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'RESUME

Compte tenu des avancées scientifiques, les pesticides biologiques destinés au contrdle des
ravageurs deviennent des substituts efficaces a I'utilisation des agents chimiques. A ce
propos, des biopesticides a base de champignons microscopiques présentent beaucoup de
potentiel autant pour la répression des phytopathogénes que pour 1’accroissement de la
croissance des plantes. C’est le cas de plusieurs Trichoderma qui ont une action
antagoniste contre plusieurs phytopathogénes et ce, tout en produisant des métabolites
essentiels tels que vitamines, phytohormones de croissance et stimulation du systéme de
défense des plantes. Trichoderma sp. posséde trois formes principales soit le mycélium, les
conidies et les chlamydospores. Par contre, parmi ces trois formes et pour une utilisation
efficace de ce champignon en champ, les suspensions de Trichoderma spp. les plus

rentables et les plus acceptables sont & base de conidies.

Dans ce contexte, contrairement au procédé de production par fermentation liquide, la
production en masse des conidies et des métabolites de Trichoderma spp. est une option
trés valable. A ce titre, il a été constaté que les préparations de Trichoderma spp. contenant
plus de 10° conidia par g ou par ml, sont efficaces sur le terrain et ce, & un taux
recommandé de 10'°-10'! conidies par hectare. Actuellement, différents biopesticides a
base de Trichoderma spp. sont disponibles sur le marché. Toutefois, I'utilisation de
milieux conventionnels tels que glucose, liqueurs de mélasses de mais, tartrate de sodium,
cellulose, sucrose, etc. pour la production de masse de ces agents biologiques réduisent la
rentabilité, par exemple une récolte d’un faible rapport conidies/spores et un colt trés €levé
des matiéres premiéres. Afin de pallier a ces problémes, les possibilités d’utilisation de
résidus comme matiéres premiéres de fermentation pour la production de spores et de

métabolites et ’obtention de biopesticides a fait ’objet de ces études.

Des boues secondaires et déshydratées d’usines de traitement des eaux avec ou sans
traitement préalables (hydrolyse alcaline ou hydrolyse thermo-alcaline) ont ét¢ employées
pour obtenir des concentrations trés élevées de spores de Trichoderma spp.. 1l a €té aussi

constaté que des résidus d’industries de fromage, d’amidon ou de pites et papiers sont
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aussi tres valables comme milieux de croissance de Trichoderma spp.. Des concentrations
de spores de I’ordre de 10'-10"" UFC/ml ont été obtenues avec ces résidus et les bio-essais
préliminaires de préparations a base de boues secondaires ayant subi une hydrolyse
thermo-alcaline ont montré une activité entomotoxique significative et qu’elles présentent
donc un potentiel €levé pour le contrdle biologique des insectes nuisibles. Initialement, ces
études avaient pour but de déterminer la production de conidies en employant ces résidus
comme substrats. Par ailleurs, une méthode de détermination du nombre de spores a été
modifiée pour utilisation dans le cadre de ces recherches. Ce procédé peut étre aisément
appliqué pour d’autres champignons. Des travaux d’optimisation concernant les conditions
de bioréaction ont aussi été réalisés afin de faciliter la mise a 1’échelle du procédé et
d’augmenter son rendement. De plus, les facteurs impliqués dans la sporulation ont aussi
fait-l’objet d’études pour accroitre si possible la concentration de spores éventuellement
obtenue. Des travaux de recherche ont été accomplis pour développer un procédé de
production d’un agent de contrdle biologique a base de 7. viride et ce, en employant
divers résidus tels que des eaux usées, des boues d’épuration d’origine municipale ou
industrielle. Un procédé de production de T. viride a été défini et a fait I’objet d’une
analyse technico-€conomique pour valider les possibilités de production de masse. Les
résultats obtenus démontrent le potentiel trés élevé des boues d’épuration et de certains
résidus industriels pour 1’obtention de 7. viride, ce qui ouvre la voie pour d’une part la
commercialisation de ce biopesticide obtenu en utilisant les résidus mentionnés comme
matieres premicres et, d’autre part, pour le recyclage de ces rejets en produits a haute

valeur ajoutée.
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ABSTRACT

Biological control agents are becoming effective substitutes for harmful chemical
pesticides with advances in scientific research. Moreover, some fungal based biological
control agents have tremendous potential in terms of disease control and plant growth
promotion. Trichoderma genus is one of these fungi, which are antagonistic against several
commercially important phytopathogens, in addition to producing metabolites like,
vitamins, plant growth hormones, and induction of plant defense system. These fungi exist
in three main microbial propagule forms, namely, mycelia, conidia, and chlamydospores.
However, for efficient field application, conidial formulations of Trichoderma spp. are
preferred, as conidia are the most tolerant form among the three propagules. Nevertheless,

simultaneous production of mycelial mass is necessary for the presence of metabolites.

Further, in contrast to solid state fermentation, liquid fermentation of Trichoderma spp.
conidia and metabolites could be a suitable option for their mass production. Trichoderma
spp. formulations containing > 10° conidia/(g or, ml) have been found to be effective for
field applications at the recommended basis of 10"-10"" conidia/hectare. At present,
several Trichoderma spp. based biological control agents are available in market.
However, the use of conventional production media like, glucose, molasses-corn steep
liquor, sodium tartrate, cellulose, sucrose etc. for mass production of these biological
control agents suffer drawbacks like, low conidia/spore yield and high raw material cost. In
order to overcome these shortcomings, waste based Trichoderma spp. spores and

metabolites production for biological control agent use is investigated in this study.

Municipal sludges (secondary sludge and dewatered sludge) with and without
pretreatments (alkaline and thermal alkaline hydrolyses) have been used to obtain high
spore concentration. Also, industrial wastewaters (cheese, starch, and pulp and paper) have
been found to be suitable as Trichoderma spp. growth media. Spore concentrations in the
order of 10’-10'"" CFU/ml could be obtained for the wastes employed, and the preliminary
bioassay of fermented secondary sludge (thermal alkaline hydrolyzed) showed significant

entomotoxicity, thereby, showing high biological control activity. The initial studies
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presented challenges like measurement of conidia in complex fermentation raw materials.
Hence, a moditied fungal spore measurement method was also developed as a useful tool
for this research. Nevertheless, the modified spore measurement method can be easily

employed in most of the other fungi.

Optimization studies regarding fermentation conditions have been also carried out for scale
up and further enhance the process performance. In addition, sporulation governing factors
were also studied for any possible augmentation in spore concentration. In total, this study
has been focused on developing a T. viride based biocontrol agent production process
using several types of wastewaters and wastewater sludges of municipal and agro-

industrial origin.

The selected T. viride production processes have been subjected to techno-economic
analysis to ascertain their practicability of mass scale production. Thus, higher productivity
results show intense potential of wastewater sludges and certain industrial wastewaters,
which paves way to a new value addition pathway for sustainable waste management via

Trichoderma spp. based biological control agent production.
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ABBREVIATIONS

AA Amylase activity

AH Alkaline hydrolyzed sludge
ALB Agents de lutte biologique
AM Arbuscular mycorrhizae
ANOVA Analysis of variance

ATP Adénosine triphosphate
BCA Biocontrol agent

BPC Biphényls polychlorés

Bt Bacillus thuringiensis

CA Cellulase activity

CCB Champignons causant la carie blanche
CFU Colony forming units

CMC Carboxy methyl cellulose
DDT Dichloro diphenyl trichloro ethane

DH Déshydrogénase

DNS Dinitro salicylic acid
DO Dissolved oxygen

DS Dissolved solids (g/L)

ECM Ectomycorrhizae
EDTA Ethylene diamine tetra acetate

FL Fermentation liquide

FS Fermentation solide

GUI Graphical user interface

HAP Hydrocarbures aromatiques polycycliques

1 Inhibition index

U International units

kra Coefficient volumétrique de transfert de I’oxygéne/volumetric oxygen
transfer coefficient

LB Lutte biologique

LF Liquid fermentation

LiP Lignin peroxidase

MCPA  2-methyl-4,6-dicholorophenoxy acetic acid
M-CSL  Mélasses - liqueur de mais
MEA Extrait de malt avec agar

MIP Manganese independent peroxidase
MME Milieu minimal essentiel

MnP Manganese dependent peroxidase
NH Non-hydrolyzed sludge

NS Nitrate de sucrose

oD Oxygéne dissout

OTR Oxygen transfer rate (mmol/L.h)
OUR Oxygen uptake rate (mmol/L.h)

PA Protease activity (IU/ml)

PAH Polycyclic aromatic hydrocarbons

PCB Polychloro biphenyls

PDA Agar de dextrose de pomme de terre
PDA Potato dextrose agar

PID Proportional integral differential control
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RH
RQ
SB
SBU
SCOD
SIW
SS
SSF
TAH
TG
TH25

TH30
TH35

TNT

TPH

TRS
TS
TSA
TSB
TSB
Tx
UFC
WRF

Relative humidity

Quotient respiratoire

Spruce budworm

Spruce budworm units

Soluble chemical oxygen demand (mg/L)

Starch industry wastewater

Suspended solids (g/L)

Solid state fermentation

Thermal alkaline hydrolyzed sludge

Tartrate de glucose _
Thermal alkaline hydrolyzed sludge at 25 g/L suspended solids
concentration

Thermal alkaline hydrolyzed sludge at 30 g/L suspended solids
concentration

Thermal alkaline hydrolyzed sludge at 35 g/L suspended solids
concentration

2,4,6-trinitro toluene

Total petroleum hydrocarbons

Total reducing sugar (mg/L.)

Total solids (g/L)

Agar trypic du soja

Bouillon tryptique du soya

Tryptic soya broth

Entomotoxicity (SBU/uL)Entomotoxicité

Unité de formation des colonies

White rot fungi

* Each article contains its own set of abbreviation
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CHAPITRE 1.

SYNTHESE






1.1. Introduction

Les agents de lutte biologique (ALBs) basés sur Trichoderma spp. ont retenu
I’attention des chercheurs au cours des derniéres décennies. Ces champignons antagonistes
sont connus pour étre trés efficaces contre plusieurs maladies phytopathogéniques reliées
aux sols; ainsi que pour la dégradation de composés aromatiques (toxiques) présents dans
les sols. Les multiples enzymes Iytiques, les antibiotiques et les hormones pour la
croissance des plantes produits par ces champignons leur conférent la capacité de
protéger les plantes contre les phytopathogeénes, ainsi que d’accroitre le contenu en
nutriments des sols (Bae et Knudsen, 2007; Singh ef al., 2007; Prabavathy et al., 2006;
Harman et al., 2004; Papagianni, 2004; Whipps er Lumsden, 2001; Lewis ef Papavizas,
1983). Ainsi, les ALBs basés sur Trichoderma spp. ont un grand potentiel parmi les autres
ALBs fongiques. Cependant, malgré qu’il soit trés efficace en lutte biologique (Suarez-
Estrella et al., 2007; Rabeendran et al., 2006; Saraswathy ef Hallberg, 2002; Baarschers ef
Heitland, 1986), 1a littérature sur le procédé de production de Trichoderma spp. est limitée.
De plus, la présence de ces ALBs dans le marché est aussi marquée par un manque de
recherche sur leur production de masse et ¢’est pourquoi des études sont requises.

En général, les ALBs sont définis comme étant des formulations biologiques,
capables d’améliorer le rendement des cultures & la fois comme pesticide et promoteur de
la croissance végétale. Présentement, il existe une vaste gamme d’ALBs qui sont utilisés
avec succes dans plusieurs applications sur le terrain. Ces ALBs peuvent étre des plantes,
des virus, des bactéries, des champignons, des protozoaires, des nématodes et presque
n’importe quelle forme de vie (organisme tel quel et/ou le(s) métabolites produits).
Cependant, aprés les bactéries, les ALBs fongiques sont de plus en plus acceptes,
principalement en raison de leurs applications étendues en termes de contréle de maladie
et de rendement de production.

