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RESUME



Résumé

Evaluation de I’activité antagoniste de la partie non protéique des filtrats de
cultures des isolats de Trichoderma spp., vis a vis de Phytophthora infestans de
Bary.

Le présent travail a porté sur 1’identification des groupes et des composés chimiques de la
partie non protéique des filtrats de cultures de 13 isolats de Trichoderma spp. issus d’Algérie
ainsi que, 1’évaluation de leurs activité antioxydante et antagoniste vis-a-vis de deux isolats Al
et A2 de P. infestans.

L’analyse chimique des extraits butanoliques des filtrats de culture des isolats de
Trichoderma spp. a révélé 18 groupes fonctionnels avec certaines similarités entre 1’ensemble
des isolats et la dominance des acides, des alcanes, des groupes aromatiques et des alcools par la
méthode FTIR ((Infrarouge & Transformée de Fourier) . Par ailleurs, 32 métabolites ont été
relevés a partir des extraits methanoliques et d’hexane des filtrats de cultures de Trichoderma
spp. avec la dominance du 2H-Pyran-2-one,6-pentyl (6PP) identifié par CG-MS
(Chromatographie en phase gazeuse liée a la spectrométrie en masse).

L’activité antioxydante par spectrométrie a UV en utilisant la méthode du piégeage du
radical libre DPPH a affirmé un pouvoir réducteur modéré par rapport a celui de ’acide
ascorbique pour les extraits methanoliques des filtrats de cultures de I’ensemble des isolats de
Trichoderma spp.

Une importante activité antifongique a été confirmée in vitro pour les extraits de méthanol et
d’hexane des filtrats de cultures de certains isolats de Trichoderma spp. vis-a-vis des isolats Al
et A2 de Phytophthora infestans. Les taux d’inhibition varient entre 98 a 99 % jusqu’a atteindre
les 100 % pour la croissance mycélienne, la sporulation et la germination.

L’application des extraits d’hexane et de méthanol des filtrats de cultures des 13 isolats de
Trichoderma spp. sur les disques foliaires sains de pomme de terre ont également prouvé leur
pouvoir inhibiteur sur la pathogenicité des deux isolats de Phytophthora infestans.

Dans ce sens, les extraits methanoliques des filtrats de cultures des isolats de Trichoderma
spp.: TC , TE, TG et TK peuvent étre préconisés dans la lutte biologique contre le mildiou de la
pomme de terre. Cette étude a confirmé donc le potentiel antagoniste de la partie non protéique
des filtrats de cultures des isolats de Trichoderma spp. sur Phytophthora infestans

Mots clés: Phytophtora infestans, Trichoderma spp., CG-MS, FTIR, pouvoir antagoniste.



Abstract

Evaluation of the antagonist activity of the non-protein part of the cultures
filtrates of Trichoderma spp. Isolates against Phytophthora infestans de Bary.

This work focused on identifying groups and chemical compounds of the non-protein part of
culture filtrates of 13 isolates of Trichoderma spp. issued from Algeria tomato crop rhizosphere
and the evaluation of their antioxidant activity and antagonistic towards both Al and A2 isolates
of P. infestans.

Chemical analysis of the butanol extracts culture filtrates of isolates of Trichoderma spp.
revealed 16 functional groups with certain similarities between all isolates and the dominance of
acids, alkanes, aromatic groups and alcohols by FTIR (Fourier Transformed Infra Red
spectroscopy). Furthermore, 32 metabolites were observed from the methanolic extracts and
hexane culture filtrates of Trichoderma spp. with the dominance of the 2H-pyran-2-one, 6-pentyl
(6PP) identified by GC-MS (Gas chromatography linked to mass spectrometry).

The antioxidant activity by UV spectroscopy using the method of trapping of the free
radical DPPH said moderate reducing power compared to ascorbic acid for methanolic extracts
of culture filtrates of all isolates of Trichoderma spp.

A significant antifungal activity was confirmed in vitro for the methanol extract and hexane
culture filtrates of certain isolates of Trichoderma spp. against Al and A2 isolates of
Phytophthora infestans. The inhibition rate ranged between 98 to 99% until 100% for mycelial
growth, sporulation and germination.

The application of the hexane extracts and methanol filtrates of cultures of 13 isolates of
Trichoderma spp. Healthy leaf discs of potato have also shown their inhibitory power on the
pathogenicity of the two isolates of Phytophthora infestans.

In this sense, the methanol extracts of Trichoderma spp .cultures filtrates of isolates: TC,
TE, TG and TK can be recommended in the biocontrol of late blight of potato. This study
confirmed, therefore, the potential antagonist of the non-protein part of Trichoderma spp. culture
filtrates against Phytophthora infestans.

