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Résumé
Résuméeé

Trois isolats de Botrytis cinerea ont été isolés a partir des feuilles et des tiges de
différentes variétés de tomates afin d’étudier le pouvoir antagoniste de Trichoderma harzianum a
1I’égard de Botrytis cinerea agent responsable de la pourriture grise de la tomate, et évalué 1’effet
de la salinité sur les modes d’action antagoniste a I’encontre du Botrytis cinerea. Tous les isolats
testés se sont développés de 50 a 150ppm, le chlorure de sodium reste encore efficace que le
chlorure de calcium sur le développement de la croissance mycélienne. les pourcentages
inhibiteurs de la croissance mycélienne les plus faibles ont été notés en présence de CaCl.. Ils
atteignent 34.78 % pour I’isolat TR46 et 26.72 % pour ’isolat F27. L’effet des sels se traduit par
une stimulation de la production des conidies a différentes concentrations testés. On remarque
que le chlorure de calcium qui est moyennement efficace a la sporulation de trois isolats testés.
Les résultats obtenus mettent en évidence une action inhibitrice de T. harzianum sur les trois
stades du cycle de vie de B. cinerea. L’effet de la salinité sur le pouvoir antagoniste de T.
harzianum vis-a-vis de B.cinerea a montré que les conditions salines de milieu de culture
provoqué une inhibition de la croissance mycélienne de cet agent pathogéne. Cet effet est
nettement plus marqué lorsqu’on utilise la technique de confrontation entre T. harzianum et

Botrytis cinerea en présence de chlorure de calcium.

Mots clés : Tomate, Lycopersicon esculent Miller, Botrytis cinerea, Trichoderma harzianum,

Confrontation, Antagonisme.



Résumé

Abstract

Three isolates of Botrytis cinerea were isolated from the leaves and stems of different
tomato varieties to study the antagonistic power of Trichoderma harzianum against Botrytis
cinerea responsible for gray mold of tomato agent and evaluated effect of salinity on patterns of
antagonistic action against Botrytis cinerea. All isolates tested grew 50 to 150 ppm, the sodium
chloride is still effective as calcium chloride on the development of mycelia growth. Inhibitors of
the percentages lowest mycelia growth were noted in the presence of CaCl2. They reach 34.78%
for the isolate TR46 and 26.72% for isolate F27. The effect of the salts results in a stimulation of
the production of conidia at different concentrations tested. Note that the calcium chloride is
moderately effective sporulation of three isolates tested. The results obtained show an inhibitory
effect of T. harzianum in the three stages of the life cycle of B. cinerea. The effect of salinity on
the power of T. harzianum antagonist vis-a-vis B.cinerea showed that salt conditions of culture
medium caused inhibition of mycelia growth of the pathogen. This effect is much more
pronounced when using the technique of confrontation and Botrytis cinerea T. harzianum in the

presence of calcium chloride.

Keywords: Tomato, Lycopersicon esculent Miller, Trichoderma harzianum, Botrytis cinerea,

Confrontation, Antagonism.
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Introduction

Introduction

La tomate constitue une composante importante des régimes alimentaires quotidiens en
Algérie, et des sources importantes en protéines et de sa composition en vitamines et d’autres

éléments essentiels pour la santé.

La production de la tomate en Algéric n’a pas augmenté en raison d’une faible
productivit¢ avec un rendement instable. Les causes de cette régression sont d’ordres

agronomiques, abiotiques et biotiques.

En culture sous serres, la tomate est sujette a de nombreuses maladies cryptogamiques
qui peuvent contribuer a 1’altération qualitative et quantitative de récolte. Ces maladies sont
liées a des changements dans 1’environnement, notamment la température, ’humidité et la
salinite.

Botrytis cinerea est le principal agent des pourritures grises de différentes cultures en
Algérie, notamment les cultures d’intérét économique comme la tomate. Le pathogéne peut
infecter les fleurs, les feuilles, les bourgeons, les pousses, les tiges et / ou des fruits, ce qui
limite souvent le développement des plantes, la nouaison, le rendement et la qualité des fruits.

La lutte contre cet agent pathogéne s'effectue principalement au moyen de produits
phytosanitaires de synthése. Ces produits chimiques est considérés comme Iarme la plus
efficace pour faire face a ce probléme, mais ces substances présentent des inconvénients sur
(1) I'environnement comme |"accumulation de résidus et la pollution des sols, (2) I"apparition
de nouveaux pathotypes résistants, (3) le déséquilibre écologique, di au fait que beaucoup de
ces composés de synthése ont un large spectre d"action, détruisant non seulement les agents

nuisibles, mais également les autres populations de I"écosystéme.

Au regard de ces inconveénients, il est important de trouver des solutions alternatives qui
permettront de continuer a lutter contre cet agent pathogéne tout en diminuant I"'emploi de
pesticides. Celles-ci peuvent faire appel a la rationalisation des pratiques agricoles, a
l'utilisation de variétés végétales résistantes (croisements sélectifs, insertion de geénes...) ou
au développement des biopesticides. La lutte génétique est 1'une des méthodes les plus

efficaces pour lutter contre les maladies.

Le controle biologique de cette maladie par I’introduction de microorganismes
bénéfiques dans la rhizosphére a été propos€¢ comme une alternative a 1’utilisation des

substances chimiques. Ces biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent étre définis
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comme des produits phytosanitaires dont le principe actif est un micro-organismes (bactéries,
levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice sur les plantes vis-a-vis d"agent
phytopathogeéne, mais aussi de substances d origine naturelle telles que des extraits végétaux,

phéromones.

Des résultats positifs ont ét¢ obtenus, sur plusieurs d’expérimentation, avec les
champignons du genre Trichoderma, Penicillium, et les bactéries du genre Bacillus. Ces

microorganismes se sont révélés étre les plus performants a supprimer le Botrytis cinerea

Trichoderma harzianum est parmi les microorganismes bénéfiques les plus utilisés
dans la bioprotection des plantes contre les champignons phytopathogénes. Cet antagoniste
s’est montré trés efficace dans la lutte contre Rhizoctonia solani (Elad et al., 1981 et
Camporota, 1985), Botrytis (Eden et al., 1996 ; Harman et al., 1996), Pythium (Lifshitz et al.,
1986 ; Besnard & Davet, 1993 ; Howell, 2002), Fusarium (Datnoff et al., 1995 ; Haggag &
Amin, 2001, Essalmani & Lahlou, 2002 ), Phytophthora nicotianae (Stefanova et al., 1999),
et Verticillium (D’Ercole et al., 2000 ; Regragui & Lahlou, 2005) et autres. Par ailleurs,
certaines souches de Trichoderma semblent exercer une action stimulatrice de la croissance
des plantes en I’absence de tout agent pathogene (Windham et al., 1986 ; Ozbay & Newman,
2004).

A la lumiére de ces données, ce travail a eu pour objectifs d’étudier in vitro, 1’effet

antagoniste de Trichoderma harzianum vis-a-vis de 3 isolats de Botrytis cinerea
Ce présent mémoire contient trois (3) parties :

e La premiére, comporte une étude bibliographique sur la plante hote, la tomate,
Botrytis cinerea , les biopesticides et certaines données sur I’agent de lutte biologique
(Trichoderma harzianum).

e Ladeuxieme partie concerne une étude expérimentale

e Enfin, dans la troisieme partie de ce mémoire comporte conclusion.
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Premiére partie : Synthese bibliographique Chapitre |
Chapitre | : la plante héte : La tomate (Lycopersicon esculentum Miller)

1-Historique et origine de la tomate

La tomate est d’origine sauvage américaine, en particulier d’Amérique centrale et
Amérique du Sud (Kolev., 1976). Le centre de domestication de Lycopersicon esculentum se
situer au Mexique. La tomate s’est largement installée dans touts les zones tropicales et
subtropicales d’Amérique, allant jusqu'aux Texas et en Floride, puis introduite en Europe en
1544 (Naika et al. ,2005). La tomate fut introduite par les portugais aux philippines puis dans les
autres régions d’Asie. C’est I’Europe que viendront les premiéres variétés cultivées aux Etats-

Unis.

Les Andes, Origine des espéces sauvages de la tomate ;

Mexique premier centre de domestication ;
Europe XVI e sié¢cle, deuxiéme centre de domestication ;
Dispersion a travers le monde XVllle et XXe siécles.

Figure 01 : Origine et distribution de la culture de la tomate dans le monde (Philouze., 1986 ;
Philouze et Laterrot., 1992,Naika, et al., 2005 ; Celma et al ., 2009 ; Vanier, 2009).

2-Classification de la tomate

2-1-Classification botanique

La tomate a été classée scientifiquement par Linné en 1753 dans le genre Solanum, avec
comme nom binomial Solanum lycopersicum mais en 1768 Miller a reclassé cette espéce dans le
genre Lycopersicon. Sa dénomination officielle devient alors Lycopersicon esculentum Miller
(Andrew., 2001).
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Sa classification est la suivante :

Régne Plantae (plantes) Ordre  Solaneae
Section  Angiospermes Famille Solanaceae
Embranchement Anthophyta | Genre  Lycopersicon

Classe Dicotylédons Espece Lycopersicon Esculentum. Miller

2-2-Classification génétique

La sélection génétique de la tomate vise aujourd’hui a produire des variétés ou des
cultivars adaptés a certaines conditions climatiques, a des techniques précises, ainsi qu’a une
utilisation particuliére. Mais 1’amélioration génétique garde toujours pour principaux objectif des

rendements éleveés, la résistance a une ou plusieurs maladies et ou ravageurs.
2-2-1-Variétes fixées

Il existe plus de cing cents variétés fixées (conservent les qualités parentales). Leurs fruits
sont plus ou moins réguliers, sont sensibles aux maladies, mais donnent en géneral des fruits

d’excellente qualité gustative.
2-2-2-Variétés hybrides

Les variétés hybrides sont plus nombreuses. Elles sont relativement récentes, puisqu’elles

n’existent que depuis 1960. (Polese ., 2007).
2-3-Classification culturale
Il existe deux types de croissance chez la tomate:

- variétés a croissance déterminée : La tige émet un nombre donné de bouquets de fleurs.
La tige principale est terminée par un bouquet de fleurs et de ce fait, la croissance s’arréte. Elle
donne des pieds qui ont 60 a 80 cm de hauteur. Ces variétés donnent une récolte élevée mais peu

étendue dans le temps. Ce sont des variétés pour la culture industrielle (tomate pelée...).

- variétés a croissance indéterminée : La tige principale forme un bouquet de fleurs toutes
les 3 feuilles. La production de fruits est prolongée. On arréte la croissance par pincement de la
tige principale a la hauteur désirée. Les rendements sont importants et répartis sur une période

assez longue (Blancard.,2009).
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3-Description botanique de la plante de la tomate

Sur le plan botanique la tomate est une espeéce diploide (2n = 24). C’est une plante de
famille de solanacées, comme la pomme de terre, I’aubergine et le poivron. C'est une plante

vivace dans sa région d'origine, mais en culture on la considére comme plante annuelle.

La feuille est composée, a foliole ovale, un peu denté. Les fleures, petits, jaunes, en forme

d’étoile, sont groupées sur un méme pédoncule.

Le fruit est une baie, c'est-a-dire un fruit charnu, a peau lisse. Les tomates sont les plus
souvent rouges, mais il existe des variétés a fruits jaunes ou violacés et parfois méme blancs de
forme ronde ou plus ou moins allongée, lisse ou creusée de sillons. (Chaux et Foury., 1994,
Shankara et al., 2005)

La tomate a un systeme radiculaire important. De nombreuses racines primaires, secondaires,
tertiaires prennent naissance sur un pivot puissant. Les racines peuvent atteindre 85 a 90 cm de

long, mais les principales racines nourricieres se rencontrent entre 25 et 35 cm de profondeur.

