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Résumé

Fusarium oxysporum est un champignon d’origine tellurique ubiquiste qui a la capacité de
provoquer des maladies sur de nombreuses especes végeétales d’intérét économique. En
effet certaines souches de F. oxysporum sont pathogéenes. Deux formes spéciales sont
inféodées a la tomate restent des principales causes de pertes de rendement en Algérie,
Fusarium oxysporum f.sp lycopersici qui provoque des trachéomycoses alors que Fusarium
oxysporum f.sp radicis-lycopersici engendre des nécroses racinaires. L’identification
morphologique a permis d'identifier les isolats comme étant des Fusarium oxysporum. En
outre les observations macroscopique et microscopique ont confirmé I’appartenance des
isolats de ’agent antagoniste au genre Trichoderma. Les tests d’activité antagoniste in vitro
(confrontation direct, sur membrane de cellulose et sur membrane de cellophane) ont donné
des résultats positifs au moyen d’utilisation de ’antagoniste Trichoderma spp. a I’égard de
I’agent phytopathogéne Fusarium oxysporum f.sp lycopersici (Fol). Le test de bio-contréle
in vivo effectué par le traitement des graines de la tomate de la variété Super Marmande
avec une suspension sporale des mémes isolats testés in vitro a donné des résultats
encourageants en réduisant de maniéré significative I’incidence de la fusariose sur les
plantes infectées , révélant ainsi leur effet antagoniste efficace contre I’agent pathogéne
testé (Fol). Ces résultats suggérent que 1’antagoniste a un effet inhibiteur sur le Fusarium
oxysporum f.sp lycopersici et protége les plantes par des différents modes d’action de

Trichoderma spp.

Mots clé : activité antagoniste, fusariose, Fol, Trichoderma spp., tomate.



Abstract

Fusarium oxysporum is an ubiquitous land-based fungus that has the ability to cause disease
in many plant species of economic interest. In fact, certain so-called pathogenic strains of
F. oxysporum, two special forms are subservient to the tomato and remain the main causes
of vyield losses in Algeria, Fusarium oxysporum f.sp lycopersici, which causes
tracheomycosis while Fusarium oxysporum f.sp radicis lycopersici causes root necrosis.
Morphological identification identified the isolates as Fusarium oxysporum. In addition,
macroscopic and microscopic observation confirmed that the isolates of the antagonist
agent belonged to the genus Trichoderma. In vitro antagonist activity tests (direct
confrontation, cellulose membrane, cellophane membrane) have given positive results
using the antagonist Trichoderma spp. against the pathogen Fusarium oxysporum (Fol).
The in vivo antagonist activity test carried out by treating the seeds of the tomato variety
Super Marmande with a sporal suspension of the same isolates tested in vitro has given an
encouraging results by significantly reducing the incidence of Fusarium wilt on the infected
plants, thus revealing their effective antagonist effect against the pathogen tested (Fusarium
oxysorum), these results suggest that the antagonist has an inhibitory effect on Fusarium

oxysporum and protects the plants by different modes of action of Trichoderma spp.

Key words: antagonist activity, Fusarium wilt, Fol, Trichoderma spp., tomato.
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Introduction

Introduction

La tomate (Solanum lycopersicum L.) est une espéce de plantes herbacées du genre
Solanum de la famille des Solanacées originaire du nord-ouest de I'Amérique du Sud. Vu
sa disponibilité et sa valeur nutritionnelle importante elle est considérée comme le
deuxieme legume consommé dans le monde apreés la pomme de terre. Elle est adaptée a des
conditions de culture tres variées et destinée a la consommation a I’état frais ou transformé
industriellement. La plante de la tomate est cultivée sous serre et en plein champ, sur une
superficie d’environ 3 millions d’hectares, ce qui représente pres du tiers des surfaces

mondiales consacrées aux légumes (Morot-gaudry et al., 2000 ; Bachir bouiadjra, 2017).

En Algérie, la culture de la tomate occupe une place privilégiée dans le secteur socio-
économique. En comparant la production de la tomate en Algérie avec la production dans
les pays méditerranéens, elle reste faible cela est di entre autres, aux maladies
cryptogamiques causées par des champignons phytopathogenes et aux insectes qui
provoquent d’énormes dégats a partir du semis, jusqu'a sa commercialisation (Guenaouli,
2008 ; Si mohamed , 2017). Parmi ces maladies fongiques, la fusariose causée par des
especes du genre Fusarium qui regroupe des champignons telluriques parmi les plus
agressifs, responsables des flétrissements et des pourritures sur de nombreuses especes

vegeétales cultivées notamment la tomate (Bettache, 1993).

Le Fusarium oxysporum est I’espéce qui comporte les formes phytopathogénes les plus
fréquentes et les plus importantes de la microflore fongique des sols cultivés et qui
causent les maladies les plus répandues sur le plan économique de la tomate. Cet agent
phytopathogéne peut étre a I’origine des pertes de rendement de 30 a 40% et jusqu’a méme
80% de perte, dans des conditions météorologiques favorables. Les formes pathogenes de
cette espece fongique montrent une trés grande spécificité d’hbte et par conséquent elles
sont regroupées en formes spéciales (f.sp.), deux formes spéciales différentes sont
spécifiques a la tomate : F. oxysporum f.sp. lycopersici (Fol) qui provogque des mycoses
vasculaires et F. oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (Forl) qui engendre la pourriture
racinaires et du collet. Dans les deux cas, la fusariose se traduit par un flétrissement et des
fois, par un jaunissement de la plante pouvant aller jusqu’au desséchement des feuilles et
la mort de la plante (Armstrong et Armstrong 1981 ; Laterrot et al., 1988 ; Nirmaladevi
et al., 2016,).



Introduction

Différentes méthodes de lutte peuvent étre envisagéees contre ces maladies :

Il'y a quelques années, La lutte chimique était le seul moyen de lutte utilise contre la
fusariose et actuellement il est certes efficace mais son utilisation répétitive et massive a
induit aussi une pollution environnementale et I’apparition de souches pathogénes
résistantes. De ce fait la lutte biologique pourrait étre une alternative a la lutte chimique

(Boutomou et Boumaza., 2016).

Dans cette optique, s'inscrit 'objectif de notre travail qui se focalise sur une étude de I’effet
antagonisme de trois isolats de Trichoderma spp. contre un isolat du champignon
phytopathogene Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Cette étude, repose sur les aspects

suivant :

e L'isolement et I’identification de I’agent associ¢ au flétrissement et au jaunissement
a partir des plantes de la tomate présentant des symptomes de flétrissement.
e [’étude de I’effet inhibiteur des isolats de Trichoderma a I’égard d’un isolat de
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici par :
- Les tests biologiques de bio-control, in vitro : Confrontation directe, Activité
antifongique sur membranes (de cellophane et de cellulose) et activité

antagoniste in vivo.
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Données bibliographiques

1 La plante hote (la tomate)

1.1 La production de la tomate en Algérie

La tomate peut étre cultivée dans toutes les régions en Algérie, elle occupe une place
importante dans I'economie agricole Algérienne (Maraichére et industrielle). La tomate de
’arriére-saison est cultivée dans les régions du littoral Centre et du littoral Ouest. La culture
de tomate sous serres est basée dans toutes les régions du littoral et quelques régions du sud et
elle représente 51% de la production totale en produits maraichéres (Bachir Bouiadjra, 2017).
Durant la période (2010-2018), La superficie récoltée de la tomate fraiche en Algérie n’a pas
connu une évolution importante, 22323 ha en 2018 contre 21358 ha en 2010. Par ailleurs, la
production a presque doublé durant cette méme période, dépassant les 1309745 tonnes en 2018
contre 718 235 tonnes en 2010 (FAOSTAT, 2020).

1.2  Exigences de la tomate

1.2.1 Lesexigences climatiques
L’environnement et le climat en particulier influence I’apparition des différents organes de
la plante (feuilles, tiges, fleurs,...), leur forme et leur croissance. Les conditions climatiques
favorables a la production de la tomate dépendent a la fois des variétés considérées et du stade

de développement (Bedrane, 2019).

1.2.1.1 Latempérature
Le Solanum lycopersicum est sensible au froid et détruite au-dessous de 2 °C et craint
beaucoup le gel. Vu qu’il est d’origine tropicale il nécessite un minimum de chaleur et
exposition ensoleillée pour sa croissance. La tomate exige un climat relativement frais et sec

pour donner une récolte abondante et de qualité.

