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Résumé

Ce mémoire porte sur I'étude de la lutte biologique in vitro de Trichoderma spp. Contre le
champignon phytopathogéne Botrytis cinerea, avec un focus particulier sur la feve (Vicia
faba). L'objectif principal est d'évaluer le potentiel des isolats de Trichoderma comme agents
de biocontrdle face a la pourriture grise, une maladie causée par B. cinerea, en étudiant leur
capacité a inhiber la croissance mycélienne du pathogéne. Dans un premier temps, 40 isolats
de Trichoderma spp. Ont été sélectionnés et réactives a partir de collections conservées.
Chaque isolat a été évalué par la méthode de confrontation directe sur milieu PDA pour
déterminer son activité antagoniste contre B. cinerea. Les résultats ont montré que plusieurs
isolats de Trichoderma, notamment I'isolat T30, ont un effet inhibiteur significatif sur la
croissance de B. cinerea, avec un pourcentage d'inhibition allant jusqu'a 79,31 %. Ce travail a
également permis d'identifier la morphologie des souches de Trichoderma et d'évaluer leur
pureté, en éliminant les isolats contaminés. Les résultats de cette étude montrent que
Trichoderma spp. Possede un fort potentiel en tant qu'agent de lutte biologique contre Botrytis
cinerea, et pourraient constituer une alternative écologique aux traitements chimiques dans la
gestion des maladies fongiques des cultures. Une analyse statistique des données a permis
d'établir que les isolats les plus efficaces sont capables d'inhiber considérablement la
croissance du pathogene, validant ainsi leur potentiel pour des applications futures en
biocontrdle, notamment en agriculture durable. En conclusion, cette étude met en évidence
I'importance de Trichoderma spp. Dans la lutte biologique et suggére que son utilisation
pourrait offrir des solutions viables pour la gestion des maladies fongiques comme la
pourriture grise sur les feves, contribuant a la réduction de l'utilisation des fongicides

chimiques et a la promotion de pratiques agricoles plus durables.

Les mots clés : Trichoderma spp. ; Botrytis cinerea ; Lutte biologique ; Vicia faba ;

Pourriture grise ; Biocontréle.




Résumé

This study investigates the in vitro biological control of Botrytis cinerea, a phytopathogenic
fungus, using Trichoderma spp.With a particular focus on faba bean (Vicia faba). The main
objective is to evaluate the potential of Trichoderma isolates as biocontrol agents against gray
mold, a disease caused by B. cinerea, by studying their ability to inhibit the mycelial growth
of the pathogen. Initially, 40 Trichoderma spp. Isolates were selected and reactivated from
preserved collections. Each isolate was evaluated for its antagonistic activity against B.
cinerea using the direct confrontation method on PDA medium. The results showed that
several Trichoderma isolates, notably isolate T30, exhibited a significant inhibitory effect on
the growth of B. cinerea, with a percentage of inhibition reaching up to 79.31%. This work
also allowed for the identification of the morphology of the Trichoderma strains and the
evaluation of their purity, eliminating contaminated isolates. The results of this study
demonstrate that Trichoderma spp. Possesses strong potential as a biological control agent
against Botrytis cinerea and could represent an ecological alternative to chemical treatments
in the management of fungal diseases in crops. A statistical analysis of the data established
that the most effective isolates are capable of significantly inhibiting the growth of the
pathogen, thus validating their potential for future applications in biocontrol, particularly in
sustainable agriculture. In conclusion, this study highlights the importance of Trichoderma
spp. In biological control and suggests that its use could offer viable solutions for the
management of fungal diseases such as gray mold on faba beans, contributing to the reduction

of chemical fungicide use and the promotion of more sustainable agricultural practices.

Keywords: Trichoderma spp ; Botrytis cinerea ; Biological control; Vicia faba; ; Biocontrols ;

Gray mold .
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Introduction générale

Les maladies fongiques, telles que la pourriture grise causée par Botrytis cinerea,
représentent une menace majeure pour I’agriculture mondiale, affectant diverses cultures,
notamment les légumes, les fruits et les fleurs. Parmi ces cultures, Vicia faba, communément
appelée feve, est une légumineuse largement cultivée pour sa valeur nutritionnelle et
agronomique. Elle joue un role clé dans 1’agriculture durable grace a sa capacité a fixer
I’azote atmosphérique et a améliorer la fertilité des sols (Jensen et al, 2010). Toutefois, cette
culture est particulierement vulnérable a B. cinerea, qui peut provoquer d’importantes pertes
de rendement, notamment en conditions humides (Tivoli et al, 2006). La contamination peut
toucher toutes les parties aériennes de la plante, y compris les fleurs, les gousses et les

graines, compromettant ainsi la qualité et la quantité de la production.

Botrytis cinerea est I’un des agents pathogénes les plus étudiés en phytopathologie en raison
de son impact économique considérable et de sa capacité a se développer dans des conditions
environnementales variées. Ce champignon est particulierement problématique en raison de sa
résistance aux traitements chimiques conventionnels (Elad et al, 2016). Bien que les
fongicides soient couramment utilisés pour contrdler la maladie, leur usage excessif entraine
des effets néfastes sur I’environnement et la santé humaine, tout en favorisant I’émergence de
souches résistantes (Bashi et al, 2019). Face a ces limites, la recherche d’alternatives durables,

telles que le biocontrdle, devient une priorité.

Dans ce contexte, 1’utilisation d’agents de biocontrole, notamment Trichoderma spp.
Représente une stratégie prometteuse pour la protection de la féve contre B. cinerea
Trichoderma spp est un genre de champignons saprophytes connus pour leurs capacités de
biocontrdle contre de nombreux agents pathogenes fongiques (Harman et al, 2004). Ces
champignons agissent par divers mécanismes, notamment la compétition pour les nutriments,
la production de métabolites antifongiques et 1’induction des mécanismes de défense des
plantes (Brotman et al, 2013). De plus, ils produisent des enzymes hydrolytiques, telles que la
cellulase et la chitinase, qui dégradent les parois cellulaires des pathogenes (Benitez et al,
2004). Bien que plusieurs études aient démontré 1’efficacité de Trichoderma contre B. cinerea
en conditions de terrain, les mécanismes d’interaction entre ces deux champignons en
conditions contr6lées (in vitro) restent encore peu étudiés et necessitent des investigations

approfondies.




Introduction générale

Ainsi, cette étude vise a tester différentes souches de Trichoderma afin d’évaluer leur
capacité a inhiber la croissance de B. cinerea. L’objectif ultime est d’identifier la souche de
Trichoderma la plus efficace pouvant constituer une alternative viable et durable aux

traitements chimiques dans la gestion des maladies fongiques.

Pour atteindre cet objectif, ce mémoire est structuré en trois parties principales. La premiére
partie propose une revue de la littérature sur la feve, B. cinerea et Trichoderma, en mettant en
évidence les mécanismes de biocontréle ainsi que les conditions environnementales
influencant leur interaction. La deuxiéme partie détaille la méthodologie expérimentale, en
précisant les conditions de culture, les souches de Trichoderma utilisées et les techniques
employées pour mesurer I’inhibition de la croissance de B. cinerea. Enfin, la troisieme partie
présente les résultats obtenus, suivis d’une discussion sur leurs implications pour la lutte

biologique contre B. cinerea et les perspectives d’application en agriculture.
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1. Introduction

La féve, Vicia faba L, est une Iégumineuse annuelle cultivée depuis I'Antiquité. Cette plante
herbacée, qui peut atteindre plus d'un metre de hauteur, produit des gousses contenant les
feves (Pitrat et Foury, 2003). La féve est une légumineuse aux multiples atouts : elle constitue
une source protéique essentielle pour I'alimentation humaine et animale, et sa capacité a fixer
I'azote atmosphérique réduit le besoin d'engrais azotés. Ces avantages en font une culture
prisée des agriculteurs et une téte d'assolement intéressante dans les rotations culturales. De
plus, sa culture ancestrale dans diverses régions a permis le développement d'une grande

diversité genétique au sein des variétés locales (Thalji et Shalaldeh, 2006).

Figure 1 : Les graines de la féve

(https://www.gettyimages.fr/detail/photo/pile-of-broad-beans-image-libre-de-droits/182883838)
2. Origine et Distribution géographiques

Selon Guen et Due (1996), la feve (Vicia faba L) a probablement été domestiquée au Proche
et Moyen-Orient. De 1a, elle s'est répandue en plusieurs vagues. La premiere et la plus
importante a eu lieu autour du bassin méditerranéen, d'ou elle a ensuite gagné I'Europe du Sud
et de I'Ouest, notamment I'Espagne, I'ltalie et la France, via les conquétes et les échanges
commerciaux. Simultanément, une autre migration s'est dirigée vers I'Est, atteignant I'Inde et
I' Afghanistan, ainsi que vers le Sud, en particulier I'Ethiopie. Ces régions ont vu I'émergence

d'une diversification secondaire de I'espéce.
3. Description de la plante

La feve (Vicia faba L), décrite pour la premiére fois par Linné en 1753, est une plante
dicotylédone herbacée originaire d'Asie ou du Moyen-Orient. Chaux et Foury (1994) la

décrivent comme une plante robuste, grimpante, avec une tige simple, dressée, creuse et
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quadrangulaire, atteignant généralement entre 0,80 et 1,20 m de hauteur. Duc (1997) et Brink
et Belay (2006) précisent que la tige présente une croissance indéterminée et peut développer
des rameaux a la base. Les feuilles, alternées et composées-pennées, sont constituées de 2 a 4
paires de folioles ovales, mucronées, de couleur vert glauque ou grisatre, avec des stipules
dentées bien visibles, comme le soulignent Chaux et Foury (1994). Les fleurs, disposées en
racéme, sont blanches avec un point noir sur les ailes, zygomorphes et hermaphrodites, a
pollinisation entomophile, leur floraison étant influencée par la photopériode et la température
(Evans, 1959). Les fruits sont des gousses charnues, caractéristiques des Fabacées, pouvant
atteindre 10 a 20 cm de long et contenant 4 a 9 graines (Duc, 1997). Le systéme racinaire est
composé d'une racine pivotante et de racines secondaires portant des nodosités abritant la
bactérie Rhizobium leguminosarum, fixatrice d'azote atmosphérique. Enfin, les graines,
charnues et de couleur variable selon la maturité, possédent un hile clair ou noir, parfois

entouré de taches marron (Duc, 1997 ; Chaux et Foury, 1994).

Figure 2 : La plante de la féeve (Vicia faba)

(https://media.gettyimages.com/id/19 42917025/fr/vectoriel/ornamental-and-flowering-plants-plant-kingdom-
victorian-botanical-illustration-circa-1853.jpg?s=612x612&w=0&k=20&c=y8E2Vfw-6m-

P7qwvq7EYAB8KbISRIGSDXOHNswh77MY =)
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4. Position systématique de la feve
La feve (Vicia faba L), une plante herbacée dicotylédone originaire d'Asie ou du Moyen-
Orient, a été décrite par Linné en 1753. Sa classification botanique, selon le groupe

Angiosperm Phylogeny (2009), est la suivante :

Regne Plantae
Division Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordre Fabales
Famille Fabaceae

Sous —famille Faboideae
Tribu Vicieae

Genre Vicia

Espéece Vicia faba L

5. Role agronomique et intérét écologique de Vicia faba L dans les systémes de culture

Comme toutes les légumineuses, Vicia faba L (féve ou féverole) assure sa nutrition azotée
par deux voies complémentaires : [’absorption de 1’azote minéral présent dans le sol et la
fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique grace a son association avec des bactéries du
genre Rhizobium. Cette capacité de fixation biologique permet de réduire significativement
I’utilisation des engrais azotés, dont I’impact environnemental et économique est préoccupant
en raison de leur colt €levé et de leurs effets néfastes sur la santé humaine et I’écosysteme

(Nouar, 2007).