Tel que mentionné précédemment, les especes de Trichoderma spp. ont été €tudices
par plusieurs chercheurs pour produire de nombreux produits fongiques détenant un fort
potentiel comme ALBs. Selon Whipps et Lumsden (2001), les especes de Trichoderma
spp. partagent environ 50% du marché d’ALBs fongiques et cela fait d’eux des candidats
intéressants pour la recherche. Les champignons Trichoderma sont bien connus pour leur

action simultanée comme antagonistes et promoteurs de croissance végétale. Ils ont été



Développement d’un processus d’obtention d’agents biologiques & base de Trichoderma SPP.

" utilisés contre plusieurs phytopathogenes comme par exemple Rhizoctonia spp., Pythium
spp., et Fusarium spp.. L activité comme ALBs des champignons Trichoderma est due a
différentes enzymes et composés antibiotiques produits ainsi qu’a la nature compétitive de
leur croissance et reproduction (Leandro e al., 2007; Prabavathy et al., 2006; Benhamou et
Picard, 1999; Esposito et da Silva, 1998; Ejechia, 1997).

I a été reporté que les especes de Trichoderma spp. peuvent étre utilisées
efficacement en terme de spores (spécialement les conidies) qui sont plus tolérants aux
conditions environnementales défavorables lors de la formulation du produit et de
I’application sur le terrain (Lewis er Papavizas, 1983). D’un autre c6té, la présence de la
biomasse mycélienne des champignons Trichoderma a été rapportée comme cruciale pour
|’action antagoniste. Ainsi, un procédé de production d’ALBs basés sur des champignons
Trichoderma devrait considérer les conidies et le mycélium. Les conidies et le mycélium
peuvent étre produits soit par fermentation solide ou liquide. Néanmoins, la plupart des
chercheurs ont suggéré la fermentation liquide plut6ét que la fermentation solide pour la
production de masse en raison des problémes associés a I’automatisation du procédé ainsi
qu’a la manipulation de la matiére premiére et du produit. ‘

Malgré leur grand potentiel comme ALBs, 1’exploitation efficace des 7 richoderma
spp. a leur plein potentiel n’est pas encore faite. De plus, la plupart des ALBs basés sur
Trichoderma spp. ne sont pas homologués et sont simplement commercialisés comme des
« améliorateurs de sols », probablement en raison des modes d’action plus ou moins bien
définis de ces champignons. Des matiéres premiéres comme le glucose, le sucrose, la
liqueur de macération du mafs, le blé entier, la farine de soja, la farine de poisson, les
déchets agricoles et quelques déchets industriels (ex.: pates et papiefs, culture des
canneberges) ont déja été utilisés pour leur production. Cependant, plusieurs facteurs tels
que le cott élevé de production, la faible efficacité, le rendement faible en spores et les
difficultés a quantifier leur activité comme ALBs sont des raisons évidentes de la
commercialisation infructueuse de ces ALBs. D’un autre co6té, il a été démontré que
diverses eaux usées et boues d’épuration peuvent étre une riche source de nutriments et
qu’elles peuvent étre employées pour la production de biopesticides basés sur Bacillus
thuringiensis. En fait, aucune étude n’est disponible jusqu’t‘l maintenant en ce qui |
concerne la production d’ALBs basés sur Trichoderma spp. en utilisant ces matiéres

premiéres a coiit moindre. Ainsi, le développement méticuleux d’un procédé pour obtenir
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Chapitre 1, Syntheése

des ALBs basés sur Trichoderma spp. et ces matiéres premic€res apparait comme une
approche prometteuse pour un environnement sécuritaire et propre.

Le présent chapitre a €té organisé de la maniére suivante. La revue de littérature
contient des généralités sur les champignons utilisés en bioremédiation et pour
I’amélioration des sols avec des exemples spécifiques de Trichoderma spp. De plus,
Trichoderma spp. fait I’objet d’une discussion sur son rdle comme ALBs. La
biodégradation et la théologie des boues d’épuration sont aussi présente pour évaluer si les
boues d’épuration sont adéquates comme matiére premiére pour la fermentation de
Trichoderma spp. Ceci est suivi par une discussion des probleémes dans ce secteur, des
hypothéses et des objectives proposés pour les vérifier. Les faits saillants sur 1’utilisation
des boues d’épuration comme milieu de production en fioles et en fermenteur de
laboratoire sont ensuite présentés. L’étude de différents rejets industriels pour la
production d’ALBs basés sur Trichoderma spp. est également exposée. Plus
particuliérement, la possibilité d’utiliser les eaux usées de ’industrie de ’amidon comme
une matiére premiére et les différentes stratégies de production pour accroitre le potentiel
de Trichoderma spp. comme ALBs sont discutées. Finalement, cette synthése de termine
par une étude technico-économique du procédé de production de Trichoderma spp. a partir

de différentes matiéres premicres.

1.2.  Agents fongiques de lutte biologique
1.2.1. Réle dans I’amélioration du contenu en nutriments des sols et en bioremédiation
Au cours des deux derniéres décennies, la sensibilisation du public envers les
pesticides chimiques toxiques a accru la demande pour les aliments biologiques et par
conséquent, la demande pour les ALBs. Les champignons sont de forts agents de
bioremédiation des sols qui peuvent transformer les contaminants comme les déchets de
munition, les pesticides, les organochlorés, les biphényls polychlorés (BPCs), les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les colorants synthétiques, les
préservatifs du bois et les polyméres synthétiques, lesquels peuvent étre dégradés en des
formes moins nuisibles (Pointing, 2001). Plus particuli¢rement, les ALBs fongiques
comme Trichoderma spp. ont été utilisés pour la bioremédiation des sols et I’accroissement
de leur contenu en nutriments. Présentement, le role des ALBs est devenu plus important

en rivalisant et méme en remplagant leurs homologues chimiques, spécialement avec
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I’avenue des champignons antagonistes (Whipps et Lumsden, 2001; Chet, 1993;
Templeton et Heiny, 1989). Les ALBs basés sur des champignons fongiques suivent de
prés ceux basés sur des bactéries (principalement Bacillus thuringiensis) en raison de leur
action combinée en termes de contrdle de plusieurs maladies et de stimulation de la
croissance végétale via [’amélioration des nutriments dans les sols (Copping et Menn,
2000). Plusieurs chercheurs ont spécialement exploré 1’application des champignons
Trichoderma spp. pour améliorer leur contenu en nutriments des sols ou pour controler les
maladies en raison de leur croissance agressive et leur nature antagoniste (Héraux et al.,
2005; Ortiz et Orduz, 2001; Yedidia ef al., 1999; Zheng et Shetty, 1998; Aziz et al., 1997,
Bonnarme ef al., 1997; Calistru et al., 1997a, b; Ejechia, 1997; Benhamou et Chet, 1993;
Ahmad er Baker, 1987).

1.2.2. Trichoderma spp. comme agents de lutte biologique

Trichoderma [tricho (ressemblant & des cheveux) + derma (peau)] est un genre de
champignons imparfaits qui habitent les sols er qui fait partie de la classe des
Hyphomycétes et de la famille des Moniliaceae. Quelques espeéces produisent des
trichothécénes (une toxine) et peuvent causer I’aleucie alimentaire toxique. Les
Trichoderma spp. sont des champignons de ’ordre des Hypocreaceae, omniprésents et
anamorphiques dans I’environnement (se reproduisent de fagon asexuée), spécialement
dans le sol, les plantes, la végétation en décomposition et le bois. Ces champignons sont
communément reconnus pour leurs colonies a croissance rapide avec des filaments
blanchatres, jaundtres ou verditres contenant souvent des spores. L’activité des
Trichoderma spp. contre plusieurs champignons phytopathogéniques du sol a été reportée
tardivement (Papavizas er Lewis, 1982), méme s’ils étaient connus depuis 1865.
Cependant, basés sur les études antérieures, la classification taxonomique suivante (figure

1.1) pourrait étre attribuée a ces champignons :
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1 Royaume: Fungi
Division: Ascomycota
Classe:  Euascomycetes
Ordre:  Hypocreales

Famille: Hypocreaceae

A U KN W

Genre: Trichoderma

Figure 1.1. Diagramme et image actuelle de Trichoderma spp.

Un maximum de 33 taxons a été reporté jusqu’a maintenant pour ce genre (Samuels
et al. 2004). Cependant, Trichoderma viride, Trichoderma ressei, Trichoderma harzianum,
Trichoderma virens (autrefois connue comme Gliocladium virens), Trichoderma koningii,
Trichoderma longibrachiatum et Trichoderma pseudokoningii sont les especes les plus
communes et sont trés importantes pour leur application comme ALBs (Suarez-Estrella ef
al., 2007; Rabeendran ef al., 2006; Ejechia, 1997; Papavizas, 1985). Quelques uns de ces
champignons qui sont utilisés commercialement comme ALBs sont présentés au

Tableau 1.1.

1.2.3 Innocuité environnementale de 7richoderma spp.

Comme il a été mentionné dans les sections précédentes, les Trichoderma spp. sont
considérés comme des candidats potentiels pour des ALBs multi-fonctionnels et efficaces
(Celar 2003; Calistru et al., 1997a,b; Lin et al., 1994). Bien que les Trichoderma spp. sont
potentiellement des champignons non pathogénes et sont généralement considérés comme
des microorganismes sécuritaires (Suarez-Estrella ef al., 2007; Headon et Walsh, 1994), ils
peuvent causer des infections dans des circonstances particuliéres comme par exemple
chez les patients immunodéprimés (cas de neutropénie ou de transplantation), ayant des
problémes chroniques au niveau des reins et des poumons ou souffrant d’amyloidose
(Groll er Walsh, 2001). Cependant, cela peut s’appliquer pour pratiquement tous les
microorganismes et les Trichoderma spp. ne devraient pas étre considérés comme des
organismes pathogénes ou écologiquement nuisibles. De plus, plusieurs études appuient la

nature non pathogéne des Trichoderma spp. (Prabavathy et al., 2006; Benhamou ef
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Brodeur, 2000; Benhamou et al., 1999; Chet, 1993; Chet, 1987). Fekete et al. (1997) ont
testé des Trichoderma spp. pour leur production de trichodi¢nes, soit des époxides
sesquiterpenoides produites par quelques espéces de différents genres de champignons et
connues pour causer des maladies sérieuses aupres des humains et des animaux (Marasas
et al., 1984). Cependant, les auteurs pouvaient seulement obtenir des signaux
d’hybridisation cohérents, mais faibles, de la séquence codant pour la synthése de la
trichodiene durant le test de séquencage des Trichoderma spp. Cela suggére aussi que les
Trichoderma spp. sont de faibles producteurs de trichodiéne et qu’ils ne s’imposent pas
comme un agent toxique dans 1’écosysteme alors que cette particularité contribue peut-étre

a améliorer la performance de ces champignons comme ALBs.