Les températures optimales pour la plupart des variétés se situent entre 21 et 24°C. Les plantes
peuvent résister a un certain intervalle de températures, mais en dessous de 10 °C et au-dessus

de 38°C les tissus végétaux sont endommagés (Beldjilali et Zeltissi, 2017).
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Tableau 1: les températures moyennes aux différents stades végétatifs de la

(Beldjilali, Zeltissi, 2017).

tomate

Température (°C)
Stade de développement T °C du sol T°C de I’air
Germination 25°C /
Croissance 15a20°C jour 18°-20 °C
nuit 15°C
Floraison 15a18°C jour 22°-25°C
nuit 13°-17°C
Fructification 20a25°C jour 25°C
nuit 18°C

1.2.1.2  Humidité relative, (H.R. %)

L’humidité relative optimale pour la tomate est de 75%. Cette humidité permet d'avoir des
fruits de bons calibres, avec moins de gercures et sans défaut de coloration. Une humidité
relative optimale trop élevée, couplée a une température élevée entraine une végétation
luxuriante avec un allongement des entre-nccuds. Cependant, elle favorise aussi le

Développement des maladies, notamment le botrytis et le mildiou (Pntta, 1999).

1.2.1.3  Lalumiére
La plante de la tomate ne présente pas d’exigence photopériodique trés marquée, mais
exigeante en énergie lumineuse. Les quatre a six semaines de fortes intensités lumineuses
incitent le raccourcissement de I’axe et ’induction du premier bouquet surtout lorsque la
température est basse. Pendant la floraison, une forte intensité lumineuse favorise la
pollinisation surtout quand la température du substrat est ¢levée. Quant au fruit, I’insolation

directe et la température élevée sont nocives et diminuent sa qualité (Chaux, 1994).
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1.2.2 Les exigences edaphiques
1.2.21 Lesol
Selon Boutoumou et Boumza, (2016). La tomate pousse bien sur la plus part des sols
notamment les sols minéraux qui ont une bonne aération et une bonne rétention de 1I’eau libre

de sels. Elle préfeére les terres limoneuses profondes et bien drainées.

1222 LepH
La culture de la tomate tolére une large gamme de pH, pousse le mieux dans des sols ou la
valeur du pH varie entre 5,5 et 6,8 ou le meilleur équilibre nutritionnel qui stimulent une bonne

croissance est assuré (Naika et al., 2005).

1.2.2.3 L’eau
Les besoins en eau de la tomate se situent entre 4000 et 5000 m3/Ha. lls se varient selon
les stades de développement de celle-ci, trois phases physiologiques correspondant a des

besoins en eau différents sont a distinguer :

e De laplantation a la 1'*® floraison : phase de croissance lente, les besoins en eau
sont peu éleves.

e De la floraison a la maturation : phase de croissance rapide, les besoins en eau
sont elevés.

e En fin de récolte : phase de vieillissement les besoins en eau sont réduits
(ITCMI, 2015).

1.3 Les maladies de la tomate

La tomate est un légume avec une grande valeur économique dans plusieurs pays, c’est
pourquoi il est important de prévoir les maladies de cette culture. Les cultures de la tomate sont
sujettes a de nombreuses maladies causées par divers agents pathogénes tels que : les virus
(Tableau 2), les bactéries (Tableau 3), les champignons (Tableau 4), et de nombreux
ravageurs tels que les insectes, les acariens... etc. Les maladies causées par les champignons
phytopathogénes sont les plus fréquentes sur la culture de la tomate. L’infection fongique est

fréquemment causée par des spores qui ont germé puis pénétré dans les tissus de la plante a
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travers les stomates, des blessures ou a travers la peau de la plante. Les filaments mycéliens se
développent dans les tissus en tirant les éléments nutritifs et libérant les substances toxiques,
ceci signifie qu’ils se nourrissent et se multiplient aux dépend de la substance de leur hote. Les
effets nocifs des champignons phytopathogénes se limitent & la zone contaminée mais il existe
des champignons qui peuvent envahir les tissus vasculaires des plantes et peuvent se propager
a partir de la, dans toute la plante, c'est le cas de certaines formes spéciales de Fusarium
oxysporum tel que 1’agent responsable de la fusariose de la tomate (Abidat et Djabil , 2018).
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Tableau 2 : les principales maladies virales de la tomate (Snoussi, 2010).

Maladie Symptdomes

Virus de la mosaique du tabac (TMV) Transmis par la semence et par voie
mécanique donnant des plages vert clair et

vert foncé sur feuilles jeunes.

Pepino mosaic virus (PEPMV) ou (TMV) | Donne des décolorations de feuilles et une
stérilisation des inflorescences, également
transmis par les semences et par voie

mécanique.

Virus Y de la pomme de terre (PYN) Donne des nécroses sur feuilles avec

desséchement.

Tomato chlorosiscrin virus et Tomato | virus provoquant la crispation et le
infectious chlorosis crini virus | jaunissement sur feuilles

(TICV),Tomato spotted ,wilt virus ou
maladie bronzée .Tomato yellow leaf —cruf
(TYLCV)

Stolbur Maladie a mycoplasmes, elle a des
caractéristiques similaires aux symptémes
de chloroses, prolifération des rameaux,
réduction du feuillage, et transmission par

les insectes (cicadelles).
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Tableau 3 : les principales maladies bactériennes de la tomate (Snoussi, 2010).

Maladie Agent phytopathogéne Symptdomes

Chancre bactérien Clavibacter michiganensis Flétrissement unilatéral
sur feuille, suivi d’un
desséchement total des
coupes longitudinales sur
tige et pétioles. Sur fruits,
se forment des taches
blanchatres.

Moucheture de la tomate Pseudomonas syringae Apparition des taches
noires de contour

pv .tomato. irrégulier entourées d’un
halo jaune sur les feuilles.
les folioles se desséechent

et tombent.

Gale bactérienne Xanthomonas compestris De nombreuses taches
entrainent le
pv.vesicatoria desséchement de folioles
et la chute des feuilles,
Sur fruit, de petits
chancres pustuleux
apparaissent et prennent

un aspect liégeux.

Pseudomonas solanacearum | Flétrissement de type
Verticillium ou Fusarium
mais suivi de la mort tres

rapide de la plante.
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Tableau 4 : les principales maladies fongiques de la tomate (Causse et al., 2000 ; Naika et
al., 2005).

Maladie

Agent phytopathogéne

Symptémes

Anthracnose

Colletotrichum coccodes

Téaches plus ou moins circulaires de 1 cm

avec un centre noiratre sur les fruits mars.

Mildiou

Phytophtora infestens

Légeres taches foncées avec un point jaune
dans leur centre, sont visibles sur les feuilles
ayant parfois un développement centrifuge
et centripéte. Sur la face inférieure des
feuilles les taches sont blanches. Les fruits
se couvrent de taches brunes et les feuilles
flétrissent.

Verticilliose

Verticillium albo-atrum

Jaunissement des feuilles de bas en haut en
forme de V suivi d'un flétrissement avec un

léger brunissement des vaisseaux.

10
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Alternariose

Alternaria solani

Taches rondes et brunes avec des cercles
concentriques sur les feuilles avec un
diamétre d’environ 1,5 cm. Des grosseurs
peuvent apparaitre sur les tiges et les
feuilles, Les fleurs et les jeunes fruits
tombent.

Flétrissure

fusarienne

Fusarium oXysporum
f.sp. lycopersici (Fol)

Jaunissement des feuilles de bas en haut,
apparition de racines avortées au bas de la
tige, Tissus ligneux brun rougeéatre

Pourriture des
racines et du

collet

Fusarium oXysporum
f.sp. radicis-lycopersiei
(Forl)

Brunissement des racines, de leur cylindre
central et des vaisseaux situés au niveau du
pivot et du collet, Flétrissement juste avant
la cueillette. Les feuilles hautes fanent avant
les feuilles basses avec une décoloration
jaune ou dorée. Les fruits n'ont pas leur

brillance normale.

11
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2 L’agent pathogéne (Fusarium oxysporum)

2.1 Legenre Fusarium

Le genre Fusarium, décrit pour la premiére fois par Linke en 1809, il appartient a la famille
des Tuberculariacées (Gams et Nirenberg, 1989). Le genre Fusarium est bien connu pour son
réle important en phytopathologie. Ce dernier regroupe un grand nombre d’espéces (Messiaen
et al., 1968). L’espece Fusarium oxysporum se caractérise par une large gamme de plantes
hotes et la plupart des souches pathogénes envahissent le systeme vasculaire de ces plantes et
présentent une spécificité parasitaire, ¢’est-a-dire que 1’espéce ne peut attaquer qu’un hote

déterminé (Ozenda, 1990).

2.2 L’espéce Fusarium oxysporum

Le Fusarium oxysporum peut représenter jusqu’a 70% des isolements de Fusarium a partir
du sol (Messiaen et al., 1991). C’est une espéce saprophyte qui a un rdle trés important en
pathologie vegétal, elle est responsable de dégats importants sur de nombreuses cultures, telles
que les cultures florales (ceillet, cyclamen), maraicheres sous serres (tomate, melon,
concombre), les palmeraies, bananeraies, et les cultures de coton et de lin (Nelson et al., 1981).
L’infection provoque des symptomes de pourriture racinaire et des maladies qui affectent le

systéme vasculaire des plantes.

