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Introduction

1-Introduction

La tomate (Lycopersicon esculentum Mill) fait partie de la grande famille des solanacées aux
cotés de la pomme de terre, de l'aubergine, du poivron et du piment. Considérée comme
premier [égume apres la pomme de terre et deuxiéme ressource alimentaire mondiale apres les
ceréales. Elle est adaptée a des conditions de culture trés variées et destinée a la
consommation en frais ou a la transformation industrielle (Causse et al., 2000).

La production mondiale de tomates est de 120 Mt, dont un tiers en Asie, un tiers en Europe et
un tiers en Amérique du Nord. Actuellement, 12 074 variétés de tomates ont été recensées de
par le monde. Elle progresse réguliérement passant de 64 millions de tonnes en 1988 a plus de
100 millions aujourd'hui, dont 30 millions sont destinés & la transformation (Boubidi, 2015).
La plante est cultivée sous serre et en plein champ, sur une superficie d’environ 3 millions
d’hectares, ce qui présente prés de 1/3 des surfaces mondiales consacrées aux légumes. La
tomate a donné lieu au développement d'une importante industrie de transformation, pour la
production de concentrés, de sauces, de jus et de conserves. Compte tenu de son importance
économique, elle est lI'objet de nombreuses recherches scientifiques servant comme plante
modele en génétique. Elle a donné naissance a la premiere variété génétiqguement transformée
autorisée a la consommation commercialisée aux Etats-Unis dans les années 1990
(Anonymel, 2010).

La culture de la tomate occupe une place prépondérante dans I'économie agricole algérienne
et prés de 33 000 ha sont consacrés annuellement a sa culture (maraichére et industrielle),
donnant une production moyenne de 11 millions de quintaux et des rendements moyens
d’environ 311 Qx/ha (Anonyme 2, 2009).

Le nombre d'agents pathogenes qui affectent la tomate est tres élevé. Ce sont prés de 200
maladies qui ont décrites sur la tomate au niveau mondial. Pour ce qui est de la France et les
pays des bassins méditerranés, l'ouvrage de Blancard (1988) fait le point de la situation
(Gallais et Bannerot, 1992).

L'Alternaroise des Solanacées figure parmi les maladies fongiques les plus importantes de la
tomate, au méme rang que la septoriose. Ainsi, notre travail a été axé sur I'étude du
champignon Alternaria sp, l'agent causal de cette maladie. Les plantes de la tomate sont
sensibles a différentes espéces pathogenes d'Alterneria attaquant les feuilles, les tiges et les
fruits (Simmons, 2000).
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La lutte chimique utilisée actuellement est certes efficace sur un grand nombre de ce
pathogéne mais son utilisation répétitive et massive a induit notamment une pollution
environnementale et I’apparition de souches pathogénes résistantes. Donc cette derniére a un
effet néfaste pour I’homme et tous les étres vivants.

La lutte biologique pourrait étre une alternative a la lutte chimique. En plus d’étre
respectueuse de I’environnement, cette méthode a permis des pertes dues a plusieurs maladies
foliaires. Elle consiste en 1’utilisation d'organismes vivants pour limiter la pullulation et/ou la
nocivité des divers ennemis des cultures (micro-organismes pathogénes des plantes, plantes
adventices et envahissantes...ect). Certaines bactéries de la rhizosphere comme Bacillus,
Pseudomonase et certains champignons comme Trichoderma, Penicillium,...etc. sont utilisé

pour la lutte biologique.

De ce fait, ’objectif principal du présent travail consiste en la recherche de moisissures a
partir du sol des régions arides et du sol de la rhizosphére des plantes et la sélection d’isolat

de Trichoderma a effet antagoniste sur I’agent de 1’ Alternariose.

Pour ce faire, une synthése des principales informations relatives a la tomate et a
I’Alternariose, a été effectuée (revue bibliographique). La partie de I’étude expérimentale

repose sur .

v L’isolement et la purification des moisissures phytopathgénes d’Alternaria et des
moisissures antagonistes, puis la sélection des isolats de Trichoderma possédant une
activité antifongique vis-a-vis Alternaria.

v L’identification des souches sélectionnées.

v" Un test de pathogénicité des souches d’Alternaria.




@ REVUES
BIBLIOGRAPHIQUES



REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

2- Revue bibliographique
2.1- Historique et origine de la tomate

La tomate du genre Lycopersicon est une plante cultivée dans le monde entier pour son fruit.
Elle est originaire des régions Andines cétiéres du Nord-Ouest de I’Amérique du Sud, dans
une zone allant du Sud de la Colombie au Nord du chili et de la cote Pacifique, aux
contreforts des Andes (Equateur, Pérou). C’est en effet seulement dans ces régions, qu’on a
retrouveées des plantes spontanées de diverses espéces, de I’ancien genre Lycopersicon,
notamment Solanum lycopersicum ceraciforme (la tomate cerise). Cette derniére est
actuellement répondue dans toutes les régions tropicales du globe, mais il s’agit

d’introduction récente.

Chaux et Foury (1994) a rappellent que le genre Lycopersicon comprend neuf espéces, dont
une seule espece Lycopersicon esculentum sous sa forme sauvage ceraciforme pourrait étre

directement a 1’origine de nos variétés, a émigré vers le Sud de I’Amérique du Nord.

C’est au XVlIeme siécle au Mexique actuel que la tomate a gros fruits a été découverte et
domestiquées (Figure 1). Les indigenes 1’appelaient « Tomati », ce nom provient d’un nom
Aztéque « Zitomate », ou ’ont trouvé les Conquistadors Espagnols lors de la conquéte de

Tenochtitlan (Mexico) par Hernan Cortés en 1519 (Anonyme;, 2011).

Elle fut introduite en Europe au XIV®™ siécle par les Espagnols avant méme la pomme de
terre et le tabac, ou elle fut accueillie par les gens avec un engouement tres gaulois, car ils
pensaient qu’elle avait un pouvoir aphrodisiaque et D’appelerent <<Pomme d’Amour>>

(Anonyme, 2010).

Au début, les Européens I’exploitérent pour un usage purement ornemental et évitérent sa
consommation, a cause des liens de parenté botanique tres étroits avec certaines especes
végétales connues comme plantes vénéeuse, exemple Hyocimus niger, Lycopersicum atropa
(Kolev, 1976). Selon Menard (2009), elle a été longtemps considérée comme une plante
toxique, au méme titre que sa cousine << la mortelle Belladone>>. Ce n’est que vers les

années 1920-1930 qu’elle commenga a étre largement commercialisée.

En Algérie, ce sont les cultivateurs du sud de I’Espagne (Tomateros), qui I’ont introduite étant

donné les conditions qui lui sont propices. Sa consommation a commencée dans la région
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d’Oran en 1905 puis, elle s’étendit vers le centre, notamment au littoral Algérois (Latigui,

1984).
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Figurel Diffusion de la tomate dans le monde (Gallais et Bannerot, 1992).

(1) Pérou : Centre de diversification.
(2) Mexique : Premier centre de domestication.
(3) Europe : Deuxieme centre de domestication.

(4) Etats Unis : Troisieme centre de domestication.
2.2- Nomenclature et classification

En 1753, le botaniste Suédois Linnacus 1’a nommée Solanum lycopersicum, mais 15 ans plus
tard Philipe Miller a remplacé le nom donné par Linnaeus, par Lycopersicom esculentum
(Taylor, 1986). Bien les taxonomistes aient récemment réintroduits son nom original Solanum

lycopersicum (Heiser et Anderson, 1999).

Le nom du genre lycoperessicom est un composite gréco-latin, il signifie «péche de loup». Le
nom esculentum vient du latin, il signifie «comestible». Cette comestible ne concerne ni le
feuillage, ni les jeunes fruits verts, qui contiennent des alcaloides toxiques (tomatine,
solanine). Ces alcaloides disparaissent des fruits au cours de leur développement (Pitrat et
Foury, 2004). La classification scientifique de la tomate, Catalogue of life (25 mars 2016) est la

suivante (Tableaul).
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Tableau 1 Classification taxonomique de la tomate selon Catalogue of life (25 mars 2016).

Regne Plantae
Embranchement Tracheophyta

Classe Mangoliopsida
Ordre Solanales

Famille Solanaceae

Genre Solanum

Espéce Solanum lycopersicum

2.3- Description botanique de la tomate

La tomate est une plante herbacée annuelle, appartenant au groupe des lIégumes-fruits (Figure

2), est caractérisée par :

e Racine
Forte racine pivotante qui pousse jusqu’a une profondeur de 50 cm ou plus. La racine
principale produite une haute densité de racines latérales et adventices (Shankara, 2005).

e Tige
Le port de croissance varie entre érigé et prostré. La tige pousse jusqu’a une longueur de 2 a 4
m. La tige est pleine, fortement poilue et glandulaire.

e Feuillage
Feuilles disposées en spirale, 15 a 50 cm de long et 10 a 30 cm de large. Les folioles sont
ovées a oblongues, couvertes de poils glandulaires. L’inflorescence est une cyme formée de 6

a 12 fleurs. Le pétiole mesure entre 3 et 6 cm.
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e Fleurs
Bisexuées, régulieres et entre 1,5 et 2 cm de diamétre. Elles poussent opposées aux - ou entre
les feuilles. Le tube du calice est court et velu, les sépales sont persistants. En général il y a 6
pétales qui peuvent atteindre une longueur de 1 cm, qui sont jaunes et courbées lorsqu’elles
sont mares. Il y a 6 étamines et les anthéres ont une couleur jaune vif et entourent le style qui
a une extrémité stérile allongée. L ovaire est supere avec entre 2 et 9 carpelles. En général la
plante est autogame, mais la fécondation croisée peut avoir lieu. Les abeilles et les bourdons
sont les principaux pollinisateurs (Shankara, 2005).

e Fruits
Baie charnue, de forme globulaire ou aplatie avec un diamétre de 2 a 15 cm. Lorsqu’il n’est
pas encore mdr, le fruit est vert et poilu. La couleur des fruits mdrs varie du jaune au rouge en
passant par ’orange. En général les fruits sont ronds et réguliers ou cotelés.

e Graines
Nombreuses, en forme de rein ou de poire. Elles sont poilues, beiges, 3a 5 mm de long et 2 a
4 mm de large. L’embryon est enroulé dans 1’albumen. 1000 graines pésent

approximativement 2,5 a 3,5 g (Gallais et Bannerot, 1992).

Figure 2 Branche de tomate: (a) tige, (b) stipule, (c) feuille composée, (d) fleurs,

(e) tomate (baie).
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2.4- Principales exigences écologiques et climatiques de la plante

La plante de la tomate est nécessite aux exigences écologiques et climatiques et se sont

comme suit:
e Sol

La tomate pousse bien sur la plupart des sols minéraux qui ont une bonne capacité de
rétention de I'eau, une bonne aération et qui sont libres de sels. Elle préfére les terres

limoneuses profondes et bien drainées.
e pH

La tomate tolére modérément un large intervalle de valeurs du pH (niveau d’acidité, mais
pousse le mieux dans des sols ou la valeur du pH varie entre 55 et 6,8 et ou

I’approvisionnement stimule une bonne croissance (Shankara, 2005).
e Eau et humidité

La plante ne tolére pas les sols engorgés ni I’humidité élevée (plus de 80%). Ce sont les deux
facteurs qui la rendent plus vulnérable aux maladies. Il est essentiel de prévoir un apport
d’eau suffisant pendant la fructification (Munro et Small, 1998). Le stress causé par une
carence en eau et les longues périodes arides fait tomber les bourgeons et les fleurs et

provoque le fendillement des fruits.
e Latempérature et la lumiére

La température optimale pour la plupart des variétés se situe entre 21 et 24 °C. Les plantes
peuvent surmonter un certain intervalle de températures, mais en-dessous de 10 °C et au-

dessus de 38 °C, les tissus des plantes seront endommagés (Sankara, 2005).

