antagonistes fongique du genre Trichoderma, qui ont la capacité de combattre
biologiquement les pathogenes de Fusarium. Les isolats de Trichoderma sont caractérisés

aussi morphologiquement et moléculairement par les méme marqueurs ITS et TEF-1.

L’ensemble de ces résultats nous ont permis de mieux comprendre les agents qui

contribuent a la fusariose des cucurbitacées dans la zone étudiée.
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2. Matériel et méthodes
2.2. Collecte de matériel biologiques
2.2.1. Echantillonnage des agents pathogénes de Fusarium

Les Fusariumspp. sont isolés a partir des prélevements des échantillons de plantes
infectées des Cucurbitacées, notamment des courgettes, des concombres, des melons et des
pasteques, dans la wilaya de Biskra, durant les campagnes 2019-2020-2021.

Figure 7: Symptdmes de jaunissement, de flétrissement et de brunissement racinaire chez
les plantes collectées.

Ces échantillons sont collectés dans 18 sites répartis sur 7 régions distinctes (M'Ziraa, Ain
Naga, Sidi Okba, EI Outaya, Tolga, Oumeéche et EI Ghrous), comme indiqué sur la figure
08. Les plantes enlevées présentaient généralement des symptdémes de jaunissement, de
flétrissement et de brunissement racinaire (Figure07) (Moine, 2013; Salem et al., 2013;
Petkar et al., 2019).

2.2.2. Echantillonnage des agents antagonistes de Trichoderma

Les Trichodermaspp. sont isolés a partir des sols de cing régions agricoles de la
wilaya de Biskra (M’Ziraa, Ain Naga, Sidi Okba, El Outaya et Tolga) durant la campagne
2020-2021. Les zones de prélevement des échantillons sont indiquées dans la figure n° 02.
Le sol a été prélevé a une profondeur de 30 a 40 cm. C'est dans cet horizon que 1’on cherche

géneralement les champignons du sol (Davet et Rouxel, 1997).
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Figure 8: Zones d'échantillonnage (Photos original, 2023)

Les échantillons des sols prélevés ont été places dans des sacs en papier, bien fermés

et conservés au réfrigérateur a 4 °C en vue de leurs analyses (Haouhach et al., 2020).
2.3. Isolement et purification des champignons pathogénes et antagonistes.
2.3.1. Isolement de ’agent pathogéne« Fusarium spp »

Les échantillons collectés ont été traités au laboratoire afin d'identifier la microflore
fongique générale associée a ces symptdmes, en particulier le Fusarium. Les racines et les
bases de tiges des plantes prélevées ont été soigneusement lavées a I'eau du robinet, puis
découpées en morceaux de 0,5 cm de long. Ces fragments ont ensuite été soumis a une
sterilisation de surface a I'aide d'hypochlorite de sodium a une concentration de 5% pendant
3 minutes, suivie de deux rincages avec de l'eau distillée stérilisée pendant 2 minutes

chacun. Enfin, ils ont été séchés a I'aide de papier absorbant stérilisée.

Les fragments ont été ensuite cultivés dans des boites de pétri de 9 cm de diamétre,
contenant de l'agar-agar de pomme de terre avec une concentration de chloramphénicol de
2,5 mg/ml (PDA+). Chaque boite contenait cing fragments et chaque échantillon était
répliqué trois fois. Les boites ont été incubées a une température de 25 + 1°C pendant 4

jours. Par la suite, les champignons ont été purifiés en utilisant la méthode apicale du
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myceélium et cultivés au centre de la boite contenant du PDA+ pendant 4 a 7 jours (Abd Ali
et al., 2021 ; Leslie et Summerell, 2006).

2.3.2. Isolement de I’agent antagoniste « Trichoderma spp »

La méthode de suspension-dilution est utilisée pour isoler les Trichoderma, comme
décrite par Rapilly en 1968. Le principe de cette méthode consiste a bien meélanger le sol

dans de I'eau distillée stérilisé.

Dans un premier temps, on ajoute 10 g de sol & 90 ml d'eau distillée stérile et on agite
pendant 30 minutes pour préparer les dilutions. Les prélevements de 1 ml de cette solution
sont réalisés et placés dans des tubes stériles contenant 9 ml d'eau distillée stérile jusqu'a ce
que la dilution soit de 10-6. Aprés avoir obtenu les dilutions, il est nécessaire de verser 1 ml
de chacune et de bien étaler dans une boite de pétri contenant du milieu solide PDA, a
raison de 3 boites pour chaque descente. La croissance fongique a été observée aprés avoir
incubé les boites de pétris a 25 °C pendant 14 jours( Davet et Rouxel, 1997; Chihat et al.,
2021).

2.3.3. Purification des champignons

Les champignons obtenus (Pathogénes et antagonistes) ont été dénombrés et
identifiés au niveau du genre en se basant sur les caractéristiques phénotypiques telles que
la couleur de la colonie fongique, la ramification du jeune mycélium, la forme et la taille
des conidiophores, ainsi que les spores formées observées au microscope (Leslie et
Summerell, 2006; Siddiquee, 2017 ; Naher et al., 2019; Abd Alli et al., 2021)

Les colonies des champignons ont été purifiées par une série de repiquage sur PDA, puis
sont incubé a 25 °C pendant 7 jours. Une fois purifiées, les cultures ont été stockeé dans le
glycérol a -20 ° C jusqu'a utilisation (Chihat et al., 2021).

2.4. Caractérisation morphologique des isolats pathogénes et antagonistes
2.4.1. Caractérisation morphologique des « Fusarium spp »

Les 25 Fusarium spp. ont été choisis parmi tous les champignons isolés pour notre
étude. On utilise des extrémités de I'nyphes des colonies qui présentent des caracteristiques

de croissance typiques du genre Fusarium pour cultiver des cultures pures (Mincuzzi et al.,
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2022; H. Wang, Li, et al., 2022). Les isolats sont introduits dans des tubes PDA a essai et
maintenus a une température de 4 °C (Cheng et al., 2022).

Les isolats a analyser sont incubé a une température de 25°C. Suite a une période de
07 jours, on effectue une caractérisation morphologique en évaluant la texture, le type de
myceélium, la couleur et d'autres caractéristiques des colonies (Barnett, 1960). Chaque jour,
les taux de croissance sont enregistrés afin de déterminer la vitesse de croissance. La
microscopie des isolatsa été effectuée sur des cultures agées de 14 jours a une température
de 27 °C en utilisant un microscope optique avec des grossissements de x40 et x100. La
taille des spores a étémesurée a 50 répétitions pour chaque isolat afin de déterminer la taille

des conidies (Nuangmek et al., 2023).
2.5. Caractérisation morphologique des « Trichoderma spp »

Dans cette étude, les isolats obtenus ont été identifiés par une combinaison des

éléments morphologiques macroscopiques et microscopiques.

Les isolats de Trichoderma ont été cultivées sur des boites de 9 cm sur le milieu
PDA et incubés a 28 °C pendant 48 h (Haouhach et al., 2020).

Des observations a 1'eeil nu sont faites pour déterminer les caractéres culturaux
suivants : le schéma de la sporulation dans la colonie, la couleur du thalle et la couleur du
revers de la culture sur le milieu PDA, la forme de la colonie, la forme de I'élévation de la
colonie, la forme de la marge de la colonie, le type de mycélium de I’isolat et enfin le taux

de croissance de la colonie (Gams et Bissett, 2002; Makal et al., 2020;).

Afin d'évaluer le taux de croissance, le diametre de la colonie de chaque souche
poussant sur le PDA a été mesuré a intervalles de 24 h, jusqu'a ce que la colonie recouvre la
plague. Les observations microscopiques ont été effectuées par la préparation des lames aux

lactophénols bleu de coton a partir des cultures agées de 7jours (Haouhach et al., 2020).

Toutes les observations microscopiques et les mesures prises ont été faites a 1’aide
d’un microscope Olympus BX41 a des grossissements de X10, X40 et X100. Les caracteres
microscopiques examingés sont : les conidies, les conidiophores, les philiades, la forme et la
taille des spores et la formation des chlamydospores. Ont été utilisées pour comparer et

différencier les especes ( Naher et al., 2019; Mazrou et al., 2020).
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2.6. Caractérisation moléculaire des champignons
2.6.1. Extraction de ’ADN

Les isolats de Fusarium spp. et de Trichoderma spp. ont été réactivés en milieu PDA
; apres 7 jours, le mycélium a été collecté avec une tige en verre stérile et placé dans un tube
Eppendorf de 2 ml (Demirel et Ozkale, 2017).

Le protocole proposé par Doyle et Doyle (1987), de bromure de cétyl-Triméthyl-
ammonium (CTAB) 2 % a été suivi pour l'extraction de I'ADN, avec quelques
modifications. La dénaturation et la réduction des protéines sont faites directement dans 750
ul de CTAB et 37,5 pl de mercapto-éthanol sans I'utilisation de I'azote liquide. Les tubes ont
été incubés a 60 °C pendant 60 minutes, et pour but de précipiter 'ADN et de minimiser sa
polarité ; 750 ul de chloroforme/alcool isoamylique a été mélangé doucement par inversion
; les tubes ont été placés a -20 °C pendant 1 heure et centrifugés a 18 000 tr/min pendant 7
min. Le culot a été lavé une fois avec 1000 pl de tampon de lavage, puis une deuxieéme fois
avec 1000 pl d'éthanol 70 % et centrifugé pendant 7 min. Finalement, le culot a été ré-

suspendue dans 200 pl de TE X1 et stockée a -20 °C.

L'ADN a été quantifié par spectrophotométrie sur un NanoDrop 8000 UV-Vis
(Thermo Scientific) et a été considéré de bonne qualité lorsque les valeurs d'absorbance des
rapports A260/A280 et A260/A230 sont comprises entre 1,8 et 2,0. Pour la réaction en
chaine par polymérase (PCR) de I'ADN, ce dernier a été préparé en dilutions de 50 ngmL-1
et stocké a -20 °C jusqu'a utilisation (Al-Fadhal et al., 2019; Asis et al., 2021).

2.6.2. Réaction par chaine polymérase (PCR)

La réaction de polymérisation en chaine de 'ADN (PCR) : Il s'agit d'une réaction
enzymatique qui favorise I'expansion d'une zone spécifique de I'ADN. Il s'agit d'une copie
in vitro d'un fragment d'ADN qui génére un nombre considérable de copies identiques a la
matrice d'’ADN initiale. Chaque cycle est composé de trois étapes : une dénaturation de
I'ADN (separation des deux brins d’ADN), une hybridation des amorces (forward et reverse)
qui encadrent la région d’ADN cible, et enfin une élongation de ces amorces en nouveaux
brins d'ADN. La force de cette méthode réside dans le fait qu'elle permet d'obtenir un
nombre tres élevé de copies d'ADN matrice, soit 2n (n étant le nombre de cycles) (Mullis et
Faloona, 1987).
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L'identification des Fusarium spp. et des Trichoderma spp. au niveau de l'espéce a
été basée sur le séquencage de I'ADN des espaceurs internes transcrits « ITS » et une
portion du géne du facteur d'élongation de la traduction « TEF-1 » (De et Du Plessis et al.,
2018; Hassan et al., 2019; Mazrou et al., 2020 ; De et Roy, 2021;).

Le volume total de 20 pl est utilisé pour I'amplification des régions étudiées, en
utilisant la méme composition de mélange de réaction selon le protocole proposé par Liu et
al.(2000) et Benbouza et al. (2006), avec quelques ajustements. Il y avait 2 pl (10x) de
tampon (Invitrogen), 1,2 ul (50%) de solution de diméthylsulfoxyde (DMSO), 0,4 pul (10
uM) de mélange de désoxyribonucléotides Triphosphates (ANTP), 0,2 ul (5 wml) de
polymérase Taqg ADN U (Invitrogen), 0,8 ul (10 uM) de chaque amorce et 2 ul d'ADN
génomique dilué a 10 ng dans le mélange de réaction. On ajoute de I'eau ultrapure au

volume restant. Le Tableau 2 regroupe les séquences complétes des amorces.

Tableau 2: Amorces utilisées dans cette étude pour identifier les Fusarium spp et les

Trichoderma spp.

L-ongueur Les paires
Amorce de a4 P Séquences Références
R amorces
I’amorce
Espaceur ITS1 (forward) ~ TCCGTAGGTGAACCTGCGG (White et al.,
. 1990)
interne 638pb . |
transcrit :ITS ITS4 (Reverse) ~ TCCTCCGCTTATTGAATAATCC g\g\gh(;;e etal,
(Kullnig-
tef1fw (forward) GTGAGCGTGGTATCACCATCG Gradinger et
Facteur al., 2002)
d'élongation :  280pb o
TEF-1 (Kullnig-
teflrev (Reverse) GCCATCCTTGGAGACCAGC Gradinger et
al., 2002)

La réaction PCR a été conduite dans un thermocycleur Bio-Rad (C1000 TM Thermal
Cycler) selon le programme suivant pour les région ITS et TEF-1 chez les isolats de
Fusarium et de Trichoderma : Dénaturation initiale de 5 min a 94°C, suivie de 35 cycles de
30 s de dénaturation a 94°C, hybridation des amorces a 55°C pendant 30 s, élongation des
amorces a 72°C pour 1 min et élongation finale des amorces a 72°C pendant 5 min
(Haouhach et al., 2020).

Les produits @ ADN amplifiés ont été analysé par électrophorese en TBE 1x sur un
gel d'agarose de 1,5% a 80 V et une échelle ADN de 100 pb (Invitrogen, Thermo Fisher

Scientific, Lithuania) utilisés comme marqueur de taille. Dans chaque puit de gel un
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mélange de 5 pl de produits d’amplification et 1ul de tampon de charge et 5 pul de marqueur

de taille (Chihat et al., 2021).

L’ADN est révélé par une coloration du SYBR-SAF visible sous une lampe UV. qui
a ensuite été photographiée avec un BIO RAD Gel Doc XR+(Shamkhiet Al-Aaraji, 2021).

Toutes les séquences obtenues par le produit PCR ont été purifier par le « Kit
exosap », puis pass¢€ pour le séquengage Sanger a 1'aide d’un ABI 3500 séquenceur d’ADN
XL (AppliedBiosystems, HITACHI, 3500XL, Genetic Analyzer, USA) on utilisant un Kit
BigDye Terminator v3.1. Le séquencage a été effectué dans le laboratoire de biologie

moléculaire du centre de la recherche et de la biotechnologie (CRBT) a Constantine.
2.6.3. Analyse bio-informatique

Les séquences forward et revers obtenus sont nettoyées gréace au logiciel Bioédit ; en
éliminant les nucléotides ambigus (dont les piques obtenus n’était pas clairement
identifiable). Avec le méme logiciel ; nous avons créé une séquences consensus a partir les

deux séquences Forward et reverse pour chaque isolat (Hall, 1999).