Sa tige est verte pourvue de poils blanchatres. Elle porte les feuilles, les fleurs et les fruits.
On distingue deux grandes catégories de tige : La tige a croissance déterminée et La tige a
croissance indéterminée. (NAIKA et al., 2005).

4- Le cycle de la culture de la tomate

Le cycle complet graine a graine est de 90 a 120 jours dans des conditions optimales ; la
premiere fleur apparait de 50 a 60 jours apres le semis et il faudra encore de 40 a 70 jours apres
la fleur pour que le fruit soit mdr. Le cycle de culture de la tomate est fonction de la variété en

présence. (Polese., 2007).

5- Cultures de la tomate

La tomate est cultivée selon deux systemes principaux qui sont:
5-1- La culture de plein champ

Ce systéme de culture est le plus répondu. Si I’irrigation est disponible, les plantations

peuvent étre faites en saison seche. La mécanisation est souvent réduite a la préparation du sol.
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5-2- La culture sous abris

Ce systéme de culture vise a produire les tomates au long de 1’année. Généralement, les
tomates cultivées sous tunnels a couverture plastique sont plantées en sol. Elles sont conduites en

rangs simples ou jumelés, avec une tige par plante érigée verticalement par une ficelle.

La culture sous abri fournit aujourd’hui une part essentielle du marché de frais pour les

Iégumes-fruits tels que la tomate. (Snoussi ., 2010).
6- Importance économique

La tomate est cultivée dans le monde entier y compris dans des régions relativement froides
grace au developpement des cultures sous abri. Par son volume de production, la tomate est
classée deuxieme culture Iégumiere apres la pomme de terre (FAO stat., 2010). A 1’échelle
mondiale selon la FAO en 2010, prés de cinq millions d’hectares (4.98 million /ha) sont réservés
annuellement a la culture de la tomate dont la production représente 141.4 millions de tonnes

avec un rendement moyen de 28.3 tonnes a 1’hectare.
7- Les principaux pays producteurs de tomate

La Chine est le premier producteur mondial de tomate avec plus de 24% de la production
totale en 2009 (FAO stat., 2010). Les Etats-Unis qui produisent 10 % de la production mondiale
occupent la 2°™ position. Ils sont suivis par 1’Inde avec 7.88%, la Turquie (7.59%), I’Egypte
(7.07%), I’'Italie (4.51%), I’Iran plus de 5 millions de tonnes, I’Espagne et le Brésil avec plus de
4 millions de tonnes chacun (FAO stat.,2010).

1.44% 0.95% = Chine
0.95% B Etats-Unis
1.20% / = Inde
0.91% = Turquie

= Egypte

Italie
Hiran
= Espagne
= Brésil
mexique
® Russie
= Quzbékistan
W Ukraine
W Nigéria
Greéce
Portugal

@ Maroc

Fig. 02 : Les principaux pays producteurs de tomate dans le monde (FAO stat., 2010)
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Fig. 03 : Evolution de superficie et de la production mondiale de tomate de 1999 & 2009 (FAO
stat., 2010).

8-Superficies et productions de la tomate en Algerie

La tomate est I’'une des productions maraichéres les plus cultivées en Algérie. En 1999 sur
une superficie de 55210 Ha la production était de 945,8 mille tonnes. En 2004, sur une superficie
globale de 46739 ha consacrée a la tomate, la production a atteint 1092.2 mille tonnes. Entre
2006 et 2007 la production a été de 796,1 mille tonnes sur une superficie de 31005 ha. En 2008
on note une réduction qui a ramené les superficies a 19655 ha, la production a été estimée a
559.24 mille tonnes (FAO stat., 2010). Les statistiques de I'année 2009 établies par le Ministére
de l'agriculture algérienne font état d'une superficie globale de tomate cultivée de 20789 ha, dont
18620 ha ont été consacrés a la tomate de plein champ, et 2170 ha cultivés sous serre. (DSA.,
2010).
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Fig. 04 : Superficies et production de tomate de 1999 a 2009 en Algérie (Faostat., 2010).

La figure 04 montre des variations dans la production algérienne entre 1999 et 2009 ainsi

que les variations dans les superficies consacrées a la culture de tomate.
9- Situation phytosanitaire de la tomate

9-1- Contraintes abiotiques
9-1- 1 Stress thermique

La tomate est une espéce exigeante en chaleur pour sa croissance et son développement
.Par conséquent elle est donc treés sensible au froid. Il y a lieu de noter qu’un abaissement
progressif de la température produit moins de dégat qu’un abaissement brutal Wacquant (1995)
note que le zéro de végétation de la tomate est de 10°c, mais elle peut supporter pendant
quelques heures aussi bien des températures basses (5 a 8 °c) que des températures supérieures
ou égales a 35°c sans compromettre le rendement . Pour cela, il faut choisir des espéces et des

variétés résistantes.
9-1- 2 Stress salin

La salinité est un facteur environnemental trés important qui limite la croissance et la
productivité (Allakhverdiev et al., 2000b in Parida et Das., 2005). La tomate est classée parmi
les plantes a tolérance modérée vis-a-vis de la salinité. La chute de rendement est imperceptible
pour une conductivité électrique de 2,50 mmhos/cm. Une baisse de rendement, peut étre de 10%
a une (CE) égale a 9,3 mm hos/cm et de 100% (maximale) quand la (CE) est de 12,5 mm
hos/cm. La phase de sensibilité la plus importante au sel correspond a la germination et a la

levée des jeunes plantules. (Doorenbos et al.,1980).

6
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9-1- 3 Stress hydrique

Le stress hydrique occupe une place particuliére du fait de sa fréquence et de la place
que I’eau occupe dans les phénomeénes métaboliques. De part son réle dans la photosynthése, le
transport et I’accumulation, ainsi que dans la multiplication et le grandissement cellulaire, I’eau
a un réle essentiel dans la croissance et le développement des plantes (Mazliak, 1995; Heller et
al., 1998; Hopkins, 2003; Enixon, 2004)

9-2- Contraintes biotiques

9-2-1- Les ravageurs

Parmi les insectes, il existe plusieurs groupes qui sont tres redoutables
9-2-1-1-Les pucerons

Prés de 4700 espéces de pucerons ont été recensees sur les plantes de par le monde. Parmi
elles, un nombre plus limité affecte la tomate. Les especes Myzus persicae (Sultzer), M. certus
(Walker), Aulacorthum solani (kaltenbach) et Macrosiphum euphorbiae (Thomas), Aphis fabae
(Scopoli), A. frangulae (kaltenbach), A. gossypii (Clover) sont les espéces les plus fréquentes

sur tomate (Csizinszky et al., 2005).
9-2-1-2-Les thrips

Les thrips sont des petits insectes de 1’ordre des Thysanopteres famille des Thripidae qui
causent des dommages sur les feuilles et peuvent leur transmettre des maladies virales tres
importantes comme le Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV). Deux espéces sont rencontrées sur

tomate en serre il s’agit de Thrips tabaci (Lindeman) et Frankliniella occidentalis (Pergande).
9-2-1-3-La noctuelle de la tomate

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) est I'espéce la plus importante
sur tomate, mais en Algérie ses attaques sont sporadiques (Guenaoui, com.per 2010). Les
dégats causés par les chenilles se traduisent par des trous dans les tomates ; ces attaques qui
passent inapergues entrainent des pertes commerciales trés élevées lorsque la production est

destinée a la conserverie (Inra, 2008).
9-2-1-4- La mineuse de la tomate Tuta absoluta

T. absoluta est un ravageur exclusif des solanacées, mais il attaque préférentiellement la
tomate. Cette espéce s’est introduite récemment en Algérie. Le premier signalement s’est

produit dans la région de Mostaganem (Nord ouest d'Algérie) a la fin de I’hiver 2008 (Guenaoui,
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2008). Ce microlépidoptere provoque des pertes de rendement de la tomate car ses larves

peuvent se nourrir sur toute la plante (feuilles, tiges, fleurs, et fruits).
9-2-1-5-Les aleurodes

Les aleurodes (Homoptera : Aleyrodidae) sont des insectes qui peuvent causer des dégats
importants sur tomate. On y rencontre deux espéces : Bemisia tabaci (Gennadius) et

Trialeurodes vaporariorum (Westwood).
9-2-1-6-Les acariens

Les acariens sont un groupe de la classe des Arachnides qui peuvent causer des dégats
importants sur la tomate. En Algérie, un acarien du genre Tetranychus a été signalé sur tomate
par Guenaoui (2010). Cet acarien identifié comme Tetranychus evansi Baker et Pritchard a été

observé sur tomate en octobre 2008 avec des populations denses.
9-2-2- Les maladies de la tomate
9-2-2-1-Maladies cryptogamiques

9-2-2-1-1-Mildiou

Le mildiou, causé par Phytophthora infestans, est une des principales maladies de la
tomate du fait des pertes financiéres induites. Il est caractérisé par 1’apparition de taches brunes
huileuses a la face supérieure des feuilles se desséchant en leur centre et correspondant a un
duvet blanc a la face inférieure. Les portions de nervures comprises dans ces plages brunissent.
Taches brunes sur tiges et pétioles. Les jeunes fruits mildiousés présentent des bosselures
brunes, dures et marbrées avec parfois un feutrage blanc. lls ne parviennent pas a mdrir. (Snoussi
., 2010).

9-2-2-1-2-Alternariose

L’Alternariose (aussi appelée brilure alternarienne) est caractérisée par 1’apparition de
taches noires arrondies a la surface des feuilles, des tiges et des fruits. Ces taches sont
caractérisées par une croissance en anneaux concentriques, donnant aux lésions une forme de
cible. L’ Alternariose étant un parasite de faiblesse, il est primordial de mettre la plante dans des
conditions optimales afin d’éviter tout risque de carence. Les apports en éléments fertilisants
doivent donc prévenir tout risque de stress au niveau de ’alimentation de la plante. (Snoussi .,

2010).
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9-2-2-1-3-Fusariose

La tomate peut étre victime de deux maladies furasienns différentes soit le flétrissure
fusarienne (fusarium wilt ) causé par fusarium oxsysporum f.sp lycopersici. Abrégées fol et la
pourriture de la racine et du collet (fusarium crown and roor rot) causé par fusarium
oxsysporum f.sp radicis lycopersici Abrégées forl. Les agents des fusarioses sont de graves
agents de flétrissement chez la tomate, on parle alors de fusariose vasculaire. Qu’il s’agisse de
jaunissement puis de flétrissement, ces symptomes sur une plante en relation avec la phyllotaxie
sur des Plantes ramifies certaines branches peuvent étre entierement flétrites alors d’autre restent

demi-saines ou saines. (Snoussi ., 2010).
9-2-2-1-4-Verticilliose

Les verticillioses, sont des maladies fongiques vasculaires (trachéomycoses) causées par
des ascomycetes du genre Verticillium. Les parasites de ce genre se rencontrent fréquemment
sous les climats tempérés ou ils attaquent une large gamme d’especes cultivées ou ornementales.
Le champignon responsable de cette maladie se trouve dans le sol et pénétre dans la plante par

ses racines puis progresse a I’intérieur de celui-ci véhiculé par la séve.

