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Résumé 

Cette étude  porte sur l’évaluation de l’effet antagoniste de T. harzianum et T. viride sur la croissance mycélienne et la sporulation 
d’Ascochyta rabiei, agent causal de l’anthracnose du pois chiche (Cicer arietinum L.). Quinze isolats d’A. rabiei collectés dans diffé-
rentes régions  du Nord-ouest algérien, sont confrontés in vitro avec l’antagoniste. Un effet inhibiteur hautement significatif variant 
de 20 à 68% a été observé sur la croissance mycélienne pour les deux tests effectués (confrontation directe de l’antagoniste avec le 
phytopathogène et confrontation à distance avec les substances volatiles émises par l’antagoniste). En ce qui concerne  la sporulation 
(nombre de conidies et de pycnides par ml), une réduction importante arrive jusqu’à 80 % par rapport au témoin Les valeurs obtenues 
de la croissance mycélienne des isolats confrontés avec les deux espèces testées de Trichoderma sont inférieures (1,23 à 4,16 mm/j) à 
celles du témoin (3 à 7,5 mm/j), et les valeurs de sporulation sont aussi inférieures (103 conidies /ml et 82 pycnides/cm2) à celles du 
témoin (105 conidies/ml et 200 pycnides/cm2). 

Mots-clés: Ascochyta rabiei, Trichoderma viride, Trichoderma harzianum , antagonisme, confrontation.

In vitro biological fight by using Trichoderma harzianum and Trichoderma viride against 
Ascochyta rabiei, agent of the ascochyta blight of chickpea in Algeria

Abstract

This study focuses on the evaluation of antagonistic effect of T. harzianum and T. viride on mycelial growth and sporula-
tion of Ascochyta rabiei, causal agent of ascochyta blight in chickpea (Cicer arietinum L.). Fifteen isolates of A. rabiei 
collected in different regions of North-west of Algeria, were confronted in vitro with antagonist. Hight significant inhibito-
ry effect ranging from 20-68% was observed on mycelial growth for two tests (direct confrontation of the antagonist with 
the phytopathogen and remote confrontation with volatile substances emitted by the antagonist). Regarding sporulation 
(number of conidia and pycnidia), a significant reduction reaches 80% compared with the control. The obtained values of 
the mycelial growth for the isolates faced with the antagonists of Trichoderma are always less (1, 23 to 4.16 mm / day), 
than the control (3 to 7.5 mm / day), and also the sporulation values are lower (103 conidia / ml and 82 pycnidia / cm2) 
than the control (105 conidia / ml and 200 pycnides/cm2). 
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INTRODUCTION

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est l’une des lé-
gumineuses à graines les plus importantes du monde, 
elle est très riche en protéines principales pour l’ali-
mentation des populations (Shahid et al., 2008). La 
production de pois chiche dans le monde a augmenté 
légèrement pendant les dernières décennies ; en 2009 
la production a atteint  09 millions de tonnes (MT),  
après le haricot sec (Phaseolus vulgaris L.) à 19 MT, 
et le petit pois (Pisum sativum L.) à 10,3 MT (FAO, 
2010). Le rendement moyen du pois chiche varie de 
390 à 3600 kg/ha, selon les conditions environne-
mentales, la gestion de la culture, l’itinéraire techni-
que et les contraintes biotiques et abiotiques (Gan et 
al., 2006).

L’anthracnose, maladie provoquée par Ascochyta 
rabiei (Pass.) Labr., est la contrainte principale qui 
limite la productivité du pois chiche dans le monde 
(Bouznad et al., 1996 ; Khan et al., 1999 ; Kaiser et 
al., 2000 ; Chongo et al., 2003).

En Algérie, parmi les maladies observées sur la cultu-
re du pois chiche, l’anthracnose est la maladie la plus 
fréquemment rencontrée et celle qui cause le plus des 
dégâts (Zikara-Zine et Bouznad, 2007). Les données 
de plusieurs années de prospections, ont montré sa 
présence avec des baisses de rendement pouvant al-
ler jusqu’à 100 % (Bouznad et al., 1996). Mabsoute 
et al. (1996) signalent qu’en Algérie ainsi que dans 
les autres pays du Maghreb, l’anthracnose reste la 
contrainte majeure de la culture du pois chiche.