Keywords: Phytophthora infestans, Trichoderma spp., GC-MS, FTIR, antagonist power.
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INTRODUCTION



Introduction

La pomme de terre occupe une place trés importante dans l’alimentation humaine (Alloy
.,2009).C” est une culture stratégique de par sa position dans le monde ou elle occupe la
quatrieme place aprées les cultures de blé, de riz et de mais. En Algérie, la pomme de terre se
classe en téte des cultures maraichéres, tant sur le plan superficie que par le niveau de
production (Badaoui et al., 2011).cette culture est sujette a plusieurs attaques des ravageurs et
maladies fongiques telle que le mildiou (Phytophthora infestans) ,qui est une maladie
cryptogamique redoutable de la pomme de terre.

Dans les années 1840, P. infestans a provoqué la grande famine européenne marquée par la mort
d’un million d’Irlandais et I’exil d’un autre million et demi (Mercure et al., 1998).

Ces dernieres années, des souches extrémement agressives, la plupart résistantes

aux fongicides synthétiques courants ont fait leur apparition, créant de nouveaux défis pour les
producteurs de pommes de terre et de tomates. Elle peut détruire toute une récolte et se traduire
par une perte compléte de rendement (Kuepper et Preston, 2004).

En effet, cette derniére peut atteindre les 100%, et en moins de trois semaines, une culture de
pomme de terre peut étre entierement détruite (Gaucher et al. ,1998). Les attaques précoces
induisent une diminution de la photosynthese, alors que les attaques tardives conduisent a une
baisse de la qualité des tubercules (Radtke et Rieckmann, 1991 ; Dubois, 2009)

En 2007, les variations climatiques ayant caractérisé le mois de mars avec alternance de pluies
fortes et temperature supérieure a 15°C, ont favorisé et accéléré 1’apparition d’une forte
épidémie du mildiou durant le printemps, surtout dans 1’Ouest du pays ou les dégats les plus
importants sur culture ont été enregistrés. D'aprés Le Quotidien d'Oran 75 % de la récolte de la
pomme de terre de consommation a été détruite par le mildiou en 2006, dans la wilaya de

Mostaganem, principalement a Sirat et Bouguirat.

De ce fait, 'INPV a lancé une enquéte sur cette maladie depuis 2010-2013 en collaboration
avec 8 stations régionales situées a 1’est, centre et ouest du pays dont les objectifs était de
dépister la présence de la souche de type A2 au niveau des zones a vocation pomme de terre
afin d’¢établir une carte phytosanitaire représentative des zones révélant la présence de la souche
A2 et évaluer I’incidence des traitements sur le développement de la maladie ( INPV, 2013).

La lutte contre le mildiou de la pomme de terre le plus souvent fait recours a la lutte chimique

en utilisant par alternance des produits de contact et systémiques. Toutefois, 1’utilisation massive



de fongicides systémiques a conduit a la sélection d’isolats résistants a ces maticres actives, qui
appartiennent principalement au groupe des phénylamides (métalaxyl) (Gisi et Cohen., 1996).
Aussi, la lutte biologique représente donc, une approche novatrice a la gestion des maladies des
plantes d'importance agricole, qui est basé sur la capacité d'un organisme a détruire les agents
phytopathogénes ou a inhiber leur croissance (Whipps et Lumsden, 2001).

En effet, certaines espéces de Trichoderma ont été évaluées comme agents de lutte biologique
en raison de leur capacité antagoniste et hyperparasite (Harman et al,. 2004; Benitez et al.,2004;
Avila-Miranda et al., 2006)

Dans ce sens ,notre travail est consacré a I'étude de la partie non protéique des isolats de

Trichoderma spp . il s’artienne autour des points suivants :

e Extraction des métabolites secondaires des isolats de Trichoderma spp. issus d’Algérie,

e Identification des groupes et des composés chimiques des isolats de Trichoderma spp,

e Evaluation de leur activité antioxydante et antagoniste in vitro et in vivo vis-a-vis de
deux types sexuels Al et A2 de P. infestans ont. de Bary. agent responsable du mildiou

de la pomme de terre.