Comme les autres trachéomycoses, les verticillioses provoquent des flétrissements et des
chloroses suivis de nécroses et de défoliation. L'attaque commence par la partie basse de la
plante et souvent sur un cbté seulement. Les feuilles flétrissent et se desséchent comme si la

plante était arrivée a maturité. (Snoussi ., 2010).
9-2-2-1-5-Anthracnose

L’Anthracnose est une maladie due a un champignon, appelé  Colletotrichum
gloeosporioides, et qui attaque de nombreuses autres plantes. Son développement est favorisé en
saison humide et il peut provoquer des dégats importants par temps de pluie. Cette maladie
provoque habituellement des dessechements des tiges, des taches noires circulaires de 05 a 10
mm sur les fruits rouges. La zone affectée, de consistance molle, s’étend graduellement et se

déprime. (Snoussi ., 2010).
9-2-2-1-6-Oidium

L’oidium est une des plus importantes maladies foliaires. Appelée aussi maladie du
blanc”, causer des dommages assez importants sur les cultures. En général, cette maladie

apparait tardivement, aussi il n’est pas toujours nécessaire d’intervenir. (Snoussi ., 2010).
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9-2-2-1-7-Pourriture grise

11 fait I’objet de notre étude avec pour objectif principal, la possibilité de la bioprotection
de la tomate contre Botrytis cinérea par 1’utilisation de champignon Antagoniste en particulier le
Trichoderma sp. Le chapitre 2 est consacré a la synthese bibliographique sur cet agent

pathogene. (Snoussi ., 2010).

9-2-2-2- Maladies bactériennes

Tableau 1 : les maladies bactériennes de la tomate et leurs dégats (Snoussi ., 2010)

Maladies Symptbémes et dégats

Moucheture Petits points noirs habituellement inférieurs a 2 mm de diamétre,

- entourés d’une auréole jaune et par des taches noires rarement
bactérienne J p

(Pseudomonas syringae supérieures a Imm de diamétre, entourées parfois d’un halo vert

pv. tomato) foncé, sur les fruits.

.. Sur feuilles, tiges et pétioles de tomate, les Iésions se présentent sous
Gale bactérienne 9 p p

forme des zones circulaires (1-5 mm) saturées d’eau, d’abord vertes,
Xanthomonas. Spp puis brunes et nécrosées. Les fruits de tomate portent des taches
subérisées de 2 a 10 mm de diamétre, circulaires et a marges saturées
d’eau.

- Tiges spongieuses avec présence de cavités d’air. Petites taches
Chancre bactérien £65 spong p

. chancreuses sur les folioles de couleur blanc marron. Jaunissement
(Clavibacter

L . la moelle en bordur vaisseaux sur les tiges. Présen
michiganensis sub sp. de la moelle en bordure des vaisseaux sur les tiges. Présence de

Michiganensis) petites taches blanches, brunes au centre sur les fruits.

L e flétrissement flétrissement irréversible de I’appareil végétatif aérien de la plante qui

bactérien (Ralstonia survient apres blocage, par la bactérie de la circulation de 1’eau dans la

lante.
solanacearum) P

9-2-2-3- Maladies virales

Un grand nombre de virus sont susceptibles de produire de multiples anomalies sur les
feuilles de tomate. La mosaique et la déformation des feuilles sont les deux principaux

symptomes des maladies virales de la tomate. Actuellement 1’Algérie ne dispose pas de

10



Premiére partie : Synthese bibliographique Chapitre |

substances chimiques permettant de guérir les maladies d’origine virale. Seule la sélection
sanitaire, suivie de méthode prophylactique ainsi que [’'utilisation des variétés résistantes sont

utilisées.
Tableau 2 : les maladies virale de la tomate et leurs dégats (Idrenmouche., 2011)

Maladies Symptéme et dégats
CMV : Cucumber

Mosaic Virus

Lorsque I’infection est précoce, on peut observer une stérilité des

plantes ou une mal formation des fruits.

TICV : Tomato
Infectious Chlorosis

un jaunissement internervaire sur les feuilles basales puis médianes et

un retard du développement de la plante. Aucun symptdme n’est visible

Vir . . ) . . . .
us sur le fruit mais une réduction de calibre est possible en cas de trés forte
infestation.
TMV : Tobacco une mosaique verte ou blanche, des folioles gaufrés devenant filiformes
Mosaic Virus et ont tendance a s’enrouler, les fruits encore vert présentent une

surface légerement bosselée avec des plages nécrotiques brunes .Les

fruits murs sont parsemés de plages vertes.

ToCV : Tomato (oA ) N . . .
Les dégats observés sont un jaunissement internervaire sur les feuilles

Chorosis Virus . .y - s liod A 10
basales puis médianes, un jaunissement généralis¢é a 1’ensemble des

folioles d’une feuille et un retard du développement de la plante.

TSWV : Tomato
Spotted Wilt Virus

ou virus de la

Il est a observer des mouchetures en mosaique avec une décoloration
des feuilles. Sur les tiges et pétioles, il y a apparition des taches
nécrotiques. Par contre sur les fleurs, on observe un nanisme, une

maladie bronzé , . ) . . .
alEnls ezt G deformation et une décoloration. la maladie peut entrainer un

la tomate. rabougrissement du plant.

TYLCV : Tomato

Yellow

La croissance des plantes atteintes est fortement perturbée .Les feuilles

sont  de tailles réduites et présentent un jaunissement et ou un

Leaf Curl Virus ou . ,. . ,
enroulement en forme de cuilléres. En cas d’infection précoce, les

maladie des feuilles . . .
plantes sont naines et ne produisent plus de fruits.
jaunes en cuilléres de

la tomate.

11
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9-2-2-4- Les mauvaises herbes

Plusieurs espéces adventices sont inféodées a la culture de tomate. Les plus fréquentes
sont: La morelle noire (Solanum nigrum), les chénopodes (Chenopodium album, C. murale),

I’amarante réfléchie (Amaranthus retroflexus)...etc.(Snoussi.,2010).

12
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Chapitre 11 : I’agent pathogéne : Botrytis cinerea Pers. (anamorphe)

A la frontiére des diverses maladies cryptogamiques, Botrytis cinerea Pers., agent causal de
la pourriture grise, est un champignon polyphage capable d’attaquer plus de 230 especes de plantes
(Jarvis, 1980). La maladie causee par cet agent pathogéne conduit a des pertes importantes de
rendement sur presque tous les cultures de serre (tomates, haricots, fraises, etc.) a n’importe quel
stade de leur développement. Chez la tomate en serre, le champignon infecte les fleurs, les fruits et

laisse et peut croitre a travers le pétiole dans la tige (Shtienberg et al., 1998).
1. Taxonomie

Botrytis cinerea appartient a la classe des Deutéromycétes, a 1’ordre des Moniliales et a la
famille des Moniliaceae. Cette espece posséde une forme sexuée classée dans les
Ascomycetes, connue sous le nom de Botryotinia fuckeliana (Farr et al., 1989). Cette forme sexuee

est rarement observée dans le milieu naturel mais peut étre obtenue au laboratoire.

C’est la forme asexuée, B. cinerea, qui est prédominante et associée a la pourriture grise.
Botrytis cinerea est un champignon parasite saprophyte qui se conserve I’hiver sur les débris

veégétaux sous forme de conidies, de mycélium ou de sclérotes (fig. 2).

La systématique des espéces appartenant au genre Botrytis est la suivante

Régne Eumycota
Embranchement Ascomycota

Classe Deuteromycota
Ordre Moniliales

Famille Moniliaceae

Genre Botrytis

Espeéce Botrytis cinerea Pers.

2. Description

Le nom Botrytis cinerea a eté donné par Persoon en 1801 a un agent pathogene de la

vigne. Ce champignon comme beaucoup d'autres connait une double classification:

> une forme parfaite (téléomorphe), Botryotinia fuckeliana (de Barry) Wetzel. C'est un

Ascomycete, de la classe des Discomycetes, de I'ordre des Léotiales, famille des Sclerotiniaceae.

13
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> une forme imparfaite (anamorphe), Botrytis cinerea Pers. C'est un Deutéromycéte de la
classe des Hyphomycétes, de I'ordre des Moniliales, famille des Moniliaceae. C'est de Bary
(1866) qui a établi une relation génétique entre Botrytis cinerea Pers., organisme asexué, et
Botryotinia fuckeliana appelé au départ Peziza fuckeliana, organisme sexué. Groves et Drayton
(1939) observent pour la premiere fois, in vitro, la formation d'apothécies par B. cinerea
confirmant le lien systématique entre les deux formes du champignon. C'est cependant le nom
de B. cinerea, largement connu par les mycologistes et phytopathologistes qui fut retenu alors

que généralement le nom scientifique d'un champignon est donné par sa forme sexuée.

B. cinerea posséde un mycélium hyalin, cylindrique et cloisonné, grisatres ou olivatres,
dont le diamétre varie considérablement suivant les conditions de développement des hyphes11-

23 um. Le mycélium peut se conserver dans les débris de plantes de la culture précédente.

En conditions favorables de I’environnement, B. cinerea fructifie pour donner des
conidies (figures 2). Les conidies sont généralement unicellulaires apicales produites en amas a
la fin de ramifiées (Pearson & Goheen, 1988). Le développement des conidies se manifeste par
la production de conidiophores grisatres (figure 5). Les conidies prennent une part importante
dans la dissémination du champignon. Leur libération est favorisée par un climat humide, puis
elles sont transportées par le vent, la pluie et les insectes (Holz et al ., 2004). En conditions
défavorable de I'environnement, B. cinerea peut produire des sclérotes (2-4 x 1-3 pm) qui sont
extrémement résistantes, de structures dures, de couleurs gris-noir, qui adhérent fermement aux
surfaces vegétales (Pearson & Goheen, 1988). Lorsque les conditions sont favorables, les

sclérotes peuvent germer et produire du mycélium ou des conidies.
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Figure 5 : Sclérote de Botrytis cinerea produites sur boite de pétri apres un mois de culture sur

un milieu PDA a 21°C(E). Conidiphores observés en utilisant une loupe binoculaire (B)
Apothécie produisant des ascospores sur un sclérote (C). Botrytis cinerea sur milieu de culture
PDA a 25°C (D) et en microscopie électronique a balayage (A). Observation de la germination
des conidies sur milieu riche PDA au microscope optique (F). (Sakhr Ajouz.,2009)

3. Gamme d’hétes de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea posséde une large gamme d’hoétes et peut infecter plus de 230 espéces
végeétales dont la majorité serait des dicotylédones (Farr et al ., 1989). Parmi ces especes,
certaines comme les cultures maraichéres, horticoles et viticoles ont une importance

économique.

Le pathogene peut infecter les fleurs, les feuilles, les bourgeons, les pousses, les tiges et /
ou des fruits, ce qui limite souvent le développement des plantes, la nouaison, le rendement et la
qualité des fruits dans les cultures fruitieres (Maude, 1980; Nicholas et al, 1994), et le
rendement et la qualité des récoltes dans les légumes (Maude, 1980; Alfonso et al, 2000). (Fig
6).
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Figure 6 : Symptomes causés par I’agent pathogene Botrytis cinerea sur différents hotes. (Sakhr
Ajouz.,2009)

4. Cycle de développement de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea est un champignon nécrotrophe mondialement répandu. Il a la
particularit¢ d’étre polyphage et ainsi s’attaquer a diverses plantes deés que les conditions

climatiques lui sont favorables (Elad et a I., 2004).

Lorsque les conditions deviennent favorables, B. cinerea fructifie pour donner de conidie.
C’est une cellule unique, différenciée qui a atteint son stade final de développement. Dans de
bonnes conditions d’humidité et de température, elle va produire une premiere cellule fille, le
tube germinatif, qui a son tour va se diviser et former un filament multicellulaire, I’hyphe.
Celui-ci va former un réseau de plus en plus important, le mycélium. Des facteurs
principalement nutritionnels et climatiques vont progressivement arréter la croissance hyphale et
induire la formation d’organes reproducteurs, les conidiophores, sur lesquels un grand nombre
de conidies vont apparaitre. Le mycélium donne également naissance a des amas mycéliens tres

denses, les sclérotes, considérés comme les organes de résistance du champignon durant 1’hiver.
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Les sclérotes ne sont pas directement infectieux mais ils produisent du mycélium qui portera des
conidiophores et des conidies. Dans des conditions particulieres, développent des apothécies qui
donnent des ascospores. Le plus souvent, les sclérotes germent au cours du printemps, forment

d’importantes masses de mycélium qui produisent des spores dispersées ensuite par le vent.