Les séquences consensus ITS et TEF-1 ont été soumises a une analyse d'interface
BLAST dans NCBI, GenBank
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=blastnetBLAST_SPEC=GeoBlast
etPAGE_TYPE=BlastSearch), afin d’identifier 'homologie entre la PCR fragments et les

séquences dans cette base de données (Bouanaka et al., 2021; Zheng et al., 2021).

Il est nécessaire de respecter certaines conditions afin d'attribuer un nom d'espece a
la souche étudiée. Selon Raja et al. (2017), il est nécessaire que la séquence de cette souche
présente une couverture de requéte >80% (c'est-a-dire que la séquence étudiée couvre plus
de 80% de la sequence de reférence) et une similarité de séquence >97-100% (c'est-a-dire
qu'on admet jusqu'a 3% de divergence de séquence entre la séquence étudiée et la référence)

avec les séquences de référence de I'espece considérée.
2.7. Analyse phylogénétique

L'élaboration d'un arbre phylogenétique tient compte des evolutions qui ont eu lieu
au fil du temps. En analysant les séquences par alignement multiple, il établit des liens de

parenté entre les especes.
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L'analyse phylogénétique des isolats de fusarium réalisée dans ce travail a épaulé sur
33 souches de Fusarium dont 25 isolées dans le cadre de cette étude et 8 séquences de
souche de référence tirés de la collection de GenBank (NCBI), a savoir :F. oxysporum, F.
solani, F.equisetie. Les isolats de Trichoderma ont été analysés phylogénétiquement, avec
11 souches de Trichoderma, dont 07 ont été isolées dans le cadre de cette étude et 04
séquences de souche de référence provenant de la collection de GenBank (NCBI), a savoir

T. harzianum,T. virens et T. asperellum.

On a choisi comme "outgroup” les souches Aspergillus oryzea et Aspergillus flavus
provenant de la méme banque et qui ne font pas partie du genre Fusarium ni du genre
Trichoderma. La validation de la construction des arbres phylogénétiques est effectuée a
chaque fois que ces souches se trouvent seule dans une branche, ce qui permet d'affirmer
que la construction de I'arbre phylogénétique est vraisemblable. Le tableau 03 présente
toutes les séquences des isolats étudies et les souches références utilisées pour les analyses
phylogénétiques des Fusarium et des Trichoderma, ainsi que leur numéro d'adhésion a
GenBank. Le logiciel Molecular Evolutionary Genetics Analysis MEGA11(Tamura et al.,
2021) a été utilisé pour réaliser l'alignement multiple et la construction des arbres
phylogénétiques a partir des séquences des ITS et TEF-1, en utilisant la méthode UPGMA
(Unweigted Pair Group Method withArithmeticMean) (Backeljau et al., 1996; Stefan Van
Dongen et Winnepenninckx, 1996). La méthode du Bootstrap a été utilisée pour évaluer la
fiabilité et la solidité de la topologie des arbres phylogénétiques obtenues en utilisant une
valeur de 1000 repétitions de la construction (Felsenstein, 1985). Le pourcentage de la
valeur obtenue indique le nombre de fois ou la topologie de I'arbre a été obtenue avec une
certainté maximale. Selon Kumar et al. (2018), si le Bootstrap est de 90 %, il est possible
d'estimer que pour 1000 répétitions de construction de I'arbre, 900 ont donné la méme

topologie de I'arbre phylogénétique.
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Tableau 3: Identification par BLASTIN des isolats de Fusarium et Trichoderma et ces
numeéros d'accessions.

Fusarium spp. Isolats Numéro Numéro Accession de  Accession Source Site de

d’accession d’accession NCBI pour de NCBI collecte

ITS TEF le géne ITS pour le géne

TEF-1
F. nygamai Fus-CO1  PP344639 PP440030.1 OM459813.1 ONb502959.1 Courgette  El Outaya-1
F. nygamai Fus-C03  PP344666 PP440031.1 OMA459813.1 MT011009.1 Pastéque Driss
Omarl

F. nygamai Fus-C08 PP344715 PP440032.1 OM459813.1 MTO011009.1 Concombre Ain Naga-1
F. prolifératum  Fus-C02  PP344650 PP440028.1 KY425734.1 KP964908.1 Melon Bir Nam
F. prolifératum  Fus-C20  PP344795 PP440029.1 KY425734.1 KP964908.1 Melon M'Ziraa-3
F. solani Fus-CO4  PP344713 / KX583231.1 / Pasteque Tolga
F. solani Fus-C05 PP350533 PP440038.1 KX583231.1 OK181674.1 Pastéque Tolga
F. solani Fus-C06  PP344714 / KX583231.1 / Melon Sidi Okba
F. solani Fus-Cl12  PP344787 PP440039.1 KX583231.1 OK181674.1 Melon M'Ziraa-2
F. solani Fus-C21  PP344797 PP440040.1 KX583231.1 0OK181674.1 Melon M'Ziraa-3
F. solani Fus-C22  PP344798 PP440041.1 KX583231.1 0OK181674.1 Melon M'Ziraa-3
F. falciforme Fus-C07  PP354099 PP440027.1 0Q860750.1 JF740727.1  Concombre Ain Naga-1
F. equiseti Fus-C13  PP344791 PP440021.1 MK212925.1 MK683463.1 Melon M'Ziraa-2
F. equiseti Fus-C16  PP344793 PP440022.1 MK212925.1 MK683463.1 Melon M'Ziraa-2
F. equiseti Fus-C17  PP344794 PP440023.1 MK212925.1 MK683463.1 Melon M'Ziraa-2
F. equiseti Fus-C18 PP354098 PP440024.1 MK212925.1 MK683463.1 Melon M'Ziraa-3
F. equiseti Fus-C19  PP344796 PP440020.1 MK212925.1 MK683463.1 Melon M'Ziraa-3
F. equiseti Fus-C23 / PP440025.1 / MK683463.1 Courgette  Ain Naga-2
F. equiseti Fus-C25 / PP440026.1 / MK®683463.1 Courgette Sidi Okba
F. oxysporum Fus-C10 PP344739 PP440036.1 MK385594.1 MK906814.1 Melon M'Ziraa-2
F. oxysporum Fus-C11  PP344738 PP440037.1 MK385594.1 MK906814.1 Melon M'Ziraa-2
F. oxysporum Fus-C14  PP350536 PP440033.1 MK385594.1 MK906814.1 Melon M'Ziraa-2
F. oxysporum Fus-C15 PP350537 PP440034.1 MK385594.1 MK906814.1 Melon M'Ziraa-2
F. oxysporum Fus-C09  PP344716 PP440035.1 MH911412.1 MKO906814.1 Courgette  M'Ziraa
F. Fus-C24  PP344799 / OM459813.1 / Courgette Sidi Okba
brachygibbosum
T. asperilum Tri-B01 ~ PP658142.1 PP662691.1 MW386848.1 MN520032.1 Sol Ain Naga
T. harzianum Tri-B04  PP658144.1 PP662692.1 MG738308.1 MG735709.1 Sol Tolga-2
T.rifaii Tri-B0O7 PP658148.1 PP662693.1 OL757372.1 ON101494.1 Sol El Outaya-1
T.rifaii Tri-B08  PP660939.1 PP662694.1 OL757372.1 ON101494.1 Sol Tolga-1
T.rifaii Tri-B10 PP660938.1 PP662695.1 OL757372.1 ON101494.1 Sol M'Ziraa-2
T. virens Tri-B17  PP660940.1 PP662696.1 MN102106.1 MK850836.1 Sol Sidi Okba
T. virens Tri-B19  PP660941.1 PP662697.1 MN102106.1 MK850836.1 Sol M'Ziraa-4
Aspergillus / KJ619997 MZ701709.1 Out Groupe
flavus
Aspergillus / MN416218 ABO007770.1 Out Groupe
oryzae
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3. Résultats

3.1.Isolement de I’agent pathogéne « Fusarium spp. »

Les symptdbmes de la maladie observés sur les plantes de cucurbitacées
échantillonnés dans cette étude étaient le retard de croissance, le jaunissement et le
flétrissement des feuilles, la nécrose des tiges et le début de la pourriture des racines,
similaires aux symptémes de la fusariose (Figure 07). Nous avons procédé a l'isolement de
cultures pures des champignons a partir des échantillons prélevés sur les champs. Les
échantillons ont été collectés de maniére aléatoire dans 18 sites agricoles situés dans sept
régions de la wilaya de Biskra.

Sur la base des caractéristiques des colonies formées sur les plaques de PDA+, cing
jours aprés l'inoculation, un total de 117 colonies fongiques ont été isolées a partir des
plantes de la famille des cucurbitacées infectées. La diversité de dix espéces de
champignons a été déterminée. Cela comprenait 42 isolats de Fusarium spp., 22 isolats de
Rhizopus spp., 13 isolats d'Aspergillus spp. et de Penicillium spp., 12 isolats de Monilia
spp., 07 souches d'Alternaria spp. et 05 souches de Botrytis spp., ainsi que une isolat dans le
genres Helmenthosporium spp., Sclerotinia spp. et Stemphyllium spp. Les fréguences
d'isolement sont respectivement de 49,1 %, 25,7 %, 15,2 %, 15,2 %, 14 %, 8,2 %, 5,9 %,
1,2%, 1,2 % et 1,2 % (Figure 09).

Dans cette étude, parmi les 42 initialement identifiées comme étant des
Fusariumspp., 25 isolats ont été utilisés pour la suite de ce travail et sont nommeées dans le
tableau 03.

3.2.  Isolement de I’agent antagoniste « Trichoderma spp. »

Nous avons procédé a l'isolement des cultures pures des champignons a partir des
échantillons de sol collectés sur les cing sites. Sur la base de I'aspect morphologique des
colonies, 21 isolats sont caractérisés initialement comme Trichoderma spp. et sont réparties

sur les sites d'échantillonnage (Figure 10).

Vue la non disponibilité des moyennes et du temps, seuls 7 isolats sont choisis pour
la continuité de ce travail, 2 isolats pour les deux sites de M'Ziraa et celle de Tolga et un

isolat pour les autres sites de Sidi okba, Ain Naga et EI Outaya (Figure 10).
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STEMPHYLLIUM SPP.
HELMENTHOSPORIUM SPP.
SCLEROTINIA SPP.
BOTRYTIS SPP.
ALTERNARIA SPP.
MONILLIA SPP.
ASPERGILLUS SPP.
PENICILLIUM SPP.
RHIZOPUS SPP.

FUSARIUM SPP. 49,1

Figure 9: Nombre des isolats de Trichoderma spp. par site d'échantillonnage.

Ain Naga

Sidi Okba

El Outaya

Tolga

M'Ziraa

Figure 10: Le cortége des microflores fongiques isolées a partir des plantes des cucurbitacées (%)
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3.3.  Caractérisations morphologiques des isolats de Fusarium spp.

L'identification morphologique des 25 Isolats de Fusarium spp. repose sur une
observation globale qui inclut & la fois la morphologie des colonies et I'analyse

microscopique des spores (Figure 11-1).

Les colonies fongiques des isolats collectées ont atteint sur PDA ; un diametre de 31
a 58 mm en 10 jours a 25 °C. 8 % des isolats se développent rapidement avec des taux de
croissance supérieurs @ 3 mm par jour ; le reste des isolats (12 %) se développe modérément

avec un taux de croissance compris entre 1 et 3 mm par jour.

La couleur du dos des boites varie entre 13 couleurs (Figure 11-1-A et B) ; la
majorité des souches ont la couleur pois de chameau avec un pourcentage de 24 %, suivie
de la couleur bleu persan, qui présente 16 % de toutes les souches, et ensuite la couleur
aubergine avec 12 %. Les deux couleurs sable et rouge présentent le méme pourcentage (8
%), et le reste des isolats présentent les couleurs ambre, bis, gomme gutte, jaune Naples, lin,

melon et rouge Bismarck avec 4 % pour chacune d'entre elles.

La marge des cultures des isolats apres 7 jours d'incubation se diversifie entre une
marge filiforme (40 %), ondulée (40 %) de la totalité des isolats, la forme entiére (12 %) et
la forme lobée la moins présente (8 %). Tous les isolats ont des hyphes segmentés, dont 76

% de mycelium non aérien et 24 % de mycélium aérien.

L’observation de la figure 11-1-C montre que ; les isolats testés produisent trois
types de spores : les macroconidies, les microconidies et les chlamydospores. Les
macroconidies se présentent sous la forme d'un macroconidium ou d'une macroconidie
mince, droite, presque en forme d'aiguille, avec une courbure dorsiventrale ou avec une face
dorsale plus courbée que la face ventrale, avec deux a sept septas, la majorité d'entre eux
ayant une face dorsale plus courbée que la face ventrale et avec deux a quatre septas. Les
cellules terminales apicales des macroconidies étaient émoussées, papillaires, crochues,
effilées ou une combinaison de deux formes ou plus dans le méme isolat, lamajorité d'entre
elles étant émoussées ou crochues. Les cellules terminales basales des macroconidies étaient
en forme de pied, nettement dentelées, a peine dentelées, ou une combinaison de deux

formes ou plus dans la méme souche, la majorité d'entre elles étant a peine dentelées.
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Les microconidies éetaient ovales, a deux cellules, ovales a trois cellules, réniformes,
obovoides a base tronquée, pyriformes ou globuleuses, la majorité d'entre elles combinant
les trois formes ovales, ovales a deux cellules et ovales a trois cellules ou ovales, ovales a
deux cellules et réniformes, la majorité d'entre elles ayant deux septums. Les
chlamydospores semblent étre spheériques, lisses et en chaines. La majorité des cellules
conidiogénes sont des polyphiles longs ou courts ; la plupart sont disposées sur des
phialides simples.

Les isolats ont été confirmés comme étant des Fusarium spp. en fonction de leurs

caractéristiques morphologiques détaillé.
3.4.  Caracteérisations morphologiques des isolats de Trichoderma spp.

Les sept isolats de Trichoderma cultivés en milieu PDA ont montré une variation

marquante dans leur caractéristique morphologique (Figure 11-2-A et B).

Le tableau 05 englobe toutes les caractéristiques enregistrées sur les isolats étudiés,
notamment : I'aspect de la colonie qui manifeste 03 groupes (aspect non détermingé, en
cercles et en stries).

La couleur verso de la colonie qui montre deux couleurs différentes (incolore et blanc), la
couleur recto de la boite qui donne trois couleurs différentes (vert épinard, vert pin et vert

méleése) et sur le type de mycélium (Intramatriciel ou aérien).