La tomate réagit aux variations de température qui ont lieu pendant le cycle de croissance
(Tableau 2). Pour donner quelques exemples, cela affecte la germination des graines, la
croissance des semis, la floraison, la mise a fruits ainsi que la qualité des fruits. Lorsque des
périodes de froid ou de chaleur perdurent pendant la floraison, la production de pollen sera
réduite. Ceci affectera la formation des fruits. Le gel tue les pieds de tomate pour éviter des

dommages de gel, il est prudent d'attendre la fin de I'hiver avant de semer.
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Tableau 2 Temperatures requises pour les différentes phases de développement d'un pied de tomate.

Phases Temperature
Optimum pour la germination 26°C (17 et 20°C)
Minimum pour la germination 10°C
Maximum pour la germination 35°C
Optimum pour la croissance 21-24°C 22°C
Minimum pour la croissance 12°C
Maximum pour la croissance 30°C
Les racines ne poussent pas <16°C
Minimum pour le développement des fruits 16°C
Maximum pour le développement des fruits 30°C
Fruits rugueux <16°C
Optimum pour la fructification le jour 23°C
Optimum pour la fructification la nuit 17°C
Aucune fécondation <13°C

La tomate est peu sensible au photopériodisme, mais est exigeante en énergie lumineuse. Un
faible rayonnement lumineux réduit le nombre de fleurs par bouquet et affecte la fécondation
(Cirad et Gret, 2002). En outre, I'intensité de la lumiére affecte la couleur des feuilles, la mise

a fruits et couleur des fruits.

e Les éléments minéraux

Véhiculés dans 1’eau absorbée, I’absorption variée tout au long de la plante, on a deux périodes
d’absorption accélérée 1’une suite a I’apparition des boutons floraux, I’autre se situe au moment de
I’anthése, par ailleurs 1’absorption est fortement influencée par un certain nombre de facteur du sol et

du milieu (Anonyme, 1995; Hachemi, 1999).
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2.5- Culture de la tomate et modes de production
Les deux principaux systémes de culture sont:

e La culture de plein champ

Ce systeme de culture est le plus répandu. Si l'irrigation est disponible, les plantations peuvent
étre faites en saison séche. Le mécanisme est souvent réduit a la préparation du sol (Cirad et
Gret, 2002).

e La culture sous abris

Ce systéme de culture vise a produire les tomates tous au long de I'année. 1l permet de
développer des productions hydroponiques, supprimant ainsi certaines contraintes liées au sol
(Cirad et Gret, 2002). La culture sous abri fournit aujourd'hui une part essentielle du marché
de frais pour les legumes-fruits tels que la tomate (Jeannequin et al., 2005). En ce qui

concerne le mode de production, nous avons :

- la culture sous serre Tunnel (primeur)
- la culture sous serre multi chapelle (primeur)
- la culture de plein champ (saison)

- la culture de plein champ (arriére saison)
2.6- Types de croissance et variétés de tomate

Les variétés de tomate sont tres nombreuses. A cet effet, ces dernieres peuvent étre classées
selon leur croissance qui peut étre du type indéterminé ou du type déterminé. Les variétés de
tomate utilisées pour la production en frais sont principalement de type indéterminé. La plante
ne cesse de croitre en hauteur jusqu’a épuisement de toutes les réserves. L’intervention de
I’agronome est parfois nécessaire pour limiter le nombre de bouquets floraux et ce dans le but
de ’obtention de fruits de gros calibres. Il est recommandé de laisser deux feuilles au dessus
du bouquet choisi et de pratiquer un ététage afin de limiter la croissance des plantes. Parmi ce
type de croissance, il existe: Les variétés fixées dont les caractéristiques génotypiques et
phénotypiques se transmettent pour les générations descendantes ou on peut citer les variétés

les plus utilisées en Algérie telles que la Marmande et la Saint Pierre.

Les Hybrides qui du fait de D’effet hétérosis, présentent la facult¢ de réunir plusieurs

caracteres d’intérét (bonne précocité, bonne qualit¢é de résistance aux maladies et aux
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attagques parasitaires et donc bon rendement). Ces hybrides ne peuvent étre multiplié vu qu’ils
perdent leurs caractéristiques dans les descendances .On peut citer 23 hybrides homologués
qui sont: ACTANA, AGORA, AKRAM, ASSALA, BERBARINA, BOND, BOUCHRA,
BOUDOUR, CARMELLO, CHOUROUK, DONJOSE, DOUCEN, KHALIDA, MONDIA,
MORDJANE, NEDJMA, NISSMA, TAFNA, TAVIRA, TOUFAN, TYERNO, VERNON,
ZAHRA.

Mais il est a noter que les hybrides suivants sont les plus utilisés en Algérie ACTANA,
AGORA, BOND, NEDJMA, TAFNA, TAVIRA, TOUFAN, TYERNO et ZAHRA, dans le
cas des variétés déterminées, il n’y a que deux feuilles entre les inflorescences. La croissance
de la tige s’arréte avec 1’apparition de I’inflorescence terminale et ce apres avoir formé un
certain nombre de bouquets variable selon les variétés (04 a 06 bouquets).

Pour ce type de croissance l’intervention de I’agronome reste sans intérét puisque la
croissance des plantes s’arréte toute seule apres avoir formé une inflorescence au sommet de
la tige. Pour ce type de croissance également, on retrouve des variétés fixées et des Hybrides.
Nous avons comme variéeté fixee: la variété AICHA. Tandis que les hybrides homologués, ils
se résument comme suit: AMELY, ASSILA, BAHEYIA, CHENOUA, DOUKKALIA, EL
KHAMAR, FAROUNA, GS12, HECTOR, HYMAR (SAHARA), JOKER, KARIMA,
LAMANTINE, LUXOR, NOEMY, OUENZA, RED PRINCESS, SANTIAGO, SUPER
RED, TOMALAND, TOP 48 , TOVER, SUZANA, ZIGANA, ZERALDA.

2.7- Production mondiale de la tomate

La production mondiale de tomates est de 120 Mt, dont un tiers en Asie, un tiers en Europe et
un tiers en Amérique du Nord. Actuellement, 12 074 variétés de tomates ont été recensées de
par le monde. Elle progresse régulierement passant de 64 millions de tonnes en 1988 a plus de
100 millions aujourd'hui, dont 30 millions sont destinés a la transformation. Elle a augmenté
de 35 % au cours des dix dernieres années. Elle se répartit comme suit : 1’ Asie 45 %, 1’Europe
22 %, I’Afrique 12 %, I’Amérique du Nord 11 %, I’Amérique du Sud et Centrale 8%. Le

tableau (3) montre la progression réguliére de cette culture.
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Tableau 3 Production mondiale annuelle de tomates exprimée en tonnes (FAOSTAT, 2012)

Annés FProduaction
2000 113.,192.365
2001 107 977,756
2002 115,189 258
2003 119 082 952
2004 127,621,154
2005 127,979 138
2008 130, 066,090
2007 137.153.333)
2008 141 119 873
2009 153 8335368
2010 145 751,507

La grande productivité provient des perfectionnements techniques culturales employées. Les
dix principaux pays producteurs de ce fruit en 2008 et 2009 sont indiqués dans le tableau (4).

La quantité est évaluée en tonnes métriques.

Tableau 4 Premiers producteurs de tomates en 2008 — 2010

Pays 2008 2009 2010
Chine 39.935,708 45,363,543 41,879,684 (*)
Etats-Unis 12,735,100 14,181,300 12,902,000
Turquie 10,985,400 10,745,600 10,052,000
Inde 10,303,000 11,148.800 11,979,700
Egypte 9.204.100 10,278,500 8.544.990
[talie 5.976.910 6.878,160 6.024.800
Republique 1slamique d'Tran 4.826.400 5.887.7T10 5,256,110
Espagne 4,079,750 4.603.600 4312700
Bresil 3.867.660 4.310.480 3.691.320
Mexicque 2,936,770 2.591.400 2.997 640

(*) Estimation, Source : FAOSTAT. (2012).
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e Situation économique de la production et du rendement de la tomate en Algérie

La tomate en Algérie est en pleine expansion, & la faveur de nombreux programmes mis-en
place par le Ministére de 1’ Agriculture et le Développement Rural. Pour son développement
de nouvelles technigques de production sont introduites ces dernieres années permettant plus
de rendement a I’hectare. En 2009, le rendement a été de 6,5 millions de quintaux de tomate.
Les statistiques de 1’année 2009 établie par le Ministre de 1’ Agriculture et le développement
rural font état d’une superficie globale de tomate maraichére cultivée de 21 320 ha, dont
18 620 ha pour la tomate maraichére en plein champ et seulement 2 699 ha pour la tomate
maraichére sous serre. Ce rendement de 6 459 904 quintaux, dont 4 460 371 quintaux pour la
tomate maraichere cultivée en plein champ et 1 999 533 quintaux pour la production de
tomate sous serre. Les wilayas potentielles pour la production de tomate sont Annaba, Skikda,

El-Taref et Guelma.

2.8- Maladies et ravageurs de la tomate

Dés la levée et pratiquement jusqu’a récolte, les cultures de tomate sont sujet a des maladies

ayant pour cause divers agents pathogenes et sont classée en cing catégories (Moulay, 1986) :

1- Les attaques des ravageurs.
2- Les maladies bactériennes.

3- Les maladies virales.
4- Les maladies cryptogamiques.
5- Les maladies physiologiques.

Parmi ces maladies, on distingue qui sont parasites obligatoires et qui sont parasites facultatifs
(Anonyme A, 1995).

Les champignons et les bactéries qui se developpent dans les tissus de la plante attaquées sont
les parasites, ceci signifie qu’ils se nourrissent et se multiplient aux dépend de la substance
de leur hote, d’ailleurs la plus part sont capables de se développer également sur matiére

organique.

Certains, au contraire sont des parasites obligatoires qu’il n’a pas encore été possible de

cultiver sur des milieux non vivants (Anonyme A, 1995).
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Ces plantes atteintes par un parasite présentent des troubles dans ces phénomenes vitaux
(Anonyme A, 1995), ils sont désignés sous le nom de symptdmes, ces derniers sont
spécifiques d’une maladie comme il dépend de I’espéce ou de la plante héte attaquée

(Moulay, 1986).

Il faut qu’un certain nombre de facteurs soient favorables pour le développement de ces
maladies (Anonyme A, 1995).

1- La plante doit étre réceptive.

2- L’agent pathogene doit étre virulent.

3- Un environnement favorable, T°, H°,... etc.
e Lesravageurs

Dans cette catégorie, on distingue plusieurs espéces qui attaquent la tomate, parmi les quelles:

les noctuelles, les acariens, les nématodes, les pucerons.
» Lesvirus

La tomate peut souffrir d’attaques de grand nombre de virus qui ont été décrits dans le monde
avec un ordre de sensibilité différent suivant les climats, les conditions de culture, les cultures

sous serre seront les plus sensibles au virus transmis par insectes (Messiaen et al., 1991).
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» Les champignons de la tomate

Les études concernant les moisissures sont moins nombreuses, plus récentes, et se focalisent
plus spécifiquement sur les moisissures responsable d’altération. De ce fait, I’objectif de notre

travaille consiste en 1’étude de 1’ Alernariose pathogéne de la tomate.
2.9- Alternariose de la tomate

2.9.1- Déefinition et présentation de la maladie

Parmi les maladies aériennes des Solanacées, 1’ Alternariose est certainement 1’une des plus
fréquentes et des plus répandues dans le monde (Rotem, 1994; Pryor et al., 2000; Song et al.,
2011), elle est retrouvée sur tous les continents, partout ou ces plantes sont cultivées. La
présence de rosées dans les régions semi-arides permet son développement. Elle affecte
surtout les cultures de plein champ, et parfois les abris froids. Elle est aussi trés présente dans
de nombreux jardins d’amateurs. Ses dégats peuvent étre conséquents si des conditions
climatiques humides persistent et/ou si aucune méthode de protection n’est envisagée. Elle
entraine parfois des défoliations importantes a 1’origine d’une réduction des rendement, mais
aussi nombreuses lésions sur fruit liees aux effets du soleil sur ces derniers qui sont moins
protéges par le feuillage (Blancard et al., 2012). Sur les cultures de Solanacées, ces
champignons provoquent une perte de rendement, des dommages aux fruits et Iégumes et par
conséquent une perte économique pour 1’agriculture (Snoussi, 2009). L’ Alternariose est une
maladie trés présent en Algérie; elle affecte toutes les productions de plein champ et sous les
tunnels plastique (serre), les conséquences de la défoliation sont graves, elles contribuent au

ralentissement et a la diminution de la production voir méme la perte de fruit (ITCMI, 2010).