B. cinerea pénctre généralement dans le tissu de 1’hote a travers les blessures ou les
ouvertures naturelles (Leone et al., 1990 ; Cotora et Silva, 2005). L’infection s’effectue par

I’intermédiaire des hyphes en croissance ou du tube germinatif des conidies (Verhoeff, 1980).

Le développement de B. cinerea est dépendant des conditions environnementales. De
facon générale, les fortes humidités relatives, la présence d’eau a la surface des feuilles et des
températures modeérées sont les principaux facteurs reconnus comme favorisant le
développement de la pourriture grise (Blakeman, 1980). Outre ces conditions climatiques, le
développement de B. cinerea dépend notamment de la disponibilité en nutriments dans le

milieu et de la qualité de la lumiére pour la sporulation (Jarvis, 1992).
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Figure 7 : Cycle de développement (production asexuée) de Botrytis cinerea sur

différentes culture (d’aprés Agrios, 2005).
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5. Symptdmes de Botrytis cinerea

B. cinerea est 1’agent responsable de la pourriture grise. Le pathogéne provoque des
pertes trés importantes sur un grand nombre d’especes (Iégumes et plantes ornementales). Cet
agent pathogéne peut entrainer la destruction partielle ou totale de la plante hote, et dans certains
cas de la récolte. B. cinerea s’attaque a tous les organes verts de la plante (feuilles,
pédoncules, sépales, fleurs, fruits et tige.). Le premier signe visible sera un changement de
couleur et de texture sur la plante. Des pourritures marron et humides souvent liées a des
blessures occasionnées lors du repiquage se forment au collet. Des taches en anneaux
concentriques plus foncés apparaissent sur la face supérieure des folioles. Sur tiges, des
chancres beiges ou marron foncé apparaissent a I'endroit de blessures faites lors de I'effeuillage

ou du palissage.

Sur fruits de la tomate, les symptomes typiques de la pourriture grise sont des
lésions de forme généralement circulaire avec un contour net et de couleur jaune clair.
(Figure8).

Figure 8 : Dégats causés par B. cinerea dans une serre de tomate et chancre développé sur

tige de tomate suite a un effeuillage. (Sakhr Ajouz.,2009).
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6. Facteurs de développement de B. cinerea

6.1.-Température/humidité

L’humidité relative et la température jouent un réle clef pour I’infection de la plante par
B. cinerea et le développement de la maladie. La température optimale pour le développement de
I'infection tant sur les fleurs que sur les fruits est d'environ 20°C et le taux d’humidité relative de
93% ou plus. L'infection était grandement réduite lorsque les températures étaient inférieures

a 15°C ou supérieures a 25°C.

La température optimale pour la germination des conidies était comprise entre 20 et 30°C.
A des températures inferieures a 5°C et supérieures & 35°C (Shiraishi et al ., 1970a). A 10°C la
germination est tres retardée avec seulement 60% de conidies germées 48 heures apres

I’inoculation (Shiraishi et al., 1970a).

Jarvis (1977), estime que 80% des conidies de B. cinerea germent a 15°C et 5°C a 95%
d'humidité relative, en revanche 100% des spores germent & 20°C. A 90% dhumidité
relative, 85% des conidies germent a 20°C, et la germination s’arréte quand les

conditions d’humidité relative et de température sont plus faibles (Jarvis, 1977).

Le mycélium aérien et la sporulation se développent d’une maniére plus rapide a 21°C,

94% d'humidité relative eten présence d'un vent limité (Thomas and Marois, 1986).

La sporulation est limitée a 10°C et stoppée a une température inférieure a 5°C ou
supérieure a 30°C (Davidson and Krysinska-Kaczmarek, 2007). D’aprés O’Neill et al ., (1997),la
phase de sporulation est favorisée par une forte humidité relative et I’interruption de ces

conditions entraine un retard de sporulation.
6.2.-La lumiére

La germination des conidies de B. cinerea se produit aussi bien a la lumicre qu’a
I’obscurité, pourvu qu’il y ait de I’eau et des nutriments en quantité suffisante (Blakeman, 1980).
La sporulation de B. cinerea est par contre dependante de la qualité de la lumiere regue et surtout
des UV (Elad, 1997; Nicot et a I., 1996; West et al., 2000).

La survie des conidies dans l'air est également influencée par la qualité de la lumiére.
D'aprés Rotem et Aust (1991), les rayons UV influencent fortement la mortalité des conidies; la
longevité sous UV a été réduite a 3 minutes (Rotem and Aust, 1991) contre 14 mois pour les

conidies séches incubées a température ambiante (Salinas et a ., 1989).
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6.3.-Exigences nutritives

Les spores de B. cinerea ont des besoins nutritifs Afin de pouvoir germer. De nombreuses
expériences ont montré que la germination de B. cinerea dans l'eau était significativement plus
faible que dans une solution nutritive (Kosuge and Hewitt, 1964). La germination des spores de
B. cinerea dans I'eau (absence de nutriments) a cependant été observée pour certaines souches
(Doehlemann et al., 2006).

La présence de nutriments tels que le glucose et le fructose favorise la germination et
I'élongation du filament germinatif (Clark and Lorbeer, 1977; Kosuge and Hewitt, 1964)} et

permettent & des conidies agées de retrouver leur pouvoir germinatif (Shiraishi et al., 1970b).

7 .Moyens de lutte
7.1 Lutte chimique

Le contréle de Botrytis cinerea est rendu difficile par le fait qu’il peut contaminer un
grand nombre d’hotes et d’organes végétaux et qu’il se développe trés rapidement aprés sa
période de latence.

La lutte chimique se définie par 1’utilisation de fongicides pour détruire, affaiblir ou
réprimer le champignon. A partir des années 1950, il y a eu une expansion rapide de I’emploi
de produits phytopharmaceutiques, liée a 1’essor de la chimie de synthése. Les fongicides anti-
Botrytis utilisés en végétation ont largement évolué depuis le début des années 1970, ou les
premiéres matieres actives apparues sur le marché francais pour lutter contre la pourriture grise
furent le folpel, le captafol, I’euparéne (dichlofluanide) et le thirame. Des progres ont été réalisés
dans les années 1970 avec la commercialisation des benzimidazoles, des thiophanates, et des
dicarboximides a partir de 1976 (Leroux et al ., 1999). La plupart des fongicides affectent
directement des fonctions essentielles, comme par exemple la respiration, la biosynthése des
stérols ou la division cellulaire (Leroux, 2004). Plusieurs familles de fongicides de synthése sont
disponibles pour lutter contre B. cinerea. Elles sont classées en 5 catégories, selon leurs modes
d’action biochimique sur le pathogéne : les fongicides affectant la respiration, le fonctionnement

des microtubules, 1’osmorégulation, la biosynthése de méthionine ou des stérols.
7.2 Lutte génétique

La transformation génétique offre une alternative intéressante puisqu’elle permet
I’introduction d’un ou plusieurs génes dans le génome de la plante tout en maintenant son

patrimoine génetique, ses caractéres agronomiques et la qualité de ses produits (Yamamoto et al.
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2000 ; Vidal et al., 2003 ; Bornhoff et al., 2005 ; Franks et al., 2006). Dans la lutte contre B.
cinerea, les stratégies visent a surexprimé des genes codant des molécules a fonction
antimicrobienne. Ainsi, ’intégration d’un géne codant une stilbéne synthéase a permis une
production plus importante de resvératrol dans les plantes transgéniques (Fan et al., 2008) et une

meilleure tolérance in vitro vis-a-vis de B. cinerea (Coutos-Thévenot et al., 2001).
7.3 Lutte biologique

La lutte biologique a pour principe d’utiliser des micro-organismes antagonistes afin de
réduire la densit¢ de I’inoculum de I’agent pathogéne ou d’altérer son activité pathogéne. La
protection conférée par un agent biologique peut étre basée sur un ou plusieurs mécanismes
d'action : la compétition pour les éléments nutritifs ou I’espace, le parasitisme, la production de
substances toxiques pour le pathogene (antibiose) et/ou la stimulation des défenses de la plante
(Thomashow & Weller, 1996 ; Yedida et al ., 1999 ; Haas et al., 2000).

Le champignon le plus largement étudié est le Trichoderma spp. Les travaux sur le
biocontrole de B. cinerea a I’aide de ce champignon ont débuté il y a 30 ans (Dubos et al. 1978,
1982). Des produits a base de Trichoderma harzianum et T. viride ont été formulés afin d’étre
commercialisés en tant qu’anti-Botrytis. De plus, des rhizobactéries appelées PGPR pour « plant

growth-promoting rhizobacteria » ont montré une efficacité dans la lutte contre B. cinerea.
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Chapitre I1I : ’agent antagonisme : Trichoderma harzianum.
1. Introduction

Les maladies sont largement contrélées par 1’application des fongicides synthétiques.
Cependant, la progression des pertes d’efficacité de ces fongicides a cause de I’apparition des
souches de pathogénes résistantes (Spotts et Cervantes, 1986 ; Stehmann et Ward, 1996 ;
Errampalli et al., 2005), la détection de résidus sur les denrées alimentaires et le retrait de
I'agréation de certains fongicides efficaces destinés a cet usage (Lennox et Spotts, 2003) ont

motivé la recherche d’autres méthodes alternatives et intégratives.

La lutte biologique grace a I'utilisation d’organismes vivants ou de produits issus de ces
organismes apparait comme une alternative ou un complément prometteur a I’utilisation des
fongicides synthétiques, de part ’'ubiquité de ces microorganismes, leur grande diversité et leur
dissémination dans les sols rhizosphériques (Chen et al., 1995 ; Benhamou et al., 1996 b ; Berg
et al., 2005).

Le terme "lutte biologique™ recouvre différents concepts selon les disciplines impliquées
dans la protection des cultures (Nordlund, 1996). La définition officielle par I'OILB
(Organisation Internationale de la Lutte Biologique) stipule que la protection biologique est «
I'utilisation d'organismes vivants pour prévenir ou réduire les dégats causés par des ravageurs ».
Le principe de la lutte biologique est basée sur I'exploitation par I'nomme et a son profit d'une
relation naturelle entre deux étres vivants : la cible et I'agent de protection.

Les biopesticides ou agents de lutte biologique, peuvent étre définis comme des produits
phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou I'un de ses dérivés. Ils peuvent
donc étre constitués d’organismes (plantes, insectes, nématodes) ou de micro-organismes
(bactéries, levures, champignons, virus) exercant une activité protectrice sur les plantes vis-a-vis
d"agents phytopathogénes, mais aussi de substances d origine naturelle telles que des extraits

végétaux, phéromones, etc.... (Thakore 2006).

La littérature a présenté plusieurs exemples de microorganismes antagonistes

(champignons, bactéries et levures) qui se sont révélés actifs vis-a-vis des maladies.
2. Les modes d’action des agents antagonistes

L’activité antagoniste peut s’exprimer a travers un ou plusieurs mécanismes d’action. Les

plus couramment cités sont la compétition pour I’espace et pour les éléments nutritifs, le
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mycoparasitisme (avec entre autre la production d’enzymes lytiques), I’antibiose et I’induction

de résistance chez la plante hote.
2.1. Antibiose

De nombreux microorganismes produisent des métabolites et agissent en provoguant une
altération de la germination, de la croissance et/ou de la sporulation du pathogéne, une distorsion
des hyphes du pathogene. Une étude récente a montré que le filtrat de culture de 1’antagoniste T.
harzianum peut complétement inhiber la germination et causer des gonflements au niveau des
conidies des pathogenes responsables de la pourriture du collet du bananier par le mécanisme

d’antibiose.