PARTIE
BIBLIOGRAPHIQUE



1.2 Apercu sur la pomme de terre

1.1.1 Origine et historique de la pomme de terre

La pomme de terre est originaire des hauts plateaux andins de la cordillére des Andes (Hawkes,
1990). Elle fut introduite en Europe par 1’Espagne au milieu du XVI*™ siécle. Ce n’est qu’a la
fin du XVI1®™ siecle qu’elle figure dans I’alimentation humaine en France (Spire et Rousselle,
1996 in Montarry, 2007). Propagée aussi bien par les anglais que par les espagnoles ,la pomme
de terre a gagné le reste de I’Europe (Robuchon, 1994 ; Rousselle et al., 1996). Depuis, elle

s’est répandue dans le monde entier

Cette culture a été ramenée et propagée par les andalous en Algérie. Elle a été faite par les
francais en 1856 et en 1898, mais notre pays était déja un pays importateur de pomme de terre

de consommation (Inva, 2007 ; Carrier, 2008).

1.1.2 Description botanique

La pomme de terre appartient a la famille des Solanacées. C’est une espece a multiplication
végeétative, cultivée pour ses tubercules, organes de réserve et de multiplication riches en
substances nutritives, majoritairement glucidiques (amidon) (Soltner, 2005).

C’est une plante herbacée, tubéreuse, vivace, mais cultivée comme une plante annuelle. Son
systéme racinaire est fasciculé et tres ramifié. 1l a tendance a s'étendre superficiellement mais
peut s'enfoncer jusqu'a 0,8 metre de profondeur. Il est constitué de racines adventives qui
apparaissent a la base des bourgeons du tubercule ou sur les nceuds des tiges enterrées. Pour cette
raison, le tubercule doit étre planté a une profondeur telle qu'elle permette une formation
adéquate des racines et des stolons (Bock, 2012).

Les tubercules sont comestibles, de taille variable et de forme oblongue, plus ou moins allongée,
cylindrique, lisse ou bosselee selon les variétés. A leur surface, on peut observer des yeux
alignés sur cing génératrices et disposés selon une courbe hélicoidale qui court depuis la cicatrice
basale jusqu'a I'apex. La couleur de la peau est généralement jaune, mais peut étre rouge, noire,
ou rose. La couleur de la chair est blanche, jaune plus ou moins foncé, rose ou violette selon les
variétés (Bock, 2012).

Les feuilles sont caduques, alternes et, vont de dix a vingt centimetres de long. Elles sont
insérées sur la tige selon une phyllotaxie spiralée et comptent 7 a 9 folioles de forme lancéolée et

de taille héterogene, les plus petites folioles s'intercalent par paires entre les plus grandes. Les



feuilles basales peuvent parfois étre entieres. Elles présentent des poils ou trichomes a leur

surface, en quantité variable selon les cultivars (Bock, 2012).

L'inflorescence est une cyme qui nait a I'extrémité de la tige. Elle compte d'une a trente fleurs,
généralement entre 7 et 15. Le nombre d'inflorescences et le nombre de fleurs par inflorescence
varient fortement selon les cultivars. Le fruit de la pomme de terre est une baie qui ressemble a
une petite tomate. Il n'est pas comestible. Sa forme peut étre sphérique, allongée ou ovoide. Son
diamétre varie généralement de 1 a 3 cm et sa couleur peut aller du vert au jaunatre, ou du

marron rougeatre au violet (Bock, 2012)

1.1.3 Cycle biologique de développement

La pomme de terre est une espece a multiplication végétative. Sa reproduction est assurée par
un tubercule. (Rousselle et al., 1996).Le cycle de la pomme de terre dure trois a quatre mois,
depuis le semis jusqu’a la destruction de 1’appareil végétatif (Martin, 2004). 1l se déroule en

trois phases principales :

1.1.3.1 Phase de germination

Lorsqu’un tubercule germé est planté en terre, ses germes se transforment en tiges feuillées qui
donnent au-dessus du sol, des rameaux et en dessous des stolons (Madec, 1966 in Montarry,
2007).

1.1.3.2 Phase de tubérisation

Elle commence par l’arrét de 1’élongation des stolons et la formation des ébauches des
tubercules, qui une fois différenciés, vont grossir en emmagasinant des substances de réserve
formées a partir des metabolites synthétisés par la plante au niveau du feuillage (Jolivet, 1969 in
Montarry, 2007). La maturation des tubercules se traduit par un jaunissement du feuillage suivi

d’un desséchement total du systéme aérien.
1.1.3.3 Phase de repos végétatif

Aprés la récolte, durant cette phase, les tubercules méme placés dans des conditions optimales
de température et d’humidité, leurs bourgeons sont incapables de croitre pour produire des
germes. A la fin du repos végétatif, le germe entre en croissance s’il n’y a pas de dormance

induite par les conditions du milieu (Madec, 1966 in Montary, 2007).