Deux formes spéciales différentes de F.oxysporum sont inféodées a la tomate : F.oxysporum
f.sp. lycopersici (Fol) qui provoque des trachéomycoses et F. oxysporum f.sp. radicis-
lycopersici (Forl) (Laterrot et al., 1988). L’infection entraine un jaunissement des feuilles
d’abord unilatéral puis généralisé, et aboutit au flétrissement, au desséchement et enfin a la

mort de la plante. (Gindrat, 1975).

2.3 Position systématique

Depuis la description du genre Fusarium par Link en 1809, de nhombreux travaux ont été
consacrés a la taxonomie de ce champignon. La plupart des systémes taxonomiques proposés
ultérieurement ont maintenu F.oxysporum comme espece unique dans la section Elegans.

Bouhot, 1981 classe Fusarium comme suit :

12
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Embranchement : thallophyte
Classe :Deutéromycéte
Famille: Tuberculariacée
Genre : Fusarium

Espece : Fusarium oxysporum

2.4 Identification de Fusarium oxysporum

Comme pour tous les champignons, la classification des Fusarium est basée sur des criteres
culturaux et morphologiques par une observation microscopique : la forme et la taille des
macroconidies, la présence ou 1’absence de microconidies et de chlamydospores ainsi que leur

forme, et la structure des conidiospores (Smahi, 2007),

En culture, les colonies des isolats de Fusarium présentent souvent des nuances roses, jaunes,
rouges ou violettes souvent avec une teinte pourpre, et sont clairsemeés a abondants. Les
champignons du genre Fusarium présentent un mycélium septé et incolore (Booth, 1985). Le
caractére commun aux Fusarium est la production de macroconidies pluricellulaires en forme
de croissant et autre type des spores asexuées ; des microconidies unicellulaires ou bicellulaires

de formes variées, ainsi que des chlamydospore, qui sont des forme de résistance.

2.4.1 Les microconidies
F. oxysporum est caractérisé par la présence abondante de microconidies (Tivoli, 1988).
fusiformes a réniformes, présentant 0 a 2 septa, agglomérés en fausses Tétes produites par de
petits phialides (5-12 x 2,2-3,5um). Les observations microscopiques montrent qu’une
population de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici est constituée de plusieurs propagules dont
les microconidies a elles seules constituent plus de 90% de cette population (Tello-marquina
et Alabouvette, 1984).

13
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2.4.2 Les macroconidies
Légerement arquées, présentant 3 a 4 septa, la cellule basale pédicellée, la cellule apicale
en crochet, produite par des phialides sur des conidiophores ramifiés ou en sporodochie (27-46
x 3-4,5 um) (Messiaen et Cassini, 1968). Les chlamydospores : hyalines, lisses ou rugueuses,
globuleuses, terminales ou intercalaires (5-15um de diamétre) (Komi, 1993).

2.4.3 Les chlamydospores
Sont des formes de conservation, résultant de I’accumulation de réserves dans une région
(article du mycélium ou conidie) qui se dilate quelque peu et s’entoure finalement d’une

membrane épaisse de teinte généralement foncée, (Figure 1). (Dommergues et al., 1970).

Figure 1: (A) mycélium de Fusarium oxysporum ;(B), microconidies ;(C), macroconidies ;(D)
chlamydospores (Tousount et Nelson., 1976).

14
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2.5 Cycle de vie de Fusarium oxysporum

Les F. oxysporum ne sont pas des parasites obligatoires. En absence de la plante héte, ils
meénent une vie de saprophyte sur des débris végétaux et des matiéres organiques. Les Fusarium
sont trés abondants dans le sol, les isolements effectués indiquent qu’un gramme de sol
renferme prés de 100.00 propagules (Smith, 1965).Ces champignons persistent dans le sol
principalement sous forme de spores de résistance qu’on appelle des chlamydospores ou ils
passent dans un état de dormance. (Booth, 1971). En contact de I’hote avec des conditions
favorables, les chlamydospores germent et les jeunes filaments pénetrent au niveau des racines.
Ensuite, le mycélium se ramifie, colonisant ainsi toutes les cellules avoisinantes. Les hyphes
myceliens progressent intracellulairement puis colonisent le cortex. Arrivé au niveau du
cylindre central, le parasite s’installe dans les vaisseaux du xyléme d’ou il se propagera dans
la tige par I’intermédiaire des microconidies aisément véhiculées par la seve. A ’extérieur, ils
se forment des organes fructiferes a la surface des feuilles appelés sporodochies ou se
développent les macroconidies qui a leur tour contaminent d’autre plantes lorsqu’elles seront

transportées par le vent, I’érosion ou bien par les insectes, (Figure 2). (EI mahdjoub, 1972).
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Figure 2 : cycle de vie de Fusarium oxysporum (Kabouch, 2014).
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2.6 La fusariose de la tomate

La fusariose est une maladie cryptogamique causée par un champignon du genre Fusarium.
Chez la tomate, cette maladie existe sous deux formes différentes soit la flétrissure fusarienne
(fusarium wilt) causée par Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici abrégée Fol et la pourriture
de la racine et du collet (fusarium crown and root rot) causée par Fusarium oxysporum f.sp.
radicis-lycopersici abrégée Forl. Les symptémes de Fol se manifestent en une décoloration de
la tige commengant par un léger jaunissement longitudinal sur une portion de celle-ci et
évoluant en une bande jaune plus marquée puis en une nécrose beige a marron clair. Les
vaisseaux a l'intérieur de la tige brunissent. 1l cause également un jaunissement du rachis, d'une
foliole et éventuellement de la feuille entiére, (Figure 3). (Arino et al., 2007). Les symptomes
de Forl se manifestent par un brunissement des racines, de leur cylindre central et des vaisseaux
situés au niveau du pivot et du collet. On reconnait aussi la maladie par I’apparition d un
chancre brun, légérement déprimé se développant sur un seul c6té du collet et de la tige, en
forme de flamme (Adejumo et al., 2007). Le systéme racinaire devient brun et pourri, les
vaisseaux, les tissus corticaux et le collet brunissent. On peut remarquer également un
flétrissement juste avant que les premiers fruits soient préts a cueillir. Les feuilles hautes fanent
avant les feuilles basses, avec une sécoloration jaune ou doré (Fandohan et al., 2005).

Figure 4: symptdmes de Fusarium oxysporum (Fol) sur feuilles et tiges de tomate (Spiga, 2015).
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2.7 Les moyens de lutte contre la fusariose

Les méthodes de lutte appliquées pour le contrble des fusarioses sont généralement
limitées, comme c’est le cas pour I’ensemble des maladies parasitaires vasculaires. Il n’existe
aucun moyen réellement efficace pour controler totalement ces maladies. Les mesures de

contrdle demeurent dans leur globalité d’ordre préventif (Djabil, 2017).

2.7.1 La lutte culturale

Elle consiste a éviter les conditions qui favorisent le développement de la maladie tel que :
un sol léger et acide, un manque d'azote et de calcium, des températures élevées ( lI'optimum
pour le développement du Fol est de 28C")et un manque de lumiére en intensité et en temps.
Les chercheurs Taiwanais Sun et Huang, 1985, ont mis au point un amendement organique et
minéral qui permet de controler efficacement diverses espéces de Fusarium. Leur mélange- le
mélange S-H — contient: 4,4% de bagasse (résidus de canne a sucre); 8,4% de son de riz; 4,25%
de coquilles d'huitres; 8,25% d'uree; 1,04% de nitrate de potassium; 13,16% de superphosphate
de calcium; 60,5% de cendres minérales constituées de 31% de dioxyde de silice, 4,4% d'oxyde
de calcium, 1,7% d'oxyde de magnésium, 18% d'oxyde daluminium et 1% d'oxyde ferreux.
(Smahi ,2008).

2.7.2 La lutte chimique
Elle se fait par une désinfection du sol a I’aide de fongicides, le plus utilis¢ est le triazole
et ces dérivés qui sont tres actif grace a leur noyau qui posséde une activité pharmacologique
antibactérienne, antifongique et hypoglycémique (Hamoir et al.,, 2001). Cependant,
I’utilisation non raisonnée des fongicides peut nuire aux micro-organismes participants au
maintien de 1’équilibre de I’écosystéme et autres inconvénients comme la pollution de

I’atmospheére, de 1’eau du sol et I’intoxication des consommateurs des plantes traitées.
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2.7.3 La lutte physique
Anchisi et al., En 1985 ont développé un traitement a I'eau chaude pour protéger les plantes
dans un sol ou l'on sait que I’agent causale de la maladie est présent. La méthode consiste a
traiter les racines avec de l'eau chaude a 48-49 C° pendant 30 secondes avant de transplanter
ou a moins de 48 heures aprés la transplantation. Cela stimule la croissance des racines. Par
contre, la stérilisation ou la solarisation ne sont pas des solutions efficaces a long terme
(Corbaz, 1990).