Sur le plan agronomique, Vicia faba L joue un role essentiel dans 1’amélioration de la
fertilité des sols. En effet, son introduction dans les rotations culturales contribue a
I’enrichissement du sol en éléments nutritifs, favorisant ainsi le développement des cultures
suivantes, en particulier les céréales telles que le blé (Khaldi et al, 2002). Son systéme
racinaire profond et dense améliore la structure du sol en facilitant son aération et en limitant
les risques de compactage et d’érosion (Hamadache, 2003). Par ailleurs, les résidus de récolte
de la féve constituent une source précieuse de matiére organique, renforgant la capacité du sol

a stocker les nutriments et a preserver sa fertilite sur le long terme.
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D’un point de vue technique, Vicia faba L se distingue par son indifférence a la nature du
précédent cultural, ce qui la positionne genéralement en fin de rotation (Papvc, 2009).
Toutefois, afin d’optimiser ses bénéfices agronomiques et de minimiser les risques
phytosanitaires, il est recommandé de respecter un intervalle de trois a quatre ans avant de
réintroduire cette culture sur une méme parcelle. Son utilisation est particulierement
avantageuse apres des cultures a faibles restitutions et reliquats azotés et avant des espéces

exigeantes en azote, telles que les céréales.

Selon les études menées par Hamadache (2003) et Rachef et al, (2005), Vicia faba L permet
un apport annuel estimé entre 20 et 40 kg d’azote par hectare, contribuant ainsi a une gestion
plus durable des ressources azotées. Son intégration dans les systémes agricoles apparait donc
comme une stratégie efficace pour améliorer la productivité des cultures tout en réduisant

I’empreinte écologique des pratiques agricoles.
6. Les maladies fongiques affectant la féeve

Les feves sont des plantes légumineuses qui se cultivent plutdt simplement au potager. Elles
sont malgré tout sensibles a quelques maladies qui peuvent nuire au rendement et a la qualité

des graines. Découvrons quelles sont ces différentes maladies :
6.1. Les taches chocolat

La maladie des taches chocolat est I'une des infections fongiques les plus graves affectant la
feve, causée par Botrytis cinerea et Botrytis fabae. Les premiers symptdmes apparaissent sous
forme de taches brunes foncées a noires sur les feuilles, qui s'élargissent rapidement et
entrainent une défoliation compléte de la plante. Dans les cas les plus séveres, cette maladie
peut provoquer la mort du plant en seulement 48 heures aprés l'apparition des symptdmes, ce
qui entraine des pertes considérables de rendement (Stoddard et al, 2010). La propagation du
champignon est favorisee par des conditions humides et fraiches, rendant cette maladie

particulierement problématique dans les climats tempérés et humides.
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Figure 3: Symptdmes de botrytis sur le feuillage de la féverole

https://images.app.qoo.ql/J5SACp8VFSNLwWLXgA6

6.2. L’ascochytose

Egalement connue sous le nom d’anthracnose, ’ascochytose est une maladie fongique
fréquente chez la féverole, en particulier pour les variétés semées en hiver. Elle est causée par
le champignon Ascochyta fabae, qui affecte divers organes de la plante, notamment les
feuilles, les tiges et les gousses. Les premiers symptdmes apparaissent sous forme de taches
brunatres & noires, souvent entourées d’un halo plus clair. A mesure que ’infection progresse,
ces lésions s’étendent et affaiblissent la plante, pouvant entrainer une défoliation et une

réduction significative du rendement.

Dans les cas les plus sévéres, les gousses infectées se fissurent sous I’effet de la nécrose,
exposant ainsi les graines a I’infection. Ces derni¢res développent alors des taches sombres
qui compromettent leur qualité et leur pouvoir germinatif. La maladie est favorisée par des
conditions climatiques humides et des températures modérées, ce qui facilite la dissémination
du champignon par la pluie et le vent. Ainsi, I’ascochytose constitue un enjeu majeur pour la
culture de la féverole, nécessitant une surveillance rigoureuse et 1’adoption de stratégies de

lutte adaptées pour limiter son impact Bouznad, Z. (2001).

10



https://images.app.goo.gl/J5ACp8VF8NLwLxgA6

Chapitre 1 : La féve (Vicia faba)

Figure 4 : les symptomes de la maladie de L ascochytose

https://images.app.qoo.gl/C4RodApieY m8xbkn7

6.3. La rouille Uromyces fabae

D’aprés Sillero et al. (2010), la rouille de la féve est causée par le champignon Uromyces
viciae-fabae. Cette maladie fongique se manifeste par ’apparition de pustules poudreuses de
couleur brun-orangé a brun foncé sur les feuilles, les tiges et parfois méme sur les gousses.
Ces pustules sont en réalité des amas de spores qui, sous 1’effet du vent et de I’humidité, se
propagent rapidement d’une plante a I’autre, favorisant ainsi la progression de I’infection dans

la culture.

L’attaque du champignon survient généralement en fin de saison, au moment du remplissage
des gousses, et entraine des pertes modérées en termes de rendement. Toutefois, lorsque
I’infection se déclare précocement, elle peut étre beaucoup plus dévastatrice, réduisant
I’efficacité de la photosynthese et affaiblissant considérablement les plants. Selon Stoddard et
al, (2010), une infection précoce peut causer des pertes de rendement dépassant 70 %, ce qui
représente une menace majeure pour la production de féves. Les conditions climatiques
humides et tempérées, associées a la présence de vent, favorisent la dissémination des spores
et accélérent la progression de la maladie, rendant la rouille particulierement difficile a
maitriser sans une stratégie de gestion efficace.
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Figure 5 : les symptdmes de la maladie de La rouille Uromyces fabae (Terres Inovia 2024).
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1. Introduction a Botrytis cinerea
1.1. Présentation

Le champignon Botrytis cinerea Pers. (forme asexuée de Botrytis fuckeliana (de Bary)
Whetzel.) est un agent pathogéne trés commun, responsable de la pourriture grise chez de
nombreuses plantes. Cette maladie affecte un large éventail de cultures, incluant les fruits
(raisin, fraise, etc.), les légumes (tomate, laitue, etc.) et les plantes ornementales (tournesol,
rose, etc.) (Kim et Xiao, 2011 ; Leroux et al, 2002 ; Veloukas et al, 2011 ; Yin et al, 2011).

La pourriture grise peut causer des dégats importants, allant de la destruction partielle a la
perte totale de la plante ou de la récolte, avec des conséquences économiques significatives
avant et apres la récolte (Fernandez-Ortuno et al, 2012). Ce champignon nécrotrophe, qui se
nourrit de matiere organique morte, est présent dans de nombreux environnements. 1l possede
une grande capacité d'adaptation et une diversité génétique élevée, ce qui lui permet de
survivre et de se développer dans diverses conditions (De Miccolis Angelini et al, 2010 ;
Kretschmer et Hahn, 2008 ; Martinez et al, 2005). Cette adaptabilité pourrait étre un facteur
clé dans le développement de sa résistance aux fongicides. Son cycle de vie court et sa
reproduction rapide contribuent également a cette capacité d'adaptation (Brent et Hollomon,
2007 ; Yinet al, 2011).

Botrytis cinerea peut exister sous différentes formes : sclérotes (forme de conservation),
mycélium (forme végétative), macroconidies et microconidies (spores asexuées) et ascospores

(spores sexuées).
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Figure 6: Présentation de structures morphologiques de B. cinerea

Les photographies suivantes présentent un conidiophore (A), des apothécies (B), un coussin
d’infection (C) et une conidie en germination (D). La photographie (E) représente la
pénétration de la cuticule végétale par un appressorium et tube germinatif. D’apres

Williamson et al. (2007). https://doi.org/10.1111/].1364-3703.2007.00417.x

1.2. Position systématique de Botrytis cinerea

Le champignon responsable de la pourriture grise, Botrytis cinerea, est principalement
connu et observé sous sa forme asexuée. C'est sous cette forme que le champignon provoque
la maladie sur de nombreuses plantes. La reproduction asexuée de B. cinerea produit une
grande quantité de spores, qui sont facilement transportées par le vent et d'autres moyens,

assurant ainsi la propagation de la maladie.

Cependant, Botrytis cinerea possede également une forme sexuée, appelée Botryotinia
fuckeliana. Cette forme joue un réle important dans la survie du champignon, notamment en
lui permettant de se conserver sous forme de sclérotes, qui sont des structures résistantes aux

conditions défavorables.

La classification plus détaillée de ce champignon ci-dessous (Wijayawardene et al, 2024).
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Rang taxonomique
Régne

Division
Sous-division

Classe

Ordre

Famille

Genre (anamorphe)
Genre (téleomorphe)
Espece (anamorphe)
Espece (téléomorphe)

Nom taxonomique actuel
Fungi

Ascomycota
Pezizomycotina
Leotiomycetes
Helotiales
Sclerotiniaceae
Botrytis

Botryotinia

Botrytis cinerea
Botryotinia fuckeliana

1.3. Impact économique de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea cause le plus de dégats sur les plantes dont les tissus sont déja mdrs ou en
train de vieillir. Ce champignon peut attaquer les plantes a tous les stades de leur croissance,
depuis les jeunes pousses jusqu'a la récolte des produits. Il est important de noter que des
pertes importantes peuvent survenir méme apres la récolte de cultures qui paraissaient saines,
car le champignon peut rester en sommeil pendant un certain temps avant de provoquer la

pourriture des tissus (Williamson et al, 2007).

I est tres difficile d'évaluer avec précision les pertes économiques causées par B. cinerea en
raison de la grande variété de plantes qu'il peut infecter. Les codts sont difficiles a déterminer
car les dommages se produisent a différents moments de la production et de la vente. Il n'y a
pas de chiffres fiables disponibles sur les pertes causées par ce champignon pendant la
culture. Cependant, on estime qu'en moyenne, le colt de la lutte chimique contre Botrytis
(pour toutes les cultures et dans tous les pays) est d'environ 40 € par hectare. En 2001, les
produits chimiques spécifiguement congus pour combattre Botrytis, appelés "Botryticides”
Représentaient 10% du marché mondial des fongicides, avec un chiffre d'affaires de 540
millions d'euros (Steiger, 2007).
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Figure 7: Photos d’infections causées par B. cinerea sur plusieurs hotes.

Images adaptées depuis Wikimedia commons. Symptémes causés par B. cinerea sur (a)
grappe de raisins de Vitis vinifera, (b) tige et (c) baie de Solanum lycopersicum, (d) fruit de
Fragaria x ananassa et (e) gousse de Phaseolus vulgaris.