Plusieurs auteurs ont mis en évidence la production in vitro d’antibiotique par les agents
de lutte biologique. Cependant, cela ne signifie pas toujours une production au niveau du site
d’action in situ ni que I’antibiotique intervienne en totalité ou en partie dans 1’antagonisme

(Droby et Chalutz, 1994).
2.2. Mycoparasitisme

Le mycoparasitisme est une relation trophique qu’établit un microorganisme au détriment
d’un champignon. La chitine et le b-1,3-glucan (laminarine) sont les principaux constituants de
la paroi de la plupart des champignons (Bartnicki-Garcia, 1968). Ainsi les agents antagonistes
produisant les enzymes lytiques comme la glucanase et la chitinase, qui dégradent les parois du
pathogene, ont comme mécanisme d’action le parasitisme. Parmi ces antagonistes, les
Trichoderma spp. sont les plus étudiés (Tronsmo & Raa, 1977 ; Bélanger et al., 1995 ; Carsolio
et al., 1999 ; Chet et al., 1998 ; Lorito, & Woo, 1998). Cependant, d’autres études ont montré
que c’est la production des enzymes lytiques par les cellules des antagonistes en présence du
pathogene qui améliore la capacite de celles-ci a s’attacher aux hyphes du pathogéne
(Wisniewski et al., 1991 ; Chan et Tian, 2005).

2.3. Compétition

La compétition pour les éléments nutritifs (sucre, €léments minéraux...) est un
mécanisme fortement impliqué dans la suppression de nombreux pathogenes. La compétition
pour le fer par certaines souches de P. fluorescens est la plus documentée. Elle implique la
production de différents sidérophores, molécules chélatrices du fer et servant de transporteur de
I’1on ferrique a I’intérieur de la cellule bactérienne (Neilands, 1981 ; Duijff et al., 1993 ; Buysens
et al., 1996 ; Whipps, 2001) (Figure 6). La compétition pour le fer est démontrée par délétion de

geénes spécifiques : I’activité protectrice contre B. cinerea d’une souche mutante de P. putida
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(WCS358), incapable de produire des sidérophores, est fortement diminuée chez la tomate

(Meziane et al., 2005).
3. Le marché des biopesticides

Le marché des pesticides synthétiques avait diminué au cours des 5 dernieres années
grace au developpement des biopesticides, ces biopesticides représentent 2.5% des ventes de
produits phytosanitaires (Figure .9), alors qu'il était seulement de 0.2% en 2000. Le marché se
développe donc et on prédit qu’il atteindra plus d'un milliard de dollars en 2010 (Thakore 2006).
Actuellement, I'Amérique du nord et I'Europe consomment environ 40% et 20% respectivement
de la production mondiale de biopesticides. On s'attend a ce que le marché des biopesticides aux
USA monte de 205 millions a 300 millions U$, et le marché européen d’environ 135 millions
jusqu'a 270 millions $ vers la fin de la décennie. Parmi les biopesticides microbiens, les produits

a base de bacteéries représentent 74% du marché mondial.
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Figure .9. Le marché mondial des biospesticides et des pesticides synthétiques, 2003-2010
(Thakore 2006)
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Tableau.3. Les micro-organismes inscrits en tant que biopesticides a I'agence de protection de
I'environnement des Etats-Unis (EPA) (Fravel 2005).

Agent de biocontrdle Organisme ou maladie Culture concernées
ciblée
Agrobactérium Agrobactérium tumefaciens Plante ornementales, fruit,
Noix.
Basillus subtillis GB03 Rhizocotonia ,fusarium Coton, arachides, soja, blé,
Aspergillus et d’autres orge, pois et haricots.
Strain QST 713 Rouilles foliaires Légumes foliaires, poivres,

pommes de terre, tomates et

Noix.
Pseudomonas fluorescens A506 Frost damage, fire blight, Fruits amande, pomme de
brunch rot terre et tomate
Trichoderma harzianum stain T-22 | Pathogéne du sol Le sol des serres, pépinieres,

gazon jardins d’amateur.
Trichoderma harzianum stain T-39 | Botrytis cinerea La plupart des récoltes

alimentaires

3.1. Avantage des biopesticides

D’un point de vue écologique, les biopesticides microbiens sont beaucoup plus
compatibles que les produits chimiques et ont une spécificité accrue vis-a-vis des pathogeénes. Ils
sont par conséquence moins dommageables pour les organismes non ciblés de la microflore

endogene qui exerce une action bénéfique sur les plantes.

Les biopesticides sont souvent efficaces en faibles quantités et leurs activités protectrices
peuvent relever de mécanismes multiples et déclenchent donc rarement des phénomenes de
résistance chez le pathogene a cause d'une faible pression de sélection. En plus, ils peuvent
compléter les pesticides conventionnels une fois utilisés dans les programmes intégrés de la
gestion des parasites (Fravel 2005; Thakore 2006).

3.2. Désavantages des biopesticides

Malgré les avantages de ces agents biologiques, I"effet protecteur de la plupart des agents

de lutte biologique est parfois insuffisant par rapport aux produits chimiques (Shishkoff et
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McGrath 2002) ou n"est parfois pas constant, dépendant notamment des conditions du milieu (la
température, sol, humidité, la plante hote, pH, etc...) (Larkin et Fravel 2002; Mendoza Garcia et
al. 2003). En plus, le coGt de la production est élevé pour la plupart des agents de biocontréle
(Fravel et al. 1999). Ainsi, le conditionnement et la formulation sont trés difficiles pour des
espéces non sporulantes et méme parfois pour les especes sporulantes (Hjeljord et al. 2000;
Collins et Jacobsen 2003). D autre part, les pesticides chimiques ont une activité plus efficace,
tandis que les biopesticides peuvent avoir besoin de temps apres leur application pour

commencer a agir.

4. Cas de Trichoderma harzianum

Dans la nature, les agents pathogenes responsables de diverses maladies provoquent
d'importantes pertes de récoltes : dont : pourritures des semences, fontes des semis, pourritures
racinaires et flétrissements des plantes (Agrios, 1988; Anonyme, 1992), chancres de tiges, taches

foliaires, flétrissement des plantes et pourritures sur les fruits, etc... (Agrios, 1988).

Par contre, Plusieurs micro-organismes peuvent, avoir un effet bénéfique dans le
contréle des champignons pathogénes et ainsi minimiser I'effet délétere des pesticides (Adams,
1990).

Dans une perspective de lutte biologique, il est important de sélectionner des
champignons antagoniste, et 1’é¢tude les modes d’action renseigne sur leurs potentiel a I’égard du

pathogéne.

Trichoderma est le champignons imparfaits saprophytes qui est naturellement abondant
dans le sol et, la matiere organique telle le bois mort ou en décomposition, les débris végétaux et
la paille (Papavizas, 1985, Sippell et al., 1985, Widden et Scattolin, 1988). Les especes de ce
genre possédent également des aptitudes a dégrader de nombreux substrats organiques du sol
pour se nourrir et se développer ce qui suggere qu'elles peuvent survivre dans plusieurs niches

écologiques (Papavizas, 1985).

Au cours des dernieres années, le potentiel antagoniste de T. harzianum a également été
démontré contre les agents pathogenes des substrats dans les cultures serricoles (productions
l[égumieres et plantes ornementales) (Caron et al., 2002). En production commerciale,
Trichoderma a permis d’accroitre les rendements de 7% par rapport aux parcelles traitées

chimiquement (Caron et al., 1994b).
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Le champignon Trichoderma harzianum est reconnu comme antagoniste des agents
pathogenes du sol (Arla, 2002).

Il prévient I’attaque du systéme racinaire des plantes par les champignons du sol de
plusieurs maniéres. Tout d’abord, le mycélium de Trichoderma colonise le sol et les racines
avant les agents pathogénes. De plus, il protege les racines en formation en créant un manchon
autour de celles-ci que ce soit a I’enracinement ou sur un plant adulte. Cette habileté a coloniser
la rhizosphére et a compétition er pour 1’espace lui permet d’agir a titre préventif sur une période

de 10 a 12 semaines (Lambert et al., 2002; Sivan et Harman, 1991).

Le mode d’action de Trichoderma harzianum se veut complexe. Il comprend la
chimiotaxie, I’antibiose, la production d’enzymes dégradant la paroi cellulaire, le parasitisme, la
compétition ou une combinaison de ces divers modes d’action (Howell, 2002; Wells, 1988).
L’activité de cet agent de lutte biologique commence par le repérage de 1’agent pathogene.
L’orientation du Trichoderma est rendue possible grace aux lectines sécrétées dans le milieu par
I’agent pathogéne. Ces substances se lient aux résidus de galactose sur les parois cellulaires de
T. harzianum (ARLA, 2002; Harman, 2000). C’est ce qui permet la croissance chimiotactique

de Trichoderma.
4.1. Classification taxonomique

La taxonomie moderne des champignons a aboli I'embranchement des Deuteromycotina ,
auquel appartenait le genre Trichoderma. La position taxonomique actuelle des Trichoderma sp

se présente comme suit (selon Bissett, 1991) :

Embranchement Amastigomycota et/ou Eumycetes

Sous embranchement Ascomycotina

Classe Sordariomycétes
Ordre Hypocréales
Famille Hypocraceae
Genre

Hypocrea mitosporique (Trichoderma).

4.2. Aspect morphologie

Au microscope on peut observer un mycélium composé d’hyphes jaunes, septés, ramifiés

a parois lisse. Les conidiophores (fig10) sont fortement ramifiés selon une structure pyramidale,
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se terminant par une ou plusieurs phialides. A leur tour, les phialides portent les spores
(phialospores ou bien conidies) (cournut, 1984; landreau, 2001; kubicek et al.,2011). Les
phialides peuvent étre cylindriques ou subglobuleuses, regroupées en masse ou en solitaire. Les
conidies sont hyalines, ellipsoides et lisses chez la plupart des espéces ; les conidies globuleuses
sont rares. certaines especes peuvent produire des chlamydospores globuleuses, qui sont

intercalaires ou terminales (soylu et al., 2002).

Conidiospores

Fig.10. : Aspect morphologique d'un conidiophore de Trichoderma (Samuels et al., 1994).

4.3. Ecologie

Gréace a sa grande capacité d'adaptation aux différentes conditions climatiques, le genre
Trichoderma est tres répandu dans la nature, aussi bien en milieu terrestre que marin (Roquebert,
1996 ; Esposito et Silva, 1998).

En effet, les Trichoderma sp. sont remarquables pour leur croissance rapide et leur
capacité a utiliser différents substrats et sont, par conséquent, I'élément majeur dans la mycoflore
terrestre et marine (Widden et Abitrol, 1980 ; Kubicek et al., 2003). Les Trichoderma sp.
Terrestres se développent quasiment dans tous les sols (forestiers ou cultivés) et sur les végétaux
en décomposition. Ils contaminent fréquemment le compost de la culture industrielle des
champignons comestibles, mais sont rarement parasites de plantes vivantes (Roquebert, 1996 ;
Esposito et Silva, 1998).