Tous les moyens de lutte culturaux, chimiques et 
génétiques ont connu des limites pour diminuer les 
dégâts causés par ce  phytopathogène (Labdi, 1995 
; Gan et al., 2006). Plusieurs recherches faites  afin 
de trouver des lignées résistantes, n’ont donné aucun 
niveau stable de résistance à A. rabiei (Labdi, 1995 ; 
ICARDA, 2003).

 Cependant, la lutte biologique par l’utilisation de 
champignons antagonistes peut être envisagée com-
me un autre moyen pour combattre la maladie dans le 
cadre d’un programme de lutte intégrée. 

 Dans cette étude, nous allons évaluer l’effet antago-
niste in vitro de T. harzianum  et de T. viride sur la 
croissance mycélienne et la sporulation de plusieurs 
isolats d’A. rabiei.

MATERIEL ET METHODES

1-Matériel fongique

1-1-L’agent   phytopathogène : Ascochyta 
rabiei
Les isolats d’Ascochyta rabiei utilisés dans cette étu-
de, ont été obtenus par isolement à partir des échan-
tillons de tiges, feuilles et gousses présentant des 
symptômes de l’anthracnose (Tableau 01). 

1-2-L’antagoniste : T. harzianum et T. viride
Deux  souches de deux espèces de l’antagoniste T. 
harzianum et T. viride ont été fournies par le Labora-
toire de Protection des Végétaux (LPV), de l’Univer-
sité de Mostaganem.

2-Méthodes

2-1-Purification et conservation des isolats d’ 
A. rabiei
Les isolats sont conservé dans des boites de Petri 
contenant le milieu de culture  CDA (Chickpea Seed 
Meal Dextrose Agar) (Dolar et al., 1994). Ces iso-
lats sont  maintenus dans le milieu dans l’étuve à une 
température de  20±2 °C (Jamil et al., 2002).

2-2-Effet antagoniste sur la croissance mycé-
lienne d’A. rabiei

2-2-1-Confrontation directe
Nous avons effectué la méthode de Howell (2003) 
pour évaluer l’action inhibitrice de Trichoderma sur 
la croissance mycélienne d’A. rabiei. Nous déposons 
diamétralement dans des boîtes de Pétri contenant 15 
ml de milieu de CDA,  deux explants opposés de 5 
mm de diamètre issus de colonie d’A. rabiei et de Tri-
choderma  (Fig.01). Quatre répétitions sont réalisées. 
Les témoins sont constitués de colonies d’A. rabiei 
dans des boites de Pétri en absence d’antagoniste.  La 
croissance mycélienne des isolats d’A. rabiei est éva-
luée par la mesure  du rayon des colonies pendant 7 
jours. 

2-2-1-1-Evaluation de la croissance mycé-
lienne
Pour l’estimation de la croissance mycélienne, la 
technique utilisée est celle indiquée par Kuçuk et Ki-
vanç (2003). Cette méthode consiste d’abord à me-
surer la croissance mycélienne linéaire journalière 
des colonies jusqu’au septième jour, selon la formule 
suivante:
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L = (D – d) / 2

L : Croissance mycélienne (mm) ; D : Diamètre de la 
colonie (mm) ; d : Diamètre de l’explant (5mm).

Les moyennes de la vitesse de croissance mycélienne 
sont calculées par la formule suivante:

V(mm/j) = ∑ (Ln – Ln-1 ) / n 

V : Vitesse de la croissance mycélienne (mm/j),

Ln , Ln-1 … Croissances mycéliennes pendant  le 
jour n.

Le taux d’inhibition (%), est calculé  par la formule 
de Kuçuk et Kivanç (2003) comme suit :

TI (%) = (Lt – L) × 100 / Lt 

TI : Taux d’ inhibition (%).

Lt : Diamètre de la zone de croissance mycélienne 
journalière du témoin en mm.

L : Diamètre de la zone de croissance mycélienne 
journalière des isolats d’A. rabiei en présence de l’an-
tagoniste (T. harzianum et T. viride) en mm.