1.1.4 Variétés de pomme de terre

Chague année de nouvelles variétés font leur apparition alors que d’autres tombent dans 1’oubli
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(Laumonnier, 1979). D’aprés le Guide d’identification et fiches descriptives de Arvalis
(2008),il existe des milliers de variétés, qui sont tres différentes de par leur taille, leur forme,
leur couleur, leur usage culinaire et leur goQt. La classification variétale repose sur une des
descriptions officielles basées sur de nombreux caractéres morphologiques et quelques
caracteres physiologiques qui leur permettent d’étre identifiables visuellement des autres
variétés (Peron, 2006).

En Algérie, le nombre de variétés de pomme de terre multipliées reste trés limité. En effet, sur
les 122 variétés inscrites dans les listes provisoires parues dans le journal officiel n® 07 du 28
janvier 2009, environ 20 variétés sont multipliées, dont huit variétés a peau rouge (Désirée,
Kondor, Bartina, Pamela, Rubis, Rodeo, Amorosa, Sarpo Mira) et douze a peau blanche
(Spunta, Atlas,Timate, Fabula, Arnova, Valor, Liseta, Burren, Safrane, Escort, Alaska, Ditta,
Arinda) (CNCC, 2010).

1.1.5 Importance de la pomme de terre

La pomme de terre représente une bonne source d’énergie grace a 1’amidon renfermé dans son
tubercule, elle contient environ 90 k cals pour 100 g. En comparaison a d’autres céréales, elle
est peu calorique (100 et 250 Kcal pour le pain, les pates et le riz) (Oswaldo, 2010).

Elle est également, pleine de vitamines et minéraux essentiels. La pomme de terre apporte les
vitamines : B1, B2, B5, B6, B9, K et C .Elle contient aussi une quantité importante de fer

mangangse et potassium.

1.1.6 Situation de la pomme de terre

La pomme de terre est cultivée dans plus de 150 pays. Elle joue un réle clé dans le systeme
alimentaire mondial. C’est la principale denrée alimentaire non céréaliere du monde qui vient en

quatriéme position apres le blé, le riz et le mais qui constituent la base de l’alimentation

humaine. (FAOSTAT, 2015).

En 2013, la production mondiale de pommes de terre est estimée a 368.1 millions de tonnes,
pour une surface cultivée de 19.4 millions d’hectares, soit un rendement moyen de 18.9 tonne par
hectare. Ce chiffre n’inclut pas les plants (semences) qui représentent 32.2 millions de tonnes.
C’est la chine qui occupe le premier rang des pays producteurs avec une production qui atteint
88.9 millions de tonnes en 2013 (Tableau 1) (FAOSTAT, 2015).

Le tableau ci-dessous représente 1’évolution de la surface cultivée en pomme de terre, la

production et le rendement par hectare ainsi que la quantité de semence produite dans le monde
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durant la derniére décennie (2003-2013).

Tableau 1 : Evolution de la production mondiale de pomme de terre entre 2003 et 2013.

Années Surface cultivée Production Rendement | Semences

(M ha) (Mt) (t/ha) (Mt)
2003 191 314.8 16.4 34.8
2004 19.2 336.2 17.5 34.6
2005 19.3 326.7 16.8 32.6
2006 18.4 307.3 16.7 32.9
2007 18.6 323.9 17.3 30.8
2008 18.1 329.9 18.1 31.5
2009 18.7 334.7 17.9 32.3
2010 18.7 333.4 17.8 32.7
2011 19.2 374.2 194 32.9
2012 19.2 364.8 19.0 28.1
2013 19.4 368.1 18.9 32.2

(FAOSTAT, 2015).

En 2013, I’ Algérie a occupé la deuxieme place, apres I’Egypte, dans la production de la pomme
de terre en Afrique. La production nationale durant la derniére décennie (2003-2013) a augmenté
de 1 879 918 tonnes en 2003 a 4 400 000 tonnes en 2013 pour une augmentation de la surface
cultivée de 88 660 hectares en 2003 a 140 000 hectares en 2013. L’accroissement du rendement
est aussi tres significatif de 21.20 tonnes par hectare en 2003 a 31.43 tonnes par hectare en
2013 ; c’est en dehors de la production de semences qui montre une nette augmentation durant

cette période (Tableau 2) (FAOSTAT, 2015).



Tableau 2 : Evolution de la production nationale de pomme de terre entre 2003 et 2013.

Anngées Surface Production (t) Rendement Semences (t)
cultivée (ha) (t/ha)
2003 88 660 1879918 21.20 99 664
2004 93 144 1896 270 20.35 106 697
2005 99 717 2 156 550 21.62 105 743
2006 98 825 2180961 22.06 84 893
2007 79 339 1 506 859 18.99 98 270
2008 91 841 2171 058 23.64 112 479
2009 105 121 2 636 057 25.07 130 536
2010 121 996 3300 312 27.05 141 136
2011 131903 3862 194 29.28 148 373
2012 138 666 4219 476 30.43 148 373
2013 140 000 4 400 000 31.43 149 800

(FAOSTAT, 2015).