1.3.  Caractéristiques essentielles des ALBs fongiques

Au cours des 25 dernieéres années, les Trichoderma spp. ont recu beaucoup
d’attention des chercheurs en raison de leurs caractéristiques adéquates pour leurs
applications comme ALBs. Toutefois, pour connaitre des succeés commerciaux avec les

Trichoderma spp., les éléments suivants sont requis :

Production économique et abondante de propagules microbiens (spores)
Tolérance envers plusieurs unités d’opération durant le traitement en aval

Stabilité et durée de conservation adéquates de la formulation du produit

Qoaaagd

Faible colt de préservation intensive et d’entreposage de la formulation de
produit

Commercialement faisable, efficace sur le terrain sous différentes conditions
Interactions distinctes avec les microorganismes pathogéniques et bénéfiques
Sécuritaire envers la santé humaine et environnementale

Compatibilité avec les équipements existants pour I’application

Qaaaaad

Activité résiduelle prolongée durant I’application sur le terrain

Trichoderma spp. remplissent la plupart des criteres mentionnés précédemment en
plus d’avoir certaines particularités qui placent ces champignons dans la catégorie des
ALB a large spectre. Il est estimé qu’en améliorant efficacement les procédés de

production, Trichoderma spp. pourraient s’avéré étre d’excellents ALB, remplagant

8
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efficacement certains pesticides toxiques (Gerhardson, 2002; Harmann et Bjorjmann,
1998; Howell et al., 1997), si le mécanisme impliqué dans ’effet antagoniste de ces
champignons est bien compris. L’analyse des études mentionnées révelent que malgré le
fait qu’ils soient d’excellents ALB, les espéces de Trichoderma ne sont pas suffisamment
exploitées, de plus, leur mode d’action n’est pas encore totalement élucidé. Les faits
précédemment mentionnés sont peut-étre la raison expliquant I’importante part du marché
de Trichoderma spp. (50% des ALB fongiques) mais seulement une fraction de
Trichoderma spp. sont homologués (20% de ALB sont basés sur Trichoderma) (Whipps et
Lumsden 2001). Les connaissances fragmentées sur les produits & base de champignon
Trichoderma apportent des conséquences durant I’application ou les effets secondaires
(Chet, 1993). Par conséquent, la compréhension des nombreux facteurs concernant les

interactions antagonistes de ces champignons serait d’un grand intérét.
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Tableau 1.1. Liste de quelques Trichoderma spp. et leur caractéristiques en tant que ALB (Agent de Lutte Biologique)

Agent actif

Antagoniste contre

Enzymes responsalbes/ Métabolites

Maladie/ controle
épidémiologique ; Références

T. harzianum 1051
T. harzianum 39.1

Crinipellis perniciosa (champignon)

Chitinase, N-acetylglucosaminidase,

B-1,3-glucanase, cellulase totale,
endoglucanase, aryl- f-glucosidase,
B-glucosidase, protéase et amylase

“Balais de sorciére”(Marasmius
perniciosus Stahel) de cacao
(Lisboa de Marco et al., 2003)

T. lignorum

Rhizoctonia solani (champignon)

Substances inhibitrices inconnues

“Damping-off”de haricot
(Aziz et al., 1997)

T. viride
T. harzianum

Aspergillus flavus et Fusarium
moniliforme
(champignon)

Enzymes lipolytiques, protéolytiques,

pectinolytiques et cellulolytiques.
Composé antibiotique inconnu
(mycotoxines)

(ex : peptides, polypeptides cycliques)

Fongique — associé a la semence
(Calistru et al., 1997a,b)

T. harzianum BAFC 742

Sclerotinia sclerotiorum BAFC
2232 (champignon)

1,3-B-glucanase et chitinase

Fohgique — graine de soya
(Menendez et Godeas, 1998)

T viride, T. koningii
T. longibrachiatum
T. hamatum, T. harzianum

Atta cephalotes (fourmis
champignonniste coupeuses de
feuilles)

1,3-B-glucanase, chitinases, protéases,

et lipases.
Composés antibiotiques inconnus

Dommage des feuilles par les
fourmis

(Lopez et Orduz, 2003; Ortiz et
Orduz, 2000)

T. harzianum Rifai ITEM
908 et ITEM 910

Schizaphis graminum (puceron)

Polysaccharide lyases, protéases, et
lipases

Toxicité en cultures céréalieres
(Ganassi et al., 2000)

T. sp.

Sclerotium rolfsii (champignon)

Putréfaction de légumes communs
(Mukherjee ef Raghu, 1997)

T. harzianum 25
T. viride

Serpula lacrymans (champignon)

Antibiotique; anthraquinones

Dégradation fongique du bois

T. harzianum

Alternaria alternata (champignon)

Endo—chitinase

(Score et Palfreyman, 1994)
Phytopathologies fongiques
(Roco ef Pérez, 2001)

10
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1.4. Mode d’action de Trichoderma spp.
Les connaissances sur le mode d’action de Trichoderma spp. — son application dans
I’environnement, incluant pathogéne, plante, et sol, de méme qu’une classification en

accord avec la littérature seront discutées dans cette section.

1.4.1. Activité indirecte induisant la croissance (lutte biologique direct)
1.4.1.1. Antibiose:

Les métabolites antagonistes (antibiotiques) produits par Tfichoderma spp. tuent
les pathogénes. Il y a une énorme quantité d’antibiotiques (ex. peptides, polypeptides
cycliques) qui sont produits par Trichoderma spp., comme la trichodermine isolé d’un
bouillon de culture d’un souche de Trichoderma viride (Godtfredsen, 1965), et la
gliotoxine isolée d’une souche de Trichoderma viride qui est efficace contre Pythium sp.
(Whipps et Lumsden, 1991). Howell (1982) a mentionné la production d’un large spectre
d’antibiotiques par Trichoderma virens tels, la gliovirine, la gliotoxine, le viridian, ainsi
que le viridiol, un dihydrodérivé de la viridine qui inhibe la croissance de certaines plantes
considérées comme des mauvaises herbes en agriculture. On note également la production
d’un inhibiteur ribosomal fongicide, la tricholine, obtenu de Trichoderma viride qui agit
sur Rhizoctonia solani grice a un mécanisme « multi-coups » (Trillas et al., 2006; Lin,
1994). De plus, ’acide heptelidique isolé de Trichoderma viride posséde une activité
antibiotique contre des bactéries anaérobies (Orgaz et al., 2006; Stipanovic e Howell,

1983), Pythium ultimum et Rhizoctonia solani (Howell, 1982).

1.4.1.2. Mycoparasitisme:

Trichoderma spp. s’enroulent autour du champignon pathogéne, pénétre la paroi
cellulaire, introduits ses toxines (tuant alors 1’hote), puis le consument. Ejechia (1997) a
étudié la capacité de Trichoderma viride d retarder la pourriture du bois d’obeche
(Triplochiton sceleroxylon) sur le terrain sur une période de onze mois couvrant les saisons
séches et humides du climat tropical. L’utilisation de Trichoderma viride a été tres
encourageante car cela exprimait une inhibition totale de la pourriture par la présence de
mycoparasitisme. La méme expérience a été effectuée avec Penicillium sp. démontrant que
Trichoderma sp. était deux fois plus efficace que Penicillium sp. Le mycoparasitisme est

associé et suivi de “I’antibiose”. Cook et Rayner (1984) classifient les interactions

11
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mycoparasitiques comme (1) un remplacement (antagonisme unilatéral), (2) une impasse
(antagonisme mutuel), et (3) le mélange (pas d’antagonisme). Le processus du
mycoparasitisme semble étre assez bien expliqué. Cependant, le phénoméne exact
impliqué dans 1’action antagoniste de Trichoderma spp. n’est pas encore bien compris,
mais il semble que ces champignons antagonistes tuent 1’organisme (généralement des
champignons pathogénes) évec certaines toxines et les consument subséquemment en
utilisant ~ une  combinaison de  lysozymes (http://Www.botany.utbronto.ca/

ResearchLabs/MallochLab/index.html).

1.4.1.3. Compétition:

Contrairement a la plupart des pathogénes, étant a croissance rapide, Trichoderma
spp. limitent la croissance des pathogénes en exerg¢ant une forte compétition pour les
nutriments limités. Les nutriments essentiels sont souvent présents a I’échelle du
microgramme dans les habitats naturels de tous les microorganismes, spécialement ceux
présents dans le sol et les plantes. Ceci résulte en une compétition subséquente pour les
nutriments parmi les microorganismes (Leandro et al., 2007; Singh et al., 2007; Trillas et
al., 2006). Récemment, des chercheurs ont également conclu qu’une telle compétition pour
les nutriments occasionnait un stress et menait a augmenter la formation de métabolites
avec des effets antagonistes. Cette compétition affecte donc grandement le caractére
antagoniste 7richoderma spp. De plus, ces champignons antagonistes peuvent aussi
compétitionner et séquestrer les ions métalliques (essentiels pour le phytopathogene
Serpula lacrymans pour la formation d’un complexe non-enzymatique) en relichent des
composes connus sous le nom de sidérophores (Srinivasan ef al., 1992). La faisabilité in
situ de I’exemple précédent n’a pas été vérifiée. Cependant, la possibilité d’une action
multi-antagoniste sur une grande quantité de substrats par Trichoderma spp. ne peut étre

écartée.

1.4.2. Activité inductrice de croissance directe (activité de lutte biologique indirecte)
1.4.2.1. Phytohormone de croissance, vitamines et induction de la défense:

Par le fait qu’il soit un champignon, la production de métabolites comme des
hormones et des vitamines est trés commune dans Trichoderma spp. Plusieurs chercheurs

ont suggéré que la production d’hormones de croissance et I’augmentation du transfert des
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minéraux a la rhizosphére agissait comme facteur primordiaux permettant la performance
spectaculaire des ALB composés de champignons Trichoderma (Prabavathy et al., 2006;
Benhamou et Picard, 1999).

En plus de la nature mycoparasitaire des champignons Trichoderma, I’induction de
la résistance contre les pathogénes des plantes a ¢té reportée par Prabavathy ef al. (2006),
Yedidia et al. (2000), Benhamou et Picard (1999) et Zeilinger et al. (1999). Yedidia ef al.
(1999) a suggéré que I’association de Trichoderma avec la rhizosphére réduirait les
maladies racinaires par ’activation des mécanismes de défense de la plante plutdt que
seulement I’action antagoniste du champignon. L’induction des protéines reliées a la
pathogénicité (PR: pathogenesis related) est le principal facteur controlant I’action
apparente de Trichoderma spp. L’auteur & également mentionné la possibilité¢ de la
présence de différents mécanismes d’induction pour chaque type d’enzyme chitinolytique
et la nécessité de caractériser ces enzymes et leur importance dans les mécanismes de lutte

biologique.

1.4.2.2. Production enzymatique — role dans I’activité des ALB:

Les composés simples (& 1’état assimilable par la plante) sont fournis par les
enzymes lytiques produits.

Outre les composés antibiotiques, Trichoderma spp. sont aussi connus pour €tre des
synthétiseurs prolifiques de polysaccharides lyases, de protéases et de lipases, tous ces
enzymes pouvant jouer un rdle crucial dans la dégradation des cellules de I’hote.
(Benhamou ef Chet, 1993). De plus, des souches de Trichoderma viride ont €té testées
avec succeés pour la présence de chitinase in vitro (Domsch ef al., 1980) alors que
Trichoderma harzianum est connu pour produire des enzymes cellulotytiques (Liu et Xia,
2006; Donzelli et al., 2003; Petenbauer ef Heidenreich, 1992; Harman ef al., 1993; Ahmad
et Baker, 1987). L’importance de ces enzymes pour une activité d’ALB a été répertori€e au

Tableau 1.1.
1.4.2.3. Enrichissement de la rhizosphére:

La présence physique de masse mycélienne dans la rhizosphere sert d’engrais pour

la rhizosphére normale des plantes.
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Lindsey et Baker (1967) ont démontré que la fortification de la rhizosphére causée
par Trichoderma viride, en aidant la croissance de tomates gnotobiotiques (soit, bien
définie, ou aucune microflore), démontre alors I’activité inductrice de croissance par ce

champignon.