2-2-2-Confrontation indirecte (test de subs-
tances volatiles)
Cette technique consiste à déposer au centre de cha-
que boîte de Pétri contenant le milieu de culture CDA 
(Chickpea Seed-Meal Dextrose Agar) un explant de 
5mm de diamètre prélevé à partir de colonies de Tri-
choderma et A. rabiei. La boite inférieure contenant  
Trichoderma est scellée avec une autre contenant le    
phytopathogène, par une bande de para film de fa-
çon à éviter toute contamination et toute perte de gaz 
(Fig. 2) (Camporota, 1985). Quatre répétitions sont  
faites avec un témoin.

2-3-Effet antagoniste sur la sporulation d’A. 
rabiei
Pour évaluer la sporulation de l’agent phytopathogè-
ne A. rabiei sous l’effet des deux antagonistes T. har-
zianum et T. viride, nous avons utilisé la méthode de 
Kuçuk et al. (2007) qui est basée sur le comptage des 
spores et leurs appareils sporifères (pycnides). Cette 
méthode consiste à compter la concentration des co-
nidies par ml et les pycnides par cm2. Le comptage 
se fait diagonalement au microscope à l’aide de la 
cellule de Malassez. Si le comptage est en dessous de 
6 spores par carreau, on compte les 25 carreaux. 

x : Compte moyen de 25 carreaux (comptage pour 5 
carreaux multiplié par 5).

Alors pour trouver la concentration par ml de la dilu-
tion utilisée, il faudra faire : 

                   x × 104 = C spores / ml

Si ‘n’ est le nombre de fois dilué, alors la concentra-
tion de spores dans la solution originale sera égale à:  
    

C’ × 10n = C spores / ml

    n : Nombre de dilutions ;

    C’ : Solution diluée ;

    C : Solution originale.

En ce qui concerne les pycnides, on compte la densité 
des pycnides de la colonie fongique microscopique-
ment par cm2 (Kuçuk et al. 2007). On dénombre ces 
pycnides par un prélèvement de 5 explants mesurant 
5mm de diamètre chaque explant a une surface de 
0.20 cm2 estimée par la formule de la surface du cer-
cle suivante :

S =  π × R2   

Avec : 

S : surface en cm2 ; R : Rayon de l’explant (=0.25 
cm); π : 3.14

Pour obtenir la surface égale à 1cm2, on a :

S= 3.14 × 0.252 = 0.19625 cm2

Donc, la densité des pycnides par cm2 s’agit de leur 
somme dans les 5 explants, on peut compter la den-
sité des pycnides par cm2.

2-4-Analyse statistique 
Le dispositif utilisé est une randomisation totale uni-
factorielle avec le test de Newman et Keuls (P0,05 et 
P0,01). L’analyse a été faite à l’aide du logiciel STAT 
BOX 6.0.4. (GRIMMERSOFT).

RESULTATS 

1-Effet de l’antagoniste sur la croissance my-
célienne d’A. rabiei

1-1-Confrontation directe
L’analyse statistique des résultats montre un effet 
hautement significatif de l’action antagoniste de T. 
harzianum et T. viride sur la croissance mycélienne 
des isolats d’A. rabiei (P <0.01) (Tableau 2). En effet, 
on constate que la croissance mycélienne de l’agent 
phytopathogène chez le témoin est toujours plus im-
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portante par rapport à celle obtenue en en présence de 
l’antagoniste. Nous remarquons que les moyennes de 
la croissance mycélienne des isolats d’A. rabiei sous 
l’effet de Trichoderma (avec  création d’une zone 
d’inhibition) (Fig.03), sont toujours inférieures (1.23 
et 4.16 mm/j) que celles du témoin (2.93 à 7.50 mm/j) 
(Fig. 04). Cette réduction est suivie par un arrêt com-
plet de la croissance. 

Selon le tableau 2, nous remarquons que le taux d’in-
hibition est très important pour la plupart des isolats 
(20 à 68%) (Fig. 4). Cela,  explique l’existence d’une 
action inhibitrice sur la croissance mycélienne d’A. 
rabiei par  Trichoderma.

1-2-Confrontation à distance

Les résultats montrent un effet hautement significatif 
de l’action de T. harzianum et T. viride sur la crois-
sance mycélienne des isolats d’A. rabiei (P <0.01). 
En effet, la croissance mycélienne (1,25 à 7,5 mm/j) 
des isolats d’A. rabiei est toujours inférieure à celle 
du témoin (2,93 à 7,50 mm/j) (Tableau 3).