Malgré cette nette augmentation des rendements, la production nationale n’arrive pas a satisfaire
les besoins nationaux en semences de pomme de terre. Rappelons que 80% des besoins en
semences proviennent de 1’importation (d’un montant de 60 millions d’Euros) ; signalons
¢galement que 1’auto approvisionnement en semences représenterait un taux variant entre 10 et
20% de la production locale, ce volet ne concerne que la tranche d’arriére-saison et une partie de
la tranche primeur (MADR, 2010).

Pour la premiere fois de son histoire, I’ Algérie a produit, en 2013, plus de pomme de terre que
de céréales. Selon les bilans publiés par le ministere de 1’agriculture, le pays a produit 45
millions de quintaux de pomme de terre, un nouveau record, contre 44 millions de quintaux de

céréales.

La pomme de terre est cultivée sur tout le territoire, y compris dans les oasis du sud du pays,
avec I’apparition récente du bassin spécifique d’El Oued, ou la pomme de terre est devenue une

spéculation majeure en quelques années.

En Algeérie la pomme de terre est cultivée selon trois types de culture qui sont : la saison,
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l'arriere-saison et la primeur, on enregistre des plantations durant pratiquement toute 1’année, a

I’exception des mois de mai et juin (Amrar, 2005).

Ces périodes de plantations s’étalent durant I’année comme suit :

- De janvier a début avril pour la culture de saison ;
- De juillet a septembre pour la culture d’arriére-saison ;

- D’octobre a décembre pour la culture de primeur.

Par tranche de culture la production est répartie comme suit :

- Arriére-saison : 1,6 million de tonnes.
- Primeur : 0,14 million de tonnes.
- Saison : 2,2 millions de tonnes.

- semence : 0,45 million de tonnes.

Cependant, si I’on retient les quinze wilayate ou elle occupe plus d’un millier d’hectares, on

pourra alors distinguer dans les zones du littoral et du sub-littoral, trois bassins de production

(Chehat, 2008) :

- ’Ouest, constitué par les wilayate de Tlemcen, Mostaganem et Chlef ;

- Centre, regroupant les wilayate d’Ain Defla, Tipaza, Alger, Boumerdes, Bouira et Tizi-Ouzou ;

- Est, représenté par la wilaya de Skikda sur le littoral et de Guelma, Setif, Mila et Batna a
I’intérieur.

Selon MADR, la production nationale de pomme de terre a doublé entre 2009 (2,6 millions de

quintaux) et 2015 (4,5 millions gx) avec une extension des superficies de 105 000 ha en 2009 a

151 000 ha en 2015.

1.1.7 Principaux problemes phytosanitaires de la pomme de terre

Les maladies occasionnées sur la culture de pomme de terre peuvent toucher tous les organes de
la plante en cours de végétation, aussi bien que les tubercules en phase de stockage (Tableau 3).
Les dommages économiques peuvent étre tres importants, provenant aussi bien de la diminution,
voire la destruction totale de la récolte, que de la baisse de qualité qui peut conduire a des
déclassements importants, notamment pour la production de pommes de terre de semences. Les
principaux problémes phytosanitaires rencontrés sur pomme de terre selon; Radtke et
Rieckmann, 1991 ; Reckhaus, 1997 ; Struik et Wiersema, 1999 ; Mulder et turkensteen, 2005 ;
Gnis et Arvalis, 2008; Ait ouada et al., 2008 sont présentés dans le Tableau 3.



Tableau 3 : Les principaux agents pathogénes infectant la pomme de terre

Origine

Maladies
fongiques

Maladies
virales

Maladies
bactériennes

Maladies
nématodes

Insectes

a

Maladies

Rhizoctone brun
Dartrose
Mildiou
Alternariose
Sclerotiniose
Verticilliose
Fusariose
Gangréne

gale argenté
Oosporiose
Gale poudreuse
Gale verruqueuses

Pourriture rose
Rhizoctone violet
Pourriture séche

PVY genre Potyvirus
PVX genre Potexvirus
PLRV genre Luteovirus
PV'S genre Potyvirus
PVA genre Potyvirus
Flétrissement bactérien
Jambe noire
Flétrissement bactérien
Gale commune

Nématodes a kyste
Nématodes a galles

La teigne

Doryphore

Agent causal

Rhizoctonia solani Kdhn.