2.7.4 Lutte agronomique
Elle est considérée comme la plus pratique, elle consiste a stopper la culture de la plante

qui héberge le Fusarium et le Botrytis cinerea pendant plusieurs années. (Smahi, 2008).

2.7.5 La lutte biologique
La lutte biologique est un ensemble de procedés exploitant la relation de concurrence ou
d’antagonisme existant entre des organismes vivants y compris les champignons, en vue de
minimiser ou de limiter les dommages ainsi que I’abondance des agents phytopathogénes sans

nécessairement les détruire par la suite. (Alabouvette et al., 1986).

Plusieurs chercheurs se sont intéressés aux microorganismes tel que les bactéries et les
champignons dans I’espoir de mettre au point un procédé de lutte efficace capable de limiter la

gravité des fusarioses (Alabouvette et al., 1986).

De nombreux travaux se sont intéressés a 1’étude des agents de lutte biologique pour surmonter
les problémes de résistance associés aux fongicides. Un grand nombre de bactéries et de
champignons antagonistes ont ainsi été mis en évidence mais, les résultats les plus confirmés
ont été obtenus avec des isolats de Trichoderma spp .Un certain nombre de micro-organismes
expérimentés avec succes en lutte biologique contre le Fol et le Forl tels que : Bacillus subtilis,
Pseudomonas fluorescens, Fusarium oxysporum (isolats non pathogenes), Trichoderma
harzianum , Aspergillus ochraceus et Penicillium funiculosum, ont réduit les symptémes de

maniere significative. Ces microorganismes ont également induit une réduction de I’incidence
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de la maladie qui varie entre 53% et 78% ; parfois supérieurs aux fongicides conventionnels et
ont contribué de ce fait, a augmenté les rendements (Caron et al., 2002 ).

3 L’agent antagoniste Trichoderma spp.

3.1 Legenre Trichoderma

Le terme « Trichoderma » a été introduit en mycologie en 1794 par Persoon cependant, la
taxonomie et I’identification de ses especes ont demeuré incertains jusqu’a ces dernicres
années. Le genre Trichoderma regroupe un ensemble de champignons imparfaits saprophytes
qui se retrouvent couramment dans le sol, sur le bois mort, les débris végétaux et les organes
aeriens des plantes. On le reconnait facilement en culture grace a la couleur genéralement
verdatre de ses spores et le port typique de ses phialides. Le genre Trichoderma est caractérisé
par une vitesse de croissance rapide et une sporulation abondante sur milieu de culture (Gams
et al., 1998), le Trichoderma a été extrémement étudié parce qu’il a un large spectre d’activité
contre les pathogeénes telluriques (Harman,2006). En milieu terrestre, la production
d'enzymes, de substances bioactives et leur développement rapide font des Trichoderma spp.
des agents potentiels en milieux terrestres et une matiere de choix pour l'exploitation
Industrielle (Prieto et al ., 1997).

3.2 Position systématique

Selon Bissett (2004) la position taxonomique des Trichoderma spp. est comme suit :
Embranchement : Amastigomyccetes
Sous embranchement : Ascomycetes
Classe : Sordariomyceétes
Ordre : Hypocréales
Famille : Hypocréaceae

Genre : Trichoderma
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3.3 Morphologie de Trichoderma spp.

L'aspect macroscopique des Trichoderma spp. est apprécié a partir de cultures sur gélose
nutritive appropriée, répartie en boites de Pétri, les colonies sont colorées en fonction de la
pigmentation des conidies apres la germination. La conidie donne naissance a un mycélium
d'abord blanc et stérile en forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible
sur les parties aériennes du Mycélium, (Figure 5). (Boutoumou et Boumaza, 2016).

Figure 6: aspect macroscopique de Trichoderma sp. (Anonyme 1, 2014).

Sous microscope optique on peut observer un mycélium composé d'hyphes jaunes, septées,
ramifiées a parois lisses. Les conidiophores ont une forme conique ou pyramidale, tres ramifiés
et portent des phialides en forme de flasques ou de quilles. A leur tour, les phialides portent les
spores, (Figure 7). (Kubicek et al., 2003).
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3.4 L’habitat de Trichoderma spp.

Les Trichoderma spp. sont remarquables pour leur croissance rapide et leur capacité a
utiliser différents substrats et sont par conséquent, I'élément majeur dans la microflore terrestre
et marine (Kubicek et al., 2003). Les espéces de Trichoderma sont des mycetes présents en
nombre important dans presque tous les sols agricoles et dans d’autres environnements tels que
le bois pourrissant (Samuels et al., 2006). Les isolats du genre Trichoderma retrouvés dans
des habitats trés variés du grand nord aux zones tropicales. Retrouvés sur bois pourri, blé,
avoine, orge, arachide, tomates, patates douces et citrus en stockage. La présence des
Trichoderma sp. en milieu terrestre (6% du nombre total des especes fongiques) semble
comparable a celle en milieu marin (6,4% a 10,4%) (Landreau, 2001).

3.5 Cycle biologique

24h apres sa germination, la conidie donne naissance a un mycelium d'abord blanc et stérile
en forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible sur les parties aeriennes
du mycélium, correspondant a la conidiogénese, d’autres cercles concentriques réguliers se

forment par la suite et un feutrage épais se superpose a la culture, (Figure 9). (Corbaz, 1990).
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Cycle de développement des Trichoderma sp

2 4

24 h aprés
inoculation sur
milieu de culture :
Germination

48 h:
Croissance mycélienne

72h:

Constitutionor

de reproduction :
les Coniophores

Figure 10: cycle de vie Trichoderma sp. (Anonyme 3, 2014).
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3.6 Le pouvoir antagoniste de Trichoderma spp.

Les propriétés antagonistes des souches de Trichoderma sont connues depuis 1887 gréace a
une publication scientifique qui en fait mentionner. (Abdiche et Khireddine, 2016). Ce qui
rend les souches de Trichoderma trées efficaces pour la lutte contre les maladies des plantes,
non seulement le degré élevé d'adaptation écologique ; qui se reflete par leur présence dans le
sol partout dans le monde dans des conditions environnementales différentes et leur capacité a
se développer sur des substrats peu codteux ; mais aussi leur capacité a produire de multiples
enzymes en particulier des enzymes lytiques comme les chitinases et les 3-1,3-glucanases qui
hydrolysent la paroi cellulaire fongique, des antibiotiques et des hormones qui sont utiles pour
la croissance des plantes et leur conférent une protection contre les pathogénes (Benitez et al.,
2004). Donc la présence de Trichoderma spp. dans le sol joue a la fois un réle curatif et

préventif (Harman et al., 2004).

La production de ces protéines et enzymes stimule la production de substances messagéres qui
sont responsables de la transmission des signaux pendant une attaque pathogene et déclenchent
des réactions de défense chez la plante. Cependant, la résistance induite par Trichoderma spp.

augmente l'expression des génes liés a la defense dans toute la plante, au moins a court terme.

Les Trichoderma spp. présentent une diversité génétique trés élevée et peuvent étre utilisés
pour produire des substances a intérét écologique et commercial marqué comme biopesticides
tels que les biofertilisants et les biofongicides. Malgré les succés commerciaux de ces derniers,
des limitations majeures subsistent par rapport a leur efficacité étroite et leur incohérence avec
les conditions naturelles sur le terrain. De ce fait, des souches de Trichoderma avec des
capacités antagonistes potentielles élevées sont nécessaires pour des programmes de lutte

biologique plus efficaces (Debbi, 2019).

3.7 Mode d’action de Trichoderma spp. en lutte biologique
Le Trichoderma possede une activité antagoniste selon différents mécanismes d’action
potentiellement utilisables mais qui restent toutefois complexes et varient selon les agents
pathogenes en présence et des conditions physico-chimiques du milieu (températures,
humidité, etc...). Il peut également employer un ou plusieurs modes d’action en méme temps.

Pour maitriser un agent pathogéne, il peut utiliser :
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L’antibiose : qui résulte de la production de substances de différentes natures
(des enzymes lytiques, des peptides ou protéines a activité antimicrobiennes, des
polyketides, des composés phénoliques, des bio surfactants etc...) qui agissent comme
des« antibiotiques » et qui inhibent la croissance de 1’agent pathogéne (Fernando et
al., 2006).

La compétition : elle se manifeste par l'aptitude de Trichoderma a utiliser les mémes
ressources du milieu disponibles en quantité limitée (aires d'alimentation, sites de
développement), que les agents phytopathogénes. Dans ces conditions limitées, la
production de composés inhibiteurs est capable d'arréter ou de ralentir leur croissance
et confére au microbe producteur un avantage écologique concurrent (Marzano et al.,
2013).