Le terme précoce dans la brulure précoce a été utilisé pour distinguer la brulure tardive causee
par Phytophtora infestans (Sherf et MacNab, 1986). La brilure précoce est une maladie bien
connue de la tomate et de la pomme de terre, elle apparait plus tot que la brulure tardive aux
Etats-Unis d’ou le nom de la brulure précoce. Toutefois, le nom induit en erreur, car la
maladie attaque rarement les jeunes plantes en croissance et affecte souvent les plantes mures
et 4gées montrant une perte de vigueur. La brulure précoce peut affecter le feuillage, les tiges
et dans des cas plus sévéres, les fruits. C’est une maladie fongique qui affecte les cultures des

Solanacées dans le monde entier (Batista et al., 2006).
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2.9.2- Dégats de la maladie

Les pertes de rendement en hausse de 79% en raison des dégats de la bralure précoce ont été
annoncées au canada, Inde, Etats-Unis et au Nigeria (Basu, 1974b; Datar et Mayee, 1981,
Sherf et MacNab, 1986; Gwary et Nahunnaro, 1998).

La brllure précoce réduite les régions photosynthétiques et qui dans des cas servers peut
défolier les plantes. Cette maladie débute sur les feuilles de la base et suivant les conditions de
1’été, progresse rapidement vers le sommet (Bovey, 1972). Le rendement est réduit lorsque
les plantes ne parviennent pas a fructifier (Glasscock, 1944). La figure (3) représente les

¢tapes du cycle infectieux d’Alternariose.
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Figure 3 Cycle infectieux de 1’ Alternariose.
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2.9.3- Etude symptomatologique

L’Alternariose s’attaque tous les organes aériens de la tomate et a tous les stades de

croissances de la plante (Blancard, 2009).

* Symptomes sur feuilles

Les premiers symptomes de la brulure précoce sont des Iésions nécrotiques sombres et petites
qui apparaissent genéralement sur les feuilles les plus agées et étendent vers le haut, et par
conséquent les plantes deviennent vieilles (Figure 4) (Sherf et MacNab, 1986). Les feuilles
sur les plantes infectées développent des taches marron foncé avec des anneaux

concentriques.

Une zone jaune entoure les taches et les feuilles avec de nombreuses taches deviennent
complétement jaunes. Les taches agrandissent rapidement et, finalement, la feuille entiére

meurt.

Les taches nécrotique marron foncé ont des anneaux concentriques dans lesquels de nouvelles
spores sont produites et ces anneaux sont entoures d’un halo chlorotique cause par les toxines
secrétes. Généralement, I’infection commence par les feuilles inferieures, qui deviennent
jaunes ou brunes et penchent ensuite ou tombent. Si le climat est favorable, la maladie se
développe rapidement, les taches se diffusent sur les feuilles et la plante devient défoliée
(Watterson, 1986).

Figure 4 Symptémes sur feuilles.
* Symptomes sur tiges et branches

Sur la tige principale et les branches latérales des plantes adultes, le champignon cause de

petites zones, sombres, qui agrandissent pour former des taches allongées marron foncé
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(Figure 5), qui parfois montrent des anneaux concentriques comme ceux sur les feuilles. Ces

taches sont dispersées le long de la tige et les branches (Walker, 1952).

Dans les anciens ouvrages, la pourriture du collet et la lésion sur la tige sont parfois
mentionnées comme chancre de tige (Barksdale et Stoner, 1977), un terme qui est

actuellement réservé a la maladie causée par Alternaria alternata (Sherf et MacNab, 1986).

Figure 5 Symptomes sur tiges.
* Symptomes sur fruits

Les taches sur le fruit se produisent d’abord a son forme de zones creuses avec des anneaux
concentriques (Figure 6). De cette zone, le champignon se propage et éventuellement, la
pourriture couver la moitié supérieure du fruit. La surface des tissus infectés du fruit est noir
et couverte de spore d’Alternaria solani. L’infection du fruit se produit lorsque le fruit est vert
ou mur (Glasscock, 1944; Jones et al., 1997).

Figure 6 Symptdmes sur fruits.

2.10- Alternaria sp.

2.10.1- Généralités sur les Alternaria

Les Alternaria sont des champignons fréquents dans notre environnement. lls appartiennent

aux moisissures atmosphériques. Ils peuvent étre isolés de végétaux trés divers. Alternaria
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comprend prés de 275 especes (Simmons, 2007) avec des modes de vie saprophytes et
phytopathogénes qui peuvent affecter les cultures sur champ ou produits végétaux pendant la
récolte et post-récolte (Logrieco et al., 2009). Autant que parasites de faiblesse, les Alternaria
sont capable de mener une existence saprophytique pendant des périodes plus ou moins
longues. Certains, tel qu’A.chartarum, A.consortale, A.teruis, etc., ont un habitat le plus
souvent saprophytique et se rencontrent couramment sur des débris organiques ou les
végétaux morts. Quelques especes, comme A.solani, A.dauci et ses formes, A.linicola,
A.zinniae, etc., vivent au contraire a 1’état de parasites sur des plantes encore apparemment
vigoureuses (Messiaen et al., 1991). Ce sont des champignons mésophiles, leurs activites

prédominantes disparaissent lorsque la température s’éléve (Botton et al., 1990).

Le stockage des graines contaminées peut favoriser 1’accumulation de toxines surtout étudiées
pour I’espece A.alternata. Les Alternaria sont donc des champignons trés communs et
cosmopolites. Ils peuvent se retrouver sur des substrats tres variés : planes, sols, textiles,

graines (Linas et al., 1999) (Figure 7).
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Figure 7 Cycle épidémique d’Alternaria sp sur la plante de tomate (Agrios, 2005).
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2.10.2- Classification et biologie des Alternaria

Les membres du genre Alternaria possedent des conidies septées avec cloisons transversales
et longitudinales, les cellules sont multi nucléées (pluricellulaires) de couleur foncée
généralement piriformes de tailles variable selon les espéces (Rotem, 1994), elles possedent
un pigment de type mélanine qui leur servent de protection contre des conditions
environnementales défavorables, y compris la résistance aux microbes et enzymes
hydrolytique (Rotem, 1994). Les champignons du genre Alternaria sont des Deuteromycétes
(syn. Adélomycétes, fungi imperfecti). Cette classe renferme tous les champignons a
mycélium cloisonné dont la forme de reproduction est généralement inconnue mais possedent
un mode de multiplication asexuée, par conidies. Certaines espéce d’Alternaria ont une
reproduction sexuée et leur forme parfaite appartient aux Loculoascomycétes (genre
Pleospora ou Lewia) (Ellis, 1971; Simmons, 1986; Erikson et Hawksworth, 1991). Tous les
téléomorphes connus des taxons d’Alternaria sont membres du genre d’Ascomycétes Lewia.
Lewia est une ségrégation d’un groupe hétérogéne d’espéces a ascoma <<ou ascocarpe>>
relativement restreint historiguement accumulée dans Pleospora.(Wehmeyer, 1961). La
relation des taxons d’Alternaria du groupe d’espéces A. infectoria avec ceux des especes
Lewia est maintenant mieux établie a travers les nombreuses études sur les ascospores a
conidies et les conidies a ascoma en culture axéniques (Simmons, 2007). Les Alternaria sont
classés dans 1’ordre des hyphales (Syn. Moniliales), ayant des conidiophores peu différenciés,
libres, disséminés sur le substrat et a croissance sympodiale et des conidies qui se forment
hors d’un concept spécial. La coloration fonceée de leur mycélium et de leurs conidies les
classent dans la famille des Dematiaceae (Agrios, 2005). Le tableau (5) représente la

classification d’Altarnaria sp. selon catalogue of life (2016).

Tableau 5 classification taxonomique de /’Alternaria sp. Selon catalogue of life (25 mars 2016).

Régne Fungi
Embranchement Ascomycota
Classe Dothideomycetes
Ordre Pleosporale
Famille Pleosporaceae
Genre Alternaria
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2.10.3- Les Alternaria pathogénes des solanacees

Alternaria solani est signalé depuis plusieurs décennies comme pathogéne des Solanaceées et a
longtemps été décrit comme affectant la tomate, 1’aubergine, la pomme de terre, ainsi que
plusieurs membres de cette famille botanique (Blancard et al., 2012). Depuis la premiere
description par Ellis et Martin en 1882 (Sherf et MacNab, 1986), A solani, précédemment
connu sous le nom d’A. porri f.sp. solani (Neergaard, 1945) qui a fait I’objet de nombreuse
études (Strandberg, 1992; Rotem, 1994). Un champignon ascomycete, Pleospora solani, a été
revendiquée par Esquivel (1984) comme le stade téléomorphe d’A. solani, mais cela n’a pas

été confirmé par d’autre.

En fait, la situation des Alternaria sp. sur ces plantes est beaucoup plus complexe. Ansi,
plusieurs espéces d’Alternaria seraient inféodées a plus d’une soixantaine de Solanacées. De
plus, il apparait que sur la tomate sévirait plutdt une autre espéce, morphologiquement assez
comparable a A. solani dénommée <<Alternaria tomatophila>>. En effet, deux phénotypes
existeraient au sein de cette espéce, différenciables par ’aspect de leur colonies en boites de

Pétri: un phénotype claire, plus agressif sur tomate, et un autre foncé (Frazer, 2002).

IL est a notre qu’A. subcylindrica a été ponctuellement observé sur feuilles de tomate cerise
tout comme A. certica (Simmons et Roberts, 2000). D’autres Alternaria s’attaquent aussi a la

tomate comme A.alternata f. sp. Lycopersici, A.alternata et A. tomatophila (Jones, 1997) .

En conclusion, les études présentées vont dans le sens de I’existence de plusieurs taxons
responsables de la brulure foliaire chez les Solanacées comme A. tomatophila, A. solani, A.

alternata, A.arborescencs et A. tenuissima.

B [c

Figure 8 Lésions sur fruits de tomates commercialisées par (A): A. tomatophila,

(B) : A. solani, A. arborescens et (C) : A. alternata.
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e Alternaria tomatophila

Alernaria tomatophila tout comme A. solani, appartient aux espéces a grosse spores (section
porri). Elle dispose d’un mycélium cloisonné se mélanisant progressivement avec 1’age, elle
produite de courts conidiophores bruns sur lesquels ne se forme souvent qu’une seule conidie.
(Simmons, 2000). Les conidies sont brunes, pluricellulaires et trés allongées. Elles possedent
un long appendice hyalin (bec) (Figure 9), parfois bifurqué et plus long que le corps de la

spore, qui mesure entre 120 et 300 um de long.

Depuis de nombreuse année la taxonomie des espéces d’Alternaria associés aux maladies de
la tomate et de la pomme de terre n’ont pas réussi a faire la distinction entre A. solani sur
pomme de terre et A. tomatophila sur tomate. En particulier Rotem (1994) et d’autres auteurs

anciens (Ellis, 1971) ont publié beaucoup de travaux sur la sporulation d’A. solani en culture.

A.tomatophila est le pathogene le plus commun lié & la brilure foliaire de la tomate. A
I’inverse, entre le nombre des isolats d’Alternaria a grosses spores examinés sur lésions de

tomates, aucune n’est identifiable comme 1’agent 1ié a la brdlure foliaire des pommes de terre.