2. Cycle de vie et modes d’infection

Le champignon pathogene Botrytis cinerea a un cycle de vie complexe. Il se reproduit de
maniére asexuée grace a des spores appelées macroconidies. Ces spores germent sur les
plantes, pénétrent dans leurs tissus et forment des filaments (hyphes) qui se développent en un
réseau (mycélium). Le mycélium produit ensuite de nouvelles macroconidies, qui peuvent

étre dispersées par le vent ou la pluie pour infecter d'autres plantes (Figure 8).

Dans certaines conditions (froid et obscurité), le champignon peut former des structures de
survie résistantes, les sclérotes. Ces sclérotes permettent au champignon de survivre pendant

I'hiver et de produire du mycélium lorsque les conditions redeviennent favorables.

B. cinerea peut également se reproduire de maniere sexuée, bien que cela soit moins
fréguent dans la nature. Les sclérotes peuvent produire des organes femelles (ascogones) et le
mycélium des organes males (microconidies). La fécondation a lieu lorsqu'une microconidie
rencontre un ascogone de type sexuel compatible (Faretra et al, 1988).
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Aprés fécondation, une structure appelée asque se forme et contient des spores sexuees
(ascospores). Ces ascospores sont libérées et peuvent germer pour former du mycélium
capable d'infecter de nouvelles plantes (Figure 8).

La reproduction sexuée est rare dans la nature, mais elle est importante car elle permet la
création de nouveaux génotypes de B. cinerea (Walker et al, 2015). Cette diversité génétique
est essentielle pour l'adaptation du champignon a son environnement. En laboratoire, les
scientifiques peuvent controler la reproduction sexuée de B. cinerea (Faretra and Antonacci,
1987).
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Figure 8 : Cycle de vie de Botrytis cinerea
D’apres Fillinger et Elad, 2015 (images adaptées depuis Wikipédia). Le cycle asexué est

représenté sur la partie gauche du graphique, tandis que le cycle sexué occupe la partie droite.
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3. Facteurs favorisant le développement de Botrytis cinerea

Le développement de Botrytis cinerea, est un processus complexe influencé par divers
facteurs, notamment les conditions environnementales, la disponibilité des nutriments et I'état

de la plante hote.
3.1. Conditions environnementales

La température et I'humidité sont des facteurs clés pour la germination des spores (conidies),
la formation des structures d'infection (appressoria) et la croissance du tube germinatif
(Shiraishi et al, 1970a). La température optimale pour la germination se situe généralement
entre 20 et 30°C, mais elle peut étre inhibée en dessous de 5°C et au-dessus de 35°C. Une
humidité élevée (environ 90%) est généralement nécessaire pour une germination optimale
(Jarvis, 1977). La lumiere, qu'elle soit présente ou non, ne semble pas avoir d'impact majeur
sur la germination (Nicot et al, 1996), mais la qualité de la lumiere, notamment les UV, peut

influencer la sporulation (West et al, 2000).
3.2. Besoins nutritifs

Les conidies de B. cinerea ont des réserves énergétiques limitées et dépendent de sources de
nutriments externes pour leur développement (Yoder & Whalen, 1975). La présence de sucres
tels que le glucose et le fructose favorise la germination et la croissance (Clark et Lorbeer,
1977 ; Shiraishi et al, 1970b). L'eau seule ne suffit pas pour une croissance continue (Clark et
Lorbeer, 1977). L'ajout de nutriments, en particulier de sucres, peut augmenter la capacité du

champignon a provoquer des infections (Clark et Lorbeer, 1977).
3.3. Etat de la plante

B. cinerea est souvent considéré comme un pathogéne de faiblesse, car il affecte plus
facilement les plantes affaiblies ou stressées. Les pratiques agricoles, telles que la fertilisation,
peuvent influencer la sensibilité de la plante. Un excés d'azote, par exemple, peut rendre la
plante plus vulnérable aux infections (Pitchay et al, 2007). Le champignon pénetre souvent
dans la plante par des blessures ou des ouvertures naturelles (Holz et al, 2007). Les jeunes
tissus et les fruits immatures peuvent présenter une certaine résistance grace a la présence de
composés antifongiques ou a un manque de sucres (Prusky et Lichter, 2007). Certaines
substances, comme les proanthocyanidines et les anthocyanes, peuvent jouer un role

protecteur en limitant l'activité des enzymes du champignon (Jersch et al, 1989 ; Van Baarlen
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et al, 2007). Par exemple, I'exposition a la lumiére fluorescente blanche peut augmenter la
teneur en anthocyanes et retarder le développement de la moisissure grise sur plusieurs

plantes (féve, fraise, tomate ...).
4. Symptémes et dommages causés par Botrytis cinerea
4.1. Les symptomes généraux

La pourriture grise, causeée par le champignon Botrytis cinerea, se manifeste par des
symptdmes variés en raison de sa large gamme d'hétes. Sur les feuilles et les fruits, on
observe typiquement des taches brunes suivies d'un feutrage grisatre, qui sont en fait les

spores du champignon (Williamson et al, 2007).

Il est intéressant de noter que dans certaines conditions, la pourriture causée par B. cinerea
peut étre bénéfique, donnant lieu a la "pourriture noble™ utilisée dans la production de vins

blancs liquoreux.

Cependant, la pourriture grise est surtout connue pour les probléemes qu'elle cause dans
I'agriculture, et différentes méthodes de lutte existent pour la gérer.

4.2. Symptémes spécifiques sur la feve

Sur la féve, la maladie, également appelée "taches chocolat", peut étre causée par B. cinerea
et B. fabae. Les dégats causés par B. fabae sont généralement plus importants (Iésions
étendues), tandis que B. cinerea provoque des lésions plus petites, suggérant une certaine

résistance de la feve (Hargreaves et al, 1977).

En conditions favorables, les taches s'agrandissent et deviennent nécrotiques (10 a 15 mm de
diametre), c'est la phase agressive de l'infection (Maufras, 1985). Sur les tiges, des stries
longitudinales chocolat évoluent en nécroses. Sur les gousses, de petites taches deviennent

une pourriture brune, pouvant dessécher la gousse.

En hiver et au printemps, sur les feuilles du bas, de petites taches brun-rougeatres (1 a 2 mm)
apparaissent, évoluant en taches marron (3 a 5 mm). Cette infection "non agressive" se

développe par conditions défavorables (Maufras, 1985).
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Figure 9 : Symptomatologie de Botrytis cinerea.

A : Chancre sec sur tige et collet. B : Attaque sur une inflorescence de tomate. C : Nécrose sur
feuille de tomate. D : Attaque sur une plaie d’ébourgeonnage. E : Infection sur fruit de
tomate. F : Taches fantdmes sur tomate (Blancard et al, 2009). G : Attaque sur fruit de fraise
(CANNA Canada, s.d.). H : Sclérotes de B. cinerea sur les sarments de vigne en hiver. | :
attaque sur courgette (Blancard, 2013). J : nécrose sur feuille de vigne. K : pourriture sur fruit
de courgette (Blancard, 2013). L : Mycélium sporulant sur grappe de raisin. M : taches
chocolat sur feve. N : pourriture de La pomme (Giraud, 2020). O : Mycélium sporulant sur

fleurs de rosier. P : pourriture grise sur Courge (Blancard, 2013).

21




Chapitre 2 : Botrytis cinerea, agent de la pourriture grise

5. Stratégies de lutte contre Botrytis cinerea

Botrytis cinerea est un champignon pathogéne qui peut causer des dégats considérables dans
diverses cultures, allant jusqu'a la perte totale (Williamson et al, 2007). Pour contrer ce
champignon, différentes stratégies de lutte sont employées : la lutte chimique, les mesures
prophylactiques et la lutte biologique.

Le colt combiné de ces méthodes de lutte est substantiel, dépassant souvent le milliard
d'euros annuellement (Dean et al, 2012), ce qui met en évidence l'impact économique

significatif de ce champignon.

5.1. Lutte chimique

La lutte chimique, basée sur I'utilisation de fongicides, est une approche courante pour gérer
les maladies fongiques (Leroux, 2003). Divers produits chimiques ont été utilisés au fil du
temps, mais le développement de résistances chez le champignon (Couderchet, 2003)

compligue cette méthode a long terme.

5.2. Mesures prophylactiques
Les mesures prophylactiques, qui visent a prévenir l'apparition et la propagation de la

maladie, sont cruciales pour limiter les dommages causés par B. cinerea. Elles comprennent :

Aération des cultures: une aération adéquate réduit I'numidité, un facteur favorable au

développement du champignon (Baptista et al, 2011).

Irrigation : il est préférable d'irriguer le matin pour permettre aux plantes de sécher

rapidement.

Taille des plantes : une taille réguliére et soignée diminue les risques d'infection (Decognet et
al, 2010).

Elimination des débris végétaux : les débris végétaux peuvent abriter le champignon et

favoriser sa dissémination.

Fertilisation : une fertilisation équilibrée renforce la résistance des plantes (Pitchay et al, 2007
; Abro, 2013).
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5.3. Lutte biologique
La lutte biologique utilise des organismes vivants ou des substances naturelles pour contrbler

les populations de B. cinerea (Nicot et al, 2016). Différentes approches sont possibles :

5.3.1. Utilisation de micro-organismes

En agriculture biologique, des micro-organismes tels que des bactéries (Bacillus subtilis,
Pseudomonas syringae) ou des champignons (Aureobasidium pullulans, Clonostachys rosea,
Trichoderma spp.) sont employés pour contrdler le développement de Botrytis cinerea, un
champignon pathogéne, pendant la culture ou apres la récolte. L'actinomyceéte Streptomyces
griseoviridis est également utilisé (Nicot et al, 2016). Ces micro-organismes exercent leur

action de différentes maniéres :

Comepeétition : lls rivalisent avec B. cinerea pour l'acces aux ressources (espace, nutriments).
Hyperparasitisme: lls parasitent B. cinerea en sécrétant des substances antifongiques
(enzymes, lipopeptides) qui détruisent les cellules du champignon.

Induction de résistance : lls stimulent les mécanismes de défense de la plante, la rendant plus

résistante a l'infection.

L'efficacité de ces agents de biocontrole peut varier en fonction de leur stabilité dans le temps,
influencée par les conditions environnementales (température, humidité) (Zhang et al, 2007),

du stade de l'infection et des plantes affectées (Nicot et al, 2016).
5.3.2. Utilisation de substances organiques et minérales

Des huiles minérales ou végeétales peuvent étre utilisées pour freiner la croissance du

champignon.
5.3.3. Utilisation d'extraits de plantes

Certains extraits de plantes possédent des propriétés antifongiques ou renforcent les

defenses des plantes.
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1. Introduction a Trichoderma

Trichoderma est un champignon saprotrophe cosmopolite, ce qui signifie qu'il se nourrit de
matiére organique en décomposition et qu'on le trouve dans le monde entier. Sa capacité a
prospérer dans des environnements variés, allant des sols forestiers aux racines et feuilles des
plantes, en fait un organisme extrémement adaptable. 1l est présent dans tous les types de sols,

y compris les zones salées, agricoles et méme désertiques.

Sa croissance rapide et sa capacité a utiliser une large gamme de substrats complexes lui ont
valu d'étre classé comme un champignon du sol. De plus, il possede une tolérance
remarquable aux produits chimiques toxiques, ce qui lui permet de survivre dans des

conditions difficiles.