Le mycoparasitisme : ce mécanisme est considéré comme un mécanisme majeur de
lutte biologique qui se manifeste par la destruction de l'agent pathogéne lorsque le
Trichoderma s'enroule autour de celui-ci soit en I'étranglant, en pénétrant a l'intérieur
et/ou en lui injectant des substances (comme les enzymes lytiques) qui détruisent sa
paroi cellulaire (Jogaiah et al., 2018).

L’induction de la résistance de 1'hdte : le traitement des semences avec les spores ou
les métabolites secondaires de Trichoderma peut induire I’augmentation de 1’expression
des geénes liés a la défense dans toute la plante tout en agissant comme stimulateur de

I’immunité (Jogaiah et al., 2018).
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Matériel et méthodes

1 Matériel
1.1 Matériel fongique

Le matériel fongique est constitué d’un isolat phytopathogéne de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici et de trois isolats de Trichoderma sp. dénommés S’SM ; TanTb (a) ; TanTbh (B).
Les différents isolats fongiques sont obtenus de la collection du laboratoire de mycologie du

centre de recherche en biotechnologie de Constantine (C.R.BT).

1.2 Matériel végétale
Les graines de tomate de la variété super Marmande ont été utilisées pour I’essai de lutte

biologique in vivo.

2 Meéthodes

2.1 Isolement et identification des isolats fongiques
2.1.1 Isolement et purification de I'agent phytopathogéne
2.1.1.1 L’isolement

L’isolement a été réalisé a partir des fragments de tiges des plantes de tomate présentant
des symptomes caractéristiques de flétrissement fusarien. Des petits fragments sont coupés et
désinfectés a I'nypochlorite de sodium a 2° pendant 5 minutes puis rincés trois fois avec 1’ecau
distillée stérilisée. Les fragments sechés avec du papier buvard stérilisé sont ensuite mis dans
des boites de Pétri contenant le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Figure 7) et incubés a 25

° C al’obscurité pendant 4 a 7 jours.
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Figure 11: isolement du Fusarium oxysporum a partir d’une
tige de tomate malade.

2.1.1.2  Purification

Pour obtenir des isolats purs, plusieurs repiquages ont été effectués pour séparer ’agent
pathogéne (F. oxysporum) des autres contaminants, sur le milieu du PDA. Afin d’obtenir un
matériel fongique pure on procede a la culture monospore. Cette méthode consiste a préparer
une suspension sporale puis, un volume de 0,1 ml de la suspension est déposeé et étalé a la
surface du milieu PDA. Apres 24h d'incubation a 25°C et a l'aide d'une loupe binoculaire, un
fragment de mycélium est repéré puis a l'aide d'une aiguille stérile le fragment mycélien est
prélevé et ensemencé dans une boite de Pétri contenant le milieu PDA puis incubé a 25°C

pendant 5 jours.

2.1.1.3 Identification
L’identification des isolats obtenus fait essentiellement appel aux caracteres morpho-
culturaux, qui est réalisé par 1’observation macroscopique tels que la pigmentation et I’aspect
des colonies (poudreuse, duveteuse, cotonneuse) et par 1’observation microscopique en tenant
compte des caractéres suivants : I’aspect du mycélium, la présence ou I’absence de cloisons

ainsi que la taille, la morphologie et la coloration des spores.
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2.1.2 Isolement et purification de ’agent antagoniste
Trois isolats du genre Trichoderma dénommés : S’SM ; TanTb (a) ; TanTb (B), ont fait
I’objet de cette étude. Ces isolats appartenant a la collection du laboratoire de mycologie du
centre de recherche en biotechnologie de Constantine (CRBT) ont été d’abord régénérés puis

purifiés par culture monospore tel que décrit ci-dessus.

L’identification morphologique des isolats de Trichoderma est réalisée par 1’observation
macroscopique (aspect des colonies) et par 1’observation microscopique (aspect du mycélium

et des spores)

2.2 Activité antagoniste de Trichoderma spp. vis a vis de f. sp. lycopersici
2.2.1 Activité antagoniste in vitro
Pour I’étude de I’activité antagoniste in vitro les trois isolats de 1’agent antagoniste
Trichoderma (s’sm ,Tantb (B), TantB (a2)) ont été confrontés a 1’égard d’un isolat de Fol. Ce

test a été réalisé sur milieu PDA en utilisant deux méthodes de confrontation :

2.2.1.1  Confrontation directe
La méthode de confrontation directe consiste a repiquer deux disques fongiques 1'un de
I’agent pathogéne et I’autre comme agent antagoniste dans une méme boite de Pétri contenant
le milieu PDA. Les deux disques fongiques sont déposés a 2 cm de distance 1’un de I’autre. Le
témoin consiste au repiquage d’un disque fongique de ’agent phytopathogéne et un disque de
gélose stérile dans une boite contenant le milieu PDA et I’incubation se fait a I’obscurité a 25

° C pendant 6 jours (Figure 8).

Apres incubation les mesures de la croissance mycélienne des colonies de I’agent

phytopathogene sont réalisées en mesurant le diamétre de la colonie exprimé en mm.
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Figure 12: méthode de confrontation directe in vitro

2.2.1.2  Activité antifongique sur membranes de cellophane

Cette méthode consiste a repiquer I’agent pathogene sur une membrane de Cellophane
stérile. Cette derniére est déposée aseptiquement a ’aide de deux pinces stérilisées dans une
boite de Pétri contenant le milieu PDA. Ensuite, un disque fongique est prélevé de la périphérie
d’une culture jeune de Trichoderma est déposé au centre de la boite. Aprés 48 h d’incubation
a 28°C a I’obscurité, la membrane de Cellophane et la colonie de Trichoderma sont enlevés
soigneusement. Ensuite, un disque fongique de 1’agent pathogene est placé sur le milieu de
culture dans la méme position précédemment occupée par I'agent antagoniste. Pour le témoin,
le disque fongique de Trichoderma a été remplacé par un disque de milieu PDA. Quatre
répétitions sont effectuées pour chaque combinaison isolat antagoniste/isolat phytopathogene
et également pour le témoin. Les diametres des colonies de I’agent phytopathogéne sont

mesurés apres 6 jours d’incubation a 28°c a ’obscurité.

2.2.1.3  Activité antifongique sur membranes de cellulose
Ce test est réalisé de la méme facon du test précédent en utilisant un autre type de membrane
pour des fins comparatives. La membrane en question est en cellulose (membrane de dialyse)
de 14 kDa.
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L’analyse des résultats des deux tests se fait par I’évaluation de I’activité antifongique en

calculant le taux d’inhibition | de I’agent pathogéne selon la formule : I=(C-T/C) x100.

I = taux d'inhibition en % ; C = croissance radiale de ’agent phytopathogénes seul en mm
(témoin) ; T = la croissance radiale en mm, de 1’agent phytopathogéne en présence de 1’isolat

de Trichoderma (Hmouni et al., 1996).

2.2.2 Activité antagoniste in vivo
Cette étude consiste a évaluer la capacité des trois isolats de Trichoderma (s’sm ,Tantb (B)
,TantB (a2)) a contrdler la fusariose de la tomate causée par F.oxysporum f. sp lycopersici
(Fol). Des suspensions sporales contenant 2x10” conidies/ml des trois isolats de Trichoderma
étudiés ont été préparées pour traiter les graines de tomate. Ces dernieres ont été prealablement
désinfectées en surface a I'nypochlorite de sodium pendant 10 min puis rincées trois fois avec
I’eau distillée stérile. Chaque 45 graines sont traitées par 1.5 ml de la suspension sporale d’un
isolat de Trichoderma et 45 graines sont traitées avec I’eau distillées stérilisée sont utilisées
comme un témoin. Les graines sont ensuite deposees dans une boite de Pétri inclinée et laissées

a dessécher durant toute la nuit sous hotte a flux laminaire.

Les graines de tomate traitées par les spores des trois isolats de Trichoderma sont semées dans
des pots perforés contenant un substrat de culture commercialisé et maintenus sous serre dans
des conditions contrélées de 16 h de lumiére et de 8 h d'obscurité et une température moyenne
d’environ 25°C. 14 jours apres le semis, les plants de tomate sont inoculés par une suspension
sporale a raison de 2x10"spore/ml, de I’isolats de F.oxysporum f. sp lycopersici en coupant les

racines a 2cm au-dessous du collet et les laissant absorber 1’inoculum pendant 30 min.

Les plants inoculés sont ensuite transplantés dans des pots de 0,7 L contenant le substrat de
culture. Ainsi, 8 répétitions sont réalisées pour chaque combinaison isolat Trichoderma / isolat
F.oxysporum f. sp lycopersici a raison de un plant par pot. L’essai a été réalisé avec un témoin
positif, inoculé avec 1’agent phytopathogene et non traité avec le Trichoderma et un témoin
negatif, non inoculé avec I’agent phytopathogeéne et non traité avec les trois isolats de

Trichoderma.
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La notation des symptomes a été effectuée trois semaines apres l'inoculation de F.oxysporum
f. sp lycopersici a fin d’évaluer la sévérité des symptomes selon une échelle de notation a 5
degrés (0-4) tel que : O signifie un plant sain ; les indices 1, 2 et 3 correspondent aux degrés
d’attaque légers, modérés et séveres respectivement, le degré d’attaque 4 correspond aux plants

morts (Hibar et al., 2007).