L'abondance des Trichoderma sp. Dans les écosystémes est due a leur capacité a produire
diverses substances bioactives et des enzymes. lls s ont de ce fait un maillon important
dans les chaines biologiques (Widden et Abitrol, 1980 ; Vining, 1990 ; Kubicek et al., 2003).
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4.4. Habitats

Trichoderma est un champignon filamenteux cosmopolite tres abondant dans les sols, les
humus et sur les débris végétaux en décomposition. Bien qu’il soit considéré comme un
contaminant universel, Trichoderma peut étre utilisé en lutte biologique contre des champignons
phytopathogénes tels que Botrytis cinerea ou Sclerotinia sclerotiorum. Hypocrea spp. Sont les
formes téléomorphes de certaines espéces de Trichoderma. (Anonyme. 2014)

4.5. Interaction Trichoderma-Pathogénes

Le genre Trichoderma posséde une batterie de mécanismes d’attaque potenticllement
utilisables mais qui demeurent toutefois complexes. 1l peut employer un ou plusieurs modes
d’action en méme temps pour maitriser un agent pathogeéne. Le déploiement des modes d’action
varie également selon les partenaires en présence et les conditions physico-chimiques du milieu
(températures, humidité, etc....). Trichoderma est efficace lorsqu’on lui permet de s’installer
avant I’arrivée des champignons pathogénes. Son action est donc préventive. |l permet, au
niveau des racines, de créer un manchon protecteur autour de celles-ci et ainsi contrer I’entrée
des agents pathogenes a I’intérieur des racines. Le méme effet est observé lorsqu’il est utilisé en
pulvérisation aérienne. Une fois installée, Trichoderma peut avoir un effet stimulant pour la

plante en absence de champignons pathogénes. (Caron., 2002).
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Chapitre I : Matériels et méthodes

Le but de cette étude est I’évaluation « in vitro » du pouvoir antagoniste de Trichoderma

hazianum a I’encontre de Botrytis cinerea.
1. Matériel

1.1. Matériel fongique
1.1.1. Les isolats de Botrytis cinerea

Les trois isolats de 1’agent pathogéne B. cinerea utilisés dans cette étude ont été obtenus
a partir de feuilles et tiges de pieds de tomate présentant des symptémes de pourriture grise. Les
échantillons provenant de serres localisées dans la plaine du Nord-Ouest algérien. Les
fragments de feuille ont été placés sur du papier filtre imbibé d'eau stérile dans une boite de
Pétri. B. cinerea a été cultive sur des boites de Pétri contenant du milieu PDA et incubées a
25°C. Les conidies ont été récoltées a partir de 14 jours d'age cultures en agitant de petits

morceaux de gélose, portant mycélium et des conidies, dans un tube de verre.

Tableau 4 : Isolats de B.cinerea avec leurs designations et origine.

Isolats | désignations | Régions

01 Tr46 Ain T’émouchent
02 F27 Mostaganem
03 B27 Mostaganem

1.1.2. Le champignon antagoniste

La souche de Trichoderma harzianum est fournis par le laboratoire de protection des
végétaux de I’Université de Mostaganem et conservée au laboratoire 04 de microbiologie de
I’université de Guelma. Cette souche donne sur milieu PDA une colonie circulaire cotonneuse

d’abord blanchatre puis verdatre avec 1’age.
2. Méthodes :

2.1. Etude morphologique des isolats du champignon pathogéne

2.1.1. Impact de la salinité du milieu sur les mécanismes d’action de B. cinerea
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2.1.1.1. Effet sur la croissance mycélienne

Des rondelles de 4 mm de diameétre préalablement découpées a 1’emporte piece dans la
zone de croissance active d’une culture d’une semaine. Les boutures sont déposés au centre de
boites de Pétri avec milieu PDA + les deux sels (chlorure de calcium et de sodium) en plusieurs
concentration 50, 100,150 et 300 ppm, incuber a 1’obscurité et a 25 + 1°C. Les mesures des
moyennes de deux diametres perpendiculaires de chaque colonie sont faites tous les jours, selon

la formule:

D-d

L= Rapilly (1968)

L : croissance mycélienne en mm

D : diametre de la colonie en mm

d : diamétre de I’explant initial en mm

2.1.1.2. Mesure de la vitesse de la croissance mycélienne

La vitesse de la croissance (mm/j) est calculée en appliquant la formule suivante

(L2-L1)+ (L3-L2) + (L4-L3)......... (Ln-1-Ln)

n-1
V : vitesse de croissance (mm/j).

L : croissance mycélienne (mm). L1 : croissance mycélienne au 1 jour.

Ln : croissance mycélienne du dernier jour. n : nombre de jours durant le test.
2.1.1.3. Evaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne du pathogéne

Le taux d’inhibition de la croissance mycélienne du pathogene est calculé selon la formule

suivante :
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L-1

T= x 100
L
T : taux d’inhibition en “
L : croissance mycélienne de témoin
I: croissance mycélienne de pathogeéne en présence de 1’antagoniste.

2.1.1.4. Effet sur la sporulation

Les spores ont été récoltées a partir d’une culture de B. cinerea agée d’environ 2
semaines dans des boites de Pétri de 9 cm de diametre et incubées a 22 °C en 12 h de lumiére et
12 heures d'obscurité. Des plaques de culture de 2 semaines ont été agitées au vortex dans un
tube contenant 10 ml d’eau distillée stérile et 0,05 ml de Tween 80 pendant 5 minutes afin de
détacher les spores. Puis la suspension enrichie en spores est filtrée a travers d’un filtre de verre

pour eliminer les débris de mycélium.
2.1.1 5. Effet sur la germination des conidies

Une goutte contenant 100 conidies est étalée sur la surface d’une couche mince de milieu
gélosé + les deux sels. Les étalements, incubés a ’obscurité et a 25 £ 1°C, sont observés 24
heures aprés ensemencement. Les pourcentages de germination des conidies sont alors
déterminés. Le pourcentage de germination est estimé sur 100 spores sous un microscope
(x100). On considere la germination comme effective si la longueur du tube germinatif est

supérieure au plus petit diameétre de la conidie.

Le pourcentage d’inhibition de la germination IG des conidies du pathogéne est déterminé

en utilisant la formule suivante :

NT-NPA
IG(X)= — x100
NPA
NT : nombre de conidies germées chez le témoin ; les conidies renferment une spore et la
germination est observée au microscope.

NPA : nombre de conidies germées en présence de I’antagoniste.
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2.2. Activité antagoniste du Trichoderma vis-a-vis de B. cinerea
2.2.1. Technique de confrontation directe

La technique est inspirée de celle de Patel et Brown (1969) ; dans une boite pétri
contenant 15 ml de milieu PDA, deux explants mycéliens de 2 mm, 1’un provenant d’une colonie
jeune de Trichoderma harzianum , I’autre provenant d’une colonie jeune du pathogéne sont
placés a 5 cm I’un de ’autre suivant un axe diamétral (figll). ce test est réalisé sur 3 isolats de
B.cinerea . Pour chaque isolat ,3 répétitions sont effectuées. Le témoin est réalisé dans les

mémes conditions sans 1’antagoniste (figl1).
Les boites contenant les cultures sont mises a incuber a température de 25 °C.

La croissance mycélienne de B.cinerea et de T.harzianum est évaluée en mesurant, chaque
jour, le rayon de chaque colonie. La vitesse de croissance est calculée en mm/j et est comparée

par rapport a celle du témoin.

Pour chaque isolat, nous avons calculé le taux d’inhibition sa croissance mycélienne selon

la formule donnée le paragraphe (2.1.1).

Boites petri témoin Pathogene confronté a T.harzianum
: O Pastille de T.harzianum.

‘ Pastille de T.harzianum.

Fige 11:dispositif expérimental pour le test de confrontation directe entre T.harzianum
et B.cinerea.

2.2.2. Technique de confrontation indirecte

Le principe de cette méthode repose sur la technique utilisée par Camporta (1985).
L’antagoniste (Trichoderma) et le pathogéne sont repiquée chacun dans une boite pétri contenant
le milieu PDA, les fonds des boites sont superposées de fagon a avoir Trichoderma harzianum en

bas et le pathogene en vis-a-vis, en haut. (Figl2).
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Les deux boites sont assurées par des couches de parafilm.le test est réalisé avec 3
répétitions. Les témoins contiennent uniquement 1’isolat B.cinerea et réalisée aussi avec 3

répétition.

Témoin

C ] >

Pastille de B.cinerea

) —1 IR
[

T ~

~
Couche de para film \

Fig. 12 : dispositif expérimental utilisé pour tester I’influence des substances
volatiles, émises par T.harzianum, sur la croissance mycélienne de B.cinerea.

Pastille de T.harzianum

2.3. Influence de la salinité du milieu sur ’antagonisme vis-a-vis de B.cinérea

L'influence de salinité sur la croissance en diamétre a été déterminée par la croissance des

isolats dans un milieu PDA a neuf niveaux de concentrations 50, 100, 150, 300 meq en NaCl, et

CaCl,. Trois répétitions sont prévues pour chaque traitement salin.

Afin de déterminer l'influence de solutions de NaCl et CaCl, sur la germination des spores

de Botrytis cinerea, Une goutte contenant 100 conidies est étalée sur la surface d’une couche

mince de milieu gélosé enrichi en NaCl et CaCl, : 0 ; 50 ; 100 ; 150 et 300 meqg. Trois

répétitions sont prévues pour chaque concentration saline. Les étalements, incubés a 1’obscurité

et a 24°C, sont observés 24 heures aprés ensemencement. Les pourcentages de germination des

conidies sont alors déterminés.
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|. Résultats

Chapitre 11 : Résultats et discussion

1. Etude morphologique des isolats du champignon pathogene

Chapitre 11

1-1-Impact de la salinité du milieu sur les mécanismes d’action de B. cinerea

1-1-1-Effet sur la croissance mycélienne et mesure de la vitesse de la croissance

mycélienne
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Fig. 13 :L’effet de salinité de milieu sur la croissance mycélienne de champignon pathogéne

Botrytis cinerea.

La croissance myceélienne des colonies de B. Cinerea soumis a différentes concentrations

de sel a été notee apres 3 jours. Les résultats sont reportés sur la figure (13).

Le NaCl comme le CaCl, présente une action sur la croissance mycélienne (fig. 13). Entre

50 et 150 ppm, la croissance des trois isolats s’est manifestée par une stimulation de la
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croissance mycélienne. Au dela de cet intervalle, la croissance diminue en corrélation avec

I’augmentation de la salinité¢ du milieu.

Les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne les plus importants sont obtenus

avec le CaCl, a 300 ppm. IIs atteignent 34.78 % pour I’isolat TR46 et 26.72 % pour I’isolat

F27.

1-1-2- Effet sur la sporulation
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Fig. 14 : L’effet de salinité de milieu sur la sporulation de champignon pathogéne.

En absence de sel (figure 14), Les isolats de B. cinerea ne présentent pas le méme profil
de production de conidies. Les isolats B27 et TR46 (de 2.27x10’, 2.02x10" spores/ml) différe

significativement de celle de F27 1.42x10° spores/ml.

I1 apparait clairement que 1’effet des sels se traduit par une stimulation de la production de

la conidiogénése a différentes concentrations testés.
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Pour les concentrations comprises entre 50 et 300 ppm, le chlorure de sodium montre une

activité conidiogénése nettement plus élevée que celle du chlorure de calcium. En effet, a la

concentration optimale (300 ppm), on enregistre une augmentation du nombre de conidies

produites dépassent de 5 a 7 fois en présence de NaCl et 2 a4 fois pour le chlorure de calcium

par rapport au témoin sans sel.

Sous ces conditions salines, Le chlorure de sodium s’avére le plus favorable a la

sporulation in vitro de tous les isolats de B. Cinerea suivi de la concentration saline du milieu de

culture ou la sporulation de I’isolat B27 est maximale (2.27x10" spores/ml ). Le chlorure de

calcium stimule peu la sporulation des isolats, avec seulement 1.42x10° spore/ml pour Iisolat

F27

1-1 3-Effet sur la germination des conidies
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Fig. 15 : L’effet de salinité de milieu sur la germination de conidies de champignon pathogene.