Il est particulierement abondant dans le bois en décomposition, ou il joue un réle essentiel
grace a ses interactions hétérotrophes, notamment en tant qu'endophyte opportuniste (Howell
2003).

Trichoderma ne se contente pas de prospérer dans divers environnements ; il s'avére étre un
agent de bio-contréle efficace contre les phytopathogénes, ces organismes qui causent des
maladies chez les plantes (Sharma et al, 2019). Cette capacité en fait un outil précieux pour
I'agriculture durable, car il offre une alternative naturelle et respectueuse de I'environnement

aux pesticides chimiques.

D'aprés Bissett et al, (2015), parmi les 260 espéces identifiées, environ 35 ont été
particulierement remarquées pour leur importance économique, en raison de leur capacité a
produire diverses enzymes ou de leur utilisation comme agents de bio-controle (Bouanaka et
al. 2021).

L'intérét mondial pour la recherche sur le champignon Trichoderma s'est considérablement
accru en raison de ses applications prometteuses dans les domaines de I'agriculture et de la
biotechnologie (Verma et al, 2017). Le champignon Trichoderma est souvent associé aux
plantes, ou il peut vivre en tant qu'épiphyte ou endophyte. Les épiphytes sont des micro-
organismes qui colonisent la surface des parties aériennes des plantes. Leur relation avec la

plante peut étre variable, allant du bénéfique au neutre, voire au nuisible (Yadav et al, 2020).

Bien que le Trichoderma soit principalement connu pour son rdle d'épiphyte, certaines

études suggerent qu'il peut également vivre a l'intérieur des tissus végétaux en tant
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gu'endophyte. Cependant, les preuves scientifiques soutenant cette derniére affirmation

restent encore limitées a ce jour.
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Figure 10 : Exemple sur un aspect microscopique de Trichoderma spp. (Muangnak, J. 2021).

2. Taxinomie de Trichoderma

Le genre Trichoderma a été décrit pour la premiere fois par Persoon en 1794. Sa
classification a été considérée comme contradictoire et douteuse jusqu'a ce que Rifai propose
une classification réalisable en 1969, regroupant les espéces en neuf groupes. Le genre
Trichoderma appartient a Deuteromycotina, Hyphomycetes, Phialosporae, Hyphales et
Dematiaceae. Dennis et Webster (1971) ont placé ce genre comme Hypocrea Fr. dans les
Hypocreales, Ascomycotina par la téléomorphe. Des études morphologiques détaillées ont été
produites par Bissett (1991).

L'histoire de la classification du genre Trichoderma est un parcours fascinant a travers les
méandres de la taxonomie fongique. Pendant prés de deux siécles, une dualité a persisté,
opposant Trichoderma, la forme asexuée (anamorphe), a Hypocrea, la forme sexuée
(téléomorphe), alors qu'il s'agissait souvent des deux faces d'une méme espéce. Cependant, la
taxonomie de Trichoderma a connu un développement plus rapide et plus approfondi que
celle d'Hypocrea. Cette situation a perduré jusqu'en 2013, lorsque le Code international de
nomenclature pour les algues, les champignons et les plantes a tranché en faveur d'un nom
unique pour les champignons pleiomorphes, privilégiant Trichoderma en raison de son
antériorité. Les premiéres tentatives de classification reposaient essentiellement sur des
criteres morphologiques, avec des contributions majeures de Rifai (1969) et Bissett (1984,
19914, b, ¢, 1992). Toutefois, ces approches se sont avérees limitées face a la complexité et a
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la variabilité des caractéres morphologiques. L'avénement des techniques moléculaires, initié
par Samuels (1996) et poursuivi par Hermosa et al, (2000), a marqué un tournant décisif,
permettant une identification plus précise et une meilleure comprehension des relations
phylogénétiques au sein du genre. En paralléle, d'autres approches complémentaires, telles
que I'étude des métabolites secondaires, des caractéristiques physiologiques et des profils
d'isoenzymes, ont enrichi la palette des outils taxonomiques. Ainsi, la taxonomie de
Trichoderma a évolué d'une approche morphologique descriptive a une approche intégrative,
combinant morphologie, biologie moléculaire et physiologie, pour une classification plus

robuste et plus précise.

Trichoderma avait été divisé en cinq sections (Gams et Bissett, 2002), mais avec l'analyse
phylogénétique moléculaire croissante, la nomenclature sectorielle de Trichoderma a été
abandonnée au profit de la dénomination de clades phylogénétiques (Samuels, 2006 ; Kubicek
et al, 2008).

L'avenement des techniques moléculaires et l'analyse phylogénétique de données de
séquences d'ADN ont permis une meilleure résolution des entités taxonomiques (Zimand et
al, 1994 ; Kuhlsw et al, 1997).

Taxonomie de Trichoderma (Adnan et al, 2019)

Domaine Eucarya

Regne Fungi
Embranchement (Division) Ascomycota
Sous-embranchement (Sous-division) Pezizomycotina
Classe Sordariomycetes
Ordre Hypocreales
Famille Hypocreaceae
Genre Trichoderma

3. Trichoderma comme agent antagoniste potentiel
Trichoderma, un champignon présent dans tous les sols du globe, est un symbiote
opportuniste qui ne cause pas de maladie aux plantes (Samuels 2004). Grace a leur interaction

mutualiste endophyte avec les plantes, plusieurs espéces de Trichoderma sont activement

27




Chapitre 3 : Trichoderma, potentiel en lutte biologique

exploitées comme agents antagonistes pour combattre un large éventail de maladies fongiques
végétales (Bongiorno et al, 2016).

Les especes de Trichoderma possedent une grande capacité d'adaptation, leur permettant de
s'établir facilement dans tous les types de sols de la rhizosphere et d'y survivre pendant de
longues peériodes (Ellis 2013). La présence de Trichoderma dans un sol entraine une réduction
de la population des micro-organismes concurrents, ce qui lui confére un réle prédominant en

tant qu'agent de bio-contréle local (Rasool Azarmi 2011).
4. Application Trichoderma dans la lutte contre les maladies fongiques des plantes

Face aux difficultés et a la complexité du contr6le chimique de la pourriture grise, ainsi qu'a
son impact économique et aux préoccupations environnementales croissantes, la recherche
s'est orientée vers des alternatives biologiques. Malgré les efforts, la lutte biologique reste
sous-exploitée et l'utilisation de biopesticides contre cette maladie est limitée (Nicot et al,
2011 ; Nicot et Bardin, 2012).

Bien qu'un large éventail de plantes et de microorganismes aient démontré une activité
inhibitrice contre Botrytis cinerea en laboratoire et en serre, seuls quelques-uns ont maintenu
cette performance sur le terrain, et encore moins ont atteint le stade de la commercialisation
(Nicot et al, 2011).

Trichoderma, un champignon de lutte biologique d'une grande importance mondiale,
représente une solution d'avenir pour la protection des plantes contre les maladies
(Tyskiewicz et al, 2022). Des études meneées a travers le monde ont démontré le potentiel du
Trichoderma dans la lutte contre les maladies des plantes. En particulier, T. viride et T.
harzianum ont prouvé leur efficacité en inhibant la croissance de 29 espéces de champignons
pathogenes appartenant a 18 genres différents, notamment Botrytis, Fusarium et Rhizoctonia.
Trichoderma s'avére donc étre un agent de biocontrdle polyvalent, efficace contre une large
gamme de pathogénes tels que Rhizoctonia solani, Pythium ultimum, Fusarium oxysporum,
Sclerotinia sclerotiorum, Botrytis cinerea, Pseudocercospora spp. Et Colletotrichum spp.
(Zhang Y. et al, 2022). L'utilisation du Trichoderma pour la protection des plantes offre un
double avantage : elle combat efficacement les agents pathogeénes tout en favorisant la
croissance des cultures et réduit la dépendance aux pesticides chimiques, contribuant ainsi a la

préservation de lI'environnement.
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5. Résistance au stockage et technologie de traitement des produits a base de
Trichoderma

La viabilité commerciale des produits de biocontréle a base de Trichoderma est étroitement
liée a leur capacité a résister aux stress environnementaux et & maintenir leur stabilité lors de
stockages prolongés, comme souligné par Alfiky et Weisskopf (2021). Pour y parvenir, des
stratégies innovantes sont déployées. Deux approches principales se distinguent
I'optimisation des conditions de culture pour stimuler la production de chlamydospores
résistantes, et I'intégration d'additifs chimiques tels que le cuivre et le tréhalose, reconnus pour
leur pouvoir protecteur, comme indiqué par Monfil et Casas-Flores (2014). Parallélement, des
efforts considérables sont consacrés a I'amélioration des techniques de conservation, avec
I'utilisation d'’humectant comme la glycérine et le développement d'emballages sophistiqués,
combinant séchage sous vide et matériaux de pointe. Des avancées significatives ont
également été réalisées dans le traitement des préparations de Trichoderma, notamment avec
la création d'un agent de conidies en poudre et l'invention d'une technologie brevetée
stimulant la production de chlamydospores, comme innové par Chen et al, (2021). Ces
innovations témoignent de la volonté de rendre les produits de biocontrdle a base de
Trichoderma plus performants et plus accessibles, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives
pour une agriculture durable. Le développement de la lutte biologique a entrainé une
diversification des préparations commerciales a base de Trichoderma spp. On distingue
principalement quatre types de formulations :

Poudres mouillables : Composées de conidies, de supports pulvérulents et d'humectants.
Granulés : Obtenus par mélange de conidies et de supports.

Mélanges composés : Associant poudres de spores et fongicides chimiques sur un support
adapté.

Suspensions-émulsions : Conidies en suspension dans une lotion a base d'huiles végétales ou

minérales et d'émulsifiants.

Sur le marché des agents de biocontréle a base de Trichoderma, T. harzianum est I'espece la
plus répandue, suivie de T. viride et T. koningii. Parmi les produits commerciaux les plus

utilisés, on trouve :

Trichodex (Makhteshim Chemical Works) : une préparation de T. harzianum T-39.
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RootShield (Bioworks, Etats-Unis) : une préparation de T. harzianum T-22.

Binab TF (Binab Bio Innovation, Suéde) : un mélange de T. harzianum et T. polyspora.
Sentinel (Novozymes, Danemark) : une préparation de T. atroviride.

Supervivit (Borregaard Bioplant, Danemark) : une préparation de T. harzianum.