1.5. Eaux usées, boues d’épuration et Trichoderma spp.

Trichoderma spp. n’ont pas été beaucoup exploités, premi¢rement dit a I’absence de
procédé commercialement viable. En d’autre mots, la plupart des procédés actuels utilisent
des matieres brutes dispendieuses et obtiennent un faible rendement en spores, un facteur
important pour leur succés comme ALB. Par ailleurs, les eaux usées et les boues
d’épuration constituent d’importants problémes de pollution environnementale et
représentent un défi qu’en a leur destruction. Par conséquent, I’utilisation des eaux usées
municipales et de certaines eaux usées industrielles et leur boue respective pour la
production de ALB a base de champignons Trichoderma semble trés prbmetteuse. Il a été
reporté que plusieurs boues et eaux usées sont riches en composés biodégradables. Ceux-ci
pourraient donc é&tre utilis€ées comme substrat a colt « négatif » pour la production de
Trichoderma spp. Cependant, jusqu’a ce jour, aucune étude n’a été réalisée sur
Uutilisation des eaux usées municipales ou industrielles, ou de leur boues respectives
pour la production de ALB a base de Trichoderma. Cependant, il existe quelques études
rapportant la production efficace a partir de substrats renouvelables (notamment avec des
eaux usées et des boues d’épuration) de biopesticides a base Bacillus thuringiensis
(Tirado-Montiel et al., 2003, 2001; Vidyarthi ef al., 2002, 2001; Lachhab et al., 2001;
Sachdeva et al., 2000).

Tel que mentionné plus tdt, les informations sur ’utilisation des eaux usées et des
boues d’épuration comme maticre brutes pour la production de champignon Trichoderma
demeurent insuffisantes, mais il existe cependant quelques références a ce sujet qui seront
discutées ultérieurement (ex : Karim et Kamil, 1989). Toutefois, aucune de ces études ne
portent sur la production de ALB a partir de ces substrats renouvelables. Récemment,
Molla et al. (2004), Alam et Fakhru’l-Razi (2003) et Molla er al. (2002) mentionnaient
I'utilisation de Trichoderma spp. pour le traitement des caux usées et des boues
d’épuration pour dégrader la matiére organique et les composés organiques toxiques.

Cependant, ces auteurs ne pouvaient envisager 1’idée d’utiliser ces déchets comme matiére
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premiére pour la production de produits a valeur ajoutée comme des ALB a base de

Trichoderma spp. (métabolites antagonistes et spores).

1.6. Production de Trichoderma spp.

Les propagules microbiennes de Trichoderma spp. peuvent étre produites sous trois
formes, 4 savoir, le mycélium, les conidies et les chlamydospores (Lewis ef Papavizas,
1983). Cependant, les trois propagules possédent des caractéristiques distinctes en terme de
productivité, de stabilité et d’activité comme ALB. Il est alors impératif de choisir la forme
idéale de Trichoderma spp. pour leur utilisation en ALB de fagon a activer efficacement
les modes d’action des champignons.

En fait, le mycélium peut avoir une trés bonne activité comme ALB, mais celui-ci ne survit
pas lors des procédés en aval tel que le séchage, donc demeure inutilisable comme ALB
(Amsellem et al., 1999). Par ailleurs, les chlamydospores requiérent une croissance de 2 a
3 semaines et ne peuvent non plus survivre au séchage (Lewis et Papavizas, 1983);
cependant, ils demeurent préférables au mycélium. Les conidies, par contre, possédent une
trés bonne activité de lutte biologique, sont moins susceptibles aux conditions
environnementales et peuvent étre produits rapidement. La production de Trichoderma
spp. sous forme de conidies s’avére donc la meilleure option en regard a son utilisation
comme ALB. Cependant, la présence de mycélium parmi les conidies ne peut étre
éliminée. De plus, la présence simultanée de mycélium et de conidies peut assurer la
présence de nombreux métabolites essentiels (ex. d’antibiotiques) utiles pour ’activité de
ALB. Pour cette raison, la production de Trichoderma spp. contenant des conidies
comme propagules principales ainsi que du mycélium semble étre la meilleure stratégie.
Malheureusement des informations cruciales sur les facteurs contrélant la sporulation chez
les champignons n’ont pas été étudiés en détail, c’est pourquoi la production de spores

demeure un défi de taille. .

Les procédés de production de Trichoderma spp. consistent en des conditions
environnementales et de cultures appropriées et un milieu de culture optimisé.
Généralement, ce procédé peut étre classé en deux catégories ; a) la fermentation liquide
(FL) et b) la fermentation sous forme solide (FS). Ceux deux techniques (FL et FS
possédent certains avantages et désavantages qui sont résumés au Tableau 1.2. De ce

tableau, on retire que la fermentation liquide est plus avantageuse que la fermentation avec
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solides. Cependant, la sporulation doit étre améliorée pour la FL afin de réaliser le plein

potentiel de cette technique.

Tableau 1.2. Avantages et inconvénients des procédés de FL et de FS
FL FS

» Moins exigeant

» S’adapte a la production de masse

» Paramétres opérationnels faciles a contrdler

Faible colit d’opération — besoin minimal

d’agitation et d’aération

Meilleure productivité (rendemeﬁt/temps)

» Facile a manipuler (pompage, lignes
pressurise)

» Compatible avec les bioréacteurs existants » Plus adaptée a la production de petits

volumes

 » Bonne sporulation

eilleur pour la production de certains > Efficace pour certains métabolites

métabolites

1.6.1. Fermentation liquide

Lewis et Papavizas (1982) ont examiné la faisabilité de certains milieux liquides, par
exemple mélasses - liqueur de mais (M-CSL), le nitrate de sucrose (NS), et le tartrate de
glucose (TG) comme milieu de culture (fermentation statique et submergée). Ces auteurs
ont observé que le milieu M-CSL, et le TG étaient supérieurs au milieu NS en FL. Une
concentration maximale de chlamydospores de I’ordre de 10° spores g poids sec de
mycélium a été atteinte, ce qui ne représente pas une valeur tres élevée si I’on transforme
la base de poids sec de mycélium en unité de volume de milieu (par exemple., le nombre
de spores par ml de bouillon fermenté) car le calcul mathématique « du poids sec de
mycélium » était treés inférieur en quantité si on le compare au « volume du bouillon
fermenté », le dénominateur dans cette expression mathématique pour la « concentration

de spores » devient inférieure, donnant alors une valeur apparemment élevée de
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I’expression de la concentration de spores. Une différence de 550 fois a été estimée entre
ces deux unités conventionnelles. Ce probléme requiere une attention particuliére. Par
conséquent, une attention appropriée devrait étre portée a ce fait, sans quoi il faut estimer
le potentiel des ALB d’un produit & base de spores de Trichoderma spp. Par ailleurs, Lewis
et Papavizas (1982) ont démontré avec succés que la fermentation liquide produit
également un nombre comparable de conidies (= 108-10° spores/g mycélium sec) et
davantage de chlamydospores sont formés comparativement au milieu solide. Un
inconvénient du procédé demeure le temps d’incubation trés long (3 semaines) et le colit
des matiéres premiéres, ce qui rend difficile son application a 1’échelle industrielle. Par
dessus tout, la concentration actuelle de spores par ce procédé reste faible, ce qui s’avere
un désavantage majeur pour ce procédé.

Pour la production de spores de Trichoderma spp., I’utilisation de milieu a base de
D-glucose, de cellulose, ou d’amidon soluble a également été rapportée par quelques
auteurs (Gupta ef al., 1997; Saxena et al., 1993). Ceux-ci ont obtenu une sporulation
maximale de ’ordre de 10® spores par ml de bouillon fermenté. Cependant, la production
de spores de Trichoderma spp. pour leur usage en ALB, en utilisant ces substrats, semble
ne pas étre rentable, d0 au coit élevé des matieres premicres. Karim ef Kamil (1989) ont
suggéré I'utilisation des rejets liquides de I’industrie de I’huile comme substrat pour la
production de Trichoderma spp. de maniére a obtenir des protéines brutes, des enzymes et
une masse de mycélium. Cependant, le temps de fermentation était plus long (= 2
semaines) et le potentiel des produits fermentés pour étre utilisés comme ALB n’a pas été
mesuré par ces auteurs. Felse ef Panda (2000, 1999) ont reporté 1'utilisation de carapaces
de crabes non traitées. Olsson et al. (2003) ont utilisé la cellulose, de méme que la chair de
betterave a sucre crue ou traitée sans I’ajout de nutriments, mais ceux-ci ont utilisé des
composés du milieu de Mendels pour le développement de leur inoculation. Dans
I’exemple précédent, les auteurs n’ont pas mesuré les spores mais ont noté une bonne
production d’enzymes cellulolytique et hémicellulolytique. Malgré tout, la seule présence
d’enzyme lytique dans les ALB a base de Trichoderma spp n’est pas suffisante pour
assurer la viabilité lors de son utilisation. En effet, une concentration en spores plus
élevée est également importante, car pendant Uapplication au sol, un nombre plus élevé
de spores pourra assurer une meilleure prolifération de biomasse de mycélium de

Trichoderma spp, ce qui aura une activité antagoniste contre les pathogeénes.
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1.6.2. Fermentation solide

Hutchinson (1999) a évalué la possibilité d’utiliser un compost de fumier de poulet
inoculé avec Trichoderma virens comme ALB contre les mauvaises herbes. Evidemment,
ce procédé apparait plus abordable que ’utilisation de grains de riz humidifié (Howell et
Stipanovic, 1984), ou la mousse de tourbe enrichie. Néanmoins, il est moins efficace
(exige plus de temps =~8 semaines) donc demande plus d’études avant son application
commerciale. Aussi, ’utilisation d’un rejet animal spécifique n’est pas nécessairement une
solution durable (limitation possible sur la disponibilité en regard au moment et a I’endroit)
pour la production de ALB a base de Trichoderma spp. De plus, la sporulation n’a pas été
considérée comme un facteur important, pour cette raison, ce procédé pourrait ne pas étre
efficace a I’échelle de la production. De facon similaire, Trilias et al. (2006) ont évalué le
potentiel de 7. viride pour le compost agricole de 7. viride, cependant, aucun procédé de
production n’a été discuté.

Zheng et Shetty (1998) ont examiné les résidus des usines de transformation
alimentaire (canneberge pommasse) pour la production de ALB orienté sur un inoculum de
Trichoderma spp. Ces procédés se sont avérés cfficaces avec une durée de fermentation
d’environ quatre jours avec une croissance de mycélium suffisante pour avoir une activité
de ALB (en utilisant I’inoculum fongique pour la dégradation de pesticides organochlorés |
dans le sol). Malheureusement, les auteurs n’ont pas mis beaucoup d’attention sur le
niveau de sporulation et le choix: de la matiére premicre pourrait limiter géographiquement
I’installation d’usines de production.

Score et Palfreyman (1994) ont observé I’effet des ALB sur la cellulose et un
milieu de base contenant du glucose. Cependant, leur milieu ne peut étre commercialement
viable dii au colit élevé des maticres premiéres. Certaines matieres brutes comme la chitine
de langoustines (Donzelli et al., 2003), le vieux papier (van Wyk et Mohulatsi, 2003), la
paille de blé oxydée et humide (Thygesen et al., 2003) et les résidus d’€pis de mais (Xia ef
Shen, 2004) ont été évalués pour leur potentiel comme substrat pour la production
d’enzymes par Trichoderma spp. Malheureusement, aucun auteur n’a essayé ces procédés
pour la production de ALB a base de Trichoderma spp. Néanmoins, ces matiéres brutes
pourraient aussi étre examinées pour leur potentiel comme milieu de croissance pour la

production de ALB par Trichoderma spp.
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Il existe plusieurs autres exemples sur l’utilisation de milieux semi-synthétiques
basée sur des milieux minimaux essentiels pour la production Trichoderma spp. (ex. PDA,
Mandels’ pectin agar) (Roco et Pérez, 2001). Ces milieux pourraient étre seulement utilisés
pour la préservation des souches et des recherches avancées sur ces champignons, et non
pour la production a grande échelle dii simplement a leur cofit élevé.