Colletotrichum coccodes (Wallr.) S.J. Hughes
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary
Alternaria solani Sorauer. et Alternaria alternata

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary
Verticillium spp

Fusarium oxysporum Schlecht

Phoma exigua var exigua Sacc.

Helmintosporium solani

Polyscytalum pustulans (Owen et Wakefield) Ellis
Spongospora subterranea (Wallr.) Lagerh.
Synchytrium endobioticum Schilb

Phytophthora

Rhizoctonia crocorum Pers.

Fusarium solani (Mart.) Sacc. Fusarium roseum
Le virus Y de la pomme de terre

Le virus X de la pomme de terre

Le virus de I'enroulement de la pomme de terre
Le virus S de la pomme de terre

Le virus A de la pomme de terre

Ralstonia solanacearum

Erwinia carotovora

Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus
Streptomyces scabiei

Globodera pallida, Globodera rostochiensis
Meloidogyne spp.

Phythorimaeaoperculella

Leptinotarsadecemlineata



1.2 Geénéralités sur le mildiou de la pomme de terre

Le mildiou, causé par P. infestans, est une maladie tres redoutable de la pomme de terre et de la

tomate non seulement dans les régions tempérées mais pratiguement dans toutes les zones de
production de ces cultures (Fry et al., 1992). Cette maladie n'a pas cessé de faire couler I'encre
depuis son apparition dramatique en Irlande en 1845-46 ou elle a provoqué une grande famine
qui a entrainé la mort de plus d'un million d'habitants et la migration de plus d'un million et demi
de personnes (Fry et Goodwin, 1997 ; Andrivon et Lebreton, 1998). Le centre d'origine de cette
maladie est probablement les montagnes du Mexique Centrale (Niederhausser, 1991 ; Christine
et al., 2000 ) ou la diversité du parasite est maximale et ou la reproduction sexuée du
champignon a toujours existé (Tooley et al., 1986). Ensuite, la maladie s'est manifestée en
dehors du Mexique aprés migration en plusieurs temps (Spielmen et al., 1991 ; Fry et al.,1992 ;
Goodwin et al., 1993 ; Andrivon, 1996). En Afrique, la maladie a été détectée pour la premiére
fois en 1941 (Sediqui et al., 1997).

1.2.1 Symptomatologie

P. infestans I'agent responsable du mildiou de la pomme de terre attaque toutes les parties de la
plante : les jeunes pousses, les feuilles, les pétioles, les bouquets terminaux, les tiges et les
tubercules (Radtke et Rieckmann, 1991).

Au stade précoce, les petites feuilles des jeunes pousses brunissent et se dessechent rapidement
si les conditions d'infection sont favorables. Aux stades végétatifs plus avancés, l'infection se
manifeste sur les tiges par des nécroses qui se répartissent longitudinalement en différentes
zones (Figure 1 ). Ces nécroses s'‘étendent, brunissent et provoquent souvent l'affaissement des
fanes (Paitier, 1980). Les attagques précoces induisent surtout une diminution de la
photosynthése, alors que les attaques tardives conduisent a une baisse de la qualité des
tubercules (Radtke et Rieckmann,1991).

Sur la face supérieure des feuilles, on observe I’apparition de petites taches décolorées qui
brunissent et entourées d’un halo jaune d’aspect huileux. Sur la face inférieure, les
fructifications de I’agent pathogeéne (sporanges et sporangiophores) apparaissent sur le pourtour
des taches et donnent un feutrage blanc caractéristique en conditions humides (Gnis et Arvalis,
2008). Ces taches se développent souvent depuis I’extrémité ou depuis les bords de la feuille et

s’agrandissent rapidement (Radtke et Rieckmann, 1991).

10



Les attaques sur bouquets terminaux se manifestent par un brunissement et un léger
recroquevillement des feuilles apicales. La multiplication du nombre de taches, leur extension
puis leur desséchement peut conduire rapidement & la destruction du feuillage (Gnis et
Arvalis, 2008).

Le symptome typique sur tige est une nécrose brune violacée, s’étendant sur 2 a 10 cm a
partir d’un noeud. Par temps humide, cette nécrose se couvre d’une pulvérulence blanche ou
grisatre, constituée d’organes de multiplication du pathogéne (Rousselle et al., 1996).
L'infection des tubercules se manifeste sur la peau par des Iésions grisatres irréguliéres, tandis
que la chair présente une altération de couleur brunatre avec une texture souvent granuleuse.

Il en résulte une pourriture seche (Thurston et Shultz, 1981 ; Henfling, 1987 ) (Figure 1).