Les valeurs des taux d’inhibition (20 à 80%) mon-
trent qu’il existe un effet inhibiteur sur la croissance 
mycélienne de l’agent phytopathogène par les subs-
tances volatiles émises par Trichoderma (Fig. 5).

2- Effet de l’antagoniste sur la sporulation 
d’A. rabiei

Les résultats montrent aussi un effet hautement signi-
ficatif  (P <0.01), de l’action inhibitrice de la sporu-
lation d’A. rabiei sous l’effet des antagonistes T. har-
zianum et T. viride (Tableau 04). Nous remarquons 
que la concentration des conidies et des pycnides 
chez les isolats d’A. rabiei confrontés avec les anta-
gonistes est toujours inférieure par rapport au témoin 
(Tableau 04), avec un taux d’inhibition près de 100% 
(Fig. 06). Cette importante inhibition nous indique 
que l’effet antagoniste des espèces de  Trichoderma 
étudiées sur l’inoculum primaire ou secondaire (spo-
rulation),  peut jouer un rôle primordial sur le poten-
tiel de la maladie et sur le processus de l’infection et 
de l’épidémiologie de l’agent   phytopathogène. 

Dates d’isolementOrigines Isolats
Mars 2008Ain TémouchentAt0108
Mars 2008Didi Bel AbbésSba0108
Mars 2008Didi Bel AbbésSba0208
Avril 2008MascaraMsc0108
Avril 2008Ain DeflaAd0108
Juin 2008MostaganemMos0108
Juin 2008MostaganemMos0208

Novembre 2008MascaraMsc0208
Novembre 2008MascaraMsc0308
Novembre 2008MascaraMsc0408
Novembre 2008Ain TémouchentAt0208
Novembre 2008Ain TémouchentAt0308
Septembre 2009RelizaneRel0109
Septembre 2009RelizaneRel0209
Septembre 2009RelizaneRel0309

Tableau 1: Isolats d’Ascochyta rabiei avec leur origine et 
date d’isolement.

Fig. 1 : Technique de confrontation directe. Fig. 2: Technique du test des substances volatiles (Confron-
tation indirecte).
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Fig. 3: Effet antagoniste de Trichoderma sur la croissance mycélienne d’A. rabiei. 

Fig. 4 : Taux d’inhibition (TI) de la croissance mycélienne  de  A. rabiei  sous l’effet de 
T. harzianum et de T. viride.

Fig. 5 : Taux d’inhibition (TI) de croissances mycéliennes  d’A. rabiei  sous l’effet  des 
substances volatiles de T. harzianum et  de T. viride.
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Croissances mycéliennes (mm/j) (Moy ± σ)
Isolats Témoin (mm/j) A. rabiei confronté avec         T. 

harzianum (mm/j)
A. rabiei confronté avec T. vi-

ride (mm/j)
At0108 3,43a ± 0,4 2,2b ± 0,26 2,3b ± 0,2

Sba0108 3,1a ± 0,1 1,96b ± 0,15 1,86b ± 0,1

Sba0208 3,36a ± 0,15 2,46b ± 0,05 2,26b ± 0,15

Msc0108 3,86a ± 0,32 1,23b ± 0,25 1,03b ± 0,2

Ad0108 5,06a ± 0,11 3,83b ± 0,76 3,8b ± 0,76

Mos0108 4,06a ± 0,05 2,56b ± 0,4 2,56b ± 0,4

Mos0208 3,53a ± 0,25 2,63b ± 0,15 2,13b ± 0,25

Msc0208 3,46a ± 0,25 1,46b ± 0,2 1,56b ± 0,2

Msc0308 2,93a ± 0,11 1,3b ± 0,17 1,4b ± 0,1

Msc0408 7,5a ± 0,5 4,16b ± 0,76 4,26b ± 0,66

At0208 3,06a ± 0,11 2,06b ± 0,11 2,16b ± 0,21

At0308 3,43a ± 0, 2 2,26b ± 0,05 2,56b ± 0,15

Rel0109 5,06a ± 0,11 3b ± 0,5 3.5b ± 0,5

Rel0209 4,9a ± 0,36 3,1b ± 0,28 3,5b ± 0,2

Rel0309 4,06a ± 0,11 3,13b ± 0,11 3,15b ± 0,2

F calculé                                                                         19,55**
C.V.                                                                                 05,3%

Tableau 2 : Moyennes de croissance mycélienne (mm/j) des isolats d’A. rabiei confrontés avec T. harzianum et T. vi-
ride.