Par conséquent, la validation de la viabilit¢ de ces procédés ne peut étre faite.
Reczey et al. (1996) et Vlaev et al. (1997) ont proposé ’utilisation du bois de saule traité a
la vapeur (une mati¢re lignocellulosique) comme une source de remplacement du glucose
et de la liqueur de mais en milieu de Tanaka. Kansoh et al. (2002) et Petre et al. (1999)
sont quelques exemples supportant Iutilisation de matieres brutes économiques pour des
procédés de production de Trichoderma spp. Tel que mentionné précédemment, la plupart
de ces études se sont concentrées sur la production de métabolites (enzymes et/ou
antibiotiques) et non sur la sporulation, qui est un facteur important pour une application
efficace.

En général, il est rationnel de déduire que les procédés précédemment mentionné ne
peuvent étre exploités simplement a cause du colt trop élevé des matiéres brutes, du
manque d’information sur le potentiel en ALB et la faible productivité de ces milieux en

terme de sporulation et de durée de fermentation.

1.7. Comptage des spores

Une observation commune sur un probléme dans le comptage des spores a €té notée dans
toutes les études discutées jusqu’a maintenant. Dans la plupart des cas, la microscopie a
fond clair utilisant un hémacytomeétre était utilisée pour le dénombrement des spores, mais
cela ne représentait pas véritablement les spores viables (Stentelaire ef al., 2001). Ainsi, le
potentiel comme ALB de ces procédés ne pouvait pas étre estimé convenablement. De
plus, quelques auteurs ont utilisé la technique d’étalement pour le comptage des unités
formatrices de colonies, mais cette méthode est tres difficile a appliquer avec les
champignons en raison de la filtration qu’elle requiére et du risque élevé de faire des
erreurs. D’autres auteurs n’ont pas utilisé la technique d’¢talement et ont plutét opté pour
les techniques alternatives suivantes : (1) mesure de I’ATP- (Gikas ef Livingston, 1993) —
dans cette technique, la biomasse cellulaire (mycélium et/ou spores) pouvait étre corrélée

avec la concentration totale et dissoute de I’ATP, mais la quantification précise des spores
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est difficile ou impossible; (2) mesure de ’activité de la déshydrogénase (DH) — un sel de
tétrazolium est réduit en une molécule colorée de formazan par les DH cellulaires
spécifiquement produites par des cellules viables (Stentelaire et al., 2001). Cependant,
I’estimation du nombre de spores des ALBs a base de Trichoderma spp. peut seulement
étre effectuée avec la technique d’étalement pour le comptage des unités formatrices de
colonies. Ainsi, il faut accorder une grande importance a ce probléeme pour faciliter

P’évaluation de la production de conidies par Trichoderma spp.

1.8. Facteurs régissant la sporulation et I’activité comme ALB
1.8.1. Inoculum

La morphologie des champignons et le déroulement de la fermentation sont
principalement affectés par le volume, le type (spores ou cellules végétatives) et 1’age de
I'inoculum. Dans le passé, plusieurs auteurs ont tenté de standardiser un inoculum du
champignon Aspergillus niger pour la production d’acide citrique en fermentation sous
culture submergée (Domingues et al., 2000; van Suijdam e al., 1980; Clark, 1961; Steel et
al., 1954; Martin et Waters, 1952). Leurs résultats suggéraient que de fortes concentrations
en spores (> 10°-10° spores/ml) n’étaient pas bonnes pour la formation d’agrégats et la
sporulation. Ainsi, ces études suggerent que les inoculums (sous la forme de spores) ne
jouent pas un role direct dans la sporulation. Néanmoins, ils pourraient étre importants
pour la production de métabolites et de masse mycélienne qui sont responsables pour
I’activité comme lutte biologique (LB). Eventuellement, le type, la quantité et I’dge de

Uinoculum doivent étre explorés pour améliorer la sporulation.

1.8.2. Composition du milieu
1.8.2.1. Ratio C:N

Une variation du ratio carbone : azote (C:N) dans le milieu peut contribuer a la
sporulation (production de conidies) de Trichoderma spp.. Olsson et al. (2003) ont étudié
I’initiation de la phase de sporulation de Trichoderma reesei Rut-30 et ont remarqué que la
diminution du ratio C:N ratio avait un effet défavorable sur la sporulation. Cependant, les
auteurs n’avaient pas quantifi¢ la sporulation. Une étude réalisée par Maheshwari (1999)
sur Neurospora crassa a donné des résultats en accord avec ceux de Olsson et al. (2003).

Bosch et Yantorno (1999) ont observé des résultats différents avec Beauveria sp. Les
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auteurs ont rapporté qu’une diminution du ratio C:N pouvait étre favorable pour la
sporulation lorsque la concentration en carbone est faible, alors que le contraire survenait a
une forte concentration en carbone. Ainsi, la modification du ratio C:N reste une option
viable pour des études ultérieures sur processus de sporulation de Trichoderma spp.
dans le but d’augmenter la concentration en spores.

Score et Palfreyman (1994) ont utilisé un milieu complexe standard (extrait de malt
avec agar, MEA) et un milieu minimal essentiel (MME) congus pour simuler le ratio C:N
du bois infecté par des pathogénes. Dans le MME, la composition de I’azote (L-
asparagine) et du fer (FeCls) variait respectivement de 0.4 mM a 7.9 mM et de 0.01 mM a
0.1 mM alors que, dans le MEA, les concentrations étaient de 40 mM et de 0.34 mM pour
I’azote et le fer respectivement. Encore une fois, ces auteurs n’ont pas mesuré la
concentration en spores. Cependant, leur étude supporte le fait que les composés chimiques
du milieu peuvent avoir un effet significatif sur la nature de l'interaction comme ALB.
Leurs résultats ont aussi révélé le fait que Trichoderma spp. peut étre significativement
antagoniste méme a un faible contenu en azote. Ainsi, toute augmentation du ratio C:N qui
diminue le contenu en azote n’affecterait pas 1’activité comme ALB de ces champignons.
En d’autres mots, les substrats avec des ratios C:N élevés (>8) pourraient étre béneﬁques
pour la sporulation et Pactivité comme ALB. 1l est intéressant de constater que, tel que
mentionné dans les sections précédentes, diverses eaux usées et boues d ’é’puration dont le
ratio C:N se situe dans cette intervalle (>8—12) de valeur pourraient étre des substrats de
choix. En conclusion, le ratio C:N affecte le processus de sporulation (concentration finale
en spores) et doit étre étudié dans le cas de matieres premiéres économiques comme les

caux usées et les boues d’épuration.

1.8.2.2. Nature des sources de carbone et d’azote

La sporulation de Trichoderma spp. est grandement affectée par la nature des
sources de carbone et d’azote utilisées comme substrat. Olsson ef al. (2003) ont observé
que la sporulation était retardée en augmentant la disponibilité des sources de carbone (par
des prétraitements). Malheureusement, les auteurs n’ont pas mesuré la quantité de spores et
des conclusions exactes n’ont pu étre émises. Cependant, Maheshwari (1999) et Bosch et
Yantorno (1999) ont mentionné que la complexité de la source de carbone induit la

sporulation de divers champignons. D’un autre coté, Pascual (1997) a observé que la
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peptone, les acides aminés libres (ex. : arginine), le mannose, le xylose et le fructose
induisent des niveaux élevés de sporulation. Basés sur ces faits, il est possible que
DUexploration de diverses sources de carbone et d’azote et leur pré-traitement soient une
facon d’induire la sporulation. Ainsi, ’addition de quelques sources de carbone
complexes ou simples et/ou des sources d’azote aux eaux usées ou aux boues d’épuration

pourrait étre favorable au processus de sporulation.

1.8.2.3. Addition de composés induisant la sporulation

L’introduction de quelques agents déclencheurs peut étre aussi favorable au
processus de sporulation. Ces agents peuvent étre des ions métalliques comme le
manganese (Papagianni, 2004) ou des composés organiques complexes. Roncal et al.
(2002) ont identifié le conidiogénol, la coniodiogénone et les diterpénes tétracycliques qui
ont des activités fortes et sélectives sur la conidiogénése chez Penicillium cyclopium. Ces
découvertes sont encore a une étape initiale et elles pourraient étre utiles dans les
applications a une étape plus avancée. Néanmoins, selon ces études, il apparait que
Uintroduction de quelques ions métalliques et/ou des composés complexes dans le milieu
de culture pourrait induire la sporulation. Heurcusement, les eaux usées et les boues
d’épuration sont des sources riches de différents métaux et de composés complexes, ce qui

pourrait alors étre utile pour atteindre une forte concentration en spores.

1.8.3. Parameétres environnementaux

Des paramétres environnementaux, soit la température, le pH, I’oxygeéne dissout, le gaz
carbonique dissout, I'humidité et la rhéologie, sont cruciaux pour la croissance de tous les
champignons et peuvent aussi jouer un role important dans la sporulation. D’aprés la
littérature, la température est un paramétre peu important pour la sporulation (Carlsen,
1995) alors que le pH du milieu joue un rdle important. Bien que les champignons
Sormant des conidies peuvent croitre a une vaste gamme de pH, ils croissent et sporulent
de facon maximale a une valeur prés du pH neutre (Papagianni, 2004). L’oxygéne
dissout et le carbone organique dissout peuvent jouer un role dans Uinduction de la
sporulation, probablement en imposant des conditions de stress a la culture. La
sporulation chez les champignons est aussi un important mode de reproduction et c’est

pourquoi il est attendu que la sporulation de Trichoderma spp. pourrait étre corrélée a leur
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quotient respiratoire (RQ). Ainsi, une étude en fermenteur devrait étre réalisée afin de
vérifier ces faits. Felse et Panda (2000) ont étudié I’effet des conditions d’agitation sur
Trichoderma sp. et les auteurs ont déduit que des conditions d’agitation extrémes n’étaient
pas bonnes pour la croissance et la sporulation. De plus, ces paramétres environnementaux
ont été optimisés par plusieurs chercheurs pour différents milieux conventionnels. Ces
parametres pourraient étre optimisés pour atteindre la sporulation dans le cas des eaux
usées et des boues d’épuration comme matiére premiére, principalement a cause des

caractéristiques non Newtoniennes de ces milieux.

1.8.4. Technique de fermentation

Afin d’effectuer les manipulations proposées en considérant les parametres régissant la
sporulation et I’activit¢ ALB (tels que mentionnés précédemment), des techniques de
fermentation spécifiques sont requises. Des études concernant les modes de culture comme
les cultures en continu ou en “fed-batch” permettraient de mieux controler la
concentration de substrat (concentration en solides, ratio C:N), de la biomasse
(mycélium et/ou concentration en spores), d’addition simple ou multiple de nutriments
(stratégie d’alimentation pour des substrats complexes ou simples). Cela permettrait alors

d’élaborer une stratégie pour induire la sporulation.

1.9. Besoins pour ’application et solutions conventionnelles ou futures
Pour Trichoderma spp., les besoins d’application peuvent varier de 10" a 10" spores
viables par hectare de terrain (http://www.shaktibiotech.com; http://www.nutri-tech.com).
De plus, pour quelques champignons (Beauveria sp., Paecilomyces sp., Metarhizium sp.),
Vega et al. (2003) ont suggéré que la concentration maximale a appliquer sur le terrain soit
de 10" spores viables par hectare. Ainsi, une base standard de 10"~ 10" spores par
hectare comme standard pour les besoins de ’application sur le terrain de Trichoderma
spp. serait efficace et économique.