6. Mécanisme du microbiome endophyte induit par Trichoderma qui stimule de maniere

synergique la réponse immunitaire des plantes

Trichoderma, un genre de champignons connu depuis pres d'un siecle, présente un potentiel
considérable en lutte biologique contre les maladies des plantes. Cette efficacité repose sur
divers mécanismes, notamment le mycoparasitisme, I'antibiose et la compétition (Kubicek C.
P., & Harman, G. E. 2002). En outre, Trichoderma peut induire une résistance systémique
chez les plantes et favoriser leur croissance en optimisant I'assimilation des nutriments
(Shoresh et al. 2010).
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Figure 11 : Diagramme schématique du mécanisme d'action de Trichoderma dans le contréle des maladies
fongiques des plantes (Tamizi et al, 2022)

6.1. Role compétitif de Trichoderma
Gréce a leur croissance mycélienne rapide et a leur grande adaptabilité, les champignons
Trichoderma sont d'excellents compétiteurs. Ils colonisent rapidement les racines des plantes,

bloquant I'acces des pathogenes, et absorbent les nutriments nécessaires a la croissance de ces
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derniers, les privant ainsi des ressources vitales (Guo et al, 2019 ; Bazghaleh et al, 2020 ;
Halifu et al, 2020). La croissance du Trichoderma, nettement plus rapide que celle des
champignons pathogénes, lui permet de les concurrencer efficacement et d'inhiber leur
développement (Mohiddin et al, 2021). En 24 heures, Trichoderma s'installe dans le sol,
adhere rapidement aux racines des plantes et forme un réseau protecteur d'hyphes, empéchant
Iinvasion par les pathogeénes et éliminant ceux présents a proximité. Selon les travaux de
Risoli et al, (2022), la croissance de T. harzianum est considérablement plus rapide que celle
de B. cinerea, avec un taux 2,0 a 4,2 fois superieur. Grace a sa croissance et a sa reproduction
rapide, Trichoderma entre en compétition avec le pathogene de la moisissure grise, Botrytis
cinerea, pour I'eau, les nutriments, I'espace et I'oxygeéne, ce qui affaiblit et exclut ce dernier de
son habitat (Herrera-Téllez et al, 2019).

6.2. Mycoparasitisme a Trichoderma

Le mycoparasitisme est un mécanisme clé de la lutte biologique, ou le champignon
Trichoderma agit comme un parasite contre d'autres champignons pathogenes. Trichoderma
est capable de cibler et de parasiter une large gamme de champignons pathogenes, incluant
des genres tels que Pythium, Phytophthora, Rhizoctonia et Peronospora. Ce processus de

parasitisme implique plusieurs actions :

Invasion et dommages directs : Trichoderma attaque directement le mycélium (le réseau de

filaments) des champignons pathogénes, causant des dommages et des blessures.

Altérations cellulaires : L'attaque de Trichoderma entraine des modifications visibles dans les
cellules des champignons pathogénes, telles que I'expansion, la déformation, le
raccourcissement et lI'arrondissement des cellules. Le protoplasme (le contenu vivant de la

cellule) se rétrécit et la paroi cellulaire se rompt.

Destruction du mycélium : Dans le cas de Sclerotinia sclerotiorum, Trichoderma envahit les
hyphes (les filaments individuels) du champignon, s'y attache et s'enroule autour d'eux. Ce
processus conduit a la désintégration compléte des hyphes de Sclerotinia sclerotiorum (Shaw
et al, 2016).

Des recherches récentes (Risoli et al, 2022) ont mis en évidence que le champignon
Trichoderma peut induire la pourriture dans des conditions spécifiques, ce qui lui permet
d'exercer une action mycoparasitaire efficace contre Botrytis cinerea. Plus précisément, une

fois qu'il a pénétré les hyphes de Botrytis cinerea, Trichoderma se ramifie abondamment et
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forme des structures reproductives, inhibant ainsi le développement des symptémes de la
pourriture grise sur les raisins (Aswani et al, 2022). Trichoderma dégrade les parois
cellulaires des champignons pathogénes via des chitinases, facilitant I'invasion. T. harzianum
utilise ces enzymes pour l'autolyse et I'inhibition des pathogenes (Saravanakumar et al, 2017).
Trichoderma hyperparasite Fusarium graminearum par contact et enroulement, entrainant sa
destruction (Tian et al, 2018). T. koningiopsis attaque et désinteégre Sclerotinia sclerotiorum
(Shaw et al, 2016).

6.3. Effet antibiose de Trichoderma

L'antibiose est un mécanisme clé par lequel Trichoderma contrdle les champignons
phytopathogeénes. Il s'agit de la capacité de Trichoderma a inhiber la croissance de ces
pathogenes en sécrétant des substances antagonistes (El-Hasan et al, 2022). Trichoderma
produit une large gamme de métabolites secondaires antimicrobiens, tels que la trichomycine,
la gélatinomycine, la chlorotrichomycine et des peptides antibactériens (Maruyama et al,
2020). Ces composes agissent comme des agents antibactériens, favorisent la croissance des
plantes et représentent une source précieuse pour le développement d'antibiotiques agricoles
(Nawrocka et al, 2018). La plupart des souches de Trichoderma produisent des substances
antimicrobiennes, notamment des pentabols, qui inhibent divers champignons
phytopathogénes. Ces substances agissent en synergie avec les enzymes de dégradation de la
paroi cellulaire produites par Trichoderma, renforcant ainsi l'inhibition de la croissance des

pathogénes (Tamizi et al, 2022).

6.4. Résistance systémique induite de Trichoderma

Trichoderma joue un réle crucial dans le renforcement des défenses des plantes. En plus
d'inhiber directement les champignons pathogénes, il stimule les mécanismes d'autodéfense
des plantes, induisant une résistance locale et systémique aux maladies. Cette résistance

induite par Trichoderma repose sur deux mécanismes principaux :

Modulation des réponses de défense : Trichoderma régule les réponses immunitaires des
plantes en modifiant I'expression des éliciteurs et des effecteurs, qui sont des molécules

impliquées dans la signalisation de la défense.

Induction par des oligosaccharides : Les enzymes de dégradation de la paroi cellulaire

produites par Trichoderma libérent des oligosaccharides, des sucres complexes qui agissent
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comme des signaux d'alerte, déclenchant ainsi les mécanismes de défense des plantes (Gomes
et al, 2015).

6.5. Stimulation de la croissance des plantes

Trichoderma stimule la croissance des plantes en interagissant avec leurs racines, de maniere
similaire aux mycorhizes. La stimulation de la croissance des plantes par Trichoderma
impliquent une colonisation des racines sans déclenchement de réponses de défense.
Trichoderma interagit avec les racines des plantes, colonisant les tissus sans provoquer de

défense, ce qui favorise la croissance (Yedidia et al, 1999 ; Harman et al, 2004).

Les effets de Trichoderma sur la croissance des plantes sont évidents : biomasse et
productivité en hausse, résistance au stress améliorée, absorption des nutriments optimisée, et
fonctions photosynthétiques et respiratoires renforcées par une modification de I'expression
génétique (Shoresh et al, 2010).
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1. L’efficacité de Trichoderma en lutte biologique contre Botrytis cinerea

L'efficacité de Trichoderma en lutte biologique contre Botrytis cinerea est influencée par

une combinaison de facteurs biotiques et abiotiques
1.1. Les conditions environnementales influencant Trichoderma

1.1. 1. Température : Un Facteur Clé pour la Croissance

Optimal et Tolérance : Comme indiqué, les souches de Trichoderma prospérent a une
température optimale de 29 °C. Cette préférence pour les températures modeérées les classe
comme des champignons mésophiles. Leur capacité a tolérer des températures allant jusqu'a

35 °C élargit leur potentiel d'application dans divers environnements.

Limites : Les températures extrémes, en particulier 0 °C et 40 °C, inhibent considérablement
la croissance du Trichoderma cette sensibilité souligne I'importance de controler la
température dans les applications agricoles et industrielles. Bien que le Trichoderma puisse
survivre a des températures proches de 10 °C, son développement est ralenti. De méme, les

températures supérieures a 35 °C peuvent endommager le mycélium.

Adaptabilité : La littérature scientifique, comme le soulignent Kubicek et al, (2003), Zhang
et al, (2005), Mulaw et al, (2010) et Skoneczny et al. (2015), met en évidence la remarquable
capacité d'adaptation du Trichoderma a diverses conditions climatiques. Cette adaptabilité est
cruciale pour son utilisation comme agent de biocontr6le dans différents environnements.
Moussaoui (2010) et Srivastava et al, (2014), ont classé Trichoderma comme un champignon

filamenteux mésophile, ce qui confirme que leurs besoins en températures sont moderés.

1.1.2. PH : Une Large Gamme de Tolérance
Optimal : Trichoderma présente une croissance optimale dans une gamme de pH légerement

acide, autour de 5. Cette préférence pour I'acidité est typique de nombreux champignons.

Tolérance : Trichoderma est capable de croitre dans une large gamme de pH, allant de 1 a 9.
Cette tolerance lui permet de s'adapter a divers environnements de sol et de substrat.
Moussaoui (2010) ; Srivastava et al, (2014) ; Steyart et al, (2010) ; confirment que la gamme
de pH de croissance se situe entre 1 et 9.

Importance : Le pH du sol joue un réle crucial dans la disponibilité des nutriments et

I'activité microbienne. La capacité du Trichoderma a tolérer une large gamme de pH lui
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confere un avantage dans les applications agricoles, ou le pH du sol peut varier
considérablement.

L'optimum se situant entre 4,5 et 6,5, il est donc important de prendre en compte le ph du sol
lors de l'utilisation de Trichoderma.

1.2. Les interactions avec d'autres microorganismes du sol

Le genre Trichoderma est largement étudié pour son potentiel en tant qu'agent de
biocontrole, offrant une protection efficace contre les maladies parasitaires des plantes
(Howell, 2003 ; Vinale et al, 2007). Ces champignons bénéfiques emploient une variété de
mécanismes pour attaquer et neutraliser les agents pathogenes du sol, incluant le parasitisme,
I'antibiose et la compétition. Ces mécanismes peuvent agir individuellement ou en synergie, et
leur utilisation dépend de I'agent pathogene ciblé et des conditions environnementales (Suty,
2010). En résumé, Trichoderma représente une stratégie prometteuse pour la protection des
cultures, grace a sa capacité a interagir de maniére complexe avec les autres micro-

organismes du sol.

Le mycoparasitisme, phénomene complexe observé chez les Trichoderma, représente un
mécanisme de défense efficace contre les champignons phytopathogenes. Ce processus
implique I'enroulement des filaments de Trichoderma autour de l'agent pathogene, suivi d'une
série d'actions visant & le neutraliser. Ces actions peuvent inclure I'étranglement du pathogene,
la pénétration de ses tissus, et/ou l'injection d'enzymes lytiques qui dégradent sa structure
cellulaire. Ces interactions complexes aboutissent a la destruction du pathogene, contribuant
ainsi a la protection des plantes contre les maladies fongiques. (Howell, 2003 ; Vinale et al,
2007 ; Suty, 2010).

L’antibiose : I’antagonisme par antibiose est un mode d’action trés répandu chez les
especes de Trichoderma qui repose sur la production de métabolites secondaires de nature

diverse, exergant un effet inhibiteur voire 1étal sur ’agent pathogéne (Vinale et al, 2007).