Figure 9 Conidies et conidiophores de la souche A. tomatophila représentative E.G.S. 42165
(Simmons, 2007) CBS fungal diversity, 203-205. Bar = 50pum.
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e Alternaria solani

Alternaria solani appartient au groupe d’espéces a grosses spores (section porri) au sein du
genre Alternaria, caractérisé par les conidies solitaires (Figure 10), supportées
individuellement ou rarement en chaine de deux sur des conidiophores simples et séptés
(Neergaard, 1945; Ellis et Gibson, 1975), elles mesurent entre 150 et 200 um de long (de la
base a I’extrémité du bec) cette espéce est en général identifiable comme 1’agent pathogene 1ié

a la brulure foliaire de pommes de terre (Simmons, 2007).

Figure 10 Conidies et conidiophores de la souche A. solani représentative E.G.S. 44098

(Simmons, 2007) CBS fungal diversity, 185-187. Bar =50um.

e Alternaria alternata
Alternaria alternata est un champignon filamenteux cosmopolite ubiquiste (Figure 11).
Communément isolé a partir de plantes, des sols, de nourriture corrompue ainsi que de 1’air
ambiant des habitations (Criquet et al., 2008). Alternaria est un Pathogéne de végétaux, se
comporte surtout comme un parasite de faiblesse et se développe sur des plantes sénescentes,
sur des légumes, sur des débris organiques divers, sur le sol, sur des produits alimentaires, sur

le papier etc. (Anonyme 4 ; 2006).

/ adveloppernent apical
conidie (Sporces)
gdgages vanés

dévelopernent
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Figure 11 Représentation des différents stades de développement des spores et conidiophores
D’A. alternata (Simmons, 1999 ; Taralova et al., 2011).
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2.11- La lutte biologique

La lutte biologique pourrait étre une alternative a la lutte chimique. En plus d’étre
respectueuse de I’environnement, cette méthode a permis des pertes dues a plusieurs maladies
foliaires. Elle consiste en I’utilisation d'organismes vivants pour limiter la pullulation et/ou la
nocivité des divers ennemis des cultures (rongeurs, insectes et acariens, nématodes,

micro-organismes pathogénes des plantes, plantes adventices et envahissantes).

Remplacer, en totalité¢ ou en partie, les pesticides chimiques utilisés en agriculture et en
foresterie. La lutte biologique n'est donc pas l'agriculture biologique qui demande une
production complétement exempte d'intrants chimiques (engrais, pesticides, antibiotiques).
La lutte biologique peut devenir une composante importante de systémes de production

intégrée ou biologique.
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2.12-Trichoderma

2.12.1- Historique de taxonomie

La division du genre Trichoderma en espéces a fait I'objet de nombreuses études et de
beaucoup de polémiques. Dans le regne vivant les limites de «l'espece» reposent sur la
possibilité de croisement entre individus. Or, les champignons anamorphes du genre
Trichoderma, en tant que tels, n'ont pas de reproduction sexuée connue, et ce caractere ne
peut donc étre utilisé pour leur systématique. On se base alors sur les aspects culturaux et la
morphologie des appareils sporogénes (Roquebert, 1996) ainsi que sur le matériel génétique
en s'appuyant sur des techniques de biologie moléculaires (Gams et Bissett, 1998). Si on
répertorie succinctement les dates les plus importantes qui ont marqué la systématique des
Trichoderma sp, on se rend vite compte que leur positionnement taxonomique n'a pas été
chose facile.

En 1794, Persoon décrit le premier Trichoderma sp. Et établit 4 especes.

En 1821, Fries classa les Trichoderma sp. parmi les Gastéromycetes.

En 1860, debutent les controverses sur cette systématique, Tulasne contredit Fries puisqu'il ne
trouve pas de forme téléomorphes (sexuées) a ce genre.

En 1871, devant le nombre croissant d'espéces rencontrées, Harz insiste sur I'importance des
caracteres morphologiques sous microscopie optique (surtout les phialides).

En 1916, Waksman décrit ce qu'il trouve étre 6 nouvelles souches de Trichoderma sp. En
utilisant des criteres macroscopiques, différents de ceux préconisés par Harz.

En 1926, Abbot identifie 4 especes de Trichoderma selon des critéeres une fois de plus
différents des précédents. Jusqu'a 1939 le raisonnement d'Abbot reste en vigueur, mais aussi a
coteé d'identifications totalement indépendantes.

En 1939, Bishy tente de mettre de I'ordre dans ces systémes en proposant une unigue espece
Trichoderma viridae. Durant 24 ans, toute espéce fongique a spores vertes était considérée
comme étant un Trichoderma sp.

En 1963, les travaux de Gutter et Monbasher mettent fin au systeme précédant, en démontrant
la variabilité des espéces de Trichoderma en fonction des conditions environnementales.

En 1969, conscient de toute cette polémique, Rifai propose une classification «utilisable avec
le concept «d'especes agrégées», basé sur les caractéres microscopiques. «Une espece agrégée
est une entité composée de groupement d’especes trés similaires, difficiles a séparer». Neuf
especes agrégées sont crées (T. aureoviridae Rifai, T. hamatum Bain, T. harzianum Rifai, T.

koningii Oudemans, T. longibrachiatum Rifai, T. piluliferum Webster et Rifai, T. polysporum
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Rifai, T pseudokoningii Rifai et T. viridae Gray), tout en tolérant une certaine variabilité au
sein de chaque espéce agrégée (Rifai, 1969).

En comparaison avec les nombreux précédents, ce systéeme semble le plus facilement
utilisable pour la communauté scientifique, d'autant plus qu'il a été amélioré recemment par
Bissett (1984, 1991a et b).

En 1991, Bissett propose la notion de « section » pour faire face au nombre croissant
d'especes nouvelles de Trichoderma sp. sans rapport avec les especes agrégees.

Se basant sur la morphologie des conidiophores et des phialides, il regroupe les especes
agrégées dans 5 sections (Figure 12) (Trichoderma, Pachybasium, Hypocreanum,
Longibrachiatum et Saturnisporum) (Leuchtmann, 1996). Le systéme taxonomique de Bissett
est aussi appuyé, entre autres, par des approches de biologie moléculaire (PCR), pour
répondre au positionnement de nouvelles espéces de Trichoderma identifiées (dont les formes
téléomorphesl sont souvent non identifiées) et reste le plus fiable actuellement (Lillard-
Roberts, 2004).

Les espéces de Trichoderma ainsi que leurs rares formes téléomorphes observées sont
classées parmi les Ascomycetes. Plus de 200 especes du genre Hypocrea ont €té identifiees,
mais sont rarement cultivables et de ce fait peu décrites en termes modernes (Gams and
Bisset, 1998).

On pense alors que I'évolution a conduit & la disparition du mode sexué pour I'établissement
d'un genre a reproduction exclusivement asexuée (Roquebert., 1996).

La biologie moléculaire nous révele aujourd’hui que des especes de Trichoderma
génétiquement différentes, présentent des similitudes morphologiques spectaculaires et leurs
caractéristiques se chevauchent ce qui, d'une part explique la longue controverse connue par
ce genre auparavant et d'une autre part, montre que les seuls critéres morphologiques ne
suffisent plus pour une classification incontestable et rigoureuse des formes anamorphes de

Trichoderma sp. (Cournut, 1984; Sugiyama, 1987).
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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 (Bissett, 2004):

Tableau 6 la position taxonomique actuelle des Trichoderma sp. selon catalogue of life (25 mars
2016).

Régne Fungi
Embranchement Ascomycota
Classe Sordariomycetes
Ordre Hypocreales
Famille Hypocreaceae
Genre Trichoderma

SECTION 1 SECTION 2 SECTION3 || SECTION4 SECTION 5
Tichoderma | | Pachybasium | |Hypocean Longibrachiatum | |Saturnisporu
Y By
T. viride* T. virens \ T. lactea G.ilonglbrachlatum *| | T. satunisporum
T. koningii* T. hamatum* Comprends les | | 1. pseudokoningii* ||T. ghanense
T. aureoviride¥ | T. harzianum * o T. citrinoviride
anamorphiques
T. atroviride T. piluliferum * d'Hypocrea
T. polysporum* souvent
de la section

T. fasciculatum

Homalocrea
T. flavofuscum

T. crasum

T. croseum

T. minutisporum
T. tumentosum
T. fertile

T. longipilis

T. oblongisporum
T. strigosum

T. strictipilis

T. pubescens

\T. spirale /

Figure 12 Les cing sections systématiques de Trichoderma sp. Et quelques-unes des espéces y
appartenant, selon BISSETT (1991a et b).*Les espéces agrégées de Rifai (1969). ).
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2.12.2- Ecologie

Gréace a sa grande capacité d'adaptation aux différentes conditions climatiques, le genre
Trichoderma est trés répandu dans la nature, aussi bien en milieu terrestre que marin. En effet,
les Trichoderma sp. sont remarquables pour leur croissance rapide et leur capacité a utiliser
différents substrats et sont, par consequent, I'élément majeur dans la microflore terrestre et
marine.

Les Trichoderma sp. terrestres se développent quasiment dans tous les sols (forestiers ou
cultivés) et sur les végetaux en décomposition. Ils contaminent fréquemment le compost de la
culture industrielle des champignons comestibles, mais sont rarement parasites de plantes
vivantes. Dans la mer, les Trichoderma sp. sont marins facultatifs. Trichoderma sp. y ont été
identifiés a tous les niveaux. lls ont été également isolés a partir d'algues marines prélevees de
la cbte Atlantique et méditerranéenne ibériques ainsi qu'a partir de moules au Canada. Leur
présence dans le tractus digestif et la surface de plusieurs espéces de concombre des mers
reste insolite, puisque ces derniers biosynthétisent des glycosides tri terpéniques aux fortes
activités antifongiques et cytotoxiques (Pivkin, 2000). Le genre Trichoderma est I'un des 3
prédominants. Il vient a la 3eme position apres les genres Penicillium et Aspergillus en
importance numérique. 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).

L'abondance des Trichoderma sp. dans les écosystéemes est due a leur capacité a produire
diverses substances bioactives et des enzymes. Ils sont de ce fait un maillon important dans

les chaines biologiques (Benkada, 2006).

2.12.3- Morphologie

L'aspect macroscopique de Trichoderma sp. est apprécié a partir de cultures sur géloses
nutritives appropriées, réparties en boites de Pétri. Les colonies fongiques peuvent étre
Iégerement floconneuses ou bien compactées en touffes. Entre ces deux extrémes, existent des
aspects intermédiaires. Les colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des
phialides. Cing jours aprés sa 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, correspondant a la conidiogenése. D'autres cercles
concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16°™ et le 20°™ jour un feutrage

épais se superpose a la culture. Au microscope optique on peut observer un mycélium
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composé d'hyphes jaunes, septés, ramifies a parois lisses. Les conidiophores ont une forme
conique ou pyramidale. Tres ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de
quilles. A leur tour, les phialides portent les spores (phialospores ou bien conidies) (Figure
13).

Phialospore

Conidies
( % =

y JL Phialide

J
Conidiospores <
\ —

10 pm

Figure 13 Schéma de branchement de conidiophores de Trichoderma.

2.12.4- Interaction Trichoderma sp.- agent pathogene

e Trichoderma sp. agent de lutte biologique

Une colonisation importante d’un habitat donné par tout organisme dépend essentiellement de
sa capacité a défendre ses niches écologiques méme s’il y a concurrence pour les nutriments,
I’espace et la lumiére. De nombreux champignons et particuliérement ceux du genre
Trichoderma sont spécialisés dans ce domaine (Harman, 2006; Ruocco et al., 2009; Vinale et
al., 2009).