Il existe sur le marché quelques formulations de 107-10® spores par gramme de
produit. Cependant, les substrats coliteux a rendement faible ou modéré (en termes de
spores) comme le glucose, la liqueur de macération du mais et I’amidon soluble de ces

formulations ne leur permettent pas d’étre des ALBs économiquement viables. D’un autre

coté, les produits basés sur des substrats conventionnels (glucose, amidon soluble et
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liqueur de mais) ou bons marchés contiennent normalement de 10°-10 spores par gramme
de produit (Cho et Lee, 1999), ce qui demande de grandes quantités de produits pour
obtenir une action antagoniste efficace. Afin de surmonter la limite liée au nombre de
spores, Amsellem er al. (1999) ont proposé des méthodes de préservation de la masse
mycélienne de quelques champignons antagonistes. Cependant, il y avait des inconvénients
(forte perte de viabilité des mycéliums) et les méthodes ne pouvaient pas étre directement
appliquées a d’autres champignons comme Trichoderma spp. dans le cas présent. Quelques
chercheurs ont méme proposé des techniques avancées comme la manipulation génétique
pour accroitre la production de spores et/ou de métabolites impliqués dans la lutte
biologique. Puyesky et al. (1999) ont exploré une protéine de surface d’une conidiospore
de Trichoderma sp. afin de comprendre et d’améliorer le processus de sporulation.
Cependant, leurs travaux étaient encore a I’étape préliminaire et requic¢rent des efforts
additionnels avant toute application. D’autres auteurs ont aussi proposé d’utiliser la
manipulation génétique pour accroitre la production d’enzymes impliquées dans I’action
- antagoniste (Mandels ef Andreotti, 1978; Nevalainen et al., 1980; Durand et al., 1988;
Szengyel et al., 2000; Zaldivar et al., 2001) (Tableau 1.2). De plus, Hanson et Howell
(2002) ont utilisé la manipulation génétique pour combiner les meilleures caractéristiques
de deux différentes souches de champignons Trichoderma par la fusion de protoplastes. Ils
ont combiné une souche fortement antagoniste et une souche hautement tolérante de
Trichoderma sp. pour obtenir une seule souche avec les deux propriétés. Il est possible que
des manipulations génétiques méticuleuses puissent fournir des solutions durables pour des
ALBs fortement efficaces (forte production de spores et forte viabilité) puisque des auteurs
ont rapporté des souches stables de Trichoderma spp. génétiquement modifiées
(Prabavathy et al., 2006; Harmann et Bjorjmann, 1998). Malheureusement, 1’utilisation
d’organismes génétiquement modifiés et de produits font face a des restrictions dans
plusieurs pays, ce qui décourage I’utilisation de cette option potentiellement viable jusqu’a
un certain point. Finalement, des composés induisant la sporulation ont aussi été proposés,
mais ces options sont encore trop ¢lémentaires pour leur utilisation a 1’échelle réelle.
Il est possible d’affirmer que, pour une production économique et efficace d’ALBs
a base de Trichoderma spp., une nouvelle gamme de substrats doit étre explorée pour
surmonter les faibles rendements en spores et les colits élevés de la matiére premiere. La

réalisation d’expériences avec différentes eaux usées et boues d’épuration pourrait fournir
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une solution durable a ce type de production comme c’est le cas pour Bacillus
thuringiensis. De plus, certaines eaux usées municipales et industrielles et boues
d’épuration peuvent étre des sources trés riches de carbone, d’azote, de phosphore et
d’autres nutriments essentiels pour plusieurs procédés microbiens. Ces rejets contiennent
souvent des polluants organiques comme des résidus de pesticides (ex.: pesticides
organochlorés) et les souches de Trichoderma spp. sont trés efficaces pour dégrader ces
polluants (Zheng et Shetty, 1998). Ces rejets peuvent aussi contenir des métaux toxiques et
les souches de Trichoderma spp. peuvent tolérer et méme normaliser les fortes
concentrations en métaux (par chélation des ions métalliques; Morales-Barrera ef al., 2006;
Srinivasan ef al., 1992). Le fait soulevé précédemment renforce et encourage l’idée
d’utiliser ces rejets comme substrats pour les ALBs basés sur Trichoderma spp.. Cette
gamme de substrats alternatifs contient divers composés complexes avec les composantes
essentielles. Ainsi, il est possible que 'un d’eux détienne des composés susceptibles
d’induire la sporulation et peut-étre méme la croissance végétative du champignon.

Enﬁn, la demande importante pour des ALBs basé€s sur Trichoderma spp. et la
demande subséquente pour de grandes quantités de déchets serviront a deux fins : (1)
production durable d’ ALBs basés sur Trichoderma spp.; et (2) gestion des déchets par une
pratique novatrice et conipatible avec P’environnement (réduction des émissions de gaz a
effet de serre générés par I'incinération et des risques d’épandage des déchets dans les
champs). Ces boues pourraient étre utilisés dés maintenant pour la production d’ALBs
basés sur Trichoderma spp. en autant qu’ils respectent les normes réglementaires pour le

contenu en métaux.

1.10. Conclusions

Ainsi, interprétation faite de la littérature indique que le succes des ALBs basés sur
Trichoderma spp. est possible si les facteurs pertinents dans le procédé de production sont
considérés dans I’ensemble, ¢’est-a-dire, I’approvisionnement en matiere premicre, du
procédé de fermentation, la commercialisation, [’utilisation sur le terrain et les impacts
environnementaux. De plus, toutes les études sur Trichoderma spp. répertoriées
précédemment étaient marquées par des inconvénients au niveau de I’efficacité du produit
et de I’aspect économique du procédé. D’un autre coté, plusieurs eaux usées et boues

d’épuration possédent tous les nutriments essentiels pour la fermentation microbienne et
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leur potentiel comme matiéres premiéres alternatives peut étre exploré. Ainsi, selon la
revue de la littérature, les problémes majeurs qui ont été examinés dans cette étude sont

présentés comme suit :

1.10.1. Production économique de conidies et de mycélium de Trichoderma spp.

L utilisation de matiéres premiéres semi-synthétiques comme le milieu de Mendel,
M-CSL (mélasses - liqueur de mais) et tartrate de sodium (ST) permet d’obtenir un
rendement en spores (10°~107 spores ml™"/ spores g™') qui est satisfaisant jusqu’a un certain
point pour I’application sur le terrain. Cependant, les colts élevés pour ces matiéres
premicres nuisent a leur commercialisation. De plus, les besoins standards pour
I’application des ALBs basés sur Trichoderma spp. (10'°-10"" spores/ hectare) pourraient
ne pas étre accomplis avec ces substrats semi-synthétiques.

Afin de contrer les colts élevés, les milieux semi-synthétiques ont été substitués
par des déchets agricoles et industriels comme les résidus de la transformation du blé ou du
riz ou de la culture de canneberges. Malgré leur colt moindre, de faibles rendements en
spores et en activité comme ALB limitent la commercialisation des procédés basés sur ces
matieres premieres alternatives. De plus, la nature non ubiquiste de ces déchets s’avere
contraignante pour la production d’ALBs basés sur Trichoderma spp. tout au long de
I’année.

Des modes d’action bien définis pour les ALBs jouent un rdle crucial dans le
succés commercial. A titre d’exemple, depuis les quatre derniéres décennies, les
biopesticides basés sur Bacillus thuringiensis ont dominé le marché des biopesticides et en
raison des modes d’action et des techniques de bioessai ou de quantification de la

croissance qui sont bien établis.

1.10.2. Gestion des eaux usées et des boues d’épuration

Une station typique de traitement des eaux usées génere des quantités considérables
de déchets solides désignés comme des « boues ». La gestion des boues est depuis
longtemps considérée comme un enjeu principal dans le traitement des eaux usées. Il existe
différentes méthodes pour la disposition et la réutilisation des boues comme 1’incinération,
I’enfouissement et 1’épandage agricole. Les avenues de disposition sont souvent des

options inévitables et englobent plusieurs problémes secondaires en réintroduisant des
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polluants. Cependant, I’emphase est maintenant mise sur les avenues durables de la gestion
des boues. Cela est défini comme “la valorisation” des boues ou elles sont recyclées et
retournées dans les cycles biogéochimiques a travers des options compatibles avec
I’environnement. Divers produits a valeur ajoutée ont été développés ou sont en voie de
I’étre comme des adsorbants, des matériaux de construction, des huiles, des biopesticides,
des enzymes, des biofloculants, des amendements pour les sols, etc.

Quelques auteurs ont reporté 'utilisation de Trichoderma spp. pour le traitement des eaux
usées et des boues d’épuration, mais pas pour la production d’ALBs. Ainsi, la production

d’ALBs basés sur Trichoderma spp. a partir de ces rejets reste un sujet d’intérét a explorer.

| 1.11. Hypothéses et objectifs

Le développement d’un procédé de production pour des ALBs a base de
Trichoderma spp. commercialement viables requiert de faire divers essais pour: (i)
sélectionner les matiéres premiéres compatibles avec les champignons Trichoderma; (ii)
développer de méthodes rapides et fiables pour la mesure de croissance du champignon;
(iii) optimiser les paramétres de fermentation; (iv) mettre a 1’échelle le procédé optimisé;
(v) formuler le produit antagoniste; (vi) les bioessais du produit antagoniste formulé (in
vitro et in situ); et (vii) évaluer le produit final pour son enregistrement comme ALBs.

Dans ce contexte, I’objectif global de cette étude est divisé comme suit :

1.11.1. Hypothéses
Les hypothéses suivantes ont été formulées en se basant sur les connaissances

actuelles de la production de Trichoderma spp. et de leur utilisation comme ALBs:

1.  Un procédé de production d’ALBs basés sur Trichoderma spp. peut €tre
commercialement viable si des eaux usées et des boues d’épuration sont
utilisées comme matiere premiere lors de la fermentation liquide.

2. 1l y a une grande possibilité que la présence de substrats complexes dans les
eaux usées et les boues d’épuration contribue A atteindre une plus forte

sporulation et activité comme ALBs lors de la fermentation par Trichoderma

Spp.
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La production de diverses eniymes lytiques par Trichoderma spp. dans les
boues pourrait a la fois servir a la lutte biologique et a la dégradation de
composés organiques toxiques présents dans le sol.

Un grand marché d’ALBs a large spectre (biopesticide et promoteur de
croissance végeétale) en agriculture utiliserait une quantité substantielle d’eaux
usées et de boues d’épuration et aurait par conséquent un impact significatif

sur leur gestion.

1.11.2. Objectifs majeurs en ordre chronologique

1.

Développement d’une technique modifiée d’étalage sur plaque pour le
compte des unités formatrices de colonies conidiales de champignon
(Trichoderma spp.).

Etude des boues d’épuration des eaux usées comme milieu pour la
croissance de Trichoderma sp. et des prétraitements de boues pour accroitre
la production de spores et I’activité d’ALB. Des études d’optimisation pour
le pH, la température, le volume de I’inoculum, le type d’inoculum (spores
et/ou mycélium), et ’dge de I’inoculum dans le cas de ’utilisation des
boues d’épuration comme milieu.

Etude des eaux usées industrielles et des boues d’épuration comme milieux
pour la production de spores de Trichoderma sp. et I’obtention de 1’activité
comme ALB.

Estimation de la sporulation de Trichoderma sp. par une technique
élternative (mesure de I’ATP).

Réalisation de bioessais avec les cultures sur Pétri et des formulations de
boues déshydratées de Trichoderma sp. pour évaluer la stimulation de la
croissance végétale et le potentiel antagoniste envers des phytopathogeénes
importants.

Les études préliminaires de production industrielle en fermenteur avec des
eaux usées et des boues d’épuration.