Le méme tableau montre que les sept isolats de Trichoderma cultivés sur un milieu
PDA ont manifesté une variation remarquable de leurs caractéristiques microscopiques des
spores et des phialides telles que la forme des phialides (flasques, quilles et flasques +
quilles), la forme des spores (globuleuses en grappe, ovoides + globuleuses et ovoides
globuleuses en grappe) ainsi que la présence ou I'absence des chlamydospore (Figure 11-2-
C).
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Figure 11: Aspect Morphologique et microscopique des isolats étudient sur PDA aprés 07 jours (Photos originals,2022).
1- Isolats de Fusarium. 02-Isolats de Trichoderma. | 50
A : Le recto de la boite de pétrie des isolats. B : le verso de la boite de pétrie. C : Aspect microscopiques des isolats.
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3.5. Ildentification moléculaire des isolats de Fusarium spp.

L’identification moléculaire des isolats de Fusarium révele une grande variabilité
d’espeéces. L'analyse PCR sur gel d’agarose, des genes ITS et TEF-1 sont amplifiés dans
tous les isolats testés donnant des fragments de taille 638 et 280 pb respectivement,

néanmoins quelques isolats n’ont pas donnédes résultats au séquencage.

Les numéros d’accessions de nos espéces de Fusarium sur la base des données NCBI
sont montrés sur le tableau 03. L'analyse des séquences par BLAST et la comparaison avec
les séquences des espéces de Fusarium de référence de la base de données NCBI révélent

des similitudes a 100% pour les deux amorces utilisées.

Sur les 25 isolats étudiés, 1'identification des complexes par I’'ITS ( White et al., 1990; Wang
et al., 2019) ;indique 28% des isolats appartenant au complexe Fusarium solani dont 24%
de I’espéces fusarium solani et 4% de Fusarium falciforme , 20% au complexe Fusarium
oxysporum, de méme pour le Fusarium equiseti, 12% de Fusarium nygamai, 8% de

Fusarium polifératum et 4% de Fusarium brachygibbosum .

Ces résultats sont confirmés au niveau de I’espece par 1’identification de 1’amorce
TEF-1(Kristensen et al., 2005; O’Donnell et al., 2015) qui signale sur les 25 isolats : 16%
de Fusarium solani et 4% de Fusarium falciforme qui appartienne les deux au complexe
Fusarium Solani, 20 % de Fusarium oxysporum , 28% de Fusarium equiseti, 12% de
Fusarium nygamai et 08% de Fusarium prolifératum (Tableau 03).

3.6. ldentification moléculaire des isolats de Trichodermaspp.

L'étude moléculaire des échantillons de Trichoderma met en évidence une différence
évidente entre les espéces. Lors de I'analyse PCR sur gel d'agarose, les génes ITS et TEF-1
sont amplifiés dans tous les isolats testes, ce qui entraine la formation de fragments de taille

656 et 268 pb respectivement.

Les numéros d'accession de nos especes de Trichoderma sont présentés dans le
tableau 04 en se référant aux données NCBI. L'étude des seéquences par BLAST et la
comparaison avec les séquences des especes de Trichoderma de référence de la base de
données NCBI révelent des similitudes a 100 % pour le géne responsable de la région ITS et

plus de 99 % pour le géene responsable de la région TEF-1.
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Dans notre étude ; I'analyse des espéces par I'lTS et TEF-1 regroupe nos isolats de
Trichoderma en 04 espéces différents et bien déterminées ; trois des isolats sont attribués a
Trichoderma rifaii, deux a Trichoderma virens, une & Trichoderma harzianum et un isolat a

Trichoderma asperellum (Tableau 04).
3.7.Analyse phylogénétique des especes de Fusarium

Les séquences obtenues pour les deux amorces ITS et TEF-1 des isolats de Fusarium
sont alignées chacune seule avec les régions consensus de références a lI'aide du programme
Muscle algorithme par le logiciel MEGA11(Tamura et al., 2021) afin de construire I'arbre
phylogénétique pour chagque amorce. L'outgroup était constitué d'Aspergillus oryzea et

d'Aspergillus flavus.

L'analyse de l'arbre phylogénétique des séquences de la région ITS révéle une
répartition des especes de Fusarium en six principaux clades nommés I, I, 111, IV, V et VI
(Figure 12-a). Un total de 1000 réplications bootstrap sont effectuées et des pourcentages
¢levés de bootstrap sont révélés sur les noeuds internes de 1'arbre. Le clade I est composé de
quatre isolats (Fus-C10, Fus-C11, Fus-C14 et Fus-C15) présentant de fortes similitudes
entre eux et de F. oxysporum référencé MK385594, avec un support bootstrap de 98 %.
L'isolat Fus-C09 présente une forte similitude au F. oxysporum référencé (MH911412.1)
formant un clade avec une valeur boostrap de 100 %. Le clade Il est constitué d'isolats de
fortes similitudes avec F. prolifératum Fus-C02 et Fus-20 avec la référence KY425734.1
soutenue par la valeur bootstrap de 100 %. Les isolats Fus-C01, Fus-C03 et Fus-C08 sont
regroupés en clade Il et présentent de fortes similitudes avec la souche témoin F. nygamai
(OM459813. 1) avec la valeur bootstrap de 64 %. L'isolat Fus-C24 forme le clade IV
présentant de fortes similitudes avec le F. brachygibbosum (MW928607.1) avec 100 %. Le
clade V regroupe les isolats Fus-C13, Fus-C16, Fus-C17, Fus-C18 et Fus-C19 qui ont une
forte similitude avec le F. equiseti référé par I'accession MK212925.1 avec 100 %. Enfin, le
dernier clade (V1) est composé de deux sous-groupes avec un support bootstrap de 100 %.
Les isolats Fus-C04, Fus-C05, Fus-C06, Fus-C12, Fus-C21 et Fus-C22 de forte similitude
avec le F. solani référés par I'accession KX583231.1 avec une valeur bootstrap égale a 100
% formant le groupe principale, I’isolat Fus-CO7 forme avec le F. falciforme (0Q860750.1)
un sous-groupedistincte avec une similitude de 100 % ; On considére ce clade comme un

groupe de complexe de F. solani.
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D'un autre coté, I'analyse de I'arbre phylogénétique des séquences de la région TEF-
1 présente des observations conformes a celles des séquences ITS, avec un total de 1000
réplications bootstrap (Figure 12-b). Les Fusarium sont regroupés en six clades. Les trois
isolats Fus-C01, Fus-C03 et Fus-C08 forment le premier clade (clade 1) avec le F.
nygamairéférencé ON502959.1 et une similitude de 64 %. Les isolats Fus-C02 et Fus-C22
sont regroupés dans le clade Il et présentent de fortes similitudes avec le F. proliferatum
(KP964908.1) de 99 %. Le clade Il regroupe les isolats Fus-C09, Fus-C10, Fus-C11, Fus-
C14 et Fus-C15, qui présentent une similitude avec le F. oxysporum avec une robustesse de
80 %.le quatrieme clade(IV) regroupe les isolats Fus-C13, Fus-C16, Fus-C17, Fus-C18,
Fus-C19, Fus-C23 et Fus-C25, qui sont étroitement liés au F. equiseti (MK683463.1) avec
un support bootstrap de 95 %. Le clade V est composé des quatre isolats Fus-C05, Fus-C12,
Fus-C21 et Fus-C22 ont une forte similitude (99 %) avec I’especes F. solani (OK181674.1).
Enfin, l'isolat Fus-C07 forme le dernier clade (V1) avec le F. falciforme (JF740774.1), avec
un support bootstrap de 63 %.

3.8.  Analyse phylogénétique des espéces de Trichoderma

Le logiciel MEGAL1l(Tamura et al., 2021) est utilisé pour aligner les séquences
obtenues pour les deux amorces ITS et TEF-1 des isolats de Trichoderma avec les régions
consensus de référence. Cela permet de créer un arbre phylogénétique pour chaque amorce.
Les espéces de I'outgroup comprenaient Aspergillus oryzea et Aspergillus flavus.

En étudiant la phylogénie des séquences de la région ITS, on observe une division
des espéces de Trichoderma en quatre clades principaux appelés I, Il, 111 et IV (Figure 13-
a). Les réplications de bootstrap sont effectuées a un total de 1000 fois, avec des
pourcentages €levés supérieure a 80% sur les nceuds internes de l'arbre. Trois isolats (Tri-
BO7, Tri-B08 et Tri-B10) constituent le clade I, qui présentent de nombreuses similitudes
entre eux et avec T. rifaii référencé OL757372.1. Le clade Il est composé 1’isolat Tri-B04
qui presente une similitude significative avec T. harzianum (MG738308.1) .; les isolats Tri-
B17 et Tri-B19 sont identifiés comme T. virens référencé MN102106.1 , tandis que Tri-
BO1 est regroupé dans le dernier clade 1V et présente de fortes similitudes avec la souche
témoin T. asperellum (MW386848.1).
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Tableau 4: Caractéristiques morphologiques et microscopiques des isolats de Trichoderma spp.

Caractéres morphologiques des colonies

Caractéres microscopiques

Groupe Aspect Couleur  Couleur  Forme Elévation Marge Type de Forme des Forme des  Présence des
Verso Recto mycélium phialides spores chlamydospores
| Aspect Incolore Vert Filamenteuse Cratériform Undulate Intramatriciel Flasques Globuleuses Absence
non épinard en grappe
déterminé
Tri-B0O8  Tri-B07,  Tri-B0O1, Tri-BO7, Tri- Tri-BO7, Tri-  Tri-BO7, Tri-  Tri-B19, Tri- Tri-B17, Tri-B0O7, Tri-BO7, Tri-
Tri-B17, B17, Tri-B19, B17, Tri- B17, Tri- BO1, Tri- Tri-B19, Tri-  Tri-B08, BO1, Tri-B08,
Trl-B19, Tri-BO1, Tri- B19, Tri- B19, Tri- B08TrI-B10, BO1, Tri- Tri-B10,
Tri-BO1 B08,Tri-B10, BO1, Tri- BO1, Tri- B08,
Tri-B04 B08, Tri- B08, Tri-
B10, Tri-B04 B10, Tri-
B04
1 Cercle Blanc Vert pin Aérien Quilles Ovoides+ Présence
globuleuses
Tri- Tri- Tri-B0O7, Tri-BO7, Tri- Tri-B04 Tri-B17, Tri-B17 Tri-
BO7,Tri- B08,Tri-  Tri-B08, B17, Tri-B04 Tri-B19, B19, Tri-B04
BO1, Tri- B10 Tri-B10 Tri-B10,
B10, Tri- Tri-B04
B04
11 Stries Vert Flasques + Ovoides+
mélése Quilles globuleuses
en grappe
Tri-B19, Tri-B17, Tri-B0O7, Tri- Tri-B0O1
Tri-B17 Tri-B19 B10
Vi Jaune Vert
claire bouteille

Tri-B04 Tri-B04
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a)lTS % — @ F. oxysporum isolate Fus-C14
@ F. oxysporum isolate Fus-C15
@ PP319445.1 F. oxysporum isolate Fus-C11
@ PP319401.1 F. oxysporum isolate Fus-C10
MK385594.1 Fusarium oxysporum isolate JSHJ2
— KY425734.1 Fusarium proliferatum strain E26F
99 100 _E PP319881.1 F. proliferatum isolate Fus-C20
100 PP319008.1 F. proliferatum isolate Fus-C02
@ PP319026.1 F. nygamai isolate Fus-C03
73 - OM459813.1 Fusarium nygamai isolate HWA97
% @ PP318461.1 F. nygamai isolate Fus-C01
5 — @ PP319391.1 F. nygamai isolate Fus-C08
99 — MW928607.1 Fusarium brachygibbosum isolate KS5
1o — @ PP319886.1 F. brachygibbosum isolate Fus-C24
10 — @ PP319394.1 F. oxysporum isolate Fus-C09
MH911412.1 Fusarium oxysporum strain MF22472
= @ PP319671.1 F. equiseti isolate Fus-C18
MK212925.1 Fusarium equiseti isolate YC-IK7
@ PP319634.1 F. equiseti isolate Fus-C16
@ PP319603.1 F. equiseti isolate Fus-C13
” @ PP319635.1 F. equiseti isolate Fus-C17
63— @ F.equisetiisolate Fus-C19
@ PP319044.1 F. solani isolate Fus-C06
KX583231.1 Fusarium solani strain FSDAG11
@ F. solani isolate Fus-C05
@ PP319884.1 F. solani isolate Fus-C21
@ PP319032.1 F. solani isolate Fus-C04
@ PP319885.1 F. solani isolate Fus-C22
@ PP319597 1 F. solani isolate Fus-C12
0Q860750.1 Fusarium falciforme strain R2
@ PP319198.1 F. falciforme isolate Fus-C07
— MT446190.1 Aspergillus oryzae strain ZMGRS
100 — MK450361.1 Aspergillus flavus isolate 4H

100

b)TEF-1 100 — @ PP440036.1 F. oxysporum isolate Fus-C10
@ PP440037.1 F. oxysporum isolate Fus-C11
MK906814.1 F. oxysporum isolate Fusd41
@ PP440034.1 F. oxysporum isolat Fus-C15
@ PP440033.1 F. oxysporum isolat Fus-C14
@ PP440035.1 F. oxysporum isolate Fus-C09
0ON502959.1 Fusarium nygamai isolate Fs94008-NHG21
—— @ PP440030.1 F. nygamai isolate Fus-C01
_E @ PP440031.1 F. nygamai isolate Fus-C03
86 @ PP440032.1 F. nygamai isolate Fus-C08
— PP440023.1 F. proliferatum isolate Fus-C02
il 100 _E PP440029.1 F‘_ prolifer.atum iso.[ate Fus-C20
100 KP964908.1 Fusarium proliferatum isolate A8
@ PP440026.1 F. equiseti isolate Fus-C25
MK683463.1 Fusarium equiseti isolate F12
@ PP440024.1 F. equiseti isolate Fus-C18
@ PP440020.1 F. equiseti isoat Fus-C19
@ PP440021.1 F. equiseti isolate Fus-C13
@ PP440022.1 F. equiseti isolate Fus-C16
@ PP440023.1 F. equiseti isolate Fus-C17
@ PP440025.1 F. equiseti isolate Fus-C23
59 I: JFT740727 1 Fusarium falciforme strain NRRL 25100
@ PP440027.1 F falciforme isolate Fus-C07
100 @ PP440035.1 F. solani isolat Fus-C05
@ PP440039.1 F solani isolate Fus-C12
@ PP440040.1 F. solani isolate Fus-C21
@ PP440041.1 F. solani isolate Fus-C22
100 0K181674.1 Fusarium solani isolate JWF3
— MZ701709.1 Aspergillus flavus strain NJCO3