L'incidence de la maladie (IM) en pourcentage et la réduction de I'IM (RIM) due au traitement

par Trichoderma sont déterminées selon les 2 formules :

Incidence de la maladie (||V|) (%): (X degré d'attaque X nombre de plants infectés)
(degré d' attaque maximal X nombre total de plants)

100

Pourcentage de réduction de I’incidence de la maladie due au traitement (RIM) (%) =

(incidence de la maladie du témoin —incidence de la maladie due au traitement ) X 100

(incidence de la maladie du témoin)

(Song et al., 2004).
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Résultats et discussion

Résultats et discussion

1 Reésultats

1.1 Caractérisation des isolats fongiques utilisés dans cette étude

1.1.1 Identification morphologique des isolats de Fusarium oxysporum
Les observations macroscopiques et microscopiques des cultures obtenues aprés
I’isolement de I’agent pathogéne a partir des tiges de plants de tomate présentant des
symptomes de jaunissement et/ ou de flétrissement suivi d’une purification par culture
monospore montrent que ces isolats présentent des caractéres morphologiques macroscopiques

et microscopique qui correspondent aux caractéres morphologiques de 1’espece F. oxysporum.

L’étude macroscopique des isolats purifiés a permis d’observer un seul morphotype a savoir le

morphotype cotonneux avec une variabilité de la couleur entre le blanc et le violet (Figure 09).

I’observation microscopique (Figure 10) a montré un mycélium septé, la présence de
microconidies monocellulaires de forme ovale, elliptique ou réniforme isolées ou agglomérées
en fausses tétes, des macroconidies de taille variable avec 3 a 4 cloisons, des chlamydospores
produites de maniere individuelle ou en paire, mais aussi peuvent étre formées en grappes ou

en chaines courtes, peuvent étre en position intercalaires ou terminales.

Figure 13: aspect macroscopique de deux isolats
phyto pathogénes de F. oxysporum (Fol et Forl)
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Figure 14: aspect microscopique d’un isolat de I’agent
phytopathogenes F. oxysporum f. sp. lycopersici

1.1.2 Identification morphologique des isolats de Trichoderma spp.
Les observations macroscopiques et microscopiques des cultures obtenues se font apres

rajeunissement suivi d une purification et une culture monospore.

L’aspect macroscopique des Trichoderma sp. est apprécié a partir de cultures sur milieu PDA.
Les colonies fongiques sont floconneuses ou bien compactées en touffes colorées (il existe des
aspects intermédiaires). Les colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des
phialides, la conidie donne naissance a un mycélium d’abord blanc en forme de cercle. Dans

le 2°™ jour de I’incubation, une couleur verte est visible sur les parties aériennes du mycélium

(Figure 11).

Sur le plan microscopique (Figure 12), le mycélium est composé d’hyphes septés, ramifiés, a
parois lisses. Les conidiophores sont en forme conique ou pyramidale, ils sont ramifiés et
portent des phialides en forme de flasque ou de quilles. A leurs tour, les phialides portent des

spores (phialospores ou bien conidies).
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Figure 15: aspect macroscopique des différents isolats de
I’agent antagoniste Trichoderma sp.

Figure 16: aspect microscopique de I’agent antagoniste Trichoderma
sp.
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1.2 Etude de Pactivité antifongique des isolats de Trichoderma spp. in vitro

1.2.1 Test de confrontation directe

Ce test a été effectue sur milieu PDA, avec trois isolats de Trichoderma (s’sm, Tantb (B),
Tantb (a2)) a ’égard d’un isolat de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici. Les résultats obtenus
ont montré que les isolats antagonistes se développent plus rapidement que les isolats de ’agent
pathogéne. Par conséquent, I’ensemble des isolats de Trichoderma ont inhibé le développement
du mycélium de I’agent pathogene en entourant ses colonies et laissant une zone d’inhibition
mince entre les deux colonies, ceci est probablement di a la sécrétion des mycotoxines qui
provoquent un ralentissement significatif de la croissance mycélienne des isolats de Fusarium

oxysporum (Figure 13).

L’activité antagoniste des trois isolats de Trichoderma a été evaluée par le taux d'inhibition de
la croissance mycélienne des isolats de Fo durant la période de confrontation directe. Les
valeurs d’inhibition enregistrées par les isolats de ’agent antagoniste sont trés proches. Ainsi,
les isolats S’sm et Tantb (a2) conférent des taux d'inhibitions identiques de 1’ordre de 67.82 %

qui est un peu plus éleve par rapport a celui enregistré par 1’isolat Tantb (B) (66.67 %).

1.2.2 Activité antifongique sur membranes

Comme dans la confrontation directe, 1’activité antagoniste attribuée a 1’isolat Tantb- (a,)
est la plus élevée sur les deux membranes. Cet isolat a enregistré un taux d’inhibition de 54.24%
sur la membrane de cellulose et 45.76 % sur la membrane de cellophane. En revanche, I’isolat
S’sm a enregistré des taux d’inhibition les plus bas sur les deux membranes, 18.64 % sur la
membrane de cellulose et 23.73 % sur celle en cellophane. Par ailleurs, 1’isolat Tantb (B) a
dévoilé une activité antifongique de 19.92 % sur la membrane de cellulose et 40.68 % sur la
membrane de cellophane (Tableau 05). Cette action est due aux métabolites produits par les
isolats de Trichoderma qui sont diffusés a travers la membrane de cellophane ou de cellulose
dans le milieu PDA (Figure 14).
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Tableau 5 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne des isolats de F. oxysporum f. sp.

lycopersici induit par les isolats de Trichoderma étudiés, apres confrontation directe, sur

membrane de cellophane et sur membrane de cellulose.

Combinaisons Confrontatio | Membrane Membrane
Isolats de n de Cellulose De Cellophane
Trichoderma- Isolat directe (%) (%) (%)

de Fol

S’sm-Fol 67.82+1.99 | 18.64 +5.08 23.73+0.0
Tantb (az) -Fol 67.82 +5.27 | 54.24 +8.70 4576 £ 7.77
Tantb (B) -Fol 66.67 +1.99 | 19.92 +4.87 40.68 + 10.58

Les valeurs sont des moyennes de trois répétitions avec I'écart-type correspondant, suivant une signification
statistique déterminée par ANOVA (P <0,001), (annexe 03)
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Figure 17: la confrontation directe des isolats de Trichoderma a 1’égard de F.
oxysporum f. sp. lycopersici, montrant un envahissement, aprés 6 jours d'incubation a
25 ° C a I’obscurité.
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Témoin

Figure 18: activité antifongique des isolats de Trichoderma a I’égard de Fol, (A) sur
membrane de cellophane, (B) sur membrane de cellulose apreés 4 jours d'incubationa 25 ° C
a I’obscurité.
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Figure 19: taux d’inhibition in vitro de la croissance mycélienne de I’isolat de Fol par des isolats
de Trichoderma en confrontation directe (A), sur membrane de cellulose (B) et sur membrane de

cellophane (C).
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1.3 Activité antifongique des isolats de Trichoderma contre I’isolat F. oxysporum f.sp.
lycopersici in vivo
Le traitement de la semence avec les spores des isolats de Trichoderma a influencé le
développement des symptomes des maladies causées par 1’isolat de F.oxysporum f. sp.
lycopersici sur les plants de tomate. 30 jours aprés I'inoculation avec 1’isolat de F.oxysporum
f. sp. lycopersici, les symptdmes sont observés. Les résultats de la notation des symptomes sont
exprimés par I’indice de la sévérité des symptomes selon une échelle de notation a 5 degrés de

0 a 4, les résultats obtenus sont indiqués dans le Tableau 06.

Afin de déterminer I’effet des isolats de Trichoderma sur la réduction de la fusariose de la
tomate causée par I’isolat de Fol, des formules sont utilisés pour calculer ’indice moyen de la
maladie (IMM), I’incidence de la maladie (IM) et la réduction de I’incidence de la maladie
(RIM) due au traitement par les isolats de Trichoderma. Les résultats obtenus sont résumeés
dans le Tableau 07, les résultats obtenus correspondent a ceux obtenus in vitro. Chez les plants
témoins inoculés par I’isolat de Fol et non traités par les isolats de Trichoderma, la maladie a
induit un jaunissement et un flétrissement important sur les feuilles du sommet de la tige avec
un ralentissement de la croissance des plantes. Par ailleurs aucun symptdme n'a été observeé

chez les plants témoins non inoculés par I’isolat de Fol et traités par les isolats de Trichoderma.