Etude technico-économique du procédé développé pour diverses eaux usées

et boues d’épuration.
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1.12. Originalité

Selon la revue de littérature, la production de propagules de Trichoderma (spores et/ou
mycélium) a partir d’eaux usées industrielles et de boues d’épuration pour leur
utilisation comme ALBs n’a pas encore été explorée. Ainsi, le développement de procédé
pour la production de propagules de Trichoderma sera unique. De plus, les bioessais
proposés pour les formulations de Trichoderma basées sur ces matiéres premiéres

JSourniront des résultats exclusifs sur leur potentiel comme ALBs.

1.13. Sommaire du contenu de la thése
1.13.1. Chapitre 2: Les champignons pour la bioremédiation et la lutte biologique

Ce chapitre comprend deux parties. La premiere partie informe de fagon exhaustive
sur le rdle des champignons en bioremédiation de sol. Il a été conclu que les champignons
sont d’importants agents de bioremédiation. Actuellement, divers champignons sont
utilisés avec succés au niveau du laboratoire et aux échelles pilotes et commerciales. De
plus, leur grand potentiel comme bioremédiateurs a €té classé sur la base de leur capacité
de bioremédiation comme les saprophytes et les champignons mycorhiziens. Les
champignons Trichoderma spp. ont été rapportés par plusieurs auteurs pour leur habilité a
améliorer les sols en raison de leur capacité a dégrader plusieurs pesticides chimiques
toxiques dans le sol. Par conséquent, I’application de Trichoderma spp. dans les sols
pourraient servir a la fois pour dégrader les toxines et pour la lutte biologique. Cependant,
malgré les utilisations commerciales, seulement trés peu d’information est disponible dans
la littérature en ce qui concerne leur production comme antagoniste. Ainsi, la deuxiéme
partie du chapitre 2 présente le potentiel de lutte biologique des champignons et discute en
détails des avantages additionnels quant a I’utilisation Trichoderma spp. antagonistes

comme ALBs.

1.13.2. Chapitre 3: Biodégradation et rhéologie des boues d’épuration et pfoduction
d’ALBs a base de T. viride
Dans le présent travail de recherche, T. viride a €t€ considéré comme une souche
antagoniste commerciale de champignon Trichoderma. Dans le chapitre 3, la production de
T. viride a partir des boues d’épuration a été discutée en trois étapes. Dans la premiere

partie, la biodégradation des boues d’épuration a été étudiée de fagon détaillée en utilisant
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un consortium de microorganismes aérobies et en comparant avec 7. viride. Les résultats
de cette étude suggéraient que les boues d’épuration pouvaient étre directement
biodégradées par Trichoderma spp. Cependant, les boues requéraient une étape
additionnelle de prétraitement en raison de leur rhéologie complexe. Dans la seconde
partie, la concentration en solides des boues et différentes étapes de prétraitement ont €té
étudiées en détails. De plus, afin d’établir le potentiel comme ALB, un bioessai avec les
boues fermentées par T. viride contre des insectes est présenté. Finalement, dans la
troisiéme partie, une ¢tude en fermenteur de 7. viride sur boues d’épuration est présentée
afin de valider le potentiel de ce champignon comme ALB avec des résultats de bioessais

sur des plantes, des insectes et des phytopathogenes fongiques.

1.13.3. Chapitre 4: Eaux usées industrielles et boues déshydratées comme matiére premicre
potentielle pour la production de 7. viride et boues déshydratées comme agent
¢épaississant pour la formulation.

Ce chapitre est divisé en quatre parties. La premiére partic aborde une étude
détaillée sur différentes matiéres premicres pour atteindre une plus forte activité comme
ALBs en réalisant une culture axénique de champignon 7. viride en fioles.
Particulierement, un milieu synthétique sur de 1’amidon soluble, des boues d’épuration
déshydratées, des boues d’épuration de fromagerie, des eaux usées prétraitées et traitées de
papetiere et des eaux usées d’abattoir ont été testés pour la production de conidies et de
protéases de 7. viride. Cette étude indiquait que les eaux usées d’abattoir avaient I’activité
antifongique la plus élevée avec une production modérée de conidies. Les résultats ont
montré que la formulation séche de conidies de 7. viride (jusqu'a 19,2 kg de boues
déshydratées par litre de bouillon fermenté) était viable en termes d’unités formatrices de
colonies résiduelles (environ 70% de viabilité aprés un mois a 25+1°C et environ 90%
apres six mois & 4+1°C). La deuxiéme partie du chapitre 4 aborde une étude intensive sur
les eaux usées de I’industrie de I’amidon qui ont permis d’atteindre la plus forte production
de conidies. De plus, les eaux usées de 1’industrie de I’amidon ont aussi été testées dans
des fermenteurs de laboratoire pour déterminer la faisabilité d’une production de conidies
de T. viride a plus grande échelle. Une étude sur I’aération et I’agitation a aussi été réalisée
avec les eaux usées de I’industrie de I’amidon pour minimiser la consommation d’énergie

et elle fait ’objet de la troisiéme partie. Dans la quatriéme partie, 1’étude de la
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fermentation en mode “fed-batch” avec les eaux usées de I’industrie de 1’amidon est
présentée et les bioessais sur les plantes avec les eaux usées de I’industrie de I’amidon

fermentées sont aussi discutés.

1.13.4. Chapitre 5: Analyse technico-économique du procédé de production d’ALBs basés
sur 7. viride
Ce chapitre comprend une analyse de la faisabilité pratique des ALBs basés sur T.
viride. L’analyse faite avec différentes matiéres premiéres alternatives suggére que les
boues d’épuration prétraitées et les eaux usées de I'industrie de [’amidon sont des options

faisables pour la production commerciale de 7. viride.
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Biorémédiation par les champignons

Résumé

Les champignons sont des agents de biorémédiation importants. Ils ont été utilisés
avec succes a différents niveaux (laboratoire, pilote, commercial) avec de fréquents
ajustements. Leur grand potentiel comme biorémédiateurs a incit¢ la communauté
scientifique a les classer dans diverses catégories basées sur leurs capacités en
biorémédiation, par exemple les saprophytes (champignons causant la carie blanche ou
brune) et les champignons mycorhiziens. Les contaminants potentiels comme les déchets
de munition, les pesticides, les organochlorés, les biphényls polychlorés (BPCs), les
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les colorants synthétiques, les
préservatifs du bois et les polymeéres synthétiques peuvent étre dégradés en des formes
moins nuisibles suite a un traitement par les champignons. Cependant, plusieurs
champignons lignolytiques sont éprouvés pour décomposer une grande variété de
composés récalcitrants grace a leur systéme enzymatique non spécifique. Les champignons
lignolytiques apparaissent comme étant tout aussi efficaces pour traiter les contaminants
dans les sols et les eaux. Les symbioses mycorhiziennes (champignons ectomycorhizes, a
arbuscules, éricoides et orchides) contribuent & la dégradation de plusieurs composés
xénobiotiques par un consortium de champignons qui résistent différemment a 1’attaque
par un ou quelques organismes. En opposition avec 1’application de champignons causant
la carie blanche (CCB), la présence naturelle des champignons mycorhiziens dans la
rthizosphére serait un important avantage. Cependant, leur croissance lente constitue 1’une
des contraintes a 1’utilisation des champignons mycorhiziens en biorémédiation.

Les champignons peuvent également étre exploités afin d’extraire (mise en solution
des métaux par des procédés de biolixiviation) ou d’immobiliser des métaux (récupération
des métaux par adsorption par des procédés de biosorption).

Il est proposé que la présence de conditions environnementales adéquates pour la
flore microbienne indigéne stimule le processus de biorémédiation et, par conséquent, la
croissance de plantes. Il existe différentes formulations commerciales en biorémédiation
congues pour divers besoins et, de fagon intéressante, une majorité d’entre-elles
contiennent des inoculums de champignons, ou encore, des stimulateurs de croissance pour

les champignons biorémédiateurs.
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Mots clés: Biorémédiation, champignon, lignolytique, mycorhizes, saprophytes,

champignon de la carie blanche.

Abstract

Fungi are important bioremediation agents. They have been successfully used at
laboratory, pilot and commercial levels with frequent modifications. Their immense
potential as bioremediators has stimulated the scientific community to further categorize
fungi on the basis of their remediation capabilities, e.g. saprotrophs (white rot and brown
rot fungi) and mycorrhizal fungi. Potential contaminants like munition wastes, pesticides,
organochlorines, polychlorinated biphenyls (PCBs), polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs), synthetic dyes, wood preservatives and synthetic polymers can be degraded or
converted into less nuisance forms via fungal treatments. Several ligninolytic fungi,
however, have been shown to decompose a large variety of recalcitrant compounds due to
their non-specific enzyme systems. Ligninolytic fungi appear to be equally effective in
treating contaminants associated with soil or water. Mycorrhizal symbioses
(ectomycorrhizal, arbuscular, ericoid and orchid fungi) of fungi help in degradation of
many xenobiotics by a consortium of large group of fungi, which are otherwise resistant to
attack by a single or, a few organisms. In contrast to application of white rot fungi (WRF),
the natural presence of mycorrhizal fungi in rhizosphere would be a definite advantage.
However, slower growth, dependency on plant/tree root systems, and fungal biomass are
some of the constraints of mycorrhizal fungi in bioremediation.

Benevolent speciation of metals in environment by fungi is another widely studied
and implemented mode of bioremediation. In general, metal speciation ability of
microorganisms is due to their mobilization or immobilization processes that control
transportation of metal species between soluble and insoluble phases.

It is proposed that the presence of adequate environmental conditions for native
microbial flora would stimulate the remediation process and consequently plant growth
promotion. There are several of commercial/proprietary formulations for soil remediation
designed for different requirements, interestingly, a majority of them either contain inocula
of fungi or, growth enhancers for bioremediator fungi.

Keywords: Bioremediation, fungi, ligninolytic, mycorrhizal, saprotrophs, white-rot.
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1 Introduction

Fungi are important bioremediation agents. They have been successfully used at
laboratory, pilot and commercial levels with frequent modifications. Their immense
potential as bioremediators has stimulated the scientific community to further categorize
fungi on the basis of their remediation capabilities, e.g. saprotrophs (white rot and brown
rot fungi) and mycorrhizal fungi (Meharg and Cairney, 2000). Potential contaminants like
munition wastes, pesticides, organochlorines, polychlorinated biphenyls (PCBs),
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), synthetic dyes, wood preservatives and
synthetic polymers can be degraded or converted into less nuisance forms via fungal
treatments (Pointing, 2001). Even though bacteria, algae, and plants are able to perform
decontamination, their applications are limited by their low treatment efficacies. In most
cases, xenobiotic chemicals are extremely resistant to biodegradation by native flora and
fauna (Fernando and Aust, 1994). Several ligninolytic fungi, however, have been shown to
decompose a large variety of recalcitrant compounds due to their non-specific enzyme
systems (Novotny et al., 2004). Ligninolytic fungi appear to be equally effective in treating
contaminants associated with soil or water. However, their proliferation in contaminated
soil is highly susceptible to competition from native microbes, thereby warrants, bulking
agents (as supplementary nutrient) like peat moss, bran flakes, and pine wood shavings
(Meysami and Baheri, 2003).