100 — AB007770.1 Aspergillus oryzae tef gene

Figure 12: Analyse phylogénétique des espéces identifies des Fusarium: a)Arbre phylogénétique de la région ITS, b )Arbre phylogénétique de la région TEF-1
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a) ITS

97

. @ PP660938.1 Trichoderma rifail isolate Tri-B10

100 —— @ PP660939.1 Trichoderma rifaii isolate Tri-B08

97

——— @ PP658148.1 Trichoderma rifaii isolate Tri-B07

OL757372.1 Trichoderma rifaii isolate CTH

— MG738308.1 Trichoderma harzianum strain T9

100

B PP658144.1 Trichoderma harzianum isolate Tri-B04

MN102106.1 Trichoderma virens strain FY06

100 —— @ PP660940.1 Trichoderma virens isolate Tri-B17

100

—— @ PP660941.1 Trichoderma virens isolate Tri-B19

— MW386848.1 Trichoderma asperellum strain 2020-2

o - @ PP658142.1 Trichoderma asperellum isolate Tri-B01

— MT446190.1 Aspergillus oryzae strain ZMGRS6

L \kas0361.1 Aspergilus flavus isolate 4H

—— @ PP662694.1 Trichoderma rifaii isolate Tri-B08

— @ PP662695.1 Trichoderma rifaii isolate Tri-B10

——— @ PP662693.1 Trichoderma rifaii isolate Tri-B07

ON101494.1 Trichoderma rifaii strain CEN240

——  PP662692.1 Trichoderma harzianum isolate Tri-B04

—— MG735709.1 Trichoderma harzianum strain B1952

MK850836.1 Trichoderma virens isolate HZA14

—— @ PP862696.1 Trichoderma virens isolate Tri-B17

—— @ PP662697.1 Trichoderma virens isolate Tri-B19

—— @ PP662691.1Trichoderma asperellum isolate Tri-B01

b) TEF-1

100

100

%2

% 100

100
100
100

— MN520032.1 Trichoderma asperellum cutture SZMC:24288

— MZ701709.1 Aspergillus flavus strain NJC03

100

—— AB007770.1 Aspergillus oryzae tef gene

Figure 13:Analyse phylogénétique des especes identifies des Trichoderma: a)Arbre phylogénétique de la région ITS, b )Arbre phylogénétique de la région TEF-1.
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D'un autre point de vue, I'étude de I'arbre phylogénétique des séquences de la région
TEF-1 révéle des observations similaires a ceux des sequences ITS, avec un total de 1000
réplications bootstrap (Figure 13-b). Il existe également quatre clades soutenus de
Trichoderma, avec des valeurs boostrap de 100 %. Le premier clade (clade I) est constitué
des trois isolats Tri-B07, Tri-B08 et Tri-B10, avec le T. rifaii identifié sous le numéro
ON101494.1. Le clade II regroupe ’isolat Tri-B04 qui manifeste des fortes similitudes avec
T. harzianum référencier (MG735709.1). Les isolats Tri-B17 et Tri-B19 présentent de
nombreuse semblance avec le T. virens (MW133256.1) formant le troisieme clade. L'isolat
Tri-B0O1 est inclus dans le clade IV, ce qui montre une similarité avec le T. asperellum
(MN520032.1).

4. Discussion

Notre objectif d’étude est de procéder a la caractérisation morphologique et
I'identification moléculaire de 25 isolats de Fusarium spp. en tant qu'agents pathogenes,
ainsi que 07 isolats de Trichoderma indigene en tant qu'agents antagonistes.

L'identification moléculaire des champignons permet une distinction plus précise, en
particulier dans les cas ou lescaractéristiques morphologiques traditionnelles peuvent étre

ambigués ou difficiles a observer (Druzhinina et al., 2005).

En premier lieu ; 25 isolats de Fusarium spp. provenant de plantes présentant des
symptomes tels que le flétrissement, le jaunissement et le dessechement de la partie
aérienne, ainsi que le brunissement des racines, dans différentes régions de la wilaya de
Biskra en Algérie, sont caractérisées et identifiees. Pour la premiere fois en Algérie, une
approche combinant des méthodes morphologiques et moléculaire, utilisant I'espaceur
transcrit interne (ITS) et le facteur d'élongation (TEF-1), a été utilisée pour déterminer
I'affiliation taxonomique des Fusarium pathogénes les plus fréquents et les plus nocifs

pouvant causer des symptomes de fusariose dans les cultures de cucurbitacees.

Grace a ces methodes, sept espéces de Fusarium ont été identifiées et caractérisees
morphologiquement. Il s'agit de F. oxysporum, F. solani, F. nygamai, F. equiseti, F.
prolifératum, F. falciforme et F. brachygibbosum. Ces espéces sont connues pour leur
pouvoir pathogene élevé et leur capacité a causer des dommages importants aux cultures de

cucurbitacées.
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Les genes TEF-1 et ITS sont largement préférés pour lidentification et la
classification phylogénétique des especes de Fusarium. Des études antérieures ont montré
que ces marqueurs génetiques sont efficaces pour différencier les espéces de Fusarium
(Mbofung et al., 2007;Wang et al., 2011; O’Donnell et al., 2009, 2015; Pinaria et al., 2015)

Dans cette étude, l'utilisation de I'I'TS a permis d'identifier les complexes de
Fusarium, tels que le complexe Solani et Oxysporum, ainsi que des especes spécifiques
telles que F. prolifératum et F. falciforme (Nikiema et al., 2023). L'ITS est un marqueur
génétique couramment utilisé dans les études de phylogénie des Fusarium en raison de sa

variation séquentielle et de sa capacité a différencier les espéces étroitement apparentées.

En revanche, le géne codant la région de TEF-1 offre une identification plus précise
des espéces de Fusarium(Schroers et al., 2016; Summerell, 2019; Kee et al., 2020). Ce
marqueur génétique présente une plus grande résolution phylogénétique et permet de
distinguer plus précisément les espéces étroitement liées. Il est donc considéré comme un
outil puissant pour I'identification précise et la classification phylogénétique des especes de

Fusarium.

Les chercheurs en Algérie ont largement utiliseé I'approche de [I'identification
moléculaire pour étudier la présence et la diversité des espéces de Fusarium dans différentes
autres cultures. Debbi et al., (2018) se sont penchés sur les races de Fusarium oxysporum
affectant les cultures de tomate. Abdallah- Sahouli et al., (2020) ont étudié la présence de
Fusarium oxysporum et Fusarium proliferatum sur les palmiers dattiers. Egalement ; Azil et
al., (2021) ont identifié différentes especes de Fusarium, telles que F. oxysporum, F.
venenatum, F. culmorum, F. redolens, F. cf. Tricinctum, F. sambucinum, F. cf. incarnatum-
equiseti, F. nygamai et F. brachygibbosum, sur les cultures de pommes de terre. Sur les
cultures de blé, Abdallah-Nekache et al., (2019) ont identifié plusieurs espéces de
Fusarium, notamment Fusarium culmorum, F. pseudograminearum, F. verticillioides, F.
avenaceum, F. culmorum, et F. pseudograminearum, en 2020 ; (Imane et al.,) ont identifier
les especes de Fusarium, notamment F. acuminatum, F. equiseti, F. avenaceum, F. solani,
F. culomorumet F. incarnatum-equiseti. Bouanaka et al., en (2023) ont identifié Fusarium

asiaticum et Fusarium incarnatum sur les cultures de blé.

Ces études ont montré la présence de diverses especes de Fusarium dans différentes
cultures en Algérie, notre travail c’est ajout trés important dans I’identification de la

diversité des Fusarium sur les cultures des cucurbitacées.
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En deuxiéme lieu ; 07 isolats de Trichodermaspp. dérivant des sols des champs des
cucurbitacées, dans différentes régions de la wilaya de Biskra en Algérie, sont caractérisées
et identifiées. On a adopté la méme approche de caractérisation et d’identification des

Fusarium afin de déterminer la I'affiliation taxonomique des Trichoderma indigéenes.

L’identification moléculaire des Trichoderma avec la séquence TEF-1 est préférée ;
car elle contient des introns, qui permettent une plus grande variabilité entre les especes. La
séquence TEF-1 offre une résolution plus élevée que I'I'TS au niveau de l'espece car
différentes espéces peuvent partager une identité de séquence ITS de 100 % (Chaverri et al.,
2015; Hermosa et al., 2000, 2004;Druzhinina et al., 2005, 2006).

Faveur a ces méthodes, quatre espéces de Trichoderma ont été identifiées et
caractérisées morphologiquement dans notre étude. Il s'agit de T.harzianum, T. asperellum,

T. virens et T.rifaii, cet derniere est signalé pour la premiére fois en Algérie.

Ces dernieres annees, un grand nombre d'études sur les Trichoderma basées sur la
séquence des génes et sur la taxonomie ont proliféré en raison du grand intérét des aspects
appliqués de cette espece. En revanche, les recherches récentes se sont concentrées sur des
especes de Trichoderma qui vivent dans le sol dans des zones géographiquement restreintes
(Haouhach et al., 2020), tandis que les recherches antérieures se sont concentrées sur les
capacités de biocontréle de cette espéce (Grondona et al., 1997; Hermosa et al., 2000,
2004).

Plusieurs études réalisées en Algérie se sont concentrées sur l'identification des
especes de Trichoderma présentes dans différents environnements. Debbi et al., (2018) ont
étudié le sol de tomate et ont identifié les especes T. asperellum, T. harzianumet T.
ghanense. Houdaa et Zouaouia, en (2020) ont identifié les espéces T. longibrachiatum, T.
harzianum et T. atroviride a partir du sol de pois chiche. Benttoumi et al., (2020) ont mis en
évidence les espéces T. harzianum et T. afroharzianum, ainsi que T. hirsutum.Chihat et al.,
en (2021) ont également étudié différentes espéces de Trichoderma en Algérie, notamment
Trichodermaatroviride, T. gamsii, T. orientale et les especes du complexe T. harzianum (T.
harzianum, T. afroharzianum, T. atrobrunneum et T. guizhouense). Aussi , Hammad et al.,
en (2021) ont réalisé une étude exhaustive en Algérie et ont identifié plusieurs espéces de
Trichoderma, dont T. afroharzianum, T. gamsii, T. longibrachiatum, T. atroviride, T.

brevicompactum, T. breve et T. lixii.
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Chapitre Il :Isolement et identification des agents

Notre travail est complémentaire a ces études, dont 1’objectif est de mettre en
évidence la diversité des espéces de Trichoderma présentes en Algérie et ont contribué a

une meilleure compréhension des réles de cette especes.
5. Conclusion

En conclusion de ce chapitre, notre étude a démontré I'importance de combiner des
approches de caractérisation morphologique et moléculaire pour une identification
taxonomique compléte des isolats de Fusarium spp. dans les cultures de Cucurbitacées et de

Trichoderma spp. au niveau de I’espéce en Algérie.

En utilisant les régions ITS et TEF-1 de I'ADN, nous avons pu déterminer avec
précision les especes de Fusarium présentes, et d'obtenir des informations détaillées sur la

diversité des especes ce qui constitue une premiere pour cette culture dans notre pays.

De plus et en suivant la méme approche que celle de Fusarium, notre étude a également
révélé la présence de I’espéce T. rifaii pour la premiére fois en Algeérie en plus la diversité
de D’espéce de Trichoderma dans la région d’étude. Cette découverte étend notre
connaissance de la distribution des especes de Trichoderma dans le pays et souligne

I'importance de poursuivre les études sur ces agents antagonistes prometteurs.
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Chapitre lll : Pouvoir pathogéne des Fusarium spp.

et antagoniste des Trichoderma spp

Chapitre 111 : Pouvoir pathogéne des Fusarium spp. et antagoniste des

Trichoderma spp.

1. Introduction

L'agriculture moderne fait face a de nombreux défis, parmi lesquels les maladies des
plantes occupent une place prépondérante. Parmi les agents pathogenes les plus redoutés, les
espéces du genre Fusarium qui causent des pertes économiques significatives en affectant une
grande variété de cultures. Ces champignons phytopathogenes sont responsables de maladies
telles que la fusariose, entrainant a la fois des réductions de rendement et des problémes de
qualité des récoltes. Dans ce contexte, la compréhension approfondie du pouvoir pathogéne
des isolats de Fusarium revét une importance cruciale pour le développement de stratégies de
gestion efficaces.

Parallelement, le biocontrdle émerge comme une alternative prometteuse aux
méthodes chimiques traditionnelles de lutte contre les maladies des plantes. Les isolats de
Trichoderma, des champignons réputés pour leurs propriétés antagonistes, jouent un réle clé
dans cette approche. Ces microorganismes bénéfiques sont capables de coloniser la

rhizosphére et de protéger les plantes contre divers pathogenes par des mécanismes variés.