C.V. : Coefficient de variation ; * Effet Significatif (P≤0,05) ; ** Effet hautement significatif (P≤0,01) ; σ : Ecart type ; 
Moy : Moyenne.

Croissances mycéliennes (mm/j) (Moy ± σ)
Isolats  Témoin (mm/j) A. rabiei confronté avec T. 

harzianum (mm/j)
A. rabiei confronté avec T. vi-

ride (mm/j)
At0108 3,33a ± 0,4 2,3b ± 0,26 2,4b ± 0,6
Sba0108 3,2a ± 0,1 1,94b ± 0,16 2,09b ± 0,26
Sba0208 3,76a ± 0,12 2,26b ± 0,10 2,96b ± 0,11
Msc0108 3,56a ±0,32 1,25b ± 0,24 2.1b ± 0,1
Ad0108 5,17a ± 0,13 3,84b ± 0,74 4b ± 0,5
Mos0108 4,11 a ±0,06 2,61b ± 0,42 2,7b ± 0,45
Mos0208 3,63a ± 0,25 2,63b ± 0,20 2,65b ± 0,25
Msc0208 3,36a ± 0,25 1,36b ± 0,2 1,45b ± 0,25
Msc0308 3,0a ± 0,11 1,31b ± 0,16 1,5b ± 0,5
Msc0408 7,15a ± 0,5 4,19b ± 0,86 5b ± 0,5
At0208 3,16 a ±0,11 2,04b ± 0,12 2,4b ± 0,1
At0308 3,23a ± 0, 2 2,36b ± 0,15 2,46b ± 0,15
Rel0109 5,06a ± 0,11 3b ± 0,5 3.5b ± 0,5
Rel0209 5,9a ± 0,66 03,3b ± 0,28 03,5b ± 0,25
Rel0309 4,06a ±0,11 2,50b ± 0,11 3b ± 0,5
F calculé                                                                                           22,03**
C.V.                                                                                                   09,36%

Tableau 3 : Moyennes de croissance mycélienne (mm/j) des isolats d’A. rabiei confrontés indirectement avec T. harzia-
num et T. viride (Effet des substances volatiles).

C.V. : Coefficient de variation ; * Effet Significatif (P≤0,05) ; ** Effet hautement significatif (P≤0,01) ; σ : Ecart type ; 
Moy : Moyenne.
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DISCUSSION
Le potentiel des espèces de Trichoderma comme agent 
de lutte biologique contre les maladies des plantes a 
été identifié la première fois pendant les années 1930 
(Howell, 2003). Pendant des années, l’antagonisme 
de T. harzianum a été étudié contre plusieurs mala-
dies des plantes (Wells et al., 1972 ; Schirmbock et 
al., 1994 ; Elad et kapat, 1999 ; Yedidia et al., 1999 
; Harman, 2000 ; Sharon et al., 2001 ;  Yedidia et 
al., 2001 ; Roco et Péres, 2001 ; Ozbay et Newman, 
2004).

L’antagonisme qui existe entre les microoganismes 
peut être utilisé pour lutter contre les parasites phy-
topathogènes. Navas - Cortés  (1992) et Naseby et 
al. (2000), ont rapporté que lorsqu’il ont enfouis le 
champignon A. rabiei dans un sol stérile il y a une 
production énorme de pycnides et de pseudothèces 
(forme sexuée) que dans un sol naturel ; il a conclu 
que le champignon est affecté par d’autres microor-
ganismes saprophytes.

Wang et al. (2003) ont rapporté que le champignon 
antagoniste, Trichoderma viride influence  le déve-
loppement et la survie d’A. rabiei. La bactérie Rhizo-
bium native produit un acide antifongique, qui limite 
le développement d’A. rabiei dans le sol (Khokhar 
et al., 2001). Au laboratoire, Dugan et al. (2005) ont 
trouvé que les deux formes, Ascochyta rabiei et Di-
dymella rabiei sont inhibés par Aureobasidium pullu-
lans et Clonostachys rosea. Ils  ont signalé que l’an-
tagoniste Trichoderma viride a la capacité d’inhiber 
la sporulation d’Ascochyta rabiei et les deux groupes 
de compatibilité du stade sexuel Didymella rabiei, 
MATI-1 et MATI-2.