Figure 1 : Symptémes du mildiou sur plants de pomme de terre en plein champ

a,b : Symptomes du mildiou en plein champ ¢ : Symptdmes du mildiou sur plant
d,c: Symptomes du mildiou sur tige et feuilles  f: Symptomes du mildiou sur tubercules

1.3 Généralités sur I’agent pathogene

Montagne (1845) a donné pour la premiére fois le nom de Botrytis infestans (Mont.) comme
’agent pathogéne responsable de la maladie du mildiou, puis de Bary. en 1863, la transféré au
genre Peronospora d’ou le nom de Peronospora infestans (Mont.) de Bary. et ce n’est que
vers1l876, que de Bary. Le transféra au genre Phytophthora, caractérisant ainsi l'agent
pathogene qui cause la maladie du mildiou de la pomme de terre. Le terme Phytophthora,
signifie « destruction des plantes » (Mulder et turkensteen, 2005).

C’est une espece hétérothallique incapable de se reproduire sexuellement sans la présence des
deux types de compatibilité sexuelle opposés (Al et A2) pour donner la formation d’oospores
(Smoot et al., 1958). Ces dernieres peuvent passer 1’hiver dans le sol sans avoir besoin de
tissus végétaux de I’hote, et donner un inoculum infectieux.

Rappelons que, ces deux types de compatibilité sexuelle coexistaient depuis longtemps au
Mexique, et la détection du type A2 n’a été rapportée, en dehors de son pays d’origine, en

Europe, qu’a partir des années 1981 (Hohl et Islin, 1984 ; Drenth et al., 1993).
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1.3.1 Aspect cultural et morphologique

Phytophthora infestans se comporte dans la nature comme un biotrophe obligatoire (Isaac,
1992 ; Kosack et Parker, 2003), mais il peut tout de méme étre isolé et cultivé en milieu de
culture artificiel (Adrion, 1995) (Figure 2).

P. infetans , possede un mycélium coenocétique hyalin et présente un développement
endogéne via la formation d'haustoria (Thurston et Shultz, 1981).

Le caractéere morphologique principal de ce pathogene est la présence de renflement ou de
gonflement au niveau des sites de ramification en particulier aux points de la formation des
sporocystes (Thurston et Schltz, 1981) .Ces derniers en position terminale ont une forme et
une taille qui varie selon les isolats. Les sporanges sont citriformes ou limoniformes

possédant une papille apicale.

Ces derniers renferment des cellules mobiles appelées zoospores qui assurent la reproduction
asexuée. Ces zoospores se déplacent grace a deux flagelles dissemblables, le flagelle orienté
postérieurement est lisse et celui orienté antérieurement est couvert de poils particulierss.
(Bouchet et al., 2000).

Les oospores sont pour la plupart de forme aplerotique avec un diametre moyen d'environ 30
um (Gallegly et Hong, 2008). Ces derniers en germant produisent des sporanges. Les oogones
sont globuleuses, d’un diamétre de 37 pum, alors que les anthéridies sont amphygynes et

généralem et de forme allongée (Gallegly et hong, 2008).
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Figure 2 : Aspect cultural et morphologique de Phytophthora infestans
1.3.2 Position taxonomique

P. infestans est un Oomycete de la famille des Pythiacées (Agrios, 1997).Les Oomycetes sont
des Straminopyles, plus proches des algues brunes que des champignons supérieurs (Kroon et
al., 2004 ; Avila-Adame et al., 2006) in Montarry, 2007).

Selon Kirk et al. (2008), la classification de Phytophthora infestans (Mont.) de Bary est

comme suit :
* Régne : Chromistan ou Straminopila
*  Phylum : Oomycota
* Classe : Peronosporea
* Ordre : Peronosporales
*  Famille : Peronosporaceae
* Genre : Phytophthora
* Espece : Phytophthora infestans

1.3.3 Cycle biologique

Le cycle de vie de P. infestans comporte une phase asexuée et une autre sexuee (Figure 3).
Les sporocystes constituent l'unité de la reproduction asexuée. Ces organes sont facilement
détachés des sporangiophores qui constituent un duvet blanc autour des lésions. Les
sporocystes germent soit directement par émission d'un ou de plusieurs tubes germinatifs soit
indirectement par la production des zoospores (Harrison, 1990). Ces propagules seront a
I'origine des contaminations secondaires. L'infection des tubercules se fait souvent par les
zoospores de P.infestans qui sont facilement drainés avec l'eau d'irrigation ou des
précipitations. Le pathogéne infecte les tubercules au niveau des lenticelles, des yeux, des
stolons ou des blessures mais ne pénetre jamais a travers le épiderme intact (Walmsley-
Woodward et Lewis, 1977 ; Pathak et Clarke, 1987). L'importance relative des différentes
voies de pénétration du pathogene dans les tubercules dépendent des conditions de la

croissance et le type de cultivar (Swizynsky et Zimnoch- Guzowska, 2001).