Dans ce chapitre, nous nous pencherons sur I'étude comparative du pouvoir pathogéne
des isolats de Fusarium et du pouvoir antagoniste des isolats de Trichoderma isolés dans notre
étude. En explorant les interactions entre ces deux champignons, nous visons a mieux
comprendre les dynamiques de leur confrontation et a évaluer le potentiel de Trichoderma
comme agent de biocontréle efficace contre les infections a Fusarium. Cette investigation
contribuera non seulement a enrichir notre connaissance fondamentale des interactions
microbiennes, mais aussi a accélérer le developpement de solutions durables contre les

maladies causees par les Fusarium spp. pour une agriculture plus durable.
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et antagoniste des Trichoderma spp

2. Matériel et Méthodes

2.1. Vitesse de croissance des isolats de Fusarium et de Trichoderma identifiées

La croissance mycélienne a été évaluée toutes les 24 heures pendant 10 jours en
mesurant la moyenne de trois diamétres perpendiculaires passant par le milieu de la rondelle.
Trois répétitions ont été effectuées pour chaque isolats de Fusarium et de Trichoderma. Ces
mesures servent a calculer la vitesse de croissance (VC) pour chaque isolat fongique. Cette
caractérisation permet d'identifier les souches les plus agressives de Fusarium et les plus
efficaces de Trichoderma pour des applications de biocontréle. En suivant la formule proposer
par (Salhi et al., 2015) afin de déterminer la vitesse de croissance mycélienne, dont (D) c’est
le diamétre de la zone de croissance de chaque jour (mm) et (T) c’est le temps d’incubation
(24h) :

Ve (mm/24h) = [P1/] + [(Dz - D1)/T2] N [(1)3 - DZ)/TS] - [(Dn - Din- 1)/Tn]

2.2. Pouvoir pathogéne des isolats de Fusarium identifiées.

La pathogénicité des especes de Fusarium étudiés est évaluée selon ( Bolkan et Butler,
1974; Abd Ali et al., 2021), avec quelques modifications. Des boites de petri de 9 centimetres
contenant 20 ml de milieu d’agar aqueux ont été préparées et inoculées avec les isolats de
Fusarium en placant des disques de 0,5 cm de diamétre prélevés a partir des bords des
colonies de Fusarium agées de 7 jours. Les boites ont été incubées a 25 °C pendant trois jours.
Ensuite, des graines d’une variété de melon, presentant une sensibilité au Fusarium, ont été
stérilisées en surface avec une solution d’hypochlorite de sodium a 1 %, puis ont été rincées
abondamment avec de 1’cau distillée stérile et déposer en cercle pres du bord de la croissance
fongique, a raison de 5 graines par boite avec trois répétitions (TGF), plus le témoin sans

Fusarium (TG) (Figurel4). Les boites ont été incubées a 25 °C pendant 7 jours.
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2.2.1. Inhibition de la germination

Aprés les 7 jours d’incubation des Fusarium. Le pourcentage de germination des

graines a éte calculé en appliquant la formule suivante :

Nombre des grains germées
Nombre totale des grains

100

Germination % =

Ensuite, le pourcentage d'inhibition/stimulation pour chaque isolat a été donc calculé comme

suite :

Inhibition de la germination %
_ Nombre des grains germées TG — Nombre des grains germées TGF % 100
h Nombre des grains germées TG

2.2.2. Inhibition de la longueur des coléoptiles

La mesure de la longueur de la coléoptile des graines germées est systématiquement
effectuée apres le septieme jour d'incubation. Cela implique la comparaison des longueurs des
coléoptiles des graines germées exposées aux isolats de Fusarium (LCF) avec celles des
graines germées non exposées (LCT®), utilisées comme témoin. Afin d’estimer le pouvoir

inhibitrices des isolats de Fusarium tester ; en calculant la formule suivante :

Moyenne des LCT° — Moyenne des LCF 9

Inhibition de la l d léoptiles % = 100
nhibition de la longueur des coléoptiles % Moyenne des LCT®
Témoin Avec Fusarium
Jour
01
i
Jour
07

Figure 14: Teste de pathogénicité des isolats de Fusarium.
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2.3. Pouvoir antagoniste des isolats de Trichoderma identifiées

2.3.1. Test de confrontation

L’activité antagoniste des 7 souches de Trichoderma vis-a-vis trois isolats de
Fusarium spp.,ont été étudié en utilisant la technique de confrontation directe (double
culture). Elle consiste a mettre ensemble 1’agent antagoniste et le pathogéne dans une boite de
pétrie de 90 mm de diametre, contenant le milieu PDA. Les deux explants de 5 mm de
diametre provenant d'une culture de 5 jours, sont ensemencés au méme temps a une distance
de de 40 mm I’un de I’autre (Pathogeéne et antagoniste) et équidistance du centre de la boite.

(Gonzalez et al., 2020; Shirazi et al., 2022; Xu et al., 2022)

Pour le témoin on a déposé au centre de la boite un explant de 5 mm de diameétre,
provenant uniquement du pathogéne. Trois répétitions de la manipulation ont été réalisées
pour chaque combinaison de Trichoderma / Fusarium. Les boites sont incubées a 28°C
pendant 7 jours (Figure 15)( Oskiera et al., 2015;Gonzalez et al., 2020; Xu et al., 2022).

Les boites de Peétri ont été examinées quotidiennement pour évaluer l'inhibition de la
croissance des colonies pathogénes et leur prolifération par Trichoderma spp.(Chihat et al.,
2021).

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne des Fusarium par les Trichoderma a
été calculé pour le 7°™ jour (Hibar et al., 2005) , selon la formule suivante, en prenant en
considération que « CDT® » c’est la croissance diamétrale de témoin (pathogéne uniquement)

et « CDPA » c’est la croissance diamétrale du pathogene en présence de 1’antagoniste :

CDT° — CDPA

Inhibition de la croissance mycélienne de pathogene % = B — x 100

2.3.2. Evaluation de la capacité de mycoparasitisme des Trichoderma

Pour apprécier la capacité de mycoparasitisme des souches de Trichoderma étudiées,
des observations microscopiques ont été réalisées au niveau de la zone de contact entre
Trichoderma et Fusarium. Ces analyses permettent de visualiser les interactions directes entre

les hyphes des deux champignons et de déterminer les mécanismes par lesquels Trichoderma
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exerce son action antagoniste (Moreno-Ruiz et al., 2020; Mukhopadhyay et Kumar, 2020;
Tyskiewicz et al., 2022).

Figure 15 : Testde confrontation directe Fusarium /Trichoderma

2.4. Analyse statistique

L’analyse de la variance (ANOV A) est réalisée a 1’aide de logiciel SPSS Statisticsv.24
pour le pourcentage d’inhibition de la germination, le pourcentage d’inhibition de la longueur
des coléoptiles et le pourcentage d’inhibition de la croissance des Fusarium par les
Ttrichoderma testées ainsi les vitesses de croissance des isolats de Fusarium et de
Trichoderma. Les moyennes sont comparées en utilisant le test de Tukey (P <0,05) et les
graphiques sont réalisées avec Excel 2019.
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3. Résultats

3.1. Evaluation de la vitesse de croissance

D’aprés les résultats de 1’évaluation de la vitesse de croissances des isolats des deux
especes fongiques étudies, il est évident que les isolats de Trichoderma spp. ont une vitesse de
croissance nettement supérieure a celle des isolats de Fusarium spp.. Les valeurs de
croissance pour Trichoderma varient entre 7,85 mm et 9,42 mm par 24 heures, montrant une
capacité de croissance rapide et uniforme parmi les différents isolats. En revanche, les isolats
de Fusarium présentent une plus grande variation dans leur vitesse de croissance, allant de
2,89 mm a 4,89 mm par 24 heures. Cette différence notable suggere que Trichoderma pourrait

avoir un avantage compétitif en termes de colonisation rapide des milieux.

3.1.1. Vitesse de croissance des isolats de Fusarium identifiées

Dans I'étude des isolats de Fusarium (Figurel6-A), la vitesse de croissance varie
considérablement parmi les différents isolats. Les isolats présentant la vitesse de croissance la
plus élevée sont Fus-C15 (F. oxysporum) avec 4,89 mm par 24 heures et Fus-C25 (F.equiseti)
avec 4,81 mm par 24 heures. Ces isolats se distinguent par leur croissance rapide
comparativement aux autres. A I'inverse, les isolats avec la vitesse de croissance la plus faible
sont Fus-C05 et Fus-C21 (F. solani), chacun avec une croissance de 2,89 mm par 24 heures.

Ces isolats montrent une croissance nettement plus lente.

D’un autre coté 1’analyse statistique a un niveau de confiance de 95 % montre que les
isolats de Fusarium présentent une variabilité trés hautement significative dans leurs vitesses
de croissance, allant de 2,89 mm a 4,89 mm par 24 heures avec un « P<0,0001 ». Les
analyses de Tukey permettent de regrouper ces isolats en 08 ensembles des groupes
homogeénes (a a h) (Figurel6-A), révélant des différences significatives dans leurs capacités
de croissance. Les isolats les plus rapides sont Fus-C15, Fus-C25, Fus-C24 (F.
brachygibbosum) sont apparais dans les groupes a et ab, tandis que les isolats plus lents ;Fus-
CO05, Fus-C21 (F. solani) sont classés dans le groupe h (Annexe 02).

3.1.2. Vitesse de croissance des isolats de Trichoderma identifiées

Pour les Trichoderma (Figure 17-A), la vitesse de croissance est généralement plus
élevée que celle observée pour les isolats de Fusarium. Les isolats les plus rapides sont de
I’espeéce T.rifaii ; Tri-B10 avec 9,42 mm par 24 heures et Tri-B08 avec 9,14 mm par 24

heures. Ces vitesses de croissance significativement élevées suggerent une forte capacitée
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d'expansion et de colonisation de ces isolats. Les isolats les plus lents de Trichoderma sont
Tri-BO7 (T.rifaii ) avec 7,85 mm par 24 heures et Tri-BO1 (T.asperellum) avec 8,28 mm par

24 heures.

En revanche, l'analyse statistique a un niveau de confiance de 95 % révéle que les
isolats de Trichoderma présentent une trés grande variabilité dans leurs vitesses de croissance,
allant de 7,90 mm a 9,40 mm par 24 heures, avec un « P < 0,0001» (Annexe 02). Grace aux
analyses de Tukey, ces isolats peuvent étre regroupés en 05 ensembles de groupes homogenes
(aae) (Figure 17-A),Tri-B07, forme le groupe e, se distinguant par la croissance la plus lente
parmi les isolats étudiés (7,90 mm par 24 heures). Les isolats Tri-B01, Tri-B04, et Tri-B17
(T.asperellum, T. harziamum et T. virens), se regroupant dans le groupe b avec des vitesses
comprises entre 8,30 mm et 8,40 mm par 24 heures. Tri-B19 (T. virens), appartient au groupe
¢ (8,70 mm par 24 heures).Tri-B08 (T.rifaii) présente une vitesse de croissance rapide a 9,10
mm par 24 heures, le classant dans le groupe d. Enfin, Tri-B10 (T.rifaii) domine avec la

vitesse de croissance la plus élevée a 9,40 mm par 24 heures, formant ainsi le groupe a.

3.2. Evaluation du pouvoir pathogéne des isolats de Fusarium spp.

Dans cette étude, notre objectif est d'analyser la pathogénicité des isolats de Fusarium
spp. identifiés en examinant in vitro leur aptitude a entraver la germination des graines de

melon et a restreindre la croissance des coléoptiles (Annexe 03Figure 16).

3.2.1. Inhibition de la germination des grains de melon

La figure 16-B, décrit I'inhibition de la germination des graines par les isolats de
Fusarium, qui révéele une variation importante entre les différents isolats étudiées. Les isolats
Fus-C04 (F. falciforme), Fus-C06, Fus-C22 (F. solani) et Fus-C10 (F. oxysporum) montrent
une inhibition maximale de 100%. Fus-C14 (F. oxysporum) présente une inhibition de
86,67%, tandis que Fus-C16 et Fus-C17 (F. equiseti) affichent chacun une inhibition de
73,33%. Une faible inhibition est marquée chez les isolats Fus-C01, Fus-C03 (F. nygamai),
Fus-C12 (F. solani), Fus-C19 et Fus-C25 (F. equiseti) avec un pourcentage d’inhibition de
13,33%, et Fus-C18 (F. equiseti) avec un pourcentage de 6,67%. En revanche, des isolats
comme Fus-C05, Fus-C07 (F. falciforme) et Fus-C24 (F. brachygibbosum) n'ont montré

aucune inhibition (0%).

L'analyse statistique par ANOVA du taux d'inhibition de la germination des graines

par les isolats de Fusarium a révélé des différences tres hautement significatives avec un « P<
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0,0001 » (Annexe 02), regroupées en 08 groupes homogeénes selon le test de Tukey a un seuil

de signification de 0,05. Les résultats montrent une grande variabilité parmi les isolats.

Les isolats Fus-C05, Fus-C07 (F. falciforme) et Fus-C24 (F. brachygibbosum) n'ont
montré aucune inhibition de la germination, formant ainsi le premier groupe a avec 0%
d'inhibition. L'isolat Fus-C18 (F. equiseti) constitue un groupe ab distinct avec un taux
d'inhibition de 6,67%. Les isolats Fus-C01, Fus-C03 (F. nygamai), Fus-C12 (F. solani) et
Fus-C19 , Fus-C25 (F. equiseti) partagent un taux d'inhibition de 13,33%, formant un groupe
homogéne supplémentaire abc. Les isolats Fus-C02 (F. falciforme), Fus-C13(F. equiseti) et
Fus-C15 (F. solani) montrent une inhibition de 26,67% et se regroupent ensemble dans le
groupe abcd. Fus-C11 (F. oxysporum) et Fus-C20 (F. proliferatum) présentent une inhibition
de 33,33%, constituant un autre groupe (bcde). L'isolat Fus-C23 (F. solani) montre une
inhibition de 40%, tandis que Fus-C08 et Fus-C09 (F. nygamai) ont des inhibitions de 46,67%
et 53,33% respectivement. Un taux d'inhibition de 60% est observé pour Fus-C21 (F. solani)
qui classé dans le groupe efg, et le groupe fgh des isolats Fus-C16 et Fus-C17 (F. equiseti)
montrent une inhibition de 73,33%. L'isolat Fus-C14 (F. oxysporum) a une inhibition de
86,67% forme le groupe gh. Enfin, les isolats Fus-C04 (F. falciforme), Fus-C06, Fus-C22 (F.
solani) et Fus-C10 (F. solani) montrent une inhibition maximale de 100%, formant le groupe
h avec l'inhibition la plus élevée.

3.2.2. Inhibition de la longueur des coléoptiles des grains germées

Concernant l'inhibition de la longueur des coléoptiles (Figure 16-C), les isolats Fus-
CO04 (F. falciforme), Fus-C06 , Fus-C22 (F. solani) et Fus-C10 (F. oxysporum) se démarquent
a nouveau avec une inhibition de 100%. Fus-C24 (F. brachygibbosum) montre une inhibition
de 99,44%, tandis que Fus-C14 (F. oxysporum) présente une inhibition de 98,81%. En
revanche les isolats Fus-C08 (F. nygamai) et Fus-C25 (F. equiseti) ont des inhibitions
respectives de 95,83% et 95,10%. Fus-C20 (F. proléfiratum) et Fus-CO7 (F. falciforme)
montrent chacun une inhibition de 66,07%. D’un autre par, une faible inhibition a été signalée
par les isolats Fus-C18 (F. equiseti) avec 14,29%, Fus-C12 (F. solani) avec 20,24%, et Fus-
C13 (F. equiseti) avec 37,90%.

L'analyse statistique par ANOVA du taux d'inhibition de la longueur des coléoptiles
des graines germées par les isolats de Fusariuma montré des différences trés
hautement significatives avec un «P< 0,0001 » (Annexe 02). Ces différences ont été

regroupées en 03groupes homogenes (a, b et c) selon le test de Tukeya un seuil de
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signification de 0,05 (Figure 16-C). Les conclusions révélent une grande diversité parmi les

isolats.

Fus-C18 (F. equiseti) et Fus-C12 (F. solani) présentent les taux d'inhibition les plus faibles de
14,29% et de 20,24% respectivement, formant le premier groupe a. Les isolats Fus-C13 (F.
equiseti) montrent une inhibition de 37,90%, créant le groupe distinct ab. Fus-C15 (F. solani),
Fus-C07, Fus-C05 (F. falciforme) et Fus-C20 (F. proliferatum) partagent des inhibitions de
64,29% a 67,26%, formant un autre groupe homogene bc. Tous I’ensembledu reste des isolats
sont grouper dans un méme groupe homogéne c, avec des taux d’inhibition allant de 81.54

jusqu’a le 100%.
3.3. Evaluation du pouvoir antagoniste des isolats de Trichoderma spp.

Dans cette partie, nous avons étudié le pouvoir antagoniste des souches de
Trichoderma isolées et identifies Tri-BO1 (T. asperellum), Tri-B04 (T. harzianum), Tri-B07,
Tri-B08 ,Tri-B10 (T. rifaii), Tri-B17 ,Tri-B19 (T. virens) sur 05 isolats de Fusarium parmi les
plus pathogenes; Fus-C08 (F. nygamai) Fus-C14, Fus-C15 (F. oxysporum), Fus-C17 (F.
equiseti) et Fus-C22 (F. solani) (Annexe 04 figure 17).

3.3.1. Test de confrontation des Trichoderma avec le Fusarium oxysporum (Fus-C14 et
Fus-C15)

Selon les figure 17-B et 17-C, I’isolat de Trichoderma, Tri-B07 (T. rifaii) a montre le
taux d'inhibition maximal pour les deux isolats de F. oxysporum avec 60% pour I’isolat Fus-
C14 et 73% pour Fus-C15, alors que Tri-B08 (T. rifaii) a montré I'inhibition la plus faible a
42% pour I’isolat Fus-C14 cependant I’isolat Tri-B19 (T. virens) qui a révélé le taux

d'inhibition le plus faible a 23% pour I’isolats Fus-C15.

L’analyse statistique par ANOVA a montré une différence trés hautement significative
entre le pouvoir antagoniste des Ttrichoderma avec le F. oxysporum pour les deux isolats Fus-
C14 et Fus-C15 avec un « P<0,0001 » pour les deux (Annexe 02). Le test Tukey au seuil de
signification de 95% a degager 03 groupes homogénes des trichoderma avec la premiére et 06

groupes avec la deuxieme.

Pour Fus-C14 (Figure 17-B), Tri-B08 (T. rifaii) a un taux d'inhibition de 42,00%,
appartenant au groupe "a". Tri-B19 (T. virens) avec 46.00% est partage entre les groupes "a"
et "b". Les isolats Tri-BO1 (T. asperellum) et Tri-B10 (T. rifaii) avec 54.00% chacun se
trouvent dans les groupes "b" et "c". Tri-B04 (T. harzianum) avec 56.67% et Tri-B17 (T.
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virens) avec 58.00% sont dans le groupe “c". Enfin, Tri-BO7 (T. rifaii) avec 59.67% est

également dans le groupe "c".

Par contre les résultats avec Fus-C15 montrent que Tri-B19 (T. virens) a le taux d'inhibition le
plus faible avec 23.00%, appartenant au les groupe "a". Ensuite, Tri-B08 (T. rifaii) avec
33.00% et Tri-B10 (T. rifaii) avec 42.00% appartiennent respectivement aux les groupes "b"
et "c". Tri-BO1 (T. asperellum) avec 60.00% se situe dans le groupe "d", tandis que Tri-
BO4(T. harzianum) avec 68.00% est dans le groupe "e". Les isolats les plus efficaces, Tri-B07
(T. rifaii) et Tri-B17 (T. virens), avec 73.00% et 75.00% respectivement, appartiennent au les

groupe "f".
3.3.2. Test de confrontation des Trichoderma avec le Fusarium équiseti (Fus-C17)

La figure 17-D, montre que les deux souches Tri-BO1 (T. asperellum) et Tri-BO7 (T.
rifaii) ont dévoilé une inhibition maximale de 72% du F. equiseti, tandis que Tri-B19 (T.

virens) a présenté le taux d'inhibition le plus bas a 25%.

L’analyse de la variance a prouver qu’il y a une différence trés hautement significative
entre ’effet inhibitrice des Trichoderma contre le F. equiseti avec un « P<0,0001 »(Annexe
02), ou le test Tukey a dégagé 05 groupes homogenes (a-e) (Figure 17-D). Tri-B19 (T. virens)
présente encore le taux le plus bas avec 25.00%, appartenant au groupe "a". Les isolats Tri-
BO8(T. rifaii) et Tri-B10 (T. rifaii) partagent un taux d'inhibition de 40.00%, se trouvant dans
le groupe "b". Tri-B17 (T. virens) avec 56.00% est dans groupes "c", et Tri-B04 (T.
harzianum) avec 60.00% dans le groupe "d". Enfin, les plus efficaces, Tri-BO1 (T.

asperellum) et Tri-BO7 (T. rifaii), avec 72.00% chacun, appartiennent au groupe "e".
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3.3.3. Testde confrontation des Trichoderma avec le Fusarium solani (Fus-C22)

Selon la figure 17-E, I’isolat de trichoderma Tri-BO7 a démontré la capacité
d'inhibition la plus élevée a 70%, tandis que Tri-B19 a montré le taux d'inhibition le plus

faible avec7%.

L'analyse de variance (ANOVA) a démontré I'existence d'une différence hautement
significative dans I'effet inhibiteur des Trichoderma contre le F. solani avec une valeur de
«P<0,0001 » (Annexe 02). Le test de Tukey a identifié 05 groupes homogeénes (a-e) (Figure
17-E). Tri-B19 (T. virens) affiche toujours le plus faible taux d'inhibition a 7.00%, se trouvant
dans le groupe "a". Les isolats Tri-BO8 (T. rifaii) et Tri-B10 (T. rifaii) ont des taux
d'inhibition de 38.00% et 40.00% respectivement, appartenant au groupe "b". Les isolats Tri-
BO1 (T. asperellum) et Tri-B17 (T. virens) partagent un taux d'inhibition de 63.00%, se
trouvant dans le groupe "c". Tri-B04 (T. harzianum) avec 67.00% est dans le groupe "d", et
Tri-B0O7 (T. rifaii) avec 70.00% dans le groupe "e".

3.3.4. Test de confrontation des Trichoderma avec le Fusarium nygamai (Fus-C08)

Enfin, pour F. nygamai, la figure 17-F montre que I’isolat Tri-BO1 a arboré une
inhibition de 60%. Tri-B04 a atteint 56%, et Tri-B07 a démontré une efficacité de 64%. La
souche Tri-B08 (T. rifaii) a présenté une inhibition de 65%, tandis que Tri-B10 a montré 62%.
Tri-B17 (T. virens) a atteint 60%, et Tri-B19 a révélé une inhibition de 56%.

L'analyse statistique de variance a démontré I'absence d'une différence significative
dans I'effet inhibiteur des Trichoderma contre le F. nygamaiavec une valeur de « P=0,032 »
(Annexe 02). Le test de Tukey a regroupé donc les 07 isolats de trichoderma dans un seul

groupe (a) (Figurel7-F).

|73



Chapitre lll : Pouvoir pathogéne des Fusarium spp.
| D |

PD! et antagoniste des Trichoderma spp

INIVERSIT/
= BISKF

Significance Level: 0.05 c Significance Level: 0,05
P<0.0001 l_IT“l‘ey P<0.0001
104 ' b . ¢ 65+ a a a
-~ ¢ oY -~
3 : e @ . @ $ s 20
E 8 0 0 0 0 b
E ) ab
T 2 554
£ £ @
2 <
® 2 804 be
< =
¥ 2
= 44 1
= 454 c
b =
&
= R 404
%
35
0 T T T T T T T T T T T T T T
7y 7y 7 . Dy 7y 7y 7, 7, 7, 7, P 7, 2,
., o, ”, s . . 7 % 3 7 % 7 T N
by, By, By, gy TEy T8, Ty Y, 4, Y4, Y %, %, 4,
R Significance Level: 0.05 - Significance Level: 0.05
Tukey} 5 0001 Tukey] p&.0001
904
85 80
S 80 a a a a
v 757 - ¥ @ $ )@ @
- <
(3) 70 _o_ P b
265 € ] c
= U 60 o 2
= 601 @ z o
Z 55 [
= 504 1 ] 50
2 45 : = d d
= S
§ 40 4 e £ 40
=
= 354 =
-+ 30 f 8 30 e
(@) T
254 a
20 20
15
104
T T T T T T T 10 T -I T -l T T T
% 2 7, 7 7, %, 3 % %, "»,‘0 ",0 X ’»,0 7;,» ’,,\0
0,/’ 4, 0,/) 4’0" 6’& 0,) 6,9 7, Yy N % % 75 )
cov | Significance Level: 0.05 - Significance Level: 0.05
Tuke PED.0001 Tukey P00
80 a 75+ a
S b 9
S 104 ¢ 3 @ c S
«a & 70+
S 604 ‘0’ _0‘ ‘.IJ a
2 z
B 50 = 65 a
< d d 3 2 2° 2 '0 a
=
£ “ E 60
= = 60+
£ 304 2 a a
= =
= 7
- 204 55 4
“ 2%
e
104
Qo 50 -
0 T T T T T T T T T T T T T T
)"‘/: );7. /,/ /7 )’Z /’;/‘ );/: : 7, 5 /;4 ke /-,/‘ a ”"/\, ' B /;2 ., ,*/\ 5
Y %, s G, Y, % %, 7, %, %, %, 2 %, 2

Figure 17:Figure Evaluation des performancesantgoniste Trichoderma spp.isolées.

| 74



| I
Rdd

INIVERSIT/
= BISKF

Chapitre lll : Pouvoir pathogéne des Fusarium spp-

et antagoniste des Trichoderma spp

3.3.5. Mécanismes de mycoparasitismes des Trichoderma spp.

L’observation microscopique de la zone de contact Trichoderma-Fusarium montre une
modification notable au niveau du mycélium du pathogeéne, suite a I’effet inhibiteur exercé
par les Trichoderma en utilisant des mécanismes physiques ou chimiques spécifiques (Figure
18). Les différents types de mycoparasitismes observes montrent la diversité des stratégies
employées par Trichoderma pour inhiber et détruire les hyphes de Fusarium. Chaque
mécanisme joue un role crucial dans le biocontrle de Fusarium , selon les auteurs Hibar et
al., (2005); Gonzalez et al., (2020); et Kumar et al., (2023) on peut les expliqguer comme

suite :

Figure 18: Interactions entre les hyphes de Trichoderma et les isolats de fusarium
lors de confrontations directes (Photos originals,2022): (A) : structures de
pénétration ; (B) hyphes enroulées ; (C) lyse des hyphes ; (D) croissance

intracellulaire ; (E) structures en forme de papille. On notant que le plus fine et
sombre mycilium c’est de Trichoderma et le plus gros et claire c’est de Fusarium

a. Structures de Pénétration (A)

Les structures de pénétration, comme les appressoria, sont des structures spécialisées
formées par Trichoderma pour percer les parois cellulaires des hyphes de Fusarium. Ces
structures exercent une pression mécanique et libérent des enzymes lytiques, telles que les

Chitinases et les Glucanases, pour dégrader les composants de la paroi cellulaire de Fusarium.
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Cela permet a Trichoderma d'accéder aux nutriments internes de I'hdte, contribuant a son

inhibition et a sa destruction.
b. Hyphes Enroulées (B)

L'enroulement des hyphes se produit lorsque les hyphes de Trichoderma entourent et
enserrent les hyphes de Fusarium. Ce processus mecanique perturbe la croissance et la
morphologie des hyphes de Fusarium, réduisant leur capacité a se développer et a propager
I'infection. L'enroulement peut également faciliter la libération localisee de composés
antifongiques et d'enzymes dégradant les parois cellulaires par Trichoderma, augmentant ainsi

son effet antagoniste.
c. Lyse des Hyphes (C)

La lyse des hyphes est le processus par lequel les hyphes de Fusarium sont
décomposées et détruites. Trichoderma sécréte des enzymes hydrolytiques, telles que les
chitinases, les glucanases et les protéases, qui dégradent les composants structurels des
hyphes de Fusarium. Cette dégradation enzymatique conduit a la rupture des parois cellulaires

et a la désintégration des hyphes, empéchant ainsi la croissance et la propagation de Fusarium.
d. Croissance Intracellulaire (D)

La croissance intracellulaire implique la pénétration des hyphes de Trichoderma a
I'intérieur des cellules de Fusarium. Une fois a l'intérieur, Trichoderma peut consommer les
ressources cytoplasmiques de Fusarium, inhibant sa croissance et provoquant éventuellement
la mort cellulaire. Ce mécanisme permet a Trichoderma de coloniser directement les hyphes

de Fusarium, réduisant sa capacité a infecter les plantes hotes.
e. Structures en Forme de Papille (E)

Les structures en forme de papille sont des formations morphologiques que
Trichoderma développe a la surface des hyphes de Fusarium. Ces structures sont souvent
associées a la libération de composés antimicrobiens, tels que les peptides antifongiques et les
métabolites secondaires, qui peuvent inhiber la croissance des hyphes de Fusarium. Les
papilles peuvent également renforcer I'attachement des hyphes de Trichoderma a ceux de
Fusarium, facilitant d'autres mécanismes d'antagonisme comme la lyse enzymatique et la

pénétration.
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4. Discussion

L’évaluation de la vitesse de croissance des isolats de Fusarium et de Trichoderma
nous a permis de mieux comprendre le pouvoir de colonisation de ces deux espéces. Les
especes de Trichoderma sont bien connues pour leur activité de biocontrdle contre plusieurs
agents phytopathogénes ( Kullnig-Gradinger et al., 2002; Asad, 2022; V. Kumar et al., 2023).
Notre étude a confirmé que la vitesse de croissance mycélienne de 1’antagoniste Trichoderma
spp. est significativement plus rapide que celle du pathogéne Fusarium spp.. En effet, la
vitesse de croissance de Trichoderma spp. est superieure a 7 mm par 24 heurs , tandis que celle
de Fusarium spp. ne dépasse pas 4 mm par 24 heures. Ces résultats sont corroborés par les
travaux de Hibar et al., (2005) ; Adhikary et al., (2017) ; Cherkupally et al., (2017); Verma
et al., (2017) et Chen et al., (2021), qui ont également démontré que Trichoderma spp.
colonise plus rapidement le milieu nutritif que Fusarium spp., assimilant ainsi plus

efficacement les éléments nutritifs disponibles.

Dans ce travail, [’é¢tude de pouvoir pathogénes des isolats de Fusarium nous
permettent de conclure que toutes les especes de Fusarium isolées dans cette étude affectent
négativement le développement des plantes de cucurbitacées de différentes maniéres et a
différents degrés (Cafri et al., 2005; Zhou et Everts,2007 ; Sharma et Sharma, 2020;). La
variabilité des pourcentages d’inhibition de la germination et de la longueur des cotylédons
peut étre due aux différences de virulence des pathogenes, a la vitesse de croissance, au type
des mycotoxines produise par chaque espéces de Fusarium et a la sensibilité des plants a ces
champignons pathogénes (Al-Fadhal et al., 2019; Stepien, 2020; Azil et al., 2021). Nous avons
également observé des résultats variables pour une méme espece qui peut s’expliquer par la
présence des formes spéciales de Fusarium pour certaines espéces (Moussa et al., 2017;
YEZLI, 2017).

Nos résultats sont soutenus par des études antérieures qui ont rapporté que plusieurs
especes de Fusarium ont été examinees comme responsables de diverses maladies chez les
cucurbitacées dans le monde entier. Par exemple, Silou et al., (2008), ainsi que Wafi AL-Taae
et Al-Taae, (2019), ont identifié F. oxysporum comme l'agent responsable de la fusariose du
concombre en Irak. De méme, Hussein et Juber, (2014), ont démontré que Fusarium solani F.
sp. cucurbitae Race 1 et 2 étaient a I'origine de la pourriture de la couronne et des racines chez
la pastéque et le melon en Irak. En Espagne, Gonzalez et al., (2020), ont confirme que F.

solani et F. oxysporum étaient responsables de la fusariose touchant le melon et la pasteque.
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Aux Etats-Unis, Petkar et al., en 2019 ont signalé que F. oxysporum était le responsable du
flétrissement du melon dans le sud-est du U.S.A. D'autres études ont également identifié
différentes espéces de Fusarium dans diverses régions du monde. Par exemple, Rahman et al.(
2022a) ont trouve que F. equiseti était responsable de la pourriture des fruits de la pasteque en
Malaisie, tandis que Renteria-Martinez et al.,(2015, 2018), ont étudié le flétrissement de la
pasteque causé par F. brachygibbosum au Mexique. En Corée, Seo et Kim, (2017) ont identifié
F. proliferatum, F. equiseti et F. oxysporum comme agents causaux du flétrissement vasculaire
et de la pourriture des tiges du melon. En outre, des recherches ont mis en lumiére d'autres
especes de Fusarium associées a des maladies graves des pasteques. Par exemple, Nuangmek
et al., (2023a) ont rapporté que F. equiseti et F. oxysporum f. sp. niveum étaient responsables
du flétrissement du Fusarium dans les fruits cultivés en Corée et en Malaisie respectivement.
D'autres études ont également identifié des espéces telles que F. brachygibbosum et F.
oxysporum comme responsables de symptdmes de déclin de la vigne aux Etats-Unis et en
Chine en causant la pourriture des racines. Plusieurs espéces de Fusarium provoquent aussi des
pourritures sur les fruits et sur les racines de courgette dont F. culmorum, F. equiseti, F.
oxysporum, F. acuminatum, F. graminearum et F. Solani (Elmer, 1996; Babadoost et Zitter,
2009; Gonzélez et al., 2020) F. solani f. sp. cucurbitae est un champignon phytopathogéne
majeur qui cause des pourritures des fruits et du collet de plusieurs especes de Cucurbita dans
de nombreux pays du monde ( Pérez-Hernandez et al., 2017;Lacault, 2021).

Diverses approches chimiques sont utilisées pour controler le Fusarium, elles se
révélent colteuses et néfastes pour I'environnement et sa durabilité. La lutte biologique parais
comme l'une des solutions les plus efficaces et populaires pour controler cette menace (Sharma
et Sharma, 2020).Pour mettre en place un systeme vigoureux de lutte biologique contre ce
pathogeéne , il est essentiel d'explorer le potentiel antagoniste des micro-organismes eucaryotes,
notamment les champignons du sol (Chen et al., 2021). Parmi les divers agents de lutte
biologique, Trichoderma spp. émerge comme un choix privilégie. Ce champignon est répandu

a travers les sols du monde (Schuster et Schmoll, 2010).

Les capacités de biocontrdle de Trichoderma spp. sont bien étudies, car ils possédent
divers mécanismes pour entrainer la croissance de pathogeénes fongiques des plantes. Ces
mécanismes comprennent la production d'enzymes hydrolytiques, le mycoparasitisme,
l'enroulement des hyphes et l'antibiose. Dans notre cas d’étude, les Trichoderma testé ont réagi
contre les Fusarium par des interactions physiques ; marquées essentiellement par une lyse

significative, une transformation en cordons des filaments mycéliens et un enroulement du
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myceélium ( Hibar et al., 2005; Gonzalez et al., 2020; Kumar et al., 2023). Les résultats
obtenus dans cette étude confirment les travaux de nombreux groupes de recherche qui ont
prouve la capacité excellente des T.harzianum et T. virens, comme des agents de biocontrdle
contre divers champignons pathogénes précisement le Fusarium ( Lisiecka et al., 2014; Asad,
2022; Guzman-Guzman et al., 2023), Bien que plusieurs études aient démontré le pouvoir
antagoniste de diverses espéces de Trichoderma, aucune recherche spécifique n'a été trouvee
concernant Trichoderma rifaii, I'espece la plus performante identifiée dans notre étude.

Plusieurs souches de Trichoderma ont démontré leur capacité a contrdler
biologiquement différentes souches de Fusarium responsables de nécroses vasculaires sur
diverses cultures. Ainsi, sur concombre Trichoderma viride inhibe F.oxysporum f. sp. et F.
solani f. sp. Cucurbitae (Al-Tuwaigri, 2008; Al-Tuwaijri, 2009), sur tomate, T. virens, T.
harzianum, T. viride et T. asperellum contrélent F. oxysporum f. sp. lycopersiciet F.
oxysporum f. sp.Radicis-lycopersici ( Rini et Sulochana, 2007; Wani et Mir, 2009; Christopher
et al., 2010; Altinoket Erdogan, 2015;Verma et al., 2017, 2018 Jogaiah et al., 2018), sur
banane plantain,T. asperellum, T. harzianum., T. asperellum, T. gamsii, T. koningiopsis et T.
harzianum inhibent F. oxysporum f. sp. Cubense (Castillo et al., 2019; Chaves et al., 2016;
Khan et al., 2017; Taribuka et al., 2017) et sur l'aubergine, T. asperellum CP, T. viride, T.
harzianum, T. virens, T. atroviride, T. koningiiet T. pseudokoningiiinhibent F. oxysporum f. sp.
Melongenae ( Altinok et Erdogan, 2015; Adhikary et al., 2017; Cherkupally et al., 2017).

Yedidia et al., (1999), ont montré que T. harzianum pouvait induire des mécanismes de
résistance systémique chez les plants de concombre. Plus récemment, Lian et al.(2023), ont
évalué I'effet de I'agent de biocontréle T. harzianum sur les caractéristiques physiologiques et
biochimiques du concombre et son efficacité contre le flétrissement fusarien causé par

Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum.

Morales-Rodriguez et al., (2018), ont mis en évidence les effets inhibiteurs des
composes volatils sécrétés par T. harzianum, T. asperellum, T. virens et T. hamatum sur la
croissance mycélienne de Fusarium circinatum en conditions in vitro. Aussi, récemment
Wang, Tang, et al.(2022), se sont intéressés aux effets de I'agent de biocontr6le Trichoderma
virens sur Fusarium proliferatum f. sp. lié a la maladie de la replantation du pommier en
Chine. T. harzianium a montré aussi une grande efficacité contre F.oxysporum, F. solani, et

Rhizoctonia. Solani. Pythium spp touchant la culture de courgette (Abd Ali et al., 2021).
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5. Conclusion

L étude souligne la varieté des interactions observées entre divers isolats de Fusarium
et de Trichoderma, mettant en lumiere des dynamiques d’inhibition complexes. Certains
isolats de Fusarium, notamment Fus-C04 (F. falciforme), Fus-C06 (F. solani), Fus-C10 (F.
oxysporum) et Fus-C22 (F. solani), présentent une inhibition maximale de la germination et
de la longueur des coléoptiles. D’autres souches, bien que présentant un faible capacité
d’inhibition de la germination, démontrent une forte inhibition de la croissance des coléoptiles
tels que ; Fus-C01, Fus-C03 (F. nygamai), Fus-C02, Fus-C20 (F. proliferatum), Fus-C05 (F.
solani), Fus-C07 (F. falciforme), Fus-C11, Fus-C15 (F. oxysporum), Fus-C19, Fus-C25 (F.
equiseti) et Fus-C24 (F. brachygibbosum), ce qui suggére la présence de mécanismes d’action

spécifiques.

Les capacités d’inhibition des isolats de Trichoderma présentent des variations
significatives en fonction des espéces de Fusarium visées. Par exemple, on observe que le Tri-
BO7 (T. rifaii) présente des taux d’inhibition élevés vis-a-vis de diverses especes de Fusarium,
tandis que le Tri-B19 (T. virens) affiche des performances plus modestes. Ces résultats
mettent en évidence, la nécessité de choisir des souches spécifiques de Trichoderma afin

d’assurer un contrdle ciblé et efficace des agents pathogenes.

La diversité des mécanismes de mycoparasitisme utilisés par Trichoderma pour
inhiber et détruire les hyphes de Fusarium joue un réle crucial dans le domaine du
biocontréle. Ces conclusions soulignent la nécessité d’adapter I’application de Trichoderma
en fonction des especes spécifiques de Fusarium et des contextes écologiques afin d’optimiser

I’efficacité des traitements.
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Conclusion générale

Cette étude approfondie sur I’évaluation du pouvoir antagoniste des especes de
Trichoderma spp. contre les Fusarium spp. provoquant des dégats graves sur les cultures des
cucurbitacées dans la région de Biskra a permis de mettre en lumiére plusieurs conclusions

clés.

Tout d’abord, un état des lieux complet de la filiere cucurbitacées de la région de
Biskra et du fleau de la fusariose a été établi, ouvrant des pistes de réflexion pour trouver des
stratégies de lutte durables. La production des cucurbitacées a connu une augmentation
globale dans la wilaya de Biskra et en Algérie entre 2000 et 2021, avec une tendance a la
hausse particulierement marquée a partir de 2012 a Biskra. Les rendements ont également
progresse sur la période 2011-2021 en Algérie, tandis que ceux de la wilaya de Biskra ont

fluctué mais ils sont restés supérieurs a la moyenne nationale.

Concernant la caractérisation socio-économique des agriculteurs, il ressort que la
majorité des agriculteurs sont des adultes de sexe masculin, leur niveau d’instruction est
primaire ou moyen, *Avec une expérience dans le maraichage qui depasse les dix ans.
L analyse des cultures de cucurbitacées dans la wilaya de Biskra a révelé une prédominance

du melon, avec recours aux serres, et une fertilisation organique et minérale.

Les symptdmes clés identifiés sont le flétrissement, le jaunissement et le brunissement
vasculaire. Les principaux facteurs favorisant I’infection sont les variations climatiques et le
fumier mal décomposé. Alors que les pertes de rendement sont alarmantes, pouvant atteindre
100%.

La lutte contre cette maladie repose principalement sur les fongicides chimiques de
maniere curative. Cependant, I’efficacité de ces produits diminue et les agriculteurs ont un
faible niveau de connaissance sur leur composition. Enfin, les alternatives biologiques restent

peu utilisées malgré la conscience des dangers des produits chimiques.

Ces conclusions mettent en évidence les défis techniques, économiques et de
connaissances auxguels sont confrontés les agriculteurs de la région de Biskra dans la gestion
de la fusariose des cucurbitacées. Elles soulignent la nécessité de mettre en lumiere ce
pathogene ainsi que son antagoniste, de les isoler et de les identifier pour mieux gérer la

situation actuelle et bien accompagner les agriculteurs vers des solutions plus durables.
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Le recours a I’isolement et a I’identification des agents pathogenes (Fusarium spp.) et
antagonistes (Trichoderma spp.) a partir d’échantillons de plantes de cucurbitacées infectées
dans différentes régions agricoles de la wilaya de Biskra, en Algérie, a permis de conclure que
plus de la moitié des especes fongiques isolées sont identifiées morphologiquement comme
des Fusarium spp., responsablent de la fusariose des cucurbitacées. Parmi ces isolats, 25
souches de Fusarium ont été choisies et confirmées moléculairement sous différentes especes

de ce genre.

La quéte de solutions alternatives pour lutter contre ce pathogene nous a menés vers
des propositions biologiques potentiellement utilisables sur le terrain, dans le but d’aider a
réduire ce probleme majeur rencontré par les agriculteurs de la région pratiquant des
cucurbitacées. Grace a I’isolement des champignons antagonistes a partir d’échantillons de
sol, nous avons pu isoler 21 souches identifiées morphologiquement comme appartenant au
genre Trichoderma. Parmi celles-ci, 7 souches ont été sélectionnées pour une confirmation
moléculaire afin d’évaluer leur potentiel antagoniste contre les souches de Fusarium
identifiées.

Les caractérisations morphologiques des isolats de Fusarium spp. et Trichoderma spp.
ont montré une variation de leurs colonies, couleurs, formes de spores, phialides et mycélium.
L’identification moléculaire par amplification PCR et séquencage des genes ITS et TEF-1 a
permis de déterminer I’appartenance taxonomique des isolats. Chez le Fusarium, 8 especes
ont éte identifiées : F. solani, F. oxysporum, F. equiseti, F. nygamai, F. proliferatum, F.
brachygibbosumet F. falciforme. Pour le Trichoderma, 4 especes ont été distinguées : T. rifaii,

T. virens, T. asperellum et T. harzianum.

L’analyse phylogénétique revét une importance capitale pour valider [I’identification
moléculaire des espéces de Fusarium et de Trichoderma répertoriées dans notre recherche,
notamment F. solani, F. oxysporum, F. equiseti, F. nygamai, F. proliferatum, F.
brachygibbosum et F. falciforme, ainsi que T. rifaii, T. virens, T. asperellum et T. harzianum.
Cette methode permet de confirmer I’identité taxonomique des isolats en analysant leurs
séquences génétiques (ITS et TEF-1) et en les comparant a celles des bases de données de
référence, ce qui permet d’éclaircir les relations évolutives entre ces espéces. L’identification
des especes cryptiques par le biais de I’analyse phylogénétique permet de différencier les
especes qui présentent des similitudes morphologiques mais qui sont génetiquement
distinctes, ce qui améliore la solidité et la fiabilité des conclusions tirées. En outre, cette étude
peut permettre I’identification de nouvelles espéces, tel que T. rifaii qui a été détectée pour la
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premiére fois en Algérie. et établir des fondements solides pour les recherches écologiques et
épidémiologiques en garantissant une classification précise des espéces. En résumé, il est
impératif d’avoir recours a I’analyse phylogénétique afin d’assurer une identification précise
et fiable des espéces de Trichoderma et de Fusarium, ce qui revét une importance capitale

pour les domaines de la recherche.

L’étude de I’identification moléculaire de I’agent pathogéne Fusarium spp. et de son
antagoniste Trichoderma spp. nous ouvre la porte a de nombreuses possibilités pour la lutte
biologique, en permettant une compréhension approfondie des interactions entre ces deux
genres fongiques. En identifiant précisément la capacité des souches de Fusarium a infecter et
a causer des maladies dans les cultures de cucurbitacées, nous pouvons mieux cibler les
stratégies de lutte. Parallélement, I’évaluation de la capacité des especes de Trichoderma a

inhiber la croissance de Fusarium ou a détruire ses structures infectieuses est essentielle.

Notre étude a révélé que les isolats de Trichoderma présentent une vitesse de
croissance nettement supérieure a celle des isolats de Fusarium. L’évaluation du pouvoir
pathogéne des isolats de Fusarium a montré que certains, comme Fus-C04, Fus-C06, Fus-C22
et Fus-C10, inhibent entiérement la germination des graines de melon et la croissance des
coléoptiles, tandis que d’autres tels que Fus-C05, Fus-C0O7 et Fus-C24 n’ont aucun effet
inhibiteur. En ce qui concerne le pouvoir antagoniste des isolats de Trichoderma, nous avons
observé un effet inhibiteur significatif sur la croissance des isolats pathogénes de Fusarium.
Notamment, Tri-B07 (T. rifaii) a montré les taux d’inhibition les plus élevés contre les isolats
de F. oxysporum (Fus-Cl4 et Fus-C15) et F. solani (Fus-C22), et avec Tri-BO1 (T.
asperellum), il a également démontré une forte inhibition contre F. equiseti (Fus-C17). Les
isolats de Trichoderma ont présenté des taux d’inhibition similaires contre F. nygamai (Fus-
C08), sans différences significatives. De plus, I’observation microscopique a révélé divers
mécanismes de mycoparasitisme de Trichoderma, tels que la pénétration par des structures
spécialisées, I’enroulement des hyphes, la lyse des hyphes, la croissance intracellulaire et la
formation de structures en forme de papille, permettant a Trichoderma d’inhiber et de détruire
les hyphes de Fusarium. Ces résultats illustrent le potentiel de Trichoderma comme agent de
lutte biologique efficace contre Fusarium, offrant une alternative prometteuse aux méthodes

chimiques pour le contrdle des maladies des cucurbitacées.

Pour achever cette étude ont peut conclure que, cette recherche a permis de réaliser
une analyse approfondie de I’influence des Fusarium spp. sur les cultures de cucurbitacées
dans la région de Biskra, tout en mettant en évidence I’importante diversité des especes de
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Fusarium impliquées dans la fusariose. Les résultats ont montré le potentiel remarquable des

Trichoderma spp. en tant qu’agents de lutte biologique.

Ces conclusions offrent des perspectives pour des approches de gestion plus durables
et respectueuses de I’environnement, permettant de diminuer la nécessité d’utiliser des
substances chimiques et proposant des alternatives prometteuses pour les exploitants agricoles

locaux.

A la lumiére des résultats obtenus, il serait judicieux de proposer certaines
perspectives et recommandations qui seront enrichissantes a ce travail dans des travaux

prochaines :

v’ Bien étudier le terrain a long terme ; mener des essais a long terme sur terrain pour
évaluer I’efficacité des Trichoderma spp. dans des conditions réelles de culture, en tenant
compte des variations climatiques et des pratiques agricoles locales.

v Optimisation les conditions de culture ; explorer les conditions optimales de culture et
d’application des Trichoderma spp. pour maximiser leur efficacité antagoniste, notamment en
termes de dosage, de timing et de méthodes d’application.

v’ Etudier les interactions entre Trichodermaspp., Fusariumspp., et d’autres
microorganismes présents dans le sol afin de comprendre les dynamiques écologiques et de
renforcer I’efficacité des biocontrdles.

v’ Sensibilisation et formation des agriculteurs, mettre en place des programmes de
sensibilisation et de formation pour les agriculteurs sur I’utilisation des agents de lutte
biologique, les bonnes pratiques agricoles et les bénéfices a long terme de la réduction des
intrants chimiques.

v' Intégration de la lutte biologique dans les systemes de gestion intégrée des cultures par
I’utilisation des Trichoderma spp. dans les programmes de gestion intégrée des cultures,
combinant diverses stratégies de lutte pour un contrdle plus efficace et durable des maladies
des cucurbitacées.

v' Suivi et évaluation environnementale en mettant en place des systemes de suivi pour
évaluer I’impact environnemental a long terme de I’utilisation des Trichoderma spp., en

particulier sur la biodiversité du sol et la santé des écosystéemes locaux.

Ces perspectives et recommandations visent a renforcer I’application pratique des résultats de

cette étude, promouvoir une agriculture plus durable et réduire la dépendance aux fongicides
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conventiels, tout en assurant la durabilité des cultures des cucurbitacées dans la région de

Biskra.
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Annexe 01Chapitre 01 : Statistiques montrants I’importance économique de la culture des cucurbitacées au niveau nationale et régionale (Cas de Biskra)

Biskra Algérie
La culture des Cucurbitacées ‘ Les cultures maraichéres ‘ La culture des Cucurbitacées ‘ Les cultures maraichéres
Années | Superficie = Production | Rendement | Superficie | Production | Rendement | Superficie = Production | Rendement | Superficie | Production | Rendement
(ha) (Qx) (Qx/ha) (ha) (Qx) (Qx/ha) (ha) (Qx) (Qx/ha) (ha) (Qx) (Qx/ha)
2000 26160 \ 502130 \ / \ 12140 1951910 / 35160 \ 5043650 \ / 262170 33081560 /
2001 34119 448030 / 12884 2132660 / 43140 6108250 / 268760 33622030 /
2002 42253 \ 433030 \ / \ 13606 2256260 / \ 40560 \ 6268030 \ / \ 270490 38374160 /
2003 61212 371400 / 15259 2770770 / 46670 8233690 / 298280 49088610 /
2004 103769 \ 439500 \ / \ 13841 2407400 / \ 52717 \ 9714060 \ / \ 317608 54800000 /
2005 102161 446875 / 14005 2233055 / 57345 11441785 / 335877 | 59265500 /
2006 107863 \ 519425 \ / \ 14711 2902709 / \ 58967 \ 10361749 \ / \ 344359 59291430 /
2007 118938 499143 / 14266 2645561 / 59332 10695716 / 327857 | 55242790 /
2008 107884 \ 425343 \ / \ 13853 2463830 / \ 59313 \ 10845520 \ / \ 327949 60681320 /
2009 93160 348142 / 12754 2696091 / 60820 13263948 / 348774 | 72912950 /
2010 145524 \ 529140 \ / \ 14880 3866072 / \ 54400 \ 13535816 \ / \ 375718 86404430 /
2011 77591 175183 1644 15020 3959800 264 66994 16088193 705 388785 95692325 213
2012 170098 \ 721495 \ 824 \ 15365 4269233 278 \ 72797 \ 18380266 \ 717 \ 403027 104023180 222
2013 111814 614130 1795 17362 5743160 331 73531 19022449 805 440325 = 118664440 235
2014 170958 \ 645856 \ 1966 \ 19415 7600800 391 \ 71610 \ 20798345 \ 922 \ 432516 | 122977470 246
2015 222397 985054 1688 20084 8107546 404 77193 22712223 862 431151 | 124693277 244
2016 205147 \ 1427531 \ 1533 \ 20401 8091645 397 \ 75449 \ 22872114 \ 879 \ 435469 = 130826802 256
2017 274359 1207618 1593 21062 8529850 405 74995 23707450 941 435098 = 130202950 259
2018 629942 \ 2588165 \ 1894 \ 21548 10206025 414 \ 78285 \ 26782800 \ 1079 \ 445797 136570863 268
2019 758445 3082167 1453 23488 10797289 451 81128 27930476 1052 446586 = 146700413 275
2020 762230 \ 3298699 \ 1314 \ 27635 12398730 441 \ 81028 \ 29064976 \ 1067 \ 466158 150703070 283
2021 527721 2605305 1095 31627 12595840 393 79090 26636150 1037 457521 @ 146085194 283
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Annexe 02 Chapitre 03 : Tableau analyse de la variance ANOVA a 95%

Somme des carrés Carré moyen F Sig.
Vitesse de croissance des Fusarium (mm/24h) 23,765 24 0,990 17,052 0,000***
Taux d’Inhibition de la germination% 88192,000 24 3674,667 43,063 0,000***
Taux d’Inhibition de la longueur de la coléoptiles% 43539,495 24 1814,146 13,281 0,000***
Vitesse de croissance des Trichoderma (mm/24h) 4,680 6 0,780 78,000 0,000***
Inhibition de Fus-C15 par les 07 Trichoderma 7733,143 6 1288,857 1288,857 0,000***
Inhibition de Fus-C17 par les 07 Trichoderma 5690,571 6 948,429 1327,800 0,000***
Inhibition de Fus-C22 par les 07 Trichoderma 9358,286 6 1559,714 2183,600 0,000***
Inhibition de Fus-C14 par les 07 Trichoderma 764,476 6 127,413 12,107 0,000***
Inhibition de Fus-C08 par les 07 Trichoderma 236,571 6 39,429 3,273 0,032
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Annexe 03 Chapitre 03 : Evaluation du pouvoir pathogene es isolats de Fusariumspp. Par le teste de germination.
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Annexe 04 Chapitre 03 : Evaluation du pouvoir antagoniste des isolats de Trichodermaspp. Par le teste de
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Study of antagonistic microorganisms (Trichoderma ssp.) of fusariosis (Fusarium spp.),
the main fungal disease of cucurbits in the Biskra region.

Abstract: The cultivation of cucurbits is of great economic importance in Algeria, particularly in the
Biskra region, where it makes a substantial contribution to the local and national agricultural
economy. However, this sector has been weakened by fusariosis caused by the fungus Fusarium spp.
The aim of this thesis is to study this pathosystem in order to identify effective biocontrol agents in the
form of antagonistic strains of the Trichoderma genus, with a view to proposing sustainable control
solutions for this disease.

A diagnosis of the situation was carried out via surveys of the DSA, MADR, farmers and seed growers
in the region, in order to analyze the economic importance of the crop, the socio-economic situation of
growers and the current state of infection. Samples of diseased plants and soil were then collected
from different areas to isolate the fungi present (Fusarium and Trichoderma). The fungal strains
isolated were morphologically characterized and molecularly identified by amplification and
sequencing of the ITS and TEF-1 gene, followed by phylogenetic analysis using the UPGMA method
and MEGA 11 software.

The pathogenicity of Fusarium spp. isolates and the antagonism of Trichoderma spp. isolates were
assessed by studying mycelial growth rate, the pathogenicity test of Fusarium spp. on melon seeds in
Petri dishes and the direct confrontation test of Trichoderma spp. isolates against different Fusarium
species.

Twenty-five Fusarium isolates and seven Trichoderma isolates were isolated. Eight species of
Fusarium spp. and four species of Trichoderma spp. were identified. Results showed that 16% of
Fusarium species were F. solani, 4% F. f. falciforme, 20% F. oxysporum, 28% F. equiseti, 12% F.
nygamai, 8% F. prolifératum and 4% F. brachygibbosum. Trichoderma species included two isolates
of T. virens, one isolate of T. harzianum, one isolate of T. asperellum and three isolates of T. rifaii.
The latter is reported for the first time in Algeria. The results also showed the pathogenicity of certain
Fusarium isolates, inhibiting over 53% of germination. Trichoderma species proved highly effective as
biocontrol agents against Fusarium, with an inhibition rate of over 70%.

This work made it possible to characterize the Fusarium infecting cucurbits in the Biskra region and
to propose promising biocontrol agents from the Trichoderma genus on the basis of their in vitro
performance. The use of selected Trichoderma strains as biopesticides opens up prospects for more
sustainable control of this major pest.
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Etude des microorganismes antagonistes (Trichoderma ssp.) du fusariose (Fusarium
spp.), principale maladie fongique des cucurbitacées dans la région de Biskra

Résumé : La culture des cucurbitacées revét une grande importance économique en Algérie, notamment
dans la région de Biskra ou elle contribue de maniere substantielle & I'économie agricole locale et
nationale. Cependant, cette filiére est fragilisée par la fusariose causée par le champignon Fusarium
spp. L'objectif de cette thése est d'étudier ce phatogene afin d'identifier des agents de biocontréle
efficaces sous forme de souches antagonistes du genre Trichoderma, dans le but de proposer des
solutions de lutte durable contre cette maladie.

Un diagnostic de la situation a été réalisé via des enquétes menées aupres de la DSA, du MADR, des
agriculteurs et des grainetiers de la région afin d'analyser I'importance économique de la culture, la
situation socio-économique des producteurs et I'état actuel de l'infection. Des échantillons de plantes
malades et des sols ont ensuite été collectés dans différentes zones pour isoler les champignons
présents (Fusarium et Trichoderma). Les souches fongiques isolées ont été caractérisées
morphologiquement et identifiées moléculairement par amplification et séquencage de I'l TS et du géne
TEF-1 suivi d'une analyse phylogénétique par la méthode UPGMA a l'aide du logiciel MEGA 11. Le
pouvoir pathogene des isolats de Fusarium spp. et le pouvoir antagoniste des isolats de Trichoderma
spp. ont été évalués en étudiant la vitesse de croissance mycélienne, le test de pathogénicité des
Fusarium spp sur des grains de melon dans des boites de Petri et le test de confrontation directe des
isolats de Trichoderma spp. contre différentes espéces de Fusarium.

Vingt-cinq isolats de Fusarium et sept isolats de Trichoderma ont été isolés. Huit espéces de
Fusarium spp et quatre espéces de Trichoderma spp. ont été identifiées. Les résultats ont montré que
16% des espéces de Fusarium étaient F. solani, 4% F. f. falciforme, 20% F. oxysporum, 28% F.
equiseti, 12% F. nygamai, 8% F. prolifératum et 4% F. brachygibbosum. Les espéces de Trichoderma
comprenaient deux isolats de T. virens, un isolat de T. harzianum, un isolat de T. asperellum et trois
isolats de T. rifaii. Cette derniére est signalée pour la premiere fois en Algérie. Les résultats ont
également montré la pathogénicité de certains isolats de Fusarium inhibant plus de 53% de la
germination. Les especes de Trichoderma ont démontré une grande efficacité en tant qu'agents de
biocontréle contre le Fusarium, avec un taux d'inhibition supérieur a 70%.

Ce travail a permis de caractériser les Fusarium infectant les cucurbitacées dans la région de Biskra
et de proposer des agents de biocontrble prometteurs du genre Trichoderma sur la base de leurs
performances in vitro. L'utilisation de souches sélectionnées de Trichoderma comme biopesticides
ouvre des perspectives pour une lutte plus durable contre cette contrainte majeure

Mots-clés : Cucurbitacées, Fusarium, Trichoderma, Pathogénicité, Biocontrdle, Algérie.
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