La recherche sur les propriétés de Trichoderma sp. a progressé depuis la découverte en

1932 de Trichoderma lignorum (révélé plus tard T. atroviride) agissant comme un parasite sur
d’autres champignons (Weindling, 1932; Schuster et Schmoll, 2010; Harman, 2011). De
nombreuses espéces de Trichoderma, principalement T. harzianum, T. virens, et T.
asperellum sont utilisées dans la lutte biologique contre les champignons pathogénes des
plantes tels que Armillaria, Botrytis, Chondrstereum, Colletotrichum, Dematophora,

Diaporthe.
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® Mode d’action
Mycoparasitisme et enzymes lytiques
L’abondance de Trichoderma sp. dans les écosystemes est due a leur production élevée
d’enzymes hydrolytiques et leur mycoparasitisme basé sur la sécrétion d’un ensemble
complexe dégradant la paroi cellulaire de divers hotes (Calistru et al., 1997; Eziashi et al.,
2006; Reino et al., 2008). Un systeme multi-enzymatique important a été décrit chez des
espéces de Trichoderma: les cellulases (Castro et al., 2010), les chitinases (De la Cruz et al.,
1992), B-1,3-glucanases (De la Cruz et al., 1995; Lorito et al., 1994; Noronha et Ulhoa,
1996), B-1,6-glucanases (De la Cruz et al., 1995; De la Cruz et Llobell, 1999), p-1,3-
glucanases (Ait-Lahsen et al., 2001) et des protéases (Geremia et al., 1993; Howell, 2003).
La Stimulation
Trichoderma sp. percoit la présence de son hote, ses hyphes se dirigent directement vers lui
par chimiotropisme. Différentes espéces peuvent suivre différents modeles d’inoculation,
mais en général de ces dernieres catalyse la libération des oligomeéres de la paroi fongique du
champignon cible, et a leur tour en induisent I’expression des endochitinases qui attaqueront
le champignon cible avant le contact (Viterbo et al., 2002; Brunner et al., 2003).
La Reconnaissance et I’Enroulement
L’attachement se fait par la liaison des glucides de la paroi fongique du Trichoderma a des
lectines sur le champignon cible. Une fois que le Trichoderma est attaché, il s’enroule autour
de I’agent pathogene et forme des appressoriums contenant des concentrations élevées de
solutés osmotiques tels que le glycérol (Benitez et al., 2004).

La pénétration et la lyse

La production des enzymes lytiques et des peptaiboles permet I’entrée des hyphes de
Trichoderma dans les hyphes du parasite et facilite ainsi 1’assimilation du contenu cellulaire
de I’héte (Howell et al., 2003).

Antibiose et métabolites secondaires

L’antibiose est le processus de sécrétion des composés antimicrobiens par des champignons
antagoniste pour lutter contre les agents pathogénes dans leurs zones de croissance (Verma et
al., 2007). Les Trichoderma sp. produisent des antibiotiques potentiels mais aussi plus de 100
métabolites avec une activité antibiotique, y compris de Polykétides, Pyrones, Terpénes et des

Polypeptides utilisés dans la chimio-taxonomie des espéces (Keszler et al., 2008). Ghisalberti
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et Sivasithamparam (1991) ont classé les métabolites secondaires de Trichoderma sp. en trois

catégories:

e Meétabolites volatils: 6 Pentyl-pyrone, Ethyléne, Cynure d’Hydrogene, Alcools,
Aldéhydes (Vizscaino et al., 2005; Stoppacher et al., 2010).

e Meétabolites non volatils diffusibles: Acide Heptélidiqgue ou koningique,
Trichotécénes notamment les Trichodermines (Blumenthal, 2004; vinale et al., 2008).

e Les peptaibols (Peptides Acide-Amino Iso Butyriqgue Alcool) qui sont des
oligopeptides linéaires de 12 a 22 acides aminés riche en acide a-amino isobutyrique,
N-acétylés a 1’extrémité N-terminale et contenant un amino-alcool & la partie C-
terminale (Degenkolb et al., 2003; Wada et Tanka, 2004; Benkada, 2006; Degenkolb
et al., 2008).

e Compétition pour les nutriments et I’espace

La compétition pour le carbone, 1’azote et d’autres facteurs de croissance, ainsi que la
celle pour I’espace ou les sites spécifique d’infection, sont utilisées par les agents de lutte
biologique. Trichoderma sp. a une forte capacité a utiliser et métaboliser les nutriments du
sol, qui le rend plus compétitif a de nombreux micro-organisme du sol (Benitez et al.,
2004). T. harzianum est capable de contrdler Botrytis cinerea agent de la pourriture gris
chez le raisin en colonisant les floraux et éliminant le pathogéne de son site d’infection
(Vinale et al ., 2008). Sivan et Chet (1989) ont démontré que la compétition pour les
nutriments est le principal mécanisme utilisé par T.harzianum pour contréler Fusarium

oxysporum f.sp. melonis.
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3- Matériel et méthodes

Le présent travail porte sur I’isolement de microorganismes a partir du sol de différentes
régions arides de sahara Algérienne et de la rhizosphére des plantes de I’Est Algérien et la
sélection de souches de Trichoderma sp. a effet antagoniste sur 1’agent de 1’ Alternariose de la

tomate.

L’isolement de 1’agent phytopathogene de 1’Alternariose a été réaliseé a partir des fruits
présentant les symptdmes de I’ Alternariose et a partir du sol d’une serre de la tomate de la

région de I’Est Algérien.

3.1- Echantillonnage et recherche de I’agent phytopathogéne

Les échantillons utilisés pour cet objectif sont prélevés de différentes régions de I’Est
Algérien a savoir, le sol d’une serre de la tomate de la région de Constantine Situé entre
Didouche mourade et Hamma bouziane qui s’appelle AL AWRASS, les fruits de la tomate
présentant les symptomes de 1’ Alternariose de la région d’AIN EL DEFLA. Le prélevement
des échantillons est effectué durant le mois de février (2016).

v’ Le prélévement des échantillons du sol est effectué a 1’aide d’une spatule stérile, qui a
servi a prendre une quantité du sol prélevé et remplir un flacon stérile de 250 ml dans
des conditions d’asepsie rigoureuse, selon le protocole décrit par Pochon et Tardieux
(1962).

v’ Les échantillons de la tomate sont placés dans des sachets en plastique, étiquetés puis
ramenés au laboratoire. Une fois au laboratoire, les isolements sont realisés souvent le

méme jour.

3.2- Isolement de I’agent phytopathogéne

3.2.1- Isolement a partir du sol

L’isolement de I’agent phytopathogeéne de 1’Alternariose est réalisé sur milieu PDA (Pomme
de terre Dextrose Agar : Pomme de terre 200 g, Eau distillée 500 ml, Saccharose 10g, Agar 15
g, Eau distillée 1000 ml, pH 6), supplémentés par antibiotique (gentamycine).
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Pour ce faire, 1g du sol est ajouté a 9mL d’eau physiologique stérile (9g de NaCl dans 1 litre
d’eau distillée), aprés homogénéisation pendant 10 min, on réalise une série de dilutions

décimales jusqu’a 10 (Figure 14).

Un volume de 100 pL de chaque suspension est déposé dans des boites de Pétri contenant le
milieu PDA, puis, étalé sur toute la surface. Les préparations précédentes sont incubées a 28

°C, jusqu’a I’apparition des colonies (Ulacio et al, 1997).
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Figure 14 Méthode de dilution.

3.2.2- Isolement a partir de la tomate

L’isolement est réalisé a partir des fruits de la tomate présentant les symptémes de
I’ Alternariose (Figure 15). Les échantillons ont été découpées et désinfectées avec de
I’hypochlorite de sodium a 0.1% pendant 2 min. Les fragments ont été par la suite déposés

sur milieu gélosé PDA coulé en boites de Pétri stériles.

Pour empécher la croissance bactérienne, on additionne une petite quantité d’antibiotique au
milieu en surfusion (Otadoh et al., 2011). Les boites sont, ensuite, incubées a 1’obscurité a une

température de 28 °C pendant 7 jours (Zehhar et al., 2006).




Materiel et Methodes

Figure 15 Fruits de la tomate présentant les symptomes de 1’ Alternariose.

3.3- Echantillonnage et recherche de I’agent antagoniste
De nombreuses sorties de prospection ont été réalisées dans la région de Sahara et de I’Est
algérien pour sélectionner une souche de Trichoderma a effet antagoniste sur 1’agent de
I’ Alternariose. Les échantillons explorés dans cette étude, sont prélevés stérilement, a partir
de trois sites, a savoir:

- Sols agricole de palmeraie de la région de MEGARINE, située a WARGLA;

- Sols agricole de palmeraie de la région de RANO, située a Tougourt;

- Sols de la zone de la rhizosphere des plantes de la région de Chaab-Elrssas, située a

Constantine.

3.4- Isolement de I’agent antagoniste

L’isolement des champignons du genre Trichoderma a été effectué par la méthode précédente
dilution-suspension (Ulacio et al, 1997).

3.5- Repiquage et purification

Aprés un bon développement des colonies, des repiquages ont été effectués de chaque colonie
jusqu’a arriver a isoler sur chaque boite de Pétri une seule colonie d’un champignon donné
(Guiraud, 1998).

Le repiquage est réalisé par prélévement d’un fragment de colonie a I’aide d’un couteau
stérilisé tout en évitant son contact avec les autres colonies avoisinantes de la méme boite sur
milieu PDA. Ce fragment est déposé au centre d’une nouvelle boite sur laquelle on indique la
date de repiquage et les coordonnées de la boite de prélevement. Le repiquage est effectue
aseptiqguement prés du bec Bunsen et les boites sont incubées a 28° C pendant six jours

jusqu'a I’obtention des souches fongiques pures.
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3.6- Identification des souches sélectionnées

L’identification d’une souche fongique est effectuée par deux techniques classiques: par
I’observation macroscopique et microscopique des souches. Ces deux techniques sont
largement suffisantes pour déterminer le genre des moisissures isolées (Bourgeois et Leveau,
1980).

3.6.1- Etude macroscopique

Les caractéres morphologiques et culturaux sont déterminés aprés ensemencement des
souches pures sur le milieu de culture solide spécifique PDA. L’identification se fait a I’ceil
nu, elle se base essentiellement sur les caracteres suivants: la vitesse de croissance, 1’aspect du

mycélium aérien, la couleur de I’envers de la colonie, I’odeur et la couleur des moisissures.

3.6.2- Etude microscopique

La méthode consiste a déposer une goutte d'eau distillée ou d'eau physiologique stérile ou
bleu de méthylene sur la lame, puis apporter et dissocier dans la goutte un prélevement de
I’hyphe de champignon a observer; la lame est recouverte par une lamelle et I’observation est

faite a différent grossissements (40X puis a immersion).
3.7- Conservation des moisissures

Pour favoriser la viabilité, et limiter les possibilités de variation des moisissures isolées, on

procede a la conservation sur gélose inclinée.

Apres purification et obtention de cultures pures, les isolats obtenus ont été repiqués dans des
tubes a essai contenant le milieu PDA incliné. Les cultures ont été conservées a 28° C pendant
une semaine puis conservées a 4° C. Le repiquage et la conservation des isolats sont répétés
tous les trois mois (Botton, 1990).

3.8- Etude de P’activité antagoniste

L’activité antagoniste in vitro des isolats de Trichoderma sp. vis-a-vis Alternaria sp. a été
étudiée selon deux méthodes : la méthode de confrontation par contacte directe et a distance

(contacte indirecte).
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3.8.1- Confrontation par contact direct

Cette technique consiste a placer, dans la méme boite de Pétri contenant la gélose appropriée,
deux pastilles gélosées (5 mm de diamétre), 1’une portant l'antagoniste et 1’autre 1’agent
pathogene. Les deux pastilles sont placées suivant un axe diamétral & 3 cm et a équidistance
du centre de la boite (Figure 16), les repiquages sont effectués en méme temps. L’incubation

est réalisée a 28 °C pendant dix jours (Hibar et al., 2005).

Pathogéne Antagoniste

Gélose

Figure 16 Confrontation entre 1’agent phytopathogene et I'agent antagoniste par contacte direct sur
milieu PDA.

3.8.2- Confrontation a distance

Le principe de cette méthode repose sur la technique déja utilisée par Gaigole et al. (2011).
Elle consiste a repiquer 1’agent antagoniste et le pathogéne dans deux boites séparées; par la
suite, un assemblage est réalisé par la superposition de deux boites, Trichoderma sp. en bas et
le pathogéne Alternaria sp. en haut (Figure 17). La jonction des boites est assurée par des
couches de parafilm afin d’éviter toute déperdition de substances volatiles. Le témoin est
préparé par superposition de deux boites, celle du haut contenant une pastille d’Alternaria sp.
Alors que celle du bas ne contient que le milieu PDA. Les conditions de culture sont

identiques a celle de la confrontation par contact direct.