Les résultats concernant le %

germinatif des différents isolats étudiés en termes de

capacité germinative sous ’effet des différentes concentrations salin apparaissent sur la Fig. 15.
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L’analyse des résultats montre que la salinité affecte le % de germination de 3 isolats de
Botrytis cinerea pour chacune valeurs de sel, on note des différences significatives entre les

différents traitements salins.

En absence de sel (figure 15), les % de germination les plus forts sont obtenus par les deux
isolats TR (63.67%) et B27 (56%).

On remarque que dans le milieu contenant 50 mmp, la capacité germinative pour la plupart
des isolats est augmentée par comparaison avec le témoin, sous les deux types de sel. A 100
ppm, I’effet du NaCl s’exprime avec la méme importance que pour 50 ppm. Au dela de cette
concentration et jusqu’a 300pmm 1’effet du CaCl, s’est traduit par une réduction linéaire du %

germinatif.

Les pourcentages d’inhibition de la capacité germinative dues a I’exposition des cultures a

300ppm de CacCl, est varie de 23 a 33 % par rapport au séries témoins.

A 150 ppm en NaCl, la fréquence des spores résistantes oscille entre 23 & 25%. Par
ailleurs, I'addition au milieu de culture a 300 ppm fait diminuer la capacité germinative de tous

les isolats étudiés.
2. Activité antagoniste du Trichoderma vis-a-vis de B. cinerea

2-1-Technique de confrontation directe

Les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne des souches témoins
est plus importante par rapport a celle obtenue avec les différentes confrontations
(Pathogéne — Antagoniste).

Aprés une semaine d’incubation, nous avons observé une action inhibitrice exercée par
’antagoniste vis a vis de la croissance mycélienne des trois isolats de Botrytis cinerea . Nous
avons constat¢é D’apparition d’une zone d’inhibition suivie par un arrét de croissance pour

I’ensemble des souches du pathogéne. Le calcul du taux d’inhibition confirme ces résultats.

Toutes les souches de Botrytis cinerea sont inhibées a plus de 60% . L’isolat B27 se

montre la plus sensible avec un taux d’inhibition de 69.62%.
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Fig.16 : Effets inhibiteurs de Trichoderma herzianum sur la croissance mycélienne (mm) et

taux d’inhibition des isolats de B.cinerea (technique de confrontation directe).

Nous avons constaté dans 1’étude statistique que 1’analyse (Minitab par le test ANOVA) de

variance montre une signification entre les isolats de Botrytis cinerea au test de confrontation

directe (Tab.5)

Tableau 5 : Analyse de variance de test de confrontation directe.

S.CE DDL | CM TESTF | PROBA
VAR.TOTALE 241,90 |2 120,951
VAR.FACTEUR 1 94,868 | 6 15,813 10,18 0,019*
VAR.RESIDUELLEL1 | 336,77 |8
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I y’a une différence significative entre les isolats (tableau 6).le test nous a parmi de classer les

isolats en trois groupes homogenes.

Tableau 6: les groupes homogenes de test de confrontation directe.

Isolats Moyennes Groupes Homogenes
TR 46 Témoin | 173 A

TR46 54 C
B27 Témoin 172,4 A

B27 52,4 C
F27 Témoin 171,2 A

F27 64 B

2-2- Technique de substances volatiles

Cette technique nous a permis de mettre en évidence 1’effet inhibiteur méme a distance de

la souche de T.harzianum vis-a-vis des isolats de Botrytis cinerea.
La figure (17) montre les résultats obtenus avec la technique des substances volatiles.

Les résultats illustrés sur la figure 3 montrent que la confrontation indirect dans la méme
boite de Pétri contenant du milieu PDA, a entrainé une réduction de la croissance diamétrale de
trois isolats de Botrytis cinerea. Le pourcentage d’inhibition est de 1’ordre de 52.29%, 53.64 et
80.56% respectivement chez TR46, F27 et B27 par rapport aux témoins non confrontés.

Nous avons constaté dans 1’étude statiques que ’analyse de variance montre une signification

entre les isolats de Botrytis cinerea au test de confrontation indirecte.(Tab 7))

Tableau 7 : Analyse de variance de test de confrontation indirecte.

S.CEE DDL | C.M TESTF PROBA
VAR.TOTALE 4379,122 | 2 2189,611
VAR.FACTEUR 1 159,698 6 26,583 88,33 0***
VAR.RESIDUELLE1 | 4538,92 8

Il y’a une différence significative entre les isolats (tableau.8).le test nous a parmi de classer

les isolats en trois groupes homogenes.
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Tableau 8 : les groupes homogenes de test de confrontation indirecte.

Isolats Moyennes Groupes Homogeénes
TR 46 Témoin | 173 A

TR46 83 B

B27 Témoin 172,4 A

B27 34 C
F27 Témoin 171,2 A

F27 79,5 B

Apres trois jours de confrontation, I’influence de Trichoderma a varié selon les isolats.
L’inhibition de la croissance mycélienne devient tres forte avec I’isolat B27 et la croissance de

ce dernier devient 5 mm par rapport a la série témoin (400mm).
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Fig. 17 : Effets inhibiteurs de T. harzianum

sur la croissance mycélienne (mm) et taux

d’inhibition des isolats de B.cinerea (technique de confrontation indirecte).

2-3-Comparaison entre les deux techniques de confrontations

Les résultats obtenus dans 1’étude « in vitro » sont synthétisés dans le tableau N°4.
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Tableau 9 : synthése des résultats obtenus en confrontation directe et en confrontation indirecte.

Croissance Taux d’inhibition (%) | Vitesse de
mycélienne (mm) croissance (mm/j)
Isolats\ | CD SV CD SV CD SV
Tr 54,75 |83 68,53 52.29 55 7,83
B 52,75 | 33,75 |69.62 80.56 4,83 2,83
60,5 97,5 64.72 53.64 45 6,66

CD : confrontation directe.

SV : substances volatiles.

2-4-Effet sur la sporulation

L’étude de la sporulation des isolats de Botrytis cinerea en bordure de la zone d’inhibition
engendrée par T.harzianum a révélé une inhibition significative par rapport au témoin. Le

pourcentage d’inhibition de la sporulation a varié selon les isolats.
Les résultats sont présentés dans le tableau (10) et la figure (18).

Tableau 10 : le nombre de spore des isolats de Botrytis cinerea par cellule.

Isolats Tr46 B27 F27
Témoins 2.02x10’ 2.270x10’ 1.425x10’
Confrontation | 10 ,48x10° 7,12x10° 9,32x10°
directe
Confrontation | 4,8 x10° 13,48x10° 6,52x10°
indirecte

L’intensit¢ de la sporulation de tous les isolats de B. cinerea étudiés differe
significativement vis-a-vis de T.harzianum. Les résultats obtenus (Tableau 10) montrent que
I’isolat TR46 est plus sensible a T.harzianum. L’action inhibitrice de T harzianum, déja trés

importante en test de confrontation indirecte a I’exception de 1’isolat B27.
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Fig. 18.: Effet inhibiteur de T. harzianum sur le nombre de conidies produites par le

champignon B.cinérea.

3- Influence de la salinité sur ’antagonisme in vitro de T. harzianum vis-a-vis de B.cinerea

3-1-Evaluation de I’effet de la salinité sur la croissance mycélienne (confrontation directe et

indirecte)

La croissance mycélienne des colonies de B. Cinerea soumis a différentes concentrations
de la salinité a été notée apreés 4 jours. Les résultats sont reportés sur les figures (17 et 18) pour

les deux confrontations directe et indirecte.
Les résultats de taux d’inhibition sont présentés dans le tableau (11).

L'augmentation des concentrations de chlorure de sodium a généralement stimulé la
croissance mycélienne pour les trois isolats étudiés. En revanche, les niveaux trés éleves a 300

ppm de CaCl; ont entrainé une inhibition dépasse de 70 % avec CaCl,.

Le chlorure de calcium est moyennement efficace contre 1’isolat TR46, les pourcentages
d’inhibition variant entre 39,3 et 48,84 %. Les champignons testés sont résistants au chlorure de

calcium.

L’action combinée de CaCl, et T.harzianum se traduit par une diminution de ce paramétre
aussi bien pour les fortes concentrations que pour des faibles concentrations.
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L’apport des concentrations croissantes en NaCl dans le milieu de cultures (PDA)

SC

manifeste par une augmentation sensible de croissance mycélienne chez les trois isolats de

B.cinerea, mais qui reste toutefois moine supeérieure et de maniére significative a celle des

témoins sans sel.
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Fig.19 : Effet de la salinité sur I’antagonisme in vitro de Trichoderma harzianum vis-a-vis de B.

cinerea (confrontation directe).
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Fig.20 : Effet de la salinité sur I’antagonisme in vitro de T. harzianum vis-a-vis de B. cinerea
(confrontation indirecte).

La combinaison du traitement salinit¢ avec T. harzianum selon les différents
concentrations salines, montrent une nette réduction de la croissance mycélienne par rapport aux
témoins. En effet, la croissance myceélienne est fortement ralentie dans les trois isolats lorsque la
concentration dépasse 150 ppm en NaCl. Les résultats (Fig.), montrent une diminution de ce
paramétre suite a 1’augmentation de la concentration saline en CaCl, a I’exception de la
concentration 300 ppm, ou nous avons constaté également une augmentation sensible de
mycélium dans les trois isolats par rapport aux faibles concentrations de 50ppm.

Par rapport au témoin, la croissance mycélienne de trois isolats pour le traitement en NaCl
enregistre un taux d’inhibition de 27.99, 37.76 et 69.13% pour le traitement a 50 ppm de NaCl
respectivement pour les isolats TR46, F27 et B27. En revanche, 1’effet combiné de CaCl, et T.

harzianum ont montré une réduction de croissance mycélienne. L’isolat B27 se montre la
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plus sensible avec un taux d’inhibition de 85,97% pour la concentration 100ppm et 88.3%

pour la concentration 150ppm en CaCl, (tableau 6).

Tableau 11: Taux d’inhibition pour la confrontation directe et confrontation indirecte

Confrontation directe Confrontation indirecte
Traitements = B R = B R
NaCl
50 68,04 50,64 39,17 37,76 69,13 27,99
100 64,77 41,5 36,4 61,41 81,87 45,98
150 64,12 40,25 35,71 51,45 85,97 50,68
300 54,34 38,96 28,8 55,19 92,4 67,12
CaCl,
50 58,9 48,05 39,3 60,16 84,45 45,98
100 66,73 51,29 47,46 62,65 85,97 49,5
150 72,6 51,94 48,15 67,63 88,3 41,28
300 73,25 61,68 48,84 43,98 82,23 15,45

Nous avons constaté dans ’analyse statistique sue l’analyse de variance montre une
signification entre les isolats de Botrytis cinerea au test de confrontation directe et indirecte
(tab12, 13,14.)

Tableaul2 : Analyse de variance pour la confrontation directe.

S.CEE DDL | C.M TESTF PROBA
VAR.TOTALE 1364,827 | 2 682,395
VAR.FACTEUR 1 1028,108 | 6 171,336 | 352,44 0,003**
VAR.RESIDUELLE1 | 2392934 | 8

Il y’a une différence significative entre les isolats (tableau 12).le test nous a parmis de

classer les isolats en 17 groupes.
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Tableau 13 : Les groupes homogénes de confrontation directe.

Chapitre 11

Isolats Moyennes Groupes homogenes

TR46témoin | 40,3 A

TR46 50Na | 24,9 B

TR46 100Na | 23,3 D

TR46 150Na | 19,2 F

TR46 300Na | 19,8 H

TR4650Ca | 19,8 J

TR46 100Ca | 21,2 L

TR46 150Ca | 22,1

TR46 300Ca | 24,4

B27 témoin | 52,8 A B

B2750Na | 20,2

B27100Na | 22,2 D

B27 150Na | 21 F

B27300Na | 17,9 H |1

B27 50Ca 20,3 J

B27 100Ca | 19,3 L

B27 150Ca | 21,4

B27300Ca | 24,2

F27 témoin | 38,8 A

F27 50Na 17,3

F27 100Na | 12,5 E

F27 150Na | 13,3 G

F27 300Na | 13,8 I

F27 50Ca 16,4 K

F27 100Ca | 13,6 M

F27 150Ca | 11,2

F27300Ca | 13,9

Tableau 14 : Analyse de variance pour la confrontation directe.

S.CE DDL |C.M TESTF | PROBA

VAR.TOTALE 4289,502 | 2 2144,756
VAR.FACTEUR 1 93,504 6 14,076 | 1363,83 | 0**
VAR.RESIDUELLE1 | 4374,015 | 8

Il y’a une différence significative entre les isolats (tableau 14).le test nous a parmis de

classer les isolats en 25 groupes comme le montre le tableau 15.
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Isolats Moyennes Groupes homogenes
TR46témoin | 38,3
TR46 50Na | 33,5
TR46 100Na | 22,8
TR46 150Na | 20,2 I
TR46 300Na | 15,8 K
TR46 50Ca | 24,2
TR46 100Ca | 21,2
TR46 150Ca | 25,5 Vv
TR46 300Ca | 37,7
B27 témoin | 41,2
B27 50Na 13,5
B27 100Na | 8,4 G
B27 150Na | 7,2 ]
B27 300Na | 3,3 L
B27 50Ca 7,2
B27 100Ca | 7,2
B27 150Ca | 6,2 W
B27300Ca | 8,5
F27 témoin | 40
F27 50Na 27
F27 100Na 16,4 H
F27 150Na 20,2 I
F27 300Na 19,2 K
F27 50Ca 17,5
F27 100Ca 15,2 U
F27 150Ca 14,3 v
F27300Ca | 22,3
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I1. Discussion

A T’issue de 1’étude in vitro de I’impact de la salinité du milieu sur les mécanismes d’action
de B. cinerea, on peut en conclure que le chlorure de sodium et le chlorure de calcium stimule le
développement de ce parasite allant jusqu’a 150ppm, Les concentrations de sel les plus

favorables sont situées entre 50 et 150 ppm.

Sous ces concentrations salines, la croissance mycélienne est plus grande que celle
manifestée en absence de sels. L'augmentation des concentrations de chlorure de sodium et de
chlorure de calcium a généralement diminué la croissance mycélienne. A cet effet, les niveaux
tres élevés a 300 ppm ont entrainé une inhibition dépasse de 16 % avec NaCl et 23% pour
CaCl.,.

Benyahya, (1998) a montré que l’augmentation de la salinit¢ du milieu favorise la
croissance mycélienne in vitro de Phytophthora citrophthora et P. parasitica , agents de la

pourriture racinaire des agrumes, avec un optimum situé entre —1.44 et —3.11 bars.

Dans le cas de I'évaluation de I'effet de NaCl et de CaCl, sur le nombre de conidies viables
produites par le champignon. Tous les isolats de B.cinerea sont capables de sporuler a la salinité
testée, mais a de degré variable. La sporulation la plus importante est observeée pour des
différentes concentrations compris entre 50 et 300ppm. L’incorporation de 300ppm de sels a
favorisé le nombre de conidies produites. En effet le chlorure de sodium montre une activité

conidiogénese nettement plus élevée que celle du chlorure de calcium

(Benyahya, 1998). Selon cet auteur, les ions Na* et CI” stimulent la production des
sporanges de P. citrophthora et P. parasitica alors que 1’effet osmotique inhibe cette activité
biologique. Chez Verticillium, 1’augmentation de la sporulation sous I’effet du sel ne semble

pas étre due uniquement a I’effet des ions Na+ et Cl- mais aussi a I’effet osmotique.

Aux faibles concentrations (50 ppm), la capacité germinative pour la plupart des isolats
est augmentée par comparaison avec le témoin sous les deux types de sel. Au dela de cette

concentration 1’effet du CaCl; s’est traduit par une réduction linéaire du % germinatif.

L’inhibition de la germination due a 1’exposition aux fortes concentrations (300ppm) est

fortement augmentée sous les deux types de sel.

Wisniewski et al. (1995) ont montré que I'augmentation de la concentration du chlorure de
calcium (25-175 mM) entraine une diminution de la germination et de la croissance du tube
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germinatif in vitro du B. cinerea et du Pénicillium expansum, causant respectivement les

moisissures grise et bleue chez la pomme entreposeée.

L'ajout de calcium dans le milieu de culture liquide a base de dextrose de pomme de terre
(PDA) a provoqué une réduction de la germination des spores et un ralentissement de la

croissance du tube germinatif de R. stolonifer (Tian et al., 2002).

L’étude que nous avons effectuée a montré [’effet antagoniste d’une souche de

Trichoderma harzianum vis-a-vis de Botrytis cinerea.

En confrontation directe, T.harzianum inhibe la croissance de 1’ensemble des isolats de
B.cinerea ; cette inhibition est mise en évidence par la présence d’une zone d’inhibition. Cette
derniére est apparue a partir du 4 ¢™° jour de confrontation. Elle varie selon les isolats du
pathogene. Pour le taux d’inhibition de la croissance mycélienne les plus grandes atteindre 69.62

Z pour I’isolat B27.

Dans le cas de la confrontation indirecte, nous pouvons remarquer un ralentissement de la
croissance myceélienne du pathogene exposé aux substances volatiles de T. harzianum. Le

taux d’inhibition atteindre 80.567 pour I’isolat B27.

Il apparait clairement que T.harzianum provoque une inhibition de I’intensité¢ de la
conidiogénese pour les trois isolats de B. cinerea. Le nombre de conidies produites plus faible
que celui des conidies témoins sans confrontation. En effet, a la confrontation indirecte, on
enregistre une inhibition important du nombre de conidies produites par 1’isolat TR46 (4,8 x10°)

par rapport a la confrontation directe (10 ,48x10°).

D’aprés Dennis et Webster (1971), les Trichoderma émettent des substances
chimiques toxiques qui sont des dérivés de I’hydrazine présents sous formes des substances
volatiles importantes. Selon Dennis et Webster (1971), les substances toxiques émises par
Trichoderma sont des dérivés de 1’hydrazine présents sous forme de substances volatiles.
Brenal-Vicente et al (2009), rapportent également 1’efficacité de Trichoderma vis-a-vis des

champignons telluriques tels que Fusarium oxysporum Schltdl.ou Verticillium dahliae kleb.

Daami-Remadi (2001) a montré I’effet fortement antagoniste « in vitro » de T.harzianum
vis-a-vis des Fusarium responsables de la pourriture séche des tubercules de pomme de terre.
Cette inhibition était plus marquée (prés de 937%) quand I’antagoniste était apporté sous forme

d’une suspension de spores dans le milieu de culture.
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Huber et al (2005), effectuant des essais de confrontation directe, sur milieu de culture
entre Fusarium oxysorum f.s. radicis lycopersici et T.harzianum ont noté que ce dernier inhibait
la croissance mycélienne de Fusarium oxysorum f.s.paradicis lycopersici de plus de 657 par

rapport au témoin.

Les résultats présentés dans I’étude de I’influence de la salinité sur I’antagonisme in vitro
de T. harzianum vis-a-vis de B.cinerea de montrent que 1’apport de sel dans le milieu de culture

(PDA) affecte la capacité antagoniste vis-a-vis des isolats de B. cinerea.

En absence de sel, I’effet des substances volatiles se manifeste par une inhibition de la
croissance de trois isolats de 17 a 47 mm par rapport aux témoins non exposés (Figure 17-18).

Cette inhibition est maintenue en présence de concentrations de CaCl; allant de 50 a 300pmm.

Les cultures du pathogéne conduites sur milieu salin, et ayant porté auparavant une culture
de Trichoderma, montrent une réduction importante de leur croissance par rapport a leurs

témoins respectifs, pour les deus types de sels, et ceci pour toutes les concentrations en sel.

Cependant, I’action antagoniste sur la croissance du pathogeéne, trés significative, est de
58.9 % a 50ppm et elle persiste pour les concentrations élevées de CaCl, allant jusqu’a 300ppm
(fig.17-18).

On notera de plus que les concentrations de sel favorables a 1’expression maximale du
phénomene antagoniste se rapprochent des taux de salinité des sols (0,2 a 5g/l) ou sévit la
verticilliose (Besri, 1981).

Plusieurs travaux ont rapporté que I’augmentation de la salinit¢ du milieu favorise la
croissance et la conservation de Verticillium dahliae et de Fusarium oxysporum fsp lycopersici ,
principaux agents des trachéomycoses au Maroc (Besri, 1977 ; loannou et al., 1977 ; Besri,
1981).

De méme, la réduction du potentiel osmotique a des valeurs comprises entre -2 et —20
bars stimule la croissance mycélienne et la sporulation de Verticillium dahliae, mais la
production des organes de résistance est moins sensible a la baisse du potentiel osmotique
(loannou et al., 1977).

Les travaux de Swiecki & Mac Donald (1991) rapportent que la formation des sporanges
de Phytophthora parasitica est plus importante en présence de concentrations modérées de

NaCl et de CaCl; par rapport aux témoins sans sel.
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D’aprés Meslouhi (1989), Davet (1983a et 1983b) cette action inhibitrice est due a des
substances de nature chimique libérées par les souches de Trichoderma (phénomene
d’antibiose). La capacit¢ a produire de telles substances varie selon les isolats d’une

méme espece ou d’espece différente.

D’aprés Dennis et Websters (1971), les Trichoderma émettent des substances
chimiques toxiques qui sont des dérivés de [’hydrazine présents sous formes des substances

volatiles importantes.
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Conclusion

Au cours de notre travail nous avons essayé de définir I'effet in vitro d’une souche de
Trichoderma harzianum a I’encontre de Botrytis cinerea et I’effet de la salinité sur le pouvoir

antagoniste de T. harzianum vis-a-vis du champignon pathogene.

Le chlorure de sodium stimule la croissance et la sporulation du champignon pathogéne

alors que I’exposition a chlorure de calcium réduit séveérement.

La confrontation directe de Trichoderma harzianum avec B. cinerea se traduit par un arrét

a distance de la croissance mycélienne du pathogene et la formation d’une zone d’inhibition.

Le test des substances volatiles de T. harzianum a permis également de mettre en
évidence une ralentissement de la croissance mycélienne de B.cinerea exercée sous 1’effet

des substances volatiles émises par T. harzianum

Le test de I’effet de la salinité sur le pouvoir antagoniste de T. harzianum vis-a-vis de
B.cinerea a montré que les conditions salines de culture, provoqué une inhibition de la
croissance mycélienne de cet agent pathogene. La réduction de la croissance reste beaucoup plus

importante en présence de chlorure de calcium.

Les confrontations ont été ensuite examinées provoquent une modification dans

I’expression de I’action inhibitrice de T. harzianum sous les différentes concentrations salines.

L’influence de la salinité sur I’action antagoniste des substances volatiles de T. harzianum
ne se fait que pour les concentrations en sel supérieures a 100ppm pour lesquelles 1’effet
antagoniste sur la croissance du pathogeéne diminue. On peut penser qu’un seuil de salinité est
nécessaire pour perturber les mécanismes de la libération des substances volatiles par

Trichoderma et/ou diminuer leur efficacité sur B.cinerea.

A Dinstar de ces résultats, nous pensons que Trichoderma harzianum possede une
aptitude pour éliminer B.cinerea et peuvent donc avoir des intéréts pratiques en lutte biologique

contre pourriture grise de la tomate..
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