La competition pour les ressources, notamment les nutriments et I'espace, constitue un
mécanisme clé dans le contrdle biologique des agents phytopathogénes (Tronsmo et Hjeljord,
1998). Dans la rhizosphere, cette compétition est particulierement intense, se manifestant par
la colonisation de la surface racinaire (Sivan et Chet, 1989). Trichoderma se distingue parmi

les microorganismes rhizosphériques les plus compétitifs, exploitant les nutriments libérés par
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le systéeme racinaire et colonisant activement les racines des plantes. La pénétration de
Trichoderma dans les tissus racinaires est généralement limitée aux couches cellulaires
superficielles (Yedidia et al, 1999, 2000 ; Metcalf et al, 2001). L'interaction entre la plante et
Trichoderma déclenche la synthese de phytoalexines, des molécules fongitoxiques (Howell,
2003 ; Shoresh et al, 2005). De plus, Yedidia et al. (2000) ont démontré que l'association de
Trichoderma avec les racines réduit l'incidence des maladies racinaires en activant les

mécanismes de défense des plantes.
1.3. Les méthodes d'application de Trichoderma

1.3.1. Protection des plaies de taille

Les différentes souches de Trichoderma démontrent une capacité remarquable a coloniser les
plaies de taille du bois, jusqu'a 1-2 cm de diamétre, agissant ainsi comme une barriere
protectrice contre la pénétration de champignons pathogénes responsables des maladies du
bois (Eskalen et al, 2007 ; Van Niekerk et al, 2011b). Cette colonisation n'est toutefois pas
uniforme et dépend de plusieurs facteurs :

Etat physiologique de la plante : Une plante vigoureuse présentera une meilleure capacité de
réponse immunitaire et favorisera I'établissement de Trichoderma spp. Conditions
météorologiques lors de la taille : L'humidité et la température influencent la survie et la
croissance de Trichoderma spp. Ainsi que la dispersion des spores de champignons

pathogenes.

Période de vulnérabilité et facteurs de risque : La période de taille coincide souvent avec la
libération des spores de champignons pathogénes, provenant de bois contaminés. Les plaies
de taille restent réceptives aux infections pendant une période prolongée, pouvant atteindre 4
mois ou plus, selon le pathogéne impliqué (Eskalen et al, 2007 ; Van Niekerk et al, 2011b).
Cependant, le pic de vulnérabilité se situe généralement entre 2 et 8 semaines apres la taille,

période durant laquelle la plante est la plus susceptible de contracter une maladie du bois.

1.3.2. Incorporation au sol : optimisation de I'efficacité
L'efficacité de I'inoculation du sol avec Trichoderma est un aspect crucial pour maximiser

son potentiel en tant qu'agent de biocontréle. VVoici une analyse plus détaillée :
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Support nutritif : L'utilisation d'un support nutritif, tel que la tourbe, joue un role essentiel
dans I'établissement initial de Trichoderma dans le sol. Ce support agit comme un réservoir de
nutriments, fournissant & Trichoderma les ressources nécessaires pour se développer et se
multiplier. En favorisant I'établissement initial, le support nutritif permet a Trichoderma de
prendre de I'avance sur les autres micro-organismes du sol, réduisant ainsi la compétition pour

les ressources.

Réduction de la compétition : un avantage concurrentiel Le sol est un environnement
complexe et dynamique, peuplé d'une multitude de micro-organismes, dont certains peuvent
étre compétitifs ou méme antagonistes envers Trichoderma. L'utilisation d'un support nutritif
permet & Trichoderma de s'établir rapidement et de coloniser le sol avant que les autres micro-
organismes ne puissent le faire. Cette colonisation précoce confére a Trichoderma un
avantage concurrentiel, lui permettant de mieux lutter contre les agents pathogenes et de

favoriser la croissance des plantes. (Davet et al, 1981).

1.4. Les études empiriques et résultats récents

D'aprés les expériences faites sur la tomate dans le Journal des Sciences Fondamentales et
Appliquée, La pourriture grise, causée par Botrytis cinerea, constitue une maladie fongique
majeure affectant les cultures de tomates en serre, entrainant d'importantes pertes
économiques. L'utilisation excessive de fongicides chimiques pour la controler peut entrainer
des probléemes de résistance et des consequences environnementales néfastes. C'est pourquoi
la recherche d'alternatives de lutte biologique devient essentielle. Ainsi, l'objectif principal de
cette étude est d'évaluer le potentiel de différentes souches de Trichoderma spp. En tant

qu'agents de biocontrble contre Botrytis cinerea sur les tomates.
Méthodologie :

Isolement des souches : Les souches de Botrytis cinerea ont été isolées a partir de plantes de
tomates présentant des symptoémes de pourriture grise dans des serres situées dans différentes
régions d'Algérie. Cela permet d'avoir une vision de l'efficacité sur diverses souches du

pathogéne.

Onze souches de Trichoderma spp. Ont été sélectionnées pour leurs propriétés antagonistes

potentielles.
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Expériences in vitro (en laboratoire) : Des tests ont été réalisés en laboratoire pour évaluer

I'activité antifongique de Trichoderma spp. Contre Botrytis cinerea.
Les paramétres étudiés incluaient :

L'inhibition de la sporulation (production de spores). L'inhibition de la germination des
spores. L'inhibition de la production et de la germination des sclérotes (structures de survie du
champignon). L'observation de modifications morphologiques (changements dans la structure
du champignon).

Expériences in vivo (en conditions réelles) : Des essais ont été menés sur des plantes de
tomates cultivées en serre pour évaluer l'efficacité de Trichoderma spp. Dans la protection

contre la pourriture grise.
Les paramétres évalués comprenaient :

La réduction de la gravité de la maladie (évaluation des symptobmes sur les plantes).
L'inhibition de la sporulation de Botrytis cinerea sur les plantes. Comparaison avec un
fongicide chimique : L’efficacité de Trichoderma spp. A été comparée a celle du fongicide
chimique "PROLEX", couramment utilisé par les agriculteurs de la région. Cela permet de

situer l'efficacité de la solution biologique par rapport a une solution chimique.
Résultats et Implications :

Efficacité de Trichoderma spp. : Les expériences ont démontré que Trichoderma spp.
Possede une forte activité antifongique contre Botrytis cinerea, tant en laboratoire qu'en
conditions réelles. Les souches T4, T11, T8 et T10 ont montré le plus grand potentiel, ce qui

suggere qu'elles pourraient étre utilisées comme agents de biocontrdle efficaces.

Lutte biologique : Ces résultats soutiennent l'utilisation de Trichoderma spp. Comme
alternative viable aux fongicides chimiques pour la lutte contre la pourriture grise de la
tomate. La lutte biologique présente I'avantage de réduire les risques pour la santé humaine et
I'environnement. (D. Saddek et al. 2020)
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Les travaux expérimentaux ont été réalisés dans le cadre de ce mémoire au niveau du
laboratoire de I’Institut National de la Recherche Agronomique d’Algérie (INRAA), station
d’El Khroub, situé dans la wilaya de Constantine.

L’¢étude s’est déroulée sur une période allant du 3 février 2025 jusqu’au 24 février 2025.
1. Choix du milieu de culture

Le choix du milieu de culture repose sur sa capacité a assurer un développement optimal du
pathogene. Dans le cadre de cette étude, le milieu PDA (Potato Dextrose Agar) a été

sélectionné, et sa préparation a été réalisée conformément aux protocoles standardisés.
1.1. Protocole de préparation du milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (voir ’annexe)
2. Matériel biologique

o Agent pathogene
L’isolat de Botrytis cinerea utilisé dans cette étude a été préleve sur des féves
présentant des symptomes de pourriture grise. L’échantillon provient de la collection
du laboratoire INRAA de Constantine.

« Agents antagonistes
Dans le cadre de cette étude visant a identifier des agents de lutte biologique contre
Botrytis cinerea, 40 isolats de Trichoderma spp. Ont été évalués face a une souche de
B. cinerea. Ces isolats proviennent d'un isolement effectué dans le cadre de travaux de
these et font partie de la mycotheque du laboratoire de Génétique, Biochimie et
Biotechnologies Végétales. Ils ont été conservés dans des tubes Eppendorf contenant
du glycérol a -20 °C ou -80 °C.

3. Autre matériel utilisé

« Boites de Petri stériles

o Pipettes Pasteur stériles

o Béchers

e Lames et lamelles de microscope

o Flacons stériles
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o Bec Bunsen

o Autoclave pour la stérilisation des milieux et du matériel
e Incubateur réglé a 25 °C

« Balance électronique avec une précision adéquate

e Microscope optique pour les observations microscopiques
« Ethanol & 70 % pour la désinfection

« Bleu de méthyléne pour les colorations microscopiques

e Scotch transparent

e Regles pour mesurer les zones d'inhibition
4. Méthodes expérimentales
4.1. Réactivation des isolats de Trichoderma spp.

Les 40 isolats de Trichoderma spp. Conservés dans des tubes Eppendorf ont été réactivés

comme suit ;

« Sous conditions stériles, verser le contenu de chaque tube Eppendorf contenant un
disque de Trichoderma sur une boite de Pétri contenant du PDA.
« Etaler uniformément I'inoculum sur la surface du milieu & I’aide d’une anse stérile.

e Incuber les boites a 25 °C pendant 7 jours pour permettre une croissance optimale.
4.2. Evaluation de la pureté des isolats

Apres incubation, les caractéristiques macroscopiques des colonies de Trichoderma ont été
observées a I’eeil nu. Cette analyse permet de décrire plusieurs aspects visibles des colonies,

notamment :

e Lapigmentation
e L’opacité

e Laforme

o Lataille

o L’aspect de la surface

Cette observation macroscopique fournit des informations cruciales pour 1’identification de

Trichoderma et I’évaluation de son développement en milieu de culture. Les 40 isolats ont été
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regroupes en 10 groupes en fonction des caractéres macroscopiques observés. Les isolats

contaminés par Rhizopus (5 isolats) et un isolat non identifié ont été élimineés.
4.3. Test d'antagonisme in vitro

L’effet antagoniste de Trichoderma spp. Contre Botrytis cinerea a été évalué par la méthode
de confrontation directe en boite de Pétri.

4.3.1. Confrontation Trichoderma contre Botrytis cinerea

La méthode de confrontation in vitro entre Trichoderma et Botrytis cinerea, largement
utilisée pour évaluer l'activité antagoniste de Trichoderma spp. vis-a-vis de Botrytis cinerea

(Bogumit et al 2013) et mesurer I'inhibition de la croissance mycélienne du pathogene.

« A partir de chaque groupe d’isolats, une seule souche a été sélectionnée pour I’essai.

e Un disque de Trichoderma spp. (5 mm de diametre) a été prélevé et déposé a 1 cm du
bord d’une boite de Pétri contenant du PDA.

o Un disque de Botrytis cinerea (5 mm de diamétre) a été placé a 1 cm du bord opposé
de la méme boite.

o Deux répétitions ont été effectuées pour chaque confrontation (2 boites par souche).

Trichoderma spp. Botrytis cinerea

Milieu PDA

S —

Figure 12 : Test de confrontation direct in vitro sur milieu PDA
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4.3.2. Témoin

e Témoin Trichoderma seul : Une boite de Pétri contenant un disque de Trichoderma
placé a 1 cm du bord (une seule boite pour chaque isolat).

e Teémoin Botrytis cinerea seul : Une boite de Pétri contenant un disque de Botrytis
cinerea placé a 1 cm du bord (deux boites).

o Incubation : Toutes les boites ont été incubées a 25 °C pendant 7 jours.

4.4. Mesure de I'inhibition de la croissance mycélienne

Apres incubation, I’effet antagoniste a été évalué en mesurant la zone d’inhibition de la
croissance de Botrytis cinerea dans les boites témoins et les boites de confrontation. La zone

d’inhibition a été définie comme la distance mesurée entre :

o Le centre du disque de Botrytis cinerea

o La derniére zone d’inhibition visible.