Toutes les combinaisons entre les deux isolats d’Alternaria sp. et de Trichoderma sp. ont été

répetées 3 fois.
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Pathogene FDA

Parafilme

Antagoniste

Figure 17 Confrontation a distance entre 1’agent phytopathogene et I'agent antagoniste sur
milieu PDA.

3.8.3- Pourcentage d’inhibition

La croissance mycélienne est évaluée par la mesure des diametres moyens de la colonie
mycélienne (Rapilly, 1968). Les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne

exercés par Trichoderma sp. ont été calculés selon la formule décrite par Hmouni (1996):
1(%) = (1-Dn /Do) x 100

1(%0) représente I’inhibition moyenne de la croissance mycélienne;

Dn est le diamétre moyen du champignon pathogéne en présence de 1’agent antagoniste;

Do est le diamétre moyen du champignon pathogéne en absence de 1’agent antagoniste.
3.9-Test de pathogénicité

Des plantules saines de tomate ont été repiquées dans des pots en plastique contenant du
terreau, quatre plantules par pot, le 10°™ pot correspond au témoin. Ces pots sont ensuite
placés dans une serre a essai (serre de recherche). Les plantules ont été arrosées chaque 3jours
avec I’eau brute jusqu’au stade requis pour I’inoculation. L'inoculum a été préparé en
cultivant chacun d’isolats testés sur un milieu PDA a 28 ° C pendant 15 jours. Ensuite, 10 mL
d'eau distillée stérile ont été ajoutés a chaque boite et les colonies ont été soigneusement

grattées avec une spatule stérile.
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La solution sporale de chaque souche d’Alternaria a été ajustée a 5 x 10° spores/mL par
I’utilisation de cellule de Thomas, puis versée dans un pulvérisateur. Aprés inoculation, les

plantules ont été recouvertes avec des sacs en polyéthyléene.

Apres 48 h, les sacs ont été enlevés et les plantules ont été, ensuite, maintenues dans des

conditions de serre (Sallam, 2012).
3.9.1- Severité de la maladie

Aprés deux semaines, la sévérité de la maladie a été notée et enregistrée dans chaque
traitement suivant 1’échelle de notation [0 = saine; 1 = (1-5%); 2 = (6-10%); 3 = (11-25%); 5
= (6-50%); 7 = (51-75%) et 9 => (76%) de la surface foliaire infectée] proposée par Latha et
al., (2009).

3.9.2- Ré-isolement du parasite

Afin de confirmer que les symptémes observés sont provoqués par le meme pathogene, la
méthode consiste a rechercher le parasite dans les tissus infectés par ré-isolement sur milieu

PDA, puis comparées morphologiquement avec la culture mere.
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4- Résultats

Le présent travail porte sur I’utilisation de la lutte biologique pour lutter contre 1’ Alternariose
de la tomate. En effet, I’isolement de 1’agent antagoniste est effectué a partir de différents sols
des zones arides et a partir de la zone de la rhizosphere des plantes, tandis que l'isolement de
I’agent phytopathogene est effectué a partir des fruits présentant les symptémes de

I’ Alternariose et a partir du sol d’une serre de la tomate.

4.1- Isolement de I’agent phytopathogéne

L’isolement de 1’agent phytopathogéne Alternaria sp a été réalisé a partir des fruits
présentant les symptomes de I’ Alternariose isolés a partir de la zone d’AIN EL DEFLA, et a
partir du sol agricole d’une serre de la tomate de la région de Constantine situé entre Didouche
mourade et Hamma bouziane qui s’appelle AL AWRASS.

26 isolats fongiques sont obtenus a partir des échantillons utilisés des différents sites
prospectés. L’échantillon prélevé a partir des fruits présentant les symptémes de
I’Alternariose a révélé la présence de 11 isolats fongiques. Les prélevements effectués a
partir du sol de la serre de tomate ont montré la présence de 15 isolats fongiques.

Parmi les vingt-six isolats fongiques seuls, quatre isolats d’Alternaria sp ont été sélectionnés et
purifiés, deux isolats a partir des fruits présentant les symptomes de 1’Alternariose Alt M et
Alt X (Figure 18) et deux isolats a partir du sol Altl et Alt2 (Figure 18).

4.2- ldentification morphologique de I’agent phytopathogéne

4.2.1- Etude macroscopique

Les caractéres macroscopiques des différents isolats sélectionnés ont été étudiés sur milieu
PDA (Botton, 1990). La figure (18) récapitule 1’aspect macroscopique des isolats purifiés:
surface et consistance des colonies, couleur du revers de la colonie ainsi que la présence ou

1I’absence de pigments caractéristiques de chaque souche.
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Figure 18 Aspects morphologiques des colonies Alternaria sp. (Alt 1, Alt 2, Alt M et Alt X) cultivees
sur milieu PDA (A, C, E et G: Recto, B, D, F et H: Verso).

Alt 1 et Alt M (Figure 18: A, B, E, et F) représentent une colonie plate, blanche-grise au
départ, devient rapidement foncée (vert a noire). La couleur du revers est noir verdatre, la

texture est duveteuse a laineuse, pourtour blanc plus clair.
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L’aspect macroscopique d’Alt 2 (Figure 18: C et D) représente une colonie plate, duveteuse
a laineuse et elle est recouverte d’hyphes aériens courts et grisatres devenant noir verdatre.

La couleur du revers est noir verdatre et la texture est duveteuse a laineuse.

Ainsi que la figure 18 (G et H) d’Alt X représente une colonie plate, duveteuse a laineuse et
elle est recouverte d’hyphes aériens courts et grisatres devenant brun olive. Le revers de la

colonie est brun.

4.2.2- Etude microscopique

L’étude microscopique porte sur 1’observation des structures caractéristiques des quatre
isolats phytopathogénes sélectionnés (conidiophores, conidies, mycélium ...etc). Les
différents aspects microscopiques des isolats en question, sont récapitulés dans le tableau (7).

Tableau 7 Aspect microscopique d’Alternaria sp. A: G X 40, B: G X 100.

Espéce Aspect microscopique

Alternaria solani
(Alt1)

Alt 2

Alternaria

tenuissima.
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Alt M

Alternaria solani

Alt X

Alternaria

solani.

L’étude microscopique a montré que les isolats phytopathogénes appartiennent au genre
d’Alternaria. Trois isolats (Alt 1, Alt X et Alt M) sont Alternaria solani appartient au groupe
d’espéce a grosses spores. Caractérise par les conidies solitaires brunes, muriformes, a bec
filamenteux, supportées individuellement ou rarement en chaine de deux sur conidiophores

simples et séptées.

Alt 2 a été identifié comme Alternaria tenuissima, elle a des conidiophores solitaires ou dans
des groupes, simples, bruns, lisse moins cylindriques et septés. Les conidies ont été solitaires
ou dans les chaines courtes, directement ou incurvé, ellipsoide graduellement au bec qui est
jusqu'a la moitié, longueur de conidie habituellement plus courte.

4.3- Isolement de I’agent antagoniste

34 isolats fongiques sont obtenus a partir des échantillons du sol des différents sites
prospectés. En effet, des différents échantillons prélevés du sol agricole de palmeraie de la




Résultats

région de MEGARINE (OUARGLA), représentent 12 isolats fongiques. L’échantillon prélevé
du sol agricole de palmeraie de la région de RANO, située a la wilaya de Touggourt a révelé
la présence de 9 isolats fongiques. Enfin, les prélévements effectués a partir du sol de la zone
de la rhizospheére des plantes situees a Constantine (Chaab-Elrssas) ont montré la présence de

13 isolats fongiques.
4.4- Sélection de I’agent antagoniste

Parmi les trente-quatre isolats fongiques testes seuls, un isolat de Trichoderma sp (Trich S)
possede un effet antifongique sur Alternaria sp.

4.5- Identification de I’agent antagoniste

L’identification de I’isolat fongique sélectionné a été faite, par une analyse des critéres

macroscopiques et microscopiques.

4.5.1- Examen macroscopique

Les caractéres macroscopiques d’isolat sélectionné ont été étudiés sur le milieu PDA. La
figure (19) récapitule I’aspect de la colonie purifiée: surface et consistance, couleur du revers
de la colonie ainsi que la présence ou I’absence de pigments caractéristiques de la souche

sélectionné.

[ Trichoderma sp—s TrichS ]

Figure 19 Aspect morphologique de Trichoderma sp. cultivé sur milieu PDA

(I: Recto, J: Verso).
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L'aspect macroscopique de Trichoderma sp. est apprécié a partir des culture sur PDA, répartie
en boites de Pétri. Les colonies fongiques peuvent étre légérement floconneuses ou bien
compactées en touffes. Entre ces deux extrémes, existent des aspects intermédiaires. Les
colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des phialides.

Cinqg jours apres sa germination, la conidie donne naissance a un mycélium en forme de
cercle, d’une couleur verte est visible sur les parties aériennes du mycélium.

La figure 19 de I’agent antagoniste montre une colonie verdatre, le contour est blanc et le

revers est incolore.

4.5.2- Examen microscopique
L’étude microscopique porte sur I’observation des structures caractéristiques de la souche
fongique sélectionnée. La figure 20 représente les différents caracteres microscopiques

observés.

Figure 20 Aspect microscopique de I’agent antagoniste Trichoderma sp. (TrichS).

L’étude microscopique a révélé que ’isolat antagoniste caracterisé par des filaments sépteés,
conidiophores long et peu ramifiés, conidies ovoides ou elliptique lisses.
L’étude macroscopique et microscopique a montré qu’il s’agit de Trichoderma

longibrachiatum.

4.6- Etude de ’activité antagoniste

L’activité antagoniste de la souche de Trichoderma vis-a-vis Alternaria a été étudiée selon
deux méthodes:

¢ la confrontation par contacte directe
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¢ |a confrontation a distance

4.6.1- Confrontation par contact direct

Les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne des souches témoins
d’Alternaria (Alt 1, Alt 2, Alt M, Alt X) est plus importante en comparaison a ceux obtenus

avec les différentes confrontations (Figure: 21, 22, 23 et 24) (Pathogéne — Antagoniste).

Apreés le troisieme, le cinquieme et septiéme jour d’incubation, T. longibrachiatum a montré
une bonne activité inhibitrice vis a vis les agents phytopathogénes d’Alternaria sp et ce, par

I’apparition d’un arrét de croissance pour I’ensemble des Alternaria.

B

Figure 21 Effet de T. longibrachiatum sur la croissance du mycélium d’A. solani (Alt 1), apres le
troisieme, le cinquiéme et septieme jour d’incubation sur (PDA). (A) interaction entre
T. longibrachiatum et A. solani (Recto, Verso), (B) témoin d’A. solani, (C) témoin de
T. longibrachiatum.




Résultats

é . id

Figure 22 Effet de T. longibrachiatum sur la croissance du mycélium d’A. tenuissima (Alt 2), aprés

le troisieme, le cinquieme et septieéme jour d’incubation sur (PDA). (A) interaction entre T.
longibrachiatum et A. solani (Recto, Verso), (B) témoin d’A. tenuissima, (C) témoin de T.

longibrachiatum.

Figure 23 Effet de T. longibrachiatum sur la croissance du mycélium d’A. solani (Alt M), aprés le
troisiéme, le cinquieme et septiéme jour d’incubation sur (PDA). (A) interaction entre T.
longibrachiatum et A. solani (Recto, Verso), (B) témoin d’A. solani, (C) témoin de T.
longibrachiatum.
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A

Figure 24 Effet de T. longibrachiatum sur la croissance du mycélium d’A. solani (Alt X), Aprés le
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troisieme, le cinquieme et septiéeme jour d’incubation sur (PDA). (A) interaction entre T.
longibrachiatum et A. solani (Recto, Verso), (B) témoin d’A. solani, (C) témoin de T.

longibrachiatum.

Aprés quatre jours d’incubation, les résultats montrent que la boite est totalement envahie par
I’antagoniste, et sporule méme sur celles-ci, alors que les isolats d’Alternaria n’occupent
qu’une surface variant de 20 a 34 mm de diamétre, ce qui correspond a une inhibition de
croissance mycélienne arrivant jusqu'a 59%. Le témoin des souches d’Alternaria cultivé

seul, occupe une surface variant de 45 a 78 mm de diametre (Figure 25, 26, 27 et 28).
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Figure 25 Inhibition de la croissance d’A. solani (Alt 1) par T. longibrachiatum pendant 10 jours
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Figure 26 Inhibition de la croissance d’A. solani (Alt M) par T. longibrachiatum pendant 10 jours
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Figure 27 Inhibition de la croissance d’A. tenuissima (Alt 2) par T. longibrachiatum pendant 10 jours

d’incubation.
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Figure 28 Inhibition de la croissance d’A. solani (Alt X) par T. longibrachiatum pendant 10 jours

d’incubation.

Aprés 7 jours d’incubation, une action inhibitrice exercée par I’agent antagoniste de T.

longibrachiatum vis-a-vis les quatre souches d’Alternaria, traduite par un arrét de croissance
pour I’ensemble des Alternaria (Alt 1, Alt 2, Alt M, Alt X). A. solani «Alt M» s'avere la plus

sensible avec un taux d’inhibition de 59%.

En effet, le calcul du taux d’inhibition montre que toutes les souches d’Alternaria sont

inhibées par T. longibrachiatum a plus de 41% (Figure 29).
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Figure 29 Estimation des pourcentages d’inhibition des souches pathogénes par T. longibrachiatum.

L’inhibition de la croissance est de 1’ordre de 41% pour Alt 1, 50% pour Alt X, 57% pour
Alt 2 et 59% pour Alt M.

D’un autre coté, les observations microscopiques réalisées au niveau de la zone d’interaction
entre T. longibrachiatum et A. solani (Alt 1, Alt X et Alt M) et A. tenuissima (Alt 2), montrent

un enroulement du mycélium d'antagoniste sur celui d’Alternaria (Figure 30).

Irich S/AIt 2

Irich S/AIt X Trich S/AIt 1

Figure 30 Observation microscopique de la zone de contacte entre 1’agent pathogéne et 1’agent
antagoniste. (Y) Mycélium de T. longibrachiatum, (X) Mycélium d’Alternaria, (E) Enroulement, (Z,
S et Q) lyse de Mycélium, (W) spore déformé.
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4.6.2- Confrontation a distance

Les résultats obtenus de cet essai montrent un ralentissement de la croissance mycélienne des
souches d’Alternaria exercé par les souches antagonistes comparativement aux témoins. Il
ressort de ces résultats, que malgré I’absence d’un contact direct entre les isolats d’Alternaria,
et I’antagoniste testé, ce dernier a pu exercer un effet inhibiteur sur le développement des
colonies d’Alternaria. Cet effet est évalué par la mesure des diameétres des colonies

d’Alternaria cultivé en présence et en I’absence de I’antagoniste (Figure 31).

Figure 31 Effet de T. longibrachiatum sur A. solani (Alt 1, Alt X et Alt M) et A. tenuissima

(Alt 2) par confrontation & distance sur milieu PDA aprés le 6™ jour.
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Contrairement au test de confrontation directe, ces résultats montrent le développement de la

croissance myceélienne des Alternaria . est continue avec le temps. (Figure 32, 33, 34 et 35).
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Figure 32 Cinétique de développement d’A. solani Alt 1 sur milieu PDA pendant 10 jours, cultivé
seul et avec T. longibrachiatum par confrontation a distance.
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Figure 33 Cinétique de développement d’A. tenuissima Alt 2 sur milieu PDA pendant 10 jours,
cultivé seul et avec T. longibrachiatum par confrontation a distance.




Résultats

[Yo)
o

(o]
o

~N
o

o

o

EAIM T (mm)
B AM (mm)

Dimétre moyen (mm)
<)

=N W s~ U O
o o o

o

j0 j1 j2 i3 4 i5 j6 i7 j8 j9 j10
Temps (jour)

Figure 34 Cinétique de développement d’A. solani Alt M sur milieu PDA pendant 10 jours, cultivé
seul et avec T. longibrachiatum par confrontation a distance.
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Figure 35 Cinétique de développement d’A. solani Alt X sur milieu PDA pendant 10 jours, cultivé
seul et avec T. longibrachiatum par confrontation & distance.

Aprés le 5°™ jour d’incubation, les souches Alt 2 (A. tenuissima) et AltX (A. solani)
semblent étre les moins sensibles aux substances produites par la souche antagoniste avec un
taux d’inhibition de 7%. Pendant la méme période, la croissance mycélienne de la souche Alt
M (A. solani) avec un taux d’inhibition de 32% et Alt 1 (A. solani) est sensiblement plus
inhibée avec un taux d’inhibition de 43% (Figure 36).
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Figure 36 Estimation des pourcentages d’inhibition des souches pathogénes par les souches

antagonistes.

4.7- Test de pathogénicité (Pstula de koch)

D’aprés le test de pathogénicité la maladie d’Alternariose progresse lentement les premiers

jours mais s’accélére au fur et a mesure pendant la premicre semaine d’inoculation des

plantules de la tomate.

Les résultats illustrés dans la figure (37) indiquent que tous les isolats testés d’Alternaria (A.
solani et A. tenuissima) pouvaient infecter les plantules de la tomate causant des symptémes

typiques d’Alternariose avec différents degrés de sévérité de la maladie comparativement aux

témoins (Figure 38).
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Figure 37 Les symptomes d’Alternariose causes par Alt 1, Alt 2, Alt M et Alt X, sur les feuilles
des plantules de la tomate.

Figure 38 Les feuilles saines des plantules témoins de la tomate.




Résultats

Les résultats montrent que les isolats Alt let Alt M, étaient fortement pathogénes et ont

cause la sévérité de la maladie la plus élevée. Les isolats Alt 2 et Alt X ont montré la plus

basse sevérité de la maladie sur les plantules de la tomate (Tableau 8).

Tableau 8 : Variabilité du pouvoir pathogéne des Alternaria (Alt 1, Alt 2, Alt M et Alt X) sur les

plantules de la tomate.

Alt 1

Alt 2

Alt M

Alt X

Symptémes | (=76 %) = 0.84

(11-25 %) + 0.92

(51-75%) * 0.94

(6-50%) = 0.95

Les résultats de ré-isolement d’aprés I’observation macroscopique et microscopique

confirment que les souches d’A. solani (Alt 1, Alt M et Alt X) et d’A. tenuissima (Alt 2), sont

phytopathogeénes et provoguent la brulure précoce de la tomate.
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5- Discussion

Parmi les maladies aériennes des Solanacées, 1’ Alternariose est certainement 1’une des plus
fréquentes et des plus répandues dans le monde (Rotem, 1994; Pryor et al., 2000; Song et al.,
2011), elle est retrouvée sur tous les continents, partout ou ces plantes sont cultivees. La

présence de rosées dans les régions semi-arides permet son développement.

La brulure précoce peut affecter le feuillage, les tiges et dans des cas plus séveres, les fruits.
C’est une maladie fongique qui affecte les cultures des Solanacées dans le monde entier
(Batista et al., 2006). Cette maladie débute sur les feuilles de la base et suivant les conditions
de I’été, progresse rapidement vers le sommet (Bovey, 1972). Le rendement est réduit lorsque

les plantes ne parviennent pas a fructifier (Glasscock, 1944).

En effet, le genre Alternaria regroupe différentes espéces phytopathogeénes, susceptibles
d’induire 1’ Alternariose. Les Alternaria sont des champignons trés communs et cosmopolites.
Ils peuvent se retrouver sur des substrats trés variés : planes, sols, textiles, graines (Linas et
al., 1999). En revanche, les souches d’Alternaria étudiées dans le présent travail, sont isolées
a partir des fruits présentant les symptomes de 1’ Alternariose de la région d’AIN EL DEFLA,
et & partir du sol des serres de la tomate de la région d’AL AWRASS. Quatre isolats
d’Alternaria sp ont été sélectionnés et purifiés, deux isolats a partir du sol Altl et Alt2 et deux

isolats a partir des fruits présentant les symptomes de I’ Alternariose Alt M et Alt X.

Les isolats obtenus ont été identifiés selon les méthodes d'identifications classiques
macroscopiques et microscopiques. En effet, cette étude a montré que les colonies présentent
deux aspects différents a savoir, colonie plate et duveteuse a laineuse. Les couleurs, aussi,
étaient différentes variant entre le blanc-gris, noir verdatre, et brun olive. Cependant, I’étude
microscopique effectuée sur les isolats obtenus, a montré que les isolats phytopathogéne
appartiennent au genre d’Alternaria. Trois souches (Alt 1, Alt X et Alt M) ont éte Alternaria
solani appartient au groupe d’espéce a grosses spores. Caractérisé par les conidies solitaires
brunes, muriformes, a bec filamenteux, supportées individuellement ou rarement en chaine de

deux sur conidiophores simples et séptées, bruns.

Une souche (Alt 2) a été constaté I’espece Alternaria tenuissima, qu’il a des conidiophores

solitaires ou dans des groupes, simpl, bruns, lisse moins cylindriques et septés. Les conidies
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ont été solitaires ou dans les chaines courtes, directement ou incurvé, ellipsoide graduellement

au bec qui est jusqu'a la moitié, longueur de la conidie habituellement plus courte.

Dans littérature, Alternaria solani est signalé depuis plusieurs décennies comme pathogéne
des Solanacées et a longtemps été décrit comme affectant la tomate, I’aubergine, la pomme de
terre, ainsi que plusieurs membres de cette famille botanique (Blancard et al., 2012). Cette
espece appartient au groupe d’espéces a grosses spores (section porri) au sein du genre
Alternaria, caractérisé par les conidies solitaires supportées individuellement ou rarement en
chaine de deux sur des conidiophores simples et séptés (Neergaard, 1945; Ellis et Gibson,
1975), elles mesurent entre 150 et 200 um de long (de la base a I’extrémité du bec) cette
espece est en général identifiable comme I’agent pathogéne 1i¢ a la brulure foliaire de

pommes de terre (Simmons, 2007).

Par ailleurs, A. tenuissima peut infecter les feuilles de pistache aux Etats-Unis (Pryor et
Michailides, 2002), les fruits de pomme en Afrique du Sud ( Serdani et al., 2002), grains de
céreale en Europe du nord (Andersen et al., 1996; Kosiak et al., 2004) et la Russie (Gannibal,
2004), noix et noisette (Belisario et al ., 2004), fruit de fraise en Corée (Lee et Kim, 2001) et
févepart au Japon (Honda et al., 2001).

Les champignons du genre Trichoderma, connus depuis 1887 pour leurs propriétés
antagonistes, ont été utilisés comme agents de lutte biologique contre un large spectre de
phytopathogénes. Grace a sa grande capacité d'adaptation aux différentes conditions
climatiques, le genre Trichoderma est trés répandu dans la nature, aussi bien en milieu
terrestre que marin (Roquebert, 1996; Esposito et Silva, 1998). Les Trichoderma sp. terrestres
se développent quasiment dans tous les sols (forestiers ou cultivés) (Roquebert, 1996;
Esposito et Silva, 1998). Dans le présent travail, I’isolement de 1’agent antagoniste est
effectué a partir de différents sols des zones arides et a partir de la zone de la rhizosphére des
plantes de I’Est Algérien. L’isolement a été réalisé selon la méthode de suspension- dilution, & partir
du sol agricole de palmeraie de la région de MEGARINE (OUARGLA), a partir du sol agricole de
palmeraie de la région de RANO, située a la wilaya de Tougourt et du sol de la zone de la rhizosphére
des plantes située a Constantine (Chaab-Elrssas). Un isolat fongique de Trichoderma sp a été
sélectionné a partir du sol agricole de palmeraie de la région de MEGARINE (OUARGLA).

Cournut (1984); Landreau, (2001); Kubicek et al. (2003) ont montrés que l'aspect

macroscopique des Trichoderma sp. est apprécié a partir de cultures sur géloses appropriées,
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réparties en boites de Pétri. Les colonies fongiques peuvent étre legérement floconneuses ou
bien compactées en touffes. Entre ces deux extrémes, existent des aspects intermédiaires. Les
colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des phialides. Cing jours aprés sa
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, correspondant a la conidiogenése. En effet, les résultats de ce travail montrent les
caractéres macroscopiques de 1’agent antagoniste (colonie verdatre, le contour est blanc et le
revers est incolore). L’étude microscopique a été révélée que 1’isolat antagoniste caractérisé
par des filaments séptés, conidiophores long et peu ramifies, conidies ovoides ou elliptique

lisses.

D'apres les observations macroscopiques et microscopiques, il a été constaté que 1’isolat
antagoniste appartient de I’espéce Trichoderma longibrachiatum qu’il a des filaments septés,
conidiophores long et peu ramifiés, conidies ovoides lisses (Vicente et al., 2001;Vladimir
Sanchez et al., 2007).

Les propriétés antagonistes des Trichoderma sont connues depuis longtemps comme il est
mentionné précédemment. Cependant, 1’étude approfondie du phénoméne d’antagonisme et
de son application comme moyen de lutte a I’égard des parasites des plantes cultivées n’a
débuté qu’entre les deux guerres mondiales. Les modéles étudiés s’intéressaient
essentiellement aux parasites du sol mais déja, en 1952, Wood signalait 1’efficacité de

Trichoderma viride pour contrdler Botrytis cinerea sur la laitue.

Dans cette étude, I’agent antagoniste montre une bonne activité inhibitrice vis-a-vis les
souches pathogenes des Alternaria (A. solani et A. tenuissima). Au-dela de cette période et au
terme de six jours, les isolats antagonistes envahis les colonies et sporule méme sur celles-ci.
Cette action est expliquée par Daami-Remadi et Mahjoub (2001). L’envahissement du
mycélium du pathogéne par Trichoderma a été également observé par Benhamou et Chet
(1997) en réalisant une confrontation directe sur milieu de culture entre cet antagoniste et un
autre champignon tellurique, le Pythiumultimum et ce, au bout de quatre a cing jours apres
I’inoculation. D’aprés Davet, (1983) et Meslouhi, (1989), cette action inhibitrice est due a des
substances, de nature chimique, libérées par les souches de Trichoderma (phénoméne
d’antibiose). La capacité a produire de telles substances varie selon les isolats d’une méme
espéce ou d’espéce différente. BOUZIANEL et al. (2011) ont aussi étudié 1’effet antagoniste

de Trichoderma viride vis-a-vis des différents isolats fongiques infectant la plante zea mays.
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La souche de Trichoderma viride a été isolée a partir du sol de Jijel ou régne un climat
humide. Le test de confrontation directe entre Trichoderma viride et les isolats fongiques a été

réalisé sur milieu PDA.

On conclut a partir de la méthode de confrontation directe entre les agents pathogenes
Alternaria solani et Alternaria tenuissima testé et 1’agent antagoniste (Trichoderma sp.) que
ce dernier inhibe la croissance mycélienne des agents pathogénes par différent mécanismes

qui se mettent en évidence dans ce genre de confrontation.

L’observation des différents résultats de confrontation directe montre un grand pourcentage
d’inhibition significatif spécifiquement contre; A. solani (Alt M) 59% ; A. tenuissima (Alt 2)
57% ; A. solani (Alt X) 50% et A. solani (Alt 1) 41%.

Des observations microscopiques réalisées au niveau de la zone de contact entre 1’agent
antagoniste et les souches d’Alternaria, montrent un enroulement du mycélium d’antagoniste
sur celui d’Alternaria, provoque une lyse. Des résultats similaires ont été obtenus avec
Trichoderma lignorum, capable de s’enrouler sur le mycélium du Rhizoctonia solani, causant

ainsi une dissolution du cytoplasme du pathogene (Howell, 2003).

Dans ce travail, la confrontation indirecte réalisée entre Trichoderma et Alternaria, montrent
un ralentissement de la croissance mycélienne des souches d’Alternaria exercé par les
souches antagonistes comparativement aux témoins. Il ressort de ce résultat, que malgré
I’absence d’un contact direct entre Alternaria et Trichoderma, ce dernier a pus exercer un
effet inhibiteur sur le développement des colonies d’Alternaria. Les souches Alt 2 (A.
tenuissima) et AltX (A. solani) semblent étre les moins sensibles aux substances produites par
la souche antagoniste avec un taux d’inhibition de 7%; Alt M (A. solani) avec un taux
d’inhibition de 32%et Alt 1 (A. solani) est sensiblement plus inhibée avec un taux
d’inhibition de 43%. En effet, selon Dennis et Websters, (1971) les Trichoderma émettent des
substances chimiques toxiques qui sont des dérivés de 1’hydrazine présents sous formes des
substances volatiles importantes. Ces mémes résultats ont été remarqués, par Hibar et al.
(2005). Ces auteurs ont expliqué I’aptitude de Trichoderma & produire des substances

volatiles, capables de limiter et méme de stopper le développement de 1’agent pathogene.

Le test de pathogénicité a montré une variation dans la virulence des différents isolats

d’Alternaria. A. solani f. sp. lycopersici, Syn. A. aborescens décrit par Simmons (1999),
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induit des nécroses sur feuilles et des chancres brun fonceé sur les tige souvent mortels suivis
par un flétrissement des variétés sensibles de tomates par I’action des AAL-toxines
spécifiques a I’hote (Grogan et al ., 1975; Weir et al., 1998; Mesbah et al., 2000). En outre, de
nombreuses especes especes d’A. alternata et A. tenuissima produisent des toxines spécifique
(THS) qui sont des facteurs de virulence essentiel déterminant leur gamme d’hotes (kohmoto
et al., 1995), les plantes répondent par dépdt de lignine sur la paroi cellulaire des cellules
infectées (Von ramma, 1962) afin de limiter la propagation du pathogene. Ainsi, Nutsugah et
al. (1994) ont trouvé que les taches étroites avec le halo jaune autour de cela parfois mené

a une nécrose prolongée entourées par le jaunissement observe sur les feuilles malades et a
¢té présumé d’étre dd aux toxines de I’agent pathogéne. Des feuilles plus anciennes sont
habituellement affectées avant que la maladie fonctionne vers le haut de la plante comme
observé avec Kumar et Srivastava (2013). En effet, selon le test de pathogénicité de ce travail,
la maladie d’Aternariose progresse lentement les premiers jours mais s’accélére au fur et a
mesure pendant la premiére semaine d’inoculation des plantules de la tomate. Les résultats
indiquent que tous les isolats testés d’Alternaria (A. solani et A. tenuissima) pouvaient
infecter les plantules de la tomate causant des symptomes typiques d’Alternariose
avec différents degrés de sévérité de la maladie comparativement aux témoins. Les
observations sur le developpement périodique de la maladie sont plus ou moins identiques a
ceux decrites par Stammler et al (2014).

Dans cette étude, les résultats montrent que les isolats Alt let Alt M, étaient fortement
pathogénes et ont causeé la sevérité de la maladie la plus élevée telle que (Alt 1 > 76 %; Alt M
51-75%). Par ailleurs, Alt 2 (11-25 %) et Alt X (6-50%) ont montré la plus basse sévérité de

la maladie sur les plantules de la tomate.
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6- Conclusion et perspectives

Dans cette étude, I’exploration des échantillons du sol provenant de différents sites de la zone
aride de sahara algérienne a abouti a la sélection d’un isolat fongique a effet antifongique
contre I’agent de 1’ Alternariose.

Quatre isolats d’Alternaria sont obtenus, deux isolats a partir des fruits de la tomate
présentant les symptomes de 1’Alternariose et deux isolats a partir du sol d’une serre de la
tomate de la région de Constantine.

L’identification macroscopique et microscopique de 1’gent antagoniste a montré qu'il est lié a
Trichoderma longibrachiatum. Les souches d’Alternaria ont été identifiées comme Alternaria
solani pour (Alt 1, Alt X et Alt M) et Alternaria tenuissima pour (Alt 2).

Le test de pathogénicité a montré que les quatre souches d’Alternaria sont phytopathongene.

La lutte chimique utilisée actuellement est certes efficace sur un grand nombre de ce
pathogéne mais son utilisation répétitive et massive a induit notamment une pollution
environnementale et I’apparition de souches pathogeénes résistantes. Alors, la lutte biologique
pourrait représenter une solution alternative.

D’apres cette étude, 1’agent de T. longibrachiatum Peut-étre utilisé comme un bon traitement
biologique contre la brulure précoce de la tomate en Algeérie. Peu de travaux ont été réalisés a
propos de ce sujet, ce qui nécessite d’autres recherches scientifiques a approfondir. Il serait
trés intéressant aussi de poursuivre ces recherches en étudiant le test in vivo de la souche T.
longibrachiatum sur cette maladie phytopathogéne étudiée. Elargir la gamme des espéces
antagonistes étudiés afin d’approfondir les résultats et de bien comprendre les interactions
entre les especes. En effet, I’identification des souches nécessite une étude moléculaire pour

compléter leur identification.
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7- Résumé

26 isolats fongiques sont obtenus a partir des fruits présentant les symptomes de
I’ Alternariose et a partir du sol d’une serre de la tomate de la région de Constantine. Quatre
isolats d’Alternaria sp ont été sélectionnés, trois isolats (Alt 1, Alt X et Alt M) sont Alternaria
solani et un isolat (Alt 2) a été identifié comme Alternaria tenuissima.

L’exploration des échantillons en provenance de divers environnements de sahara Algérienne
(Megarine de Wergla) et de I’Est Algérien (Constantine) a abouti a I’obtention de 34 isolats
fongiques. Un isolat de Trichoderma (Trich S) a été sélectionné pour leur capacité a inhiber la
croissance des souches d’Alternaria. L’identification macroscopique et microscopique a

montré qu'il est lié & Trichoderma longibrachiatum.

Le calcul du taux d’inhibition de la croissance fongique par T. longibrachiatum, réalisé, sur
A. solani (Alt 1, Alt X et Alt M), et A. tenuissima (Alt 2), a permis d’obtenir des valeurs

variant entre 41% et 59% suivant 1’isolat.

Les confrontations directes et a distance entre T.longibrachiatum et les quatres souches
d’Alternaria, ont été étudiées. Dans la confrontation directe, T.longibrachiatum a influencé

positivement contre ces souches fongiques.

Les resltats de postula de Koch pour I’évaluation de la sévérité des Alternaria sp. (A.solani et
A.tenuissima) montrent que les quatre souches fongiques sélectionnées (Alt 1, Alt 2, Alt M et
Alt X) provoquent la brulure précoce de la maladie.
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8- Abstract

26 fungal isolates were obtained from fruits with symptoms of early blight and from a
tomato greenhouse soil from the Constantine area. Four isolates of Alternaria sp were
selected, three isolates (Alt 1, Alt X and Alt M) are identified as Alternaria solani and
one isolate (Alt 2) was identified as Alternaria tenuissima.

Exploration samples from various Algerian Sahara environments (Megarine of
Wergla) and Eastern Algeria (Constantine) resulted in obtaining 34 fungal isolates. A
Trichoderma isolate (Trich S) has been selected for its ability to inhibit the growth of
Alternaria strains. Macroscopic and microscopic identification showed that it is

related to Trichoderma longibrachiatum.

The inhibition rate values of fungal growth by T. longibrachiatum, conducted on A.
solani (Alt 1, Alt X and Alt M) and A. tenuissima (Alt 2) ranged between 41% and
59% depending on the isolate.

The direct and distance confrontations between T.longibrachiatum and the four strains
of Alternaria were studied. In direct confrontation, T.longibrachiatum influenced

positively against these fungal strains.

The results of Khoch postulates for severity evaluation of Alternaria sp. (A. solani
and A. tenuissima) show that the four selected fungal strains (Alt 1, Alt 2 Alt M and
Alt X) cause early burn disease.
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