Ainsi, I'incidence de la maladie (IM) induite par I’isolat de Fol chez les plants non traités par
les isolats de Trichoderma, est de 53.13 %. Tandis que les incidences de la maladie induites

sur les plants traités par les trois souches de Trichoderma sont plus faibles.

En effet, une réduction de l'incidence de la maladie (RIM) a été observée chez toutes les
combinaisons Trichoderma / Fol. Les pourcentages de RIM les plus élevés ont été enregistrés
avec I’isolat Tantb (B) étant de 58.94%, par rapport a I’isolat Tant b (a2) qui a induit une RIM
de 44.25% et I’isolat S’sm qui a conféré un taux de réduction de l'incidence de la maladie le

plus faible qui est de I’ordre de 17.7%.

Sur la base de ces résultats, I’isolat Tantb(B) semble étre le meilleur isolat pour lutter contre

’agent responsable de la fusariose de la tomate, Fol.

Les plants inoculés provenant des semences traitées par les spores des isolats Tantb (a2) et
Tantb (B) ont développé moins de symptémes par rapport au témoin inoculé par I’isolat de

F.oxysporum f. sp. lycopersici et non traités par les isolats de Trichoderma et les plants inoculés
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provenant des semences traitées par les spores de I’isolats S’sm qu’ils ont présenté une forte
incidence de la maladie, un jaunissement plus intense des feuilles et une croissance plus

rabougrie.

Tableau 6 : L’indice de sévérité des symptdmes de la fusariose de la tomate causée par F.
oxysporum f. sp. lycopersici selon une échelle de notation de 0 a 4.

Traitements Pitl | PIt2 |PIt3 |Plt4 | PIt5 PIt6 PIt7 PIt8
T (+) *Fol 3 3 3 3 2 1 1 1
Tantb(az) *Fol |15 |15 [15 |1 1 1 1 1
Tantb(B) * Fol |1 1 1 1 1 1 0.5 0.5
SSM * Fol 2 2 15 15 |1 1 2 3
T(-) : noninoculé | 0 0 0 0 0 0 0 0

Tableau 7 : Indice moyen de la maladie (IMM), I’incidence de la maladie (IM) causée par
Fol sur des plants de tomate " SM", et la réduction de I’incidence de la maladie (RIM) suite
au traitement de la semence par les isolats de Trichoderma sp séparément.

Traitements IMM IM % RIM %
T+ *FOL 2.13 53.13+0.25 /
Tantb(az)*Fol 1.19 29.69 + 0.06 44.25
Tantb (B) * Fol | 0.88 21.88 + 0.06 58.94
SSM * Fol 1.75 43.75+0.16 17.7

T-: noninoculé | 0.00 0.00 /
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Les valeurs sont des moyennes de 8 répétitions avec I'écart-type correspondant, suivant une signification
statistique déterminée par ANOVA (P <0,001), (annexe 04).

Témoin non inoculé par
I’isolat de Fol et Non traite
par Trichoderma.

Témoin inoculé par I’isolat
de Fol et non traité par
Trichoderma.

A

. Jh

Figure 20: activité Antagoniste in vivo des isolats de Trichoderma (Tantb (a2), Tantb (B),
S’sm) a I’égard de I’isolat de F. oxysporum f. sp. lycopersici.
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2 Discussion

L’¢étude de I’activité antifongique in vitro par la technique de confrontation directe et la
technique de I’activité antifongique sur les deux membranes, nous a permis d’évaluer I’effet
antagoniste des isolats de Trichoderma sur le développement de 1’agent phytopathogéne

Fusarium oxysporum.

Les résultats de la confrontation directe indiquent que le repiquage simultané des isolats de
Trichoderma et I’isolat de F. oxysporum f. sp. lycopersici a montré une croissance plus rapide
des isolats Trichoderma que 1’isolat de F. oxysporum f. sp. lycopersici. Au bout de six jours
d’incubation, la boite Pétri a été totalement envahie par I’agent antagoniste, alors que 1’isolat
de F. oxysporum f. sp. lycopersici n’occupe qu’une surface d’environ 10 mm de diamétre ;
une mince zone d’inhibition a été observée indiquant I’absence d’un contact physique entre les
hyphes des deux champignons, cela laisse supposer que I’inhibition du développement du
mycélium de I’agent phytopathogéne par les isolats de Trichoderma se fait en entourant ses
colonies et en secrétant des substance a activité antifongique ce qui provoquent un
ralentissement significatif de la croissance mycélienne de I’isolat de Fol révélant ainsi, son
pouvoir myco-parasitaire et probablement une combinaison entre deux mécanisme : la

compétition agressive par la sécrétion des substances inhibitrices et I’antibiose.

Les trois isolats testés ont présenté des taux d’inhibition modérés et trés proches (Tantb (a2)-

Fo : 67.82% ; Tantb (B) — Fo : 67.82% ; S’sm -Fo : 66.67%).

Les travaux de (Hibar et al ., 2005 ; Benhamou, Chet, 1996) qui ont testé des isolats de
Trichoderma harzianum comme agent de lutte biologique contre des isolat de Fusarium

oxysporum ont obtenu des résultats similaires a ceux qui sont obtenus dans ce travail.

En revanche ’activité antifongique sur les deux membranes a confirmeé la capacité des isolats
de Trichoderma a produire des composes antifongiques. En effet les valeurs d'inhibition les
plus faibles, sur les 2 membranes, ont été enregistrées par I’isolat S’sm et 1’isolat Tantb(B).
Cela montre que S’sm et Tant(b) ont une faible activité antifongique contre les isolats de
F.oxysporum. Cependant, nous avons observé un taux d'inhibition de la croissance mycélienne
de Fol qui dépassent 50% a été enregistré par I’isolat Tantb (a2) dans le test sur membrane de
cellulose qui laisse passer les composés de faible poids moléculaire comparativement a la
membrane de cellophane. Cela indique que I’isolat de Fol est plus sensible aux composés de

faible poids moléculaire sécrétés par les isolats de Trichoderma.
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Les résultats obtenus sont similaires a ceux qui sont obtenus par une étude antérieure de

’activité antifongique des isolats de Trichoderma sur membranes (Debbi, 2019).

Les tests in vivo réalisés sous serre sur des plants de tomate sensible a 1’isolat de Fo,
représentant le Fol ont montré des valeurs d'IM élevées chez les plants non traités avec les
spores de Trichoderma. Alors que, les valeurs de réduction de l'indice de la maladie (RIM) les
plus élevées correspondent aux plants traités par Tantb (B) qui a montré un potentiel
antagoniste différent in vivo. Cet isolat a conféré une activité antagoniste modérée contre
I’isolat de Fol par rapport aux deux autres isolats dans les tests in vitro. Ceci montre comment

un méme isolat peut avoir un comportement différent dans les tests in vivo et in vitro.

La comparaison des résultats des tests d’antagonisme in vitro avec le test de bio-controle
in vivo, a montré peu de différence dans le comportement des isolats Tant (B) et Tantb (a2)
dans les deux tests. Cela, laisse supposer que l’effet du traitement par les isolats de
Trichoderma sur la réduction de l'incidence de la maladie est influencé par d’autres facteurs
tels que, les facteurs de ’environnement, la réaction de 1’agent pathogéne et la plante hote vis-

a-vis les différents mécanismes d’action exercés par 1’agent antagoniste.

L’effet antagoniste in vivo des isolats de Trichoderma a été signalé aussi par Sivan et al., (1987)
qui ont montré que le traitement des semences de tomate par T. harzianum a réduit de 80 %
I’attaque de la fusariose des racines et du collet de la tomate. De plus I’application de T.
harzianum dans le substrat de culture réduit significativement 1’incidence de la maladie durant
la saison de culture et par consequent une augmentation significative (de 18,8 %) du rendement

total est obtenue.
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Conclusion générale

Conclusion générale

Les pays méditerranéens y compris 1’ Algérie ou la culture de la tomate occupe une
place économique tres importante, sont confrontés a une recrudescence des fusarioses
de la tomate causées par Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici et Fusarium oxysporum

f.sp. radicis-lycopersici, qui provoque une perte de rendement trés importante.

La lutte biologique contre les agents causaux du flétrissement vasculaire, des lésions
au niveau du collet, le jaunissement des feuilles et la pourriture racinaire a 1’aide de
champignons antagonistes semble €tre une alternative prometteuse a 1’emploi des
fongicides. De ce fait, pour entreprendre une lutte biologique contre les maladies des
plantes, le choix des microorganismes antagonistes aux agents pathogénes est le critére
le plus important. Parmi ces agents antagonistes quelques espéces du genre
Trichoderma sont déja commercialisées pour le contrle biologique de nombreux

agents pathogenes des plantes.