Le pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne (PI) a été calculé a I’aide de la

formule suivante :

P1 (%) = (1 - Cn/Ct) x100

Ou:
Cn = diameétre moyen de la colonie de Botrytis cinerea en présence de Trichoderma.

Ct = diametre moyen de la colonie de Botrytis cinerea dans le témoin.

4.5. ldentification morphologique des souches

4.5.1. Préparation des lames

1. Placer un morceau de ruban adhésif transparent (type scotch) sur la surface de la
colonie fongique, en appuyant Iégérement pour prélever des spores et des structures
mycéliennes.

2. Poser delicatement le ruban sur une lame de microscope contenant une goutte de bleu

de méthyléne.
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4.5.2. Observation microscopique

1. Examiner les lames au microscope optique avec des grossissements appropriés (x40,
x100).
2. Noter les caracteristiques morphologiques, telles que la forme des conidies, la

structure des conidiophores et la présence de phialides.

5. Analyse statistique

Les données obtenues ont eté analysées a l'aide du logiciel Microsoft Excel pour évaluer
I'effet des souches de Trichoderma spp. Sur Botrytis cinerea. Afin de mieux visualiser ces
résultats, des histogrammes ont été réalisés pour illustrer les variations du pourcentage
d'inhibition. Cette analyse statistique permet d'identifier les isolats de Trichoderma les plus

efficaces et de confirmer leur potentiel dans le cadre de la lutte biologique.
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Résultats
1. Caracteérisation des isolats de Trichoderma spp. Et Botrytis cinerea
1.1. Observation macroscopique des isolats de Trichoderma spp.

L’observation macroscopique des 40 isolats de Trichoderma spp. Cultivés sur milieu PDA
(Potato Dextrose Agar) a permis de mettre en évidence une diversité morphologique
significative, comme illustré dans la Figure 13, qui présente les photographies des cultures en
boites de Pétri. Ces images permettent de visualiser la variabilité des caractéristiques

macroscopiques des isolats, détaillées ci-dessous selon plusieurs criteres distincts :

Couleur et aspect du mycélium

La majorité des isolats se caractérisent par une colonie de couleur verte, une teinte typique
du genre Trichoderma, liée a la production de pigments associés aux conidies. Cependant, une
variabilité notable a été observée : certains isolats présentent des nuances de vert foncé a vert
olive, tandis que d’autres affichent des centres plus clairs, parfois jaunatres. Une pigmentation
jaunatre a brunatre du milieu de culture a également été détectée dans plusieurs cas,
probablement due a la diffusion de métabolites secondaires, tels que des composes

antifongiques ou des pigments extracellulaires (voir Figure13 pour des exemples visuels).

Texture et aspect de la surface des colonies

La surface des colonies varie de veloutée a poudreuse, une caractéristique fréquente chez
Trichoderma spp, Reflétant la densité des conidies en surface. Certains isolats montrent une
texture compacte et dense, suggérant une croissance plus lente ou une production élevée de
mycélium, tandis que d’autres adoptent un aspect aérien et cotonneux, indicatif d’une
croissance rapide et d’une sporulation abondante, comme observable sur les photographies de

la Figure 13.

Bordure des colonies

Les bordures des colonies présentent également une hétérogénéité : certains isolats affichent
des contours réguliers et bien définis, témoignant d’une croissance contrdlée, tandis que
d’autres montrent des bordures irrégulicres et diffuses, souvent associées a une expansion

rapide du mycélium, un contraste clairement visible dans la Figure 13.
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Zonations et exsudats

Des zonations concentriques, sous forme de cercles de différentes teintes vertes, ont été
observées chez quelques isolats, suggérant une alternance dans la production de conidies ou
de métabolites au cours de la croissance. Par ailleurs, la présence d’exsudats, sous forme de
gouttelettes a la surface du milieu, a été notée pour certains isolats, pouvant indiquer une
activité métabolique intense ou la sécrétion de composés bioactifs. Ces phénomenes sont

particulierement bien illustrés dans les cultures photographiées (Figure 13).

Apparition de structures reproductrices

Des zones ponctuées de points plus foncés sur certaines colonies pourraient correspondre a
la formation de conidiophores portant des conidies, bien que cela nécessite une confirmation
par observation microscopique. De plus, des régions blanches ou translucides ont été
observées, potentiellement associées a un mycélium jeune ou a des zones en cours de
différenciation vers des structures reproductrices, des caractéristiques visibles sur plusieurs

isolats (Figure 13).

Sur cette base, les isolats ont été regroupés en 10 catégories en fonction de leurs
caractéristiques morphologiques communes, ce qui a facilit¢ leur sélection pour la
confrontation avec Botrytis cinerea. Ce classement a permis d’identifier des groupes
morphologiquement distincts, potentiellement liés a des différences fonctionnelles, comme

leur capacité d’antagonisme ou leur vitesse de croissance.
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Figure 13 : Photographies des cultures macroscopiques des 40 isolats de Trichoderma spp. Sur milieu PDA en
boites de pétri, illustrant la diversité morphologique des colonies (couleur, texture, bordures, zonations et
exsudats) et leur regroupement en 10 catégories pour I’étude de confrontation avec Botrytis cinerea.

1.2. Observation microscopique des isolats de Trichoderma spp. Et Botrytis cinerea
L’examen microscopique des isolats a permis de confirmer et de préciser les caractéristiques
morphologiques observées a I’échelle macroscopique, en identifiant des structures spécifiques

a chaque champignon.

Trichoderma spp.
L’analyse microscopique des isolats de Trichoderma spp. a révélé les structures suivantes :
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« Conidiophores : Ramifiés en verticilles, ces structures portent des phialides disposées
en grappes, une organisation typique du genre Trichoderma. Cette ramification
confére une apparence arborescente, facilitant la production massive de conidies.

e Conidies: De forme ovale a elliptique, les conidies sont généralement lisses et
présentent une couleur verte sous lumiere naturelle, cohérente avec les pigments
observés macroscopiquement. Leur taille et leur forme varient l1égérement entre les
isolats, suggérant une diversité intraspécifique.

e Chlamydospores : Présentes dans certaines souches, ces structures de résistance,
sphériques a épaisses parois, indiquent une capacité d’adaptation a des conditions

environnementales défavorables. Leur détection dans seulement une partie des isolats

souligne une hétérogénéité fonctionnelle au sein de la collection.
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Figure 14 : photographies des observations microscopiques des isolats [T1, T14, T20, T27, (x40)], [T23 (x40),

T23 (x100)], [T30, T31, T36, T38, (x40)] de Trichoderma spp.

Botrytis cinerea

L’observation microscopique de Botrytis cinerea a révélé les caractéristiques suivantes :

e Mycélium : Septé et hyalin, le mycélium présente des cloisons transversales typiques

des champignons ascomycetes, avec une apparence translucide sous lumiére naturelle,

reflétant son absence de pigmentation marquee.

o Conidiophores : Dressés et ramifiés, les conidiophores portent des conidies ovoides

formant des chaines ramifiées, une structure distinctive qui facilite la dissémination

des spores. Ces conidiophores conférent au champignon son aspect grisatre

caractéristique en culture.

e Sporulation : Une sporulation abondante a été observée sous lumiére UV, suggérant

une forte capacité de production de conidies dans des conditions spécifiques, un

facteur clé de sa virulence en tant que phytopathogéne.

Ces observations microscopiques ont confirmé 1’identité des souches de Trichoderma spp. Et

Botrytis cinerea, ainsi que leur viabilité pour les tests de confrontation. Les structures

reproductrices actives et la diversité morphologique observées garantissent que les isolats sont

fonctionnels et adaptés a I’évaluation de leurs interactions antagonistes.

Figure 15 : photographies des observations microscopiques de Botrytis cinerea (x100, x40)
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2. Confrontation in vitro entre Trichoderma spp. Et Botrytis cinerea
2.1. Dispositif expérimental

Pour évaluer les interactions antagonistes, chaque groupe des 10 catégories d’isolats de
Trichoderma a été confronté a Botrytis cinerea sur des boites de pétri contenant du milieu
PDA. Le dispositif expérimental consistait a déposer un disque de culture de Trichoderma
spp. (Diamétre standardisé) a une extrémité de la boite, tandis qu’un disque de Botrytis
cinerea était placé a I’extrémité opposée. Cette disposition permettait d’observer la
dynamique de croissance et les interactions entre les deux champignons dans un espace
partagé. Les boites ont été incubées dans des conditions contrdlées (température et humidité
constantes), et les résultats sont illustrés dans la Figure 16.

Les tests ont été réalisés en deux répétitions, et des témoins ont été mis en place pour chaque

champignon afin d’évaluer leur croissance sans compétition.
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Figure 16 : Photographies des boites de pétri montrant la confrontation in vitro entre les isolats de Trichoderma
spp. (Regroupés en 10 catégories) et Botrytis cinerea sur milieu PDA, mettant en évidence les effets antagonistes
tels que I’inhibition de croissance, le mycoparasitisme et les zones de contact.

2.2. Evaluation de Ieffet antagoniste

L’analyse des confrontations a permis d’identifier plusieurs mécanismes d’antagonisme
exercés par Trichoderma spp sur Botrytis cinerea, détaillés ci-dessous :
. Croissance relative des deux champignons

Dans la majorité des boites, Trichoderma spp. A dominé Botrytis cinerea en termes de
croissance. Les isolats de Trichoderma ont formé des colonies denses, souvent verdatres, qui

ont progressivement envahit 1’espace occupé par Botrytis. Cette supériorité reflete une vitesse
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de croissance plus rapide et une capacité compétitive élevée de Trichoderma, observable sur
les photographies de la Figure 16.
. Inhibition de la croissance de Botrytis cinerea

Une réduction significative du diametre de la colonie de Botrytis cinerea a été constatée dans
les boites ou Trichoderma spp était présent, par rapport a des témoins sans confrontation.
L’avancement du mycélium de Botrytis était soit stoppé, soit fortement limité, indiquant un
effet compétitif marqué de Trichoderma. Cet effet pourrait étre attribué a la compétition pour
les nutriments ou a I’espace, un mécanisme clé dans les interactions fongiques.
. Dégradation et envahissement de Botrytis par Trichoderma

Dans certaines boites, Trichoderma spp. presque totalement recouvert Botrytis cinerea, un
phénomeéne suggestif de mycoparasitisme. Des zones de lyse ou de décoloration du mycélium
de Botrytis étaient visibles, probablement dues a la production d’enzymes hydrolytiques
(telles que des chitinases ou des glucanases) par Trichoderma. Ces observations, illustrées
dans la Figure 16, confirment la capacité de certains isolats a parasiter directement leur
adversaire.
. Différenciation des zones de contact

Deux types de zones de contact ont été observes :

e Dans certains cas, une zone d’inhibition nette séparait les deux champignons,
suggérant la diffusion de métabolites antifongiques par Trichoderma spp. Cette
barriére, visible comme un espace dépourvu de mycélium, indique une inhibition a
distance.

e Dans d’autres cas, Trichoderma colonisait directement Botrytis, sans zone d’inhibition
marquée, ce qui est caractéristique d’un antagonisme agressif par contact physique et
parasitisme. Ces variations sont également documentées dans la Figure 16.