Elad (2000) a signalé que T. harzianum attaque les 
champignons phytopathogènes par mycoparasitisme 
et production d’antibiotiques. Ce mycoparasitisme se 
fait à l’aide des appressoria qui se fixent à la surface 
des cellules des champignons parasites et sucrètent 
des enzymes spécifiques qui lysent les parois cellu-
laires des parasites (Harman et al., 2004 ; Almeida et 

al. 2007 ; De Jaeger et al. 2011). Kuçuk et al. (2007) 
ont démontré que les enzymes β1,3 glucanase et chiti-
nase sont capables  d’hydrolyser les parois cellulaires 
des champignons parasites.

L’antibiose est un autre mode d’antagonisme effec-
tué par T. harzianum et T. viride par la sécrétion  de 
substances volatiles comme les glio-viridines et les 
glio-toxines, substances qui jouent des rôles d’anti-
biotiques, capables d’inhiber le développement de 
plusieurs deutéromycètes phytopathogènes (Howell, 
2003 ; Harman et al., 2004).

Strobel et al. (2011) ont rapporté que les deux anta-
gonistes T. harzianum et T. viride libèrent plusieurs 
substances volatiles comme Benzene-Ethanol, acide 
butanoique, acide propanoique et acide hexadecanoi-
que, qui ont un pouvoir inhibiteur important sur le 
développement de Cercospora beticola, agent res-
ponsable de la cercosporiose de la betterave (Beta 
vulgaris), de Sclerotinia sclerotiorum, agent de la 
pourriture blanche de la carotte (Daucus carota), et 
Colletotrichum lagenarum, agent de l’anthracnose du 
melon (Cucumis melo), et du concombre (Cucumis 
sativus).

CONCLUSION
Ce présent travail qui consiste à étudier l’effet anta-
goniste in vitro de T. harzianum et T. viride sur la 
croissance mycélienne et la sporulation des isolats 
d’A. rabiei a démontré un effet hautement significatif 
aussi bien pour la méthode dite de confrontation di-
recte que pour celle  des substances volatiles. En ce 
qui concerne les isolats confrontés directement, il y 
a un arrêt complet de la croissance mycélienne sous 
l’effet de ces deux antagonistes, cet arrêt est suivi par 
la création d’une zone d’inhibition dès le septième 
jour. Ces résultats indiquent qu’il y a un effet anta-
goniste effectué par les espèces des Trichoderma 
étudiées sur le développement mycélien d’A. rabiei. 
Pour la sporulation de l’agent phytopathogène, un 
taux d’inhibition remarquable a été observé (99%), 

Sporulation (Conidies/ml) Sporulation Pycnides/cm2

T. harzianum T. viride Témoin T. harzianum T. viride Témoin
Concentration 8 × 102 103 105 79 82 200
F calculé 18,01** 15,8**
C. V. 19,71% 16,17%

Tableau 04 : Effet antagoniste de T. harzianum et de T. viride sur la sporulation des isolats d’A. rabiei.

C.V. : Coefficient de variation (%) ; ** Effet hautement significatif  à 1% (P≤0,01).
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D’après ces travaux, il serait intéressant de mesu-
rer l’effet antagoniste in situ de T. harzianum et de 
T. viride contre l’anthracnose sur les plantes de pois 
chiche ou sur  semences comme traitement préventif 
à l’égard de l’inoculum primaire en vue d’inhiber la 
maladie.

Cette étude a montré l’importance des champignons 
antagonistes T. harzianum et T. viride  contre Asco-
chyta rabiei. Ces résultats méritent d’être suivis afin 
d’avoir une   réduction de l’incidence de l’anthrac-
nose du pois chiche sur  terrain, surtout pour le cas de 
notre pays où les cultivars les plus importants du pois 
chiche (ILC 482 (Chetoui), Flip 88-85 et ICC12-004) 
(Labdi, 1995), sont sensibles à l’anthracnose.
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