Mycorrhizal symbioses (ectomycorrhizal, arbuscular, ericoid and orchid fungi) of
fungi help in degradation of many xenobiotics by a consortium of large group of fungi,
which are otherwise resistant to attack by a single or, a few organisms (Meharg and
Cairney, 2000; Allen et al., 1995; Clapp et al., 1995; Perotto et al., 1996; Gardes and
Bruns, 1996; Dahlberg et al., 1997; Liu et al., 1998). The need of mycorrhizal symbioses
arose from some of the drawbacks of phytoremediation technology which has serious
environmental implications, e.g., bioaccumulation of contaminants into plants and their
subsequent entry into wild-life food chains (Andersbn et al., 1993). In contrast to
application of white rot fungi (WRF), the natural presence of mycorrhizal fungi in
rhizosphere would be a definite advantage. However, slower growth, dependency on
plant/tree root systems, and fungal biomass are some of the constraints of mycorrhizal
fungi in bioremediation (Lappin et al., 1985; Donnelly and Fletcher, 1994; Meharg and
Cairney, 2000).
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Benevolent speciation of metals in environment by fungi is another widely studied
and implemented mode of bioremediation (Lovley and Coates, 1997; Eccles, 1999).
Furthermore, in addition to metals, speciation and mobility of other elements, including
carbon, nitrogen, sulfur and phosphorus are fundamental to biogeochemical cycles
implications for plant productivity and human health (Gadd, 1999, 2002, 2004; Verrecchia
and Dumont, 1996). In general, metal speciation ability of microorganisms is due to their
mobilization or immobilization processes that control transportation of metal spécies
between soluble and insoluble phases (White et al., 1997, 1998; Sreekrishnan and Tyagi,
1994; Vachon et al., 1994).

Currently, there are some commercialized/proprietary processes, claiming
simultaneous execution of bioremediation and growth factor enhancement of soil for
agricultural purposes (Walker, 2003). These processes normally comprise of application of
fertilizer and pésticide in combination with specific carbohydrate-based surfactant. It is
proposed that the presence of adequate environmental conditions for native microbial flora
would stimulate the remediation process and consequently plant growth promotion. There
are several other type.s of commercial/proprietary formulations for soil remediation
designed for different requirements, interestingly, a majority of them either contain inocula
of fungi or, growth enhancers for bioremediator fungi (Gill, 1996, 1997; Bennett et al.,
2001; Walker, 2003). |

This chapter will broadly circumscribe important developments in saprotroph and
mycorrhizal fungi associated soil bioremediation processes aimed at application and their

known modes of action. Few case studies are presented for well accounted processes.

2 Saprotrophic Fungal Processes

White-rot fungi (WRF) are the most studied fungi among saprotrophs (WRF,
brown-rot fungi, litter-decaying fungi) for soil bioremediation (Figure 1). It is a
physiological classification rather than taxonomic, comprising those fungi that have a
panoply of lignin degrading enzymes (Pointing, 2001). The name white-rot signifies the
appearance of wood attacked by these fungi, in which lignin removal results in a white
appearance of the substrate. The lignin degrading characteristic of WRF facilitate in soil
bioremediation in two ways — (1) capability to degrade a wide range of highly recalcitrant

organopollutants with structural similarities to lignin (Figure 2, Pointing, 2001); (2) WRF
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as well as other microbial flora nourish from bioavailable substrate obtained from lignin
- degradation. Mostly basidiomycetes, and a few ascomycete genera (Figure 1) are capable
of white-rot decay (Eaton and Hale, 1993). Table 1 lists some WRF-mediated soil
bioremediation processes, grouped on the basis of pollutants treated.
Various recalcitrant pollutants described in the following sections, have been

categorized on the basis of their end-use and similarity in chemical class.

Figure 1. Schematic sketch of Saprotrophs, and mycorrhizal fungi.

2.1  Synthetic Dyes, Pesticides and Polychlorinated Biphenyls

These pollutants are introduced into environment by agricultural sanitization,
textile dyeing, paints, refineries and electrical industries (Novotny et al., 2001). These
pollutants are of great environmental concern because of their abundance and high toxic,
carcinogenic and reproductive effects on animal and humans. About 632 million tons of
PCBs have been produced for transformer oil (1929—1970, Rojas-Avelizapa et al., 1999;
Duke et al., 1970; INE., 1995; Hutzinger et al., 1974). Inadequate use of these oils, lack of

~ proper storage and disposal of spent oils, and accidental spillage has caused serious
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contamination problems (INE, 1995). Similarly, there are several other major sources of

these pollutants (Meharg and Cairney, 2000).
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Figure 2. (a) Lignin monomers, (b) polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH), and (c)
halogenated compounds mineralized by the ligninolytic enzyme system of white-rot fungi

(Pointing, 2001).

In particular, pesticides are persistent in the environment in the form of
organochlorines, organophosphate and are linked to toxic effects and population declines at
higher trophic levels (Alloway and Ayres 1993). Fortunately, bacteria and several genera
of soil fungi (e.g. Fusarium, Penicillium) obtairied from pesticide contaminated soils are
now known to degrade pesticides with great efficacy (Twigg and Socha, 2001; Wong et al.,
1992).
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2.1.1. Mechanisms of Bioremediation

The oxidation of lignin takes place in the secondary metabolic process of WRF (Figure 3),
in order to access wood polysaccharides bound in lignin-carbohydrate complexes (Jeffries,
1990). On the other hand, organophosphate insecticides are not generally persistent, and
certain WRF e.g., Phanerochaete chrysosporium have been demonstrated to mineralize
chloropyrifos, fonofos, and terbufos (Bumpus et al. 1993). The action of lignin-modifying
enzymes was unclear, however, hydrolytic cleavage of the organophosphates, fenitrothion
and fenitrooxon by non-ligninolytic fungus Trichoderma viridae (Baarschers and Heitlandv
1986) have been well known. Thus, it could be inferred that WRF have been able to

degrade a wide range of pesticides simply due to their diversity in enzymes.

Table 1. White rot fungi based bioremediation of different pollutants.

Saprotroph Fungi Bulking Agent(s)/ Pollutant  Pollutant Reference

(White Rot and Brown Rot) Synthetic Media Concentration

Aspergillus fumigatus, A. KCl, 250 mg 1°; Arabian gl Chaillan et

sydowii, A. terreus, A. clavatus, NaH,PO,, 1g17; light crude al., (2004)

A. niger, Fusarium oxysporum,  MgSO,, 0.5g1"; oil (BAL

F. decemcellulare, Penicillium NH;NO;, 1 g | 150)

oxalicum, P. restrictum, P. Chloramphenicol,

simplicissimum, P. 100 mg 1!

verruculosum, P. montanense,

P. pinophilum, P. janthinellum,

Amorphoteca resinae,

Neosartorya fischeri,

Paecilomyces variotii,

Talaromyces flavus, Graphium

putredinis, Cunninghamella

echinulata, Eupenicillium

ochrosalmoneum

Coriolopsis gallica, Pine wood shavings, = Wheather = 4000-14000 ppm  Meysami

Bjerkandera adusta, Pleurotus peat moss and bran ed crude and Baheri,

pilmanarius, P. Ostreatus, flakes oil (2003)

Phanerochaete chrysos,

Trametes versicolor

Phanerochaete chrysosporium 1% (w/v) malt TNT 2-10 pg 1! Stahl and
extract; 1% (w/v) (2,4,6- Aust,
glucose; 0.2% (w/v) trinitrotol (1993a,
peptone; 0.2% (w/v)  uene) 1993b);
yeast extract; 1.5% Zheng and
(w/v) agar Obbard,

(2002)

Pleurotus osteratus Spent mushroom Creosote 1900 mg Eggen, T.
compost wetted with  (containin  PAH/kg creosote  (1999)
fish oil as surfactant g16

different
PAHs)
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Saprotroph Fungi
(White Rot and Brown Rot)
Lentinula edodes

Phytophthora sp., Mucor sp.,
Cladosporium sp.,
Coniothyrium sp., Doratomyces
sp., Fusarium sp., Phialophora
sp., Scedosporium sp.,
Sphaeropsis sp., Stachybotrys
sp., Trichoderma sp.

Absidia cylindrospora, A.
spinosa, Acremonium murorum,
Alternaria alternata,
Aspergillus flavipes, A.
Sfumigatus, A. niger, A. oryzae,
A. parasiticus, A. terreus, A.
ustus, Botryotrichum
piluliferum, Cladosporium
herbarum, Cunninghamella
bainieri, Cylindrocarpon
lucidum, Doratomyces
asperulus, D. stemonitis,
Fusarium culmorum, F.
lateritium, F. oxysporum, F.
solani, Gliocladium roseum, G.
virens, Humicola grisea,
Minimedusa polyspora, Mucor
hiemalis, Neosartorya fischeri,
Paecilomyces lilacinus,
Penicillium canescens, P.
Jjanczewskii, P. montanense, P.
restrictum, P. simplicissimum,
Phoma eupyrena, P. exigua,
Pseudallescheria boydii,
Seimatosporium sp.,
Stachybotrys bisbyi, S.
chartarum, Talaromyces flavus,
Trichoderma hamatum, T.
harzianum, T. koningii.
Trichurus spiralis, Verticillium
tenerum, Westerdykella
dispersa, Zygorhynchus
heterogamus

Bulking Agent(s)/ Pollutant
Synthetic Media
Spent mushroom
compost
BSM-glycerol
medium:

Glycerol, 10 g I'";
KH,PO,, 2g1";
CaC12.2H20, 0.14 g
I''; MgS0,.7H,0,
0.07 g I'"; thiamine
hypochloride, 2.5 mg
", Tween 80, 7.5 ml
1I'"; D- diammonium
tartrate, 1.84 g I
yeast extract, 1 g1
FeSO,.7H,0, 70 mg
1", ZnS0,.7H,0,
462 mgl™;
MnSO,.H,0, 35 mg
I'"; CuS0,.5H,0, 7
mg 1™

GS* liquid medium
supplemented with 5
g 1! glucose

PAHs

PAHs

Fluorene

Pollutant
Concentration

800—1100 mg
PAHs /kg soil

100 pg /g soil

Reference

Buswell,
(1994)
Potin et al.,
(2004a,
2004b)

Garon et al.
(2004)
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Saprotroph Fungi
(White Rot and Brown Rot)
Kuehneromyces mutabilis and
Agrocybe aegerita

Pleurotus ostreatus,
Phanerochaete chrysosporium,
Hypholoma fasciculare

Actinomyces sp. and
Paecilomyces sp.

Pleurotus osteratus

Irpex lacteus and Pleurotus
ostreatus

Phanerochaete chrysosporium,
Trametes versicolor and
Pleurotus ostreatus

Bulking Agent(s)/
Synthetic Media
Mycelial mat grown
over malt agar

Freshly ground, dried
birch sticks — steel
net-sieved (7 mm) —
use as a fungal
substrate

KNO;, 1 g I™; FeCl3,
0.02 g I''; MgSO4,
02gl ' NaCl,0.1g
1" CaCl2,

0.1 g1''; K2HPOA4, 1
g 1''; yeast extract,
0.05g1",
transformer oil, 1%
v/v (after
sterilization)

Growth medium —
malt extract/glucose
medium,

malt extract broth
medium, and low
nitrogen mineral
medium;

Support medium —
polyurethane
foam/pinewood
chips/coarsed-milled
straw

Growth medium —
malt extract/glucose
medium,

yeast
extract/peptone/gluco
se medium, and
phenazine induction
medium; Support
medium —
polyurethane
foam/pinewood
chips/coarsed-milled
straw

Pollutant  Pollutant
Concentration

Pyrene 80 ng/ g soil

PAH 5-30 pg/ g soil

(gasworks

plant,

Ystad,

Sweden)

Transform 7000 mg / kg soil
er oil

(PCB

content,

88% w/v)

PCB
commerci
al mixture
Delor 103
(1.02
mg/ml in
acetone)
Remazol
Brilliant
Blue R
(Synthetic
dye)

10.21 g/ kg soil

150 pg / g soil

PCB
mixture
(Delor
106) and a
number of
synthetic
dyes

150 pg/ g soil

Reference

Sack and
Fritsche
(1997)
Andersson
et al. (2000)

Rojas-
Avelizapa et
al. (1999)

Kubatova et
al. (2001)

Novotny et

al. (2001)

Novotny et
al. (2004)
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