2.3. Mesure des zones d’inhibition

Les zones d’inhibition ont été quantifiées en mesurant la distance (en cm) entre le centre du
disque de Botrytis cinerea et la derniére zone visible de restriction mycélienne, correspondant
a I’avancée maximale du mycélium de Botrytis en présence de Trichoderma spp. Deux
répétitions ont été réalisées pour chaque souche de Trichoderma confrontée a Botrytis, et le
pourcentage d’inhibition a été calculé en comparant la meilleure répétition a la croissance du

témoin (Botrytis seul, 5,8 cm). Les résultats sont présentes dans le Tableau 1 ci-dessous :
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Tableau 1: Mesures des zones d’inhibition (en cm) et pourcentage d’inhibition de Botrytis cinerea par
différentes isolats de Trichoderma sur milieu PDA.

Isolat de Répétition 1 Reépétition 2 Le pourcentage
confrontation d’inhibition de la
meilleure répétition
T1/botrytis 1,4 1,2 75,86
T14/ botrytis 1,6 1,6 72,41
T20/ botrytis 1,5 1,8 68,96
T27/ botrytis 1,3 1,6 72,41
T30/ botrytis 1,1 1,2 79,31
T23/ botrytis 0,7 1,7 70,68
T31/ botrytis 1,4 1,7 70,68
T36/ botrytis 1,4 1,6 72,41
T38/ botrytis 1,7 1,2 70,68
T40/ botrytis 1,5 0,9 74,13
Témoin botrytis 5,8 5,8 0

L’analyse des résultats a permis d’établir un classement des isolats selon leur pouvoir

inhibiteur. L’isolat T30 s’est distingué par son efficacité maximale, affichant un pourcentage

d’inhibition de 79,31 % contre Botrytis cinerea, correspondant a une zone d’inhibition

moyenne de 1,15 cm. Les isolats T1 (75,86 %) et T40 (74,13 %) ont également montré une

forte capacité antagoniste. A I’inverse, la souche T20, avec un pourcentage d’inhibition de

68,96 %, bien que notable, se situe parmi les moins performantes du groupe testé. Ces

données quantitatives confirment les observations qualitatives de la section 2.2, notamment la

présence de zones d’inhibition et la dominance de Trichoderma.

2.4. Analyse statistique et représentation graphique

Les données obtenues ont été analysées a I’aide d’Excel.
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Figure 17: un histogramme comparant les zones d’inhibition entre les différents groupes

Un diagramme circulaire a également été élaboré pour illustrer la répartition des niveaux

d’inhibition observés.
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Figure 18 : le diagramme circulaire montrant la répartition des pourcentages d’inhibition.
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L’étude menée sur I’antagonisme de Trichoderma spp. Vis-a-vis de Botrytis cinerea a
permis de mettre en évidence le potentiel biocontr6lant de certaines souches fongiques isolées
a partir de sols agricoles. Les résultats obtenus montrent que parmi les 40 souches évaluées,
certaines, comme T30, ont présenté un effet inhibiteur tres significatif, réduisant la croissance
mycélienne de B. cinerea de maniére marquée. Ce pouvoir antifongique est attribuable a
plusieurs mécanismes d’action bien documentés dans la littérature, notamment le

mycoparasitisme, 1’antibiose et la compétition pour les nutriments et I’espace.

La diversité morphologique observée chez les différentes souches de Trichoderma,
notamment les variations de couleur, de texture, de vitesse de croissance et de production
d’exsudats, traduit une richesse génétique et métabolique importante. Ces différences
phénotypiques reflétent probablement des adaptations écologiques distinctes et une
production variable d’enzymes et de métabolites antifongiques. En effet, des études
antérieures ont montré que certaines espéces du genre Trichoderma, telles que T. harzianum,
T. viride ou T. asperellum, sont capables de produire une large gamme d’enzymes
hydrolytiques, comme les chitinases et les glucanases, qui dégradent la paroi cellulaire des

champignons pathogenes (Benitez et al, 2004 ; Harman et al, 2004).

Le mécanisme de mycoparasitisme, fréqguemment rapporté chez Trichoderma spp, a été
manifestement observé dans cette étude a travers la lyse du mycélium de B. cinerea lors des
confrontations directes. De plus, la formation de zones claires autour des colonies de
Trichoderma suggere la sécrétion de métabolites antifongiques diffusibles, susceptibles
d'inhiber la croissance du pathogéne avant méme le contact physique. Ces observations sont
en accord avec les résultats de Vinale et al. (2008), qui ont décrit la production de composés
volatils et non volatils par certaines souches de Trichoderma, capables d’interférer avec le

métabolisme des champignons phytopathogenes.

L’isolat T30, qui a démontré un taux d’inhibition de plus de 79 %, se distingue par sa
rapidité de croissance et sa capacité a coloniser efficacement le milieu, ce qui refléte une forte
compétitivité. De telles performances ont été rapportées dans d'autres travaux, notamment par
Gan et al. (2016), qui ont évalué I'efficacité de souches de Trichoderma contre B. cinerea et
ont constaté des inhibitions dépassant 90 % dans certaines conditions expérimentales.

Toutefois, il est important de noter que les résultats obtenus in vitro ne garantissent pas
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nécessairement une efficacité identique en conditions réelles. C’est pourquoi des essais in
vivo restent indispensables pour confirmer ces observations et valider 1’utilisation pratique de

ces souches dans un contexte agricole.

En parallele, I’utilisation de Trichoderma spp. Comme agent de biocontrdle s’inscrit
parfaitement dans une démarche de protection intégrée des cultures, réduisant le recours aux
fongicides de synthése souvent associés a des effets indésirables sur I’environnement et la
santé humaine. La nature multifactorielle des mécanismes d’action de Trichoderma limite
¢galement I’apparition de résistances chez les agents pathogénes, contrairement aux pesticides
chimiques a mode d’action unique (Lorito et al, 2010). En outre, certaines souches sont
également connues pour stimuler les défenses naturelles des plantes en induisant une
résistance systémique acquise, ce qui confére une protection plus durable contre un large

éventail de pathogénes (Harman et al, 2004 ; Hermosa et al, 2012).

Ces résultats ouvrent la voie a une sélection plus poussée des souches les plus prometteuses.
Il serait notamment pertinent d’entreprendre des caractérisations moléculaires des souches
efficaces afin d’identifier leur espece précise, leurs génes d’intérét et leur profil enzymatique.
L’isolat T30 représente un excellent candidat pour de telles investigations, notamment pour la
formulation de biopesticides ou d’inoculant microbiens. Par ailleurs, une évaluation de sa
stabilité, de sa compatibilité avec d’autres agents de biocontrdle ou intrants agricoles, ainsi

que de son efficacité sur différentes cultures, permettrait de valider son potentiel sur le terrain.

En somme, cette étude met en lumiére 1’efficacité de certaines souches de Trichoderma spp.
Dans la lutte biologique contre B. cinerea, et souligne I’intérét croissant pour ces
microorganismes comme alternative écologique aux traitements chimiques. Elle s’inscrit dans
une dynamique globale de développement d’une agriculture plus durable, fondée sur
I’utilisation de ressources biologiques naturellement présentes dans les sols, tout en préservant

la santé des écosystemes agricoles.
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Conclusion

Les maladies fongiques, notamment la pourriture grise causee par Botrytis cinerea, menacent
la production agricole, notamment celle de la féve (Vicia faba). L’usage excessif de
fongicides chimiques favorise I’émergence de souches résistantes et pose des risques

environnementaux et sanitaires, rendant nécessaire le développement d’alternatives durables.

Cette étude a évalué le potentiel de Trichoderma comme agent de biocontrdle contre B.
cinerea en conditions de laboratoire. Les résultats ont révélé 1’efficacité de certains isolats
grace a des mécanismes tels que la compétition pour les nutriments, la production de

métabolites antifongiques.

Ces résultats confirment I’intérét de Trichoderma dans la lutte biologique et ouvrent la voie
a son intégration dans les stratégies de protection des cultures. Toutefois, des études
complémentaires en conditions réelles sont essentielles pour optimiser son efficacité et assurer

une gestion durable des maladies fongiques.
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. Protocole de préparation du milieu PDA (Potato Dextrose Agar)
La composition du milieu PDA (Potato Dextrose Agar) est la suivante :

. Pomme de terre : 200 g

. Glucose : 20 g

. Agaragar:15¢g

. Eau distillée : 1000 ml

Méthode de préparation
1. Préparation de I'extrait de pomme de terre

e Couper 200 g de pommes de terre en morceaux.
e Faire bouillir dans 500 ml d’eau distillée pendant 30 minutes.

o Filtrer et récupérer le filtrat.
2. Préparation du milieu

e Ajouter 20 g de glucose et 15 g d’agar dans le filtrat obtenu.
o Compléter a 1 L avec de I'eau distillée.

e Chauffer en remuant jusqu’a dissolution compléte de 'agar.
3. Stérilisation

o Verser le milieu préparé dans des flacons en verre.

o Stériliser en autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.
4. Constitution des boites de Pétri

e Laisser refroidir a 45-50 °C.
o Verser dans des boftes de Pétri stériles.

o Laisser solidifier.
5. Stockage

e Conserver a 4 °C jusqu’a utilisation.
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Evaluation in vitro du potentiel antagoniste de Trichoderma spp. Contre Botrytis cinerea : une approche
de biocontrole appliquée a la pourriture grise de la feve (Vicia faba)

Mémoire pour I’obtention du diplome de Master en Mycologie et Biotechnologie Fongique

Résumé

Ce mémoire porte sur I'étude de la lutte biologique in vitro de Trichoderma spp. Contre le champignon
phytopathogéne Botrytis cinerea, avec un focus particulier sur la feve (Vicia faba). L'objectif principal est
d'évaluer le potentiel des isolats de Trichoderma comme agents de biocontréle face a la pourriture grise, une
maladie causée par B. cinerea, en étudiant leur capacité a inhiber la croissance mycélienne du pathogéne.
Dans un premier temps, 40 isolats de Trichoderma spp. Ont été sélectionnés et réactivés a partir de collections
conservées. Chaque isolat a été évalué par la méthode de confrontation directe sur milieu PDA pour
déterminer son activité antagoniste contre B. cinerea. Les résultats ont montré que plusieurs isolats de
Trichoderma, notamment l'isolat T30, ont un effet inhibiteur significatif sur la croissance de B. cinerea, avec
un pourcentage d'inhibition allant jusqu'a 79,31 %.Ce travail a également permis d'identifier la morphologie
des souches de Trichoderma et d'évaluer leur pureté, en éliminant les isolats contaminés. Les résultats de cette
étude montrent que Trichoderma spp. Posséde un fort potentiel en tant qu'agent de lutte biologique contre
Botrytis cinerea, et pourraient constituer une alternative écologique aux traitements chimiques dans la gestion
des maladies fongiques des cultures.Une analyse statistique des données a permis d'établir que les isolats les
plus efficaces sont capables d'inhiber considérablement la croissance du pathogéne, validant ainsi leur
potentiel pour des applications futures en biocontrdle, notamment en agriculture durable.En conclusion, cette
étude met en évidence l'importance de Trichoderma spp. Dans la lutte biologique et suggére que son
utilisation pourrait offrir des solutions viables pour la gestion des maladies fongiques comme la pourriture
grise sur les feves, contribuant a la réduction de I'utilisation des fongicides chimiques et a la promotion de

pratiques agricoles plus durables.
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