Le but de cette étude était d'étudier in vitro le pouvoir antagoniste de trois isolats
de Trichoderma spp. a I’égard de I’agent pathogeéne Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (Fol) par un test de confrontation directe, sur membranes de cellophane et
de cellulose. Notre étude a été complétée par un test in vivo par 1’évaluation de la
réponse d’une variété de tomate sensible, aux effets du champignon phytopathogéne
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) et au traitement par les spores des isolats

de Trichoderma, sur les plantules malades.

La premiére partie de cette étude consiste a identifier morphologiquement les isolats
de l’agent antagoniste Trichoderma spp. et 1’agent phytopathogene Fusarium
oxysporum f.sp.lycopersici. L’observation macroscopique et microscopique a permis

d'identifier les isolats comme étant des Fusarium oxysporum.

La deuxiéme partie de notre étude consiste a la recherche de I’effet antagoniste in
vitro de trois isolats de Trichoderma spp. : S’SM, Tantb (a2), Tantb(B) a 1’égard de
I’agent phytopathogéne Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici par différents tests a
savoir : test de confrontation directe, sur membrane de cellulose, sur membrane de

cellophane.
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Les résultats obtenus par cette étude ont confirmé I’effet inhibiteur in vitro exerce
par les trois isolats de Trichoderma sur la croissance mycélienne de 1’agent
phytopathogene Fusarium oxysporum f.sp.lycopersici (Fol) et que ’activité antagoniste
attribuée a I’isolat Tantb (a2) est la plus élevée, avec un taux d’inhibition de 67.82%
pour la confrontation directe, 54.24 % sur la membrane de cellulose et 45.76 % sur la
membrane de cellophane. En revanche, le test de bio-controle in vivo a également
montré que le traitement des graines de tomate avec les spores de Trichoderma a réduit
de maniéré significative I’incidence de la fusariose sur les plantes infectées. Ainsi,
I’isolat Tantb (B) a enregistré une réduction de l'indice de la maladie la plus élevée avec

58.94 %.

La comparaison des résultats des tests d’antagonisme in vitro avec le test de bio-
contréle in vivo, a montré peu de différence par rapport au comportement des isolats
dans les deux tests. Cela, laisse supposer que les deux études peuvent étre influencees
par d’autres facteurs, comme les facteurs environnementaux, la réaction de 1’agent
pathogene et la plante hote vis-a-vis les différents mécanismes d’action exercés par

I’agent antagoniste.

Afin de bien comprendre les mécanismes d’action de ces isolats de Trichoderma
spp. pour déclencher une résistance chez la plante de tomate a 1’égard de la fusariose,
en perspective une étude complémentaire concernant l’expression des geénes de
résistance responsables de I’induction de la réponse de défense chez la tomate mérite

d’étre effectuée.
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Annexe 01 : Préparation de I’eau de javel a 2 °

Pour préparer une solution chlorée a 2°dans 120 ml d’eau, il faut tenir en compte la
concentration de base de I’eau de javel (15°)

N1V1=N2V2

N1 : représente la concentration initial de 1’eau de javel (hypochlorite de sodium)
N1=15°

N2 : représente la concentration de la solution diluée d’cau de javel N2=2°
V1 : représente le volume de I’eau de javel devant étre diluée dans I’eau V1=X
V2 : représente le volume de la solution de I’eau de javel V2=120ml
V1=N2.V2/N1

V1=2.120/15

Vi=16ml

-Verser 16 ml d’eau de javel dans une éprouvette graduée de 120 ml

-Rajouter I’eau distillé jusqu’au volume final (120ml)

-Verser la solution dans une pissette

Annexe02 : Milieu Potato Dextrose Agar (PDA) commercialisé

- 39 g de milieu PDA

- Eaudistillée g. s. p. (quantite suffisante pour) 1000 ml
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Annexe 03 : Analyse de variance a un facteur de I’effet antagoniste in
vitro des isolats de Trichoderma sur I’agent phytopathogene F.
oxysporum f. sp. lycopersici,(p<0.001).

L’analyse de variance de 1’effet antagoniste des isolats de Trichoderma dans la
confrontation directe :

Groupes Nombre Somme Moyenne Variance
d'échantillons

Tantb (a2) * Fol |3 28 9.333333333 2.33333333

Tantb (B) * Fol | 3 29 9.666666667 0.33333333

S'sm 3 28 9.333333333 0.33333333

temoin 3 87 29 1

Source des | Somme des | Degré | Moyenne F Probabili | Valeur

variations | carres de des carrés té critique
liberté pour F

Entre 860.66666 | 3 286.88888 | 286.8888 | 1.7638E- | 15.829489

Groupes 67 89 89 08 58

A 8 8 1

l'intérieur

des

groupes

Total 868.66666 | 11

67
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L’analyse de variance de 1’effet antagoniste des isolats de Trichoderma sur membrane de

cellulose :

Groupes Nombre Somme Moyenne Variance
d'échantillons
Tantb(az) * Fol 3 27 9 0
Tantb (B) * Fol 4 63 15.75 0.91666667
S'sm 3 48 16 1
témoin 3 59 19.66666667 0.33333333
Source Somme des | Degré Moyenne F Probabi- | Valeur
des carrés de des carrés lité critique
variations liberté pour F
Entre 178.27564 | 3 59.425213 | 98.737278 | 3.3179E | 13.901803
Groupes |1 68 1 -07 19
A 5.4166666 |9 0.6018518
l'intérieur | 67 52
des
groupes
Total 183.69230 | 12
77

L’analyse de variance de I’effet antagoniste des isolats de Trichoderma sur membrane de

cellophane :
Groupes Nombre Somme Moyenne Variance
d'échantillons
Tantb (B) * Fol 3 35 11.66666667 | 4.33333333
Tantb(a2)* Fol 3 32 10.66666667 | 2.33333333
S'sm 4 60 15 0
temoin 3 59 19.66666667 | 0.33333333
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Source des | Somme des | Degré | Moyenne F Probabil | Valeur

variations | carrés de des carrés -ité critique
liberté pour F

Entre 148.769230 | 3 49.5897435 | 31.879120 | 4.0034E | 13.9018031

Groupes 8 9 9 -05 9

A 14 9 1.55555555

l'intérieur 6

des

groupes

Total 162.769230 | 12

8

Annexe 04 : Analyse de variance a un facteur de I’effet antagoniste in
vivo des isolats de Trichoderma sur I’agent phytopathogéne F.
oxysporum f. sp. lycopersici,(p<0.001).

Groupes Nombre Somme Moyenne | Variance
d'échantillons

T- *FOL 8 4.25 0.53125 | 0.061383929
Tantb (a2) *Fol 8 2.375 0.296875 | 0.004185268
Tantb (B) * Fol 8 1.75 0.21875 | 0.003348214
SSM * Fol 8 35 0.4375 0.026785714
T- non inoculé 8 0 0 0
Source Somme Degré | Moyenne des | F Probabili | Valeur
des des carrés | de carrés té critique
variations liberté pour F
Entre 1.3515625 |4 0.3378906 | 17.653061 |5.12875 |5.8764015
Groupes 25 22 E-08 38
A 0.6699218 | 35 0.0191406
l'intérieur | 75 25
des
groupes
Total 2.0214843 | 39

75
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Recherche de I’effet antagoniste de quelques isolats de Trichoderma sp. a I’égard de Fusarium
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Résumé

Fusarium oxysporum est un champignon d’origine tellurique ubiquiste qui a la capacité de provoquer des
maladies sur de nombreuses espéces végétales d’intérét économique. En effet certaines souches de F.
oxysporum sont pathogénes. Deux formes spéciales sont inféodées a la tomate restent des principales causes
de pertes de rendement en Algérie, Fusarium oxysporum f.sp lycopersici qui provoque des trachéomycoses
alors que Fusarium oxysporum f.sp radicis-lycopersici engendre des nécroses racinaires. L’identification
morphologique a permis d'identifier les isolats comme étant des Fusarium oxysporum. En outre les
observations macroscopique et microscopique ont confirmeé 1’appartenance des isolats de 1’agent antagoniste
au genre Trichoderma. Les tests d’activité antagoniste in vitro (confrontation direct, sur membrane de
cellulose et sur membrane de cellophane) ont donné des résultats positifs au moyen d’utilisation de
I’antagoniste Trichoderma spp. a I’égard de I’agent phytopathogéne Fusarium oxysporum f.sp lycopersici
(Fol). Le test de bio-contréle in vivo effectué par le traitement des graines de la tomate de la variété Super
Marmande avec une suspension sporale des mémes isolats testes in vitro a donné des résultats encourageants
en réduisant de maniéré significative I’incidence de la fusariose sur les plantes infectées , révélant ainsi leur
effet antagoniste efficace contre I’agent pathogéne testé (Fol). Ces résultats suggérent que I’antagoniste a un
effet inhibiteur sur le Fusarium oxysporum f.sp lycopersici et protege les plantes par des différents modes
d’action de Trichoderma spp.
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