P. infestans est héterothallique et se caractérise par l'existence de deux types sexuels Al et
A2 (Gallegly et Galindo, 1958, Smoot et al., 1958). Aprés confrontation entre les anthéridies
et les oogones, les oospores sont formés selon les réactions de chacun des types sexuels vis a

vis de I'hnormone produite par le type sexuel opposé (Ko, 1988 ; Shaw, 1987). Les oospores
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peuvent étre formés selon trois mécanismes différents : par apomixie,autofertilité ou par
reproduction sexuée croisée. Cependant, I'importance relative des oospores formées par ces
trois voies reste indéterminées (Christine et al.,2000).

Haine et Verlaine (2006), distinguent trois périodes dans le cycle global du mildiou durant
une année : la survie hivernale, I’installation de 1’inoculum primaire au printemps et la
multiplication des cycles et extension de la maladie en été. L’évolution des épidémies se

réalise par succession de cycles de multiplication du mildiou qu’on peut résumer comme suit :

= Contamination : dispersion des spores, germination et pénétration dans les tissus de la
plante

= [Incubation : évolution du Phytophthora dans les tissus de la plante, sans manifestation
extérieure

= Sporulation : éclosion et fructification.
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Figure 3 : Cycle de développement du mildiou (Haine et Verlaine, 2006)
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1.3.4 Gamme d'hotes

En plus de la pomme de terre et de la tomate, plusieurs Solanacées constituent des hotes
préférés de P. infestans (Christine et al., 2000). Cependant, cette pathogeénicité ne se limite
pas seulement aux grandes cultures naturelles. En effet, plusieurs autres cultures appartenant
a d'autres genres et espéces d'arbres tropicaux et arbustes se sont révélées des hdtes pour ce
pathogene (Vartanian et Endo, 1985).

Erwin et Ribeiro (1996) ont rapporté que les inoculations artificielles au laboratoire ou les
observations en plein champ, ont révélé que le pathogéne peut attaquer 89 espéces. Christine
et al.(2000) ont conclu que la large apparition récente de nouveaux génotypes de P.
infestans, a contribué a I'élargissement de la gamme hotes de ce pathogéne. Aux Etats Unis,
plusieurs investigations ont confirmé que la Morelle (S. sarachioides) petunia (Petunia
hybrida) et l'aigre-doux (S. bulcamara) constituent aussi des hotes pour ce pathogene
(Laing, 1998). Christine et al. (2000) ont conclu que la large apparition de nouveaux
génotypes de P. infestans a contribué¢ a 1’élargissement de la gamme d’hdtes de ce

pathogéne.

1.4 Lutte contre le mildiou de la pomme de terre

La lutte contre le mildiou de la pomme de terre doit étre obligatoirement préventive.

La priorité de la stratégie est d’empécher autant que possible I’implantation du pathogéne
dans la parcelle (Rousselle et al., 1996). Lorsque les infections sont déclarées, il faut limiter
le plus possible le développement pour préserver le feuillage, mais aussi pour éviter la
contamination ultérieure des tubercules. En effet, plusieurs méthodes de lutte peuvent étre

préconisées.

16



1.4.1 Lutte prophylactique

Certaines pratiques culturales peuvent contribuer a réduire les sources d'inoculum primaire
et/ou la propagation de la maladie. Ces mesures peuvent étre récapitulées dans les points

suivants :

e L'utilisation des semences de la pomme de terre saines et certifiées (Laing, 1998).

e L'élimination des dechets de triage et les repousses de la culture précedente
(Henfling, 1987 ; Laing, 1998). L’incinération des déchets peuvent aussi &tre utilisés
comme source de paturage pour les animaux. Néanmoins, l'incinération de ces
déchets s'avere le moyen le plus efficace pour détruire ou diminuer la quantité

d'inoculum formé durant la saison agricole précédente.

e L'assainissement du mateériel et des installations d'entreposage ( Laing, 1998).

e Le défanage précoce et total permet souvent d'éradiquer la contamination ultérieure
des tubercules-fils ( Duvauchelle et Andrivon, 1996).

e Ll'utilisation d'une ou plusieurs cultures non hétes de P. infestans dans le cycle de
rotation limite la propagation de l'infection vers d'autres régions encore vierges
(Paitier, 1980).

1.4.2 Lutte chimique

La lutte chimique est basée sur des traitements préventifs, avec 1’utