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RESUME

Les Trichodermasont des champignons imparfaits saprophytes qurerétrouve dans divers milieux
comme le sol, le bois mort, les débris des végéwiules organes aériens des plantes. lls ont un rol
phytoprotecteur et stimulateur du développemenptietes associées. L'effet de différents factabistiques
(température, pH, salinité) sur la croissance niguak de trois souches localesTdizhodermaa été évalué.
Ces souches ont été isolées a partir de la rhieosgle la tomate. Une étude préliminaire a ét&efée sur
quatre milieux de culture (PDA, MEA, SB et DOX) pdarsélection du milieu d’étude. Les résultats nbte
montrent que le milieu PDA permet une meilleureissance des souches @iechoderma La température
optimale de croissance des différentes souchedee20 °C et le pH 5 se révéele étre le plus adéquat la
culture desTrichoderma Cette étude montre également que les souchéRideodermarésistent a des
concentrations de sel (NaCl) allant jusqu’a 3%.
© 2016 International Formulae Group. All rights erged.

Mots clés Trichoderma facteurs limitant, température, pH, salinité,ienilde culture.

In vitro influence of various abiotic factors (températurepH, salinity) on
mycelium growth of three local strains ofTrichodermasp.

ABSTRACT

Trichodermaare saprophytic imperfect fungiat are found in various environments such as dedd
wood, vegetable fragments and plant aerial orgéhsy protect and stimulate development of relatedtp.
Effects of various abiotic factors (temperature, ghlinity) on mycelium growth of three locatichoderma
strains were investigated. These strains were teblérom tomato rhizosphere. A preliminary studyswa
performed on four culture media (PDA, MEA, SB andX)Qor the selection of the best media. The result
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showed that PDA medium was highly growthTefchodermastrains. The optimum temperature for growth of
different strains is 29 °C and pH 5 was found torwst suitable fofrichodermaculture. IndeedJrichoderna

strains resistant to salt concentrations (NaClou@Pb.
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INTRODUCTION

Au Sénégal, les champignons
pathogénes causent d'importantes pertes de
rendements dans le domaine des cultures
maraicheres et ornementales. Les méthodes
conventionnelles utilisées pour lutter contre
ces pathogenes sont basées sur l'utilisation
abusive de produits chimiques nuisibles a
'environnement. Afin de pallier a ces
pratiques néfastes, les champignons
antagonistes du genfigichodermapeuvent
étre utilisés pour lutter contre ces
pathogénes et réduire [utilisation des
pesticides. Les Trichoderma sont tres
efficaces pour la lutte contre les maladies
racinaires et aériennes des plantes mais
aussi pour la dégradation de composés
toxiques présents dans les sols (Singh et al.,
2014 ; Kamala et Indira Devi, 2012). La
présence d@richodermadans le sol joue a
la fois un réle préventif et curatif (Harman
et al., 2004; Singh et al2007). Les sols
inoculés par ces champignons protegent les
cultures et garantissent un milieu sain pour
un développement normal de la végétation
(Harman, 2000, Mouria et al., 2007). En
effet, diverses souches d&richoderma
secretent de multiples enzymes,
antibiotiques, hormones qui sont utiles pour
la croissance des plantes. Grace a leurs
nombreuses propriétés antagonistes vis-vis
des champignons pathogenes (antibiose,
mycoparasitisme, compétition), l'utilisation
de ces microorganismes peut permettre une
réduction de [I'utilisation abusive des
traitements chimiques pour une agriculture
plus respectueuse des normes
environnementales. La répartition,
I'abondance et I'efficacité deBrichoderma
dans les écosystemes varient en fonction
des contraintes biotiques et abiotiques.
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Ainsi, certaines espéces sont
adaptées a des conditions d’humidité
excessive du sol alors que d'autres sont
restreintes a des zones ou le sol est sec. Les
facteurs physico-chimiques qui agissent sur
l'efficacité et la répartition des
Trichodermadans le sol sont: le pH, la
température, la teneur en sel, en matiere

organique et la présence ou labsence
d'autres microorganismes dans le sol
(Landreau, 2001; Naher et al., 2013;

Monika et al., 2016; Montoya-Gonzalez et
al., 2016). L'utilisation de ces champignons
exige donc une bonne connaissance de
I'écologie des souches et de leurs différents
mécanismes d’action. Ainsi, I'objectif
général de cette étude est d'évalimevitro
I'effet de différentes contraintes abiotiques
sur la croissance mycélienne de trois
souches dfrichodermasp. en vue de leur
utilisation dans des itinéraires techniques
agricoles.

MATERIEL ET METHODES
Matériel fongique

Les trois souches dé&richoderma
{TS1 (LBC2013), TS2 (LBC2014), TS3
(LBC2015)} utilisées dans cette étude
appartiennent a la collection du Laboratoire
de Biotechnologies des Champignons de
I'Université Cheikh Anta DIOP de Dakar
(UCAD). Les souches ont été isolées a
partir de la rhizosphére de plants de tomate
du jardin botanique de I'UCAD. La
méthode utilisée pour leur isolement est
celle dite de suspension dilution dont le
principe consiste a mettre le sol en
suspension dans de l'eau physiologique

stérile et a incorporer les différentes
dilutions de cette suspension dans le
milieu  disolement (Rapilly, 1968).
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L’identification des souches est basée sur une
observation des caractéristiques culturales et
morphologiques et par comparaison avec les
descriptions de Samuels et al. (2002). Elles
ont été ensuite conservées au frais (-24 °C)
jusqu’a utilisation sous les numéros de code
TS1, TS2 et TS3.

Milieux de culture

Quatre milieux de cultures de
compositions chimiques différentes ont été
testés: Patato Dextrose Agar (extrait de
pomme de terre 200 g, glucose 20 g, agar 20
g,H,0 distillée 1000 ml), Malt Extract Agar
(extrait de malt 20 g, glucose 5 g, Agar 20 g,
H,0 distillée 1000 ml), Sabouraud : (peptone
10 g, glucose 20 g, agar 20 g;OHdistillée
1000 ml) et Czapek Dox : (NaNO3 10 g, KCI
0.5 g, Mg SQ 7H,O 0.5 g, KHPO, 1 g,
FeSQ, 7 H,0O 0.001 g, saccharose 20 g, agar
20 g, HO distillée 1000 ml). Ce sont des
milieux tres utilisés pour la culture des
champignons et permettant le développement
d'un large spectre de champignons. Les
différents milieux sont stérilisés a I'autoclave
a 121°C pendant 20 mn puis sont coulés dans
des boites de Petri stériles de 90 mm de
diameétre. Aprés solidification sous la hotte, un
disque mycélien de 8 millimétre (mm) de
diameétre prélevé a partir d’'une culture pure de
chacune des trois souchesTd&hodermaest
déposé au centre d'une boite de Petri. Pour
chaque type de milieu de culture, cing boites
de Petri ont été inoculées avec chaque souche
de Trichoderma Les boites ainsi ensemencées
sont incubées a 25 °C. La croissance
mycélienne de chaque soucheTaizhoderma
a été déterminée quotidiennement par la
mesure des deux diamétres perpendiculaires
de chaque colonie (Botton et al., 1990).

Facteurs abiotiques

L'effet de trois facteurs abiotiques
(température, potentiel hydrogene, salinité)
sur le milieu le plus compatible a la croissance

mycélienne des trois souches Tiechoderma
771

a été étudié. Les différents facteurs pH,
température et salinité ont été étudiés chacun
a quatre niveaux qui sont respectivement : 3,
5,7,9;0°C, 29 °C, 35°C, 40 °C et 0%, 1%,
3%, 5%. Pour chaque niveau, cing boites de
Pétri ont été inoculées avec chaque souche de
Trichoderma L’évolution de la croissance
mycélienne a été évaluée quotidiennement par
la mesure des diamétres perpendiculaires de
chaque colonie (Botton et al., 1990).

Analyse statistique

Les données obtenues ont été soumises a
une analyse de variance (ANOVA) avec le
logiciel Xlstat 2013 (version 4.07 adinsoft).
Le test de Fischer LSD au seuil de 5% a été
réalisé afin d'identifier le niveau de
probabilité de la différence observée entre les
moyennes lors des différents tests.

RESULTATS
Choix des milieux de culture

Le Tableau 1 montre Ieffet de quatre
types de milieux de cultures sur la croissance
des trois souches dErichoderma L'analyse
de la variance montre un effet significatif des
différents milieux de culture sur la croissance
des trois souches dErichodermaau test de
Fischer LSD. Les différents milieux (PDA,
MEA, SB, DOX) permettent une bonne
croissance de toutes les especes mais a des
degrés différents.

Ainsi, aprés 24 h d'incubation, on
observe une croissance plus importante sur le
milieu PDA pour toutes les souches de
Trichoderma. Cependant, aucune différence
n'a été observée par les souches TS1 et TS2
sur les milieux DOX et SB. Pour la souche
TS3, la croissance la plus faible a été observée
sur le milieu DOX.

Aprés 48 h d’incubation, on observe un
envahissement de toute la surface de chaque
boite de Pétri par les différentes souches sur le
milieu PDA. Aucune différence n'a également
été observée sur les milieux MEA, DOX et SB
pour les souches TS1 et TS2. La croissance la
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plus faible pour la souche TS3 a été également
observée sur le milieu DOX.

Le milieu de culture a base de pomme
de terre (PDA) est plus favorable pour la

pour les souches TS1 et TS2 et est suivi du pH
7. La souche TS3 ne présente pas de
difference de croissance significative sur les
pH 5 et 7 ou on observe la meilleure

croissance de toutes les souches et permet un croissance. Une différence significative dans

envahissement mycélien total des boites de
Petri seulement aprés 48 h d’incubation et est
suivi du milieu MEA. La plus faible
croissance a été observée sur le milieu DOX
pour les souches TS1, TS2 et sur SB pour la
souche TS3 (Tableau 1).

Effet des facteurs abiotiques
Effet de la température d’incubation

L'effet de la température sur la
croissance mycélienne des différentes souches
de Trichoderma, est observé sur le milieu
PDA. Ainsi, une inhibition totale de la
croissance mycélienne est observée a 0 °C et
40 °C. La croissance est ralentie a 35 °C pour
toutes les souches.

Par contre, elle est maximale (optimale)
a 29 °C pour toutes les souches et varie selon
la durée dincubation. Apres 24 h
d’incubation, la croissance mycélienne des
souches TS1, TS2, TS3 est nettement
supérieure respectivement de 5, 3 et 2 fois a
celle observée a 35 °C. A 48 h d'incubation &
29 °C, un envahissement mycélien total de

la croissance des souches n’a pas été observée
aux pH 3 et 9. Aprés 48h d'incubation, on
observe un envahissement mycélien total de
toute la surface de la boite de Pétri aux pH 5
et 7. La croissance la plus faible a été
observée au pH 3 pour toutes les souches avec
une moyenne de 40 mm.

Un envahissement mycélien par toutes
les souches est observé apres 72 h
d’incubation aux pH 5, 7, 9 et aprés 96 h au
pH 3.

La meilleure croissance pour toutes les
souches a été observée au pH 5 ou la vitesse
de croissance de chacune des souches TS1,
TS2 est nettement supérieure de 3 fois a celle
obtenue aux pH 3 dans les premieres heures
d’'incubation (Tableau 3).

Effet de la salinité

Un effet significatif de la salinité est
observé sur la croissance des différentes
souches de Trichoderma En effet, les
concentrations élevées de sel diminuent
considérablement la vitesse de croissance des
différentes souches obtenues. Aprés 24 h

toutes les boites de Pétri par toutes les souches d’incubation a 1% de salinité, une diminution

a été noté. A 35 °C, une surface de 17, 18 et
28% est occupée par respectivement les
souches TS1, TS2 et TS3. Aprés 96 h
d’'incubation, une occupation de 68, 63 et 69%
de la surface des boites de Pétri est notée
respectivement par les souches TS1, TS2 et
TS3 (Tableau 2).
Effet du pH

L'effet de différents pH sur
croissance des souches d@dchoderma est
représenté dans le Tableau 3. L'analyse de la
variance au test de Fischer LSD montre un
effet significatif de I'effet des différents pH
sur la croissance mycélienne des trois souches
de Trichoderma Apres 24 h d'incubation, la

meilleure croissance a été observée au pH 5
772

la

de 13, 23 et 24 mm est notée sur la croissance
respectivement des souches TS1, TS2 et TS3
comparée au milieu a 0% de NaCl. Cette

réduction de la croissance s'accentue a 3% et
a 5% pour toutes les souches. Cette

diminution de la croissance des différentes

souches est aussi observée aprés 48 h
d’'incubation ou on a un envahissement

mycélien de toutes les boites de Petri par les
différentes souches. Aprés 72 h d’incubation,

un envahissement mycélien est aussi observé
dans les milieux a 1 et 3% (Tableau 4).
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Tableau 1 :Croissance (mm) des différentes souchesradnoderma spsur 4 milieux de cultures
aprés 24 h et 48 h d’incubation.

Diamétre des souches d&richodermaen

Milieux de culture (mm)

24 h d'incubation TS1 TS2 TS3
PDA 34,60a 43,50a 41,00a
MEA 30,50b 29,10b 33,20b
DOX 25,30c 27,40b 22,40c
SB 25,70c 30,50b 32,30b
48 h d'incubation

PDA >85,00a >85,00a >85,00a
MEA 50,40b 79,00b 80,60b
DOX 79,00b 79,20b 65,40d
SB 80,60b 79,20b 72,00c

Pour chaque colonne et pour chaque temps d'in@mdés valeurs suivies de la méme lettre ne sasit p
significativement différentes au test de Fischeble®i seuil de 5%. TS1 : SoucheTe&chodermal, TS2 :
Souche ddrichoderma?2, TS3 : Souche derichoderma3.

Tableau 2 : Croissance (mm) de différentes souche3idenoderma spa différentes températures
sur milieu PDA apreés 24 h, 48 h, 72 h et 96 h dibation.

T° d'incubation Diametre des souches d&richoderma(mm)
24 h d'incubation TS1 TS2 TS3
0 00,00c 00,00c 00,00c
29 53,30a 55,20a 49,60a
35 10,40b 15,60b 18,20b
40 00,00c 00,00c 00,00c
48h d'incubation
0 00,00c 00,00c 00,00c
29 >85,00a >85,00a >85,00a
35 15,00b 16,80b 24,21b
40 00,00c 00,00c 00,00c
72h d'incubation
0 00,00c 00,00c 00,00c
29 >85,00a >85,00a >85,00a
35 36,00b 33,60b 33,60b
40 00,00c 00,00c 00,00c
96h d'incubation
0 00,00c 00,00c 00,00c
29 >85,00a >85,00a >85,00a
35 58,40b 58,40b 54,90b
40 00,00c 00,00c 00,00c

Pour chaque colonne et pour chaque temps d'inamdés valeurs suivies de la méme lettre ne samsjgnificativement
différentes au test de Fischer LSD au seuil deB%température ; TS1 : SoucheThchodermal, TS2 : Souche de
Trichoderma2, TS3 : Souche dErichoderma3.
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Tableau 3 :Croissance (mm) de différentes souche3ghoderma spSelon différents

pH sur milieu PDA aprés 24 h, 48 h et 72 h d'indidra

pH Diameétre des souches dérichoderma(mm)
24 h d'incubation TS1 TS2 TS3
3 14,40c 15,50c  30,30b
5 53,90a 55,60c  50,70a
7 44,30b 50,40b  42,40a
9 13,40c 16,20c  17,60b
48h d'incubation
3 36,20c 48,10c  36,50c
5 >85,00a >85,00a >85,00a
7 >85,00a >85,00a >85,00a
9 44,40b 52,20b  62,30b
72h d'incubation
3 66,40b 72,10b  55,40b
5 >85,00a >85,00a >85,00a
7 >85,00a >85,00a >85,00a
9 >85,00a >85,00a >85,00a

Pour chaque colonne et pour chaque temps d'inamdés valeurs suivies de la méme lettre ne samt p
significativement différentes au test de Fischeb L1 seuil de 5% TS1 : SoucheTéchodermal, TS2 :
Souche ddrichoderma2, TS3 : Souche derichodermas.

Tableau 4 : Croissance de différentes souchesTdehodermasp. sur des % de salinités différents
sur milieu PDA apreés 24 h, 48 h, 72 h et 96 h dibation.

% NaCl Diamétre des souches d&richoderma(mm)
24 h d'incubation TS1 TS2 TS3
0 34,60a 43,50a 41,00a
1 20,7b 20,00b 17,60c
3 18,40b 13,10c 14,90b
5 00,90c 00,60d 01,70c
48h d'incubation
0 >85,00a >85,00a >85,00a
1 50,80b 68,40b 63,50b
3 53,00b 50,50c 46,90c
5 14,50c 10,00d 17,20d
72h d'incubation
0 >85,00a >85,00a >85,00a
1 >85,00a >85,00a >85,00a
3 >85,00a >85,00a >85,00a
5 33,15b 17,70c 41,50b
96h d'incubation
0 >85,00a >85,00a >85,00a
1 >85,00a >85,00a >85,00a
3 >85,00a >85,00a >85,00a
5 49,10b 25,40c 48,50b

Pour chaque colonne et pour chaque temps d'inamhdés valeurs suivies de la méme lettre ne samsjgnificativement
différentes au test de Fischer LSD au seuil de™34, : Souche d€richodermal, TS2 : Souche dErichoderma2, TS3 :

Souche dfrichoderma3.
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DISCUSSION

Les différents facteurs
abiotiques testés ont un effet
remarquable sur la  croissance

mycélienne des différentes souches de
Trichodermasp. Ces derniéres se sont
bien développés sur les différents
milieux de culture testés (PDA, MEA,
DOX, SB). Ce qui montre que les
Trichoderma sont capables d'utiliser
une large gamme de sources de carbone
et d’azote pour stimuler leur croissance
en accord avec les travaux de
Srivastava et al. (2014). Cependant,
limportance de la croissance des
souches a varié d'un milieu & un autre.
Ainsi, la meilleure croissance a été
observée sur le milieu PDA. Donc, le
milieu naturel a base de pomme de terre
(PDA) se révele étre le milieu le plus
adéquat pour la culture deichoderma
vus les composés complexes qui le
constituent par rapport aux milieux
synthétiques (MEA, SB, DOX) qui sont
moins favorables & la croissance des
souches. Ces résultats sont en accord
avec ceux obtenus par Ubalua et OtiE
(2007), Verma (2007), Moussaoui
(2010), Jahan et al. (2013), Srivastava
et al. (2014) qui ont montré que les
Trichoderma poussent mieux sur le
PDA que les autres milieux de culture.
Les résultats obtenus a partir de
la recherche de la température optimale
de développement des différentes
souches montrent que les souches
croissent jusqu'a 35 °C avec un
optimum de croissance a 29 °C et une
inhibition & 0 et 40 °C. Ces résultats
sont en accord avec ceux trouvés par
Moussaoui (2010), Srivastava et al.
(2014) qui ont démontré que les
Trichoderma sont des champignons
filamenteux mésophiles qui tolérent les
bases températures voisines de 10

°C mais leurs mycélium est trés sensible a des
températures supérieures a 35 °C.

Ceci confirme  que les souches de
Trichoderma présentent une grande capacité
d'adaptation aux  différentes  conditions
climatiques (Kubicek et al., 2003 ; Zhang et al.,
2005 ; Mulaw et al., 2010 ; Skoneczny et al.,
2015).

Les résultats de I'effet du pH étudié kur
croissance des souches Tiéchoderma spont
montré que toutes les souches se sont bien
développées et la formation de conidies a été
observée aux différents pH. Cependant, la
meilleure croissance de chacune des souches a
été observée au pH 5. Ces résultats sont
confirmés par plusieurs chercheurs dont
Moussaoui (2010), Srivastava et al. (2014),
Steyart et al. (2010) qui ont montré que les
souches ddrichodermapeuvent croitre a des
pH allant de 1 a 9 mais leurs pH optimum de
croissance se situe entre 4.5 et 6.5.

Les résultats obtenus sur leffet de
différentes doses de sel ont montré un
ralentissement de la croissance et une
suppression de la conidiation a des doses
supérieures a 3% de NaCl. Contrairement aux
résultats obtenus par Regragui et Lahlou (2005)
ou les souches tolérent des concentrations
élevées de NaCl (6%). Cependant, ils ont
montré que ces concentrations élevées de NacCl
peuvent entrainer chez certaines souches un
ralentissement de I'extension mycélienne, une
sporulation réduite et une absence de coloration
typique du recto des colonies @echoderma.

Conclusion

A partir des différents résultats obtenu
on peut dire que les souchesTd&ehodermase
développent facilemenh vitro. Les différents
facteurs abiotiques ont des effets variables sur la
croissance mycélienne defrichoderma Le
milieu de culture a base de pomme de terre PDA
est plus adéquat pour la culture des souches a
des pH basiques a neutres (pH 5 et pH 7). La
température  optimale  d’incubation  des
Trichodermaest & 29 °C et la croissance des
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souches est meilleure a des doses de seHarman GE, Petzoldt R, Comis A, Chen J. 2004.

allant jusqu'a 3%. Ces résultats obtenus
suggerent que les différentes souches de
Trichodermatestées pourront étre utilisées

dans des itinéraires techniques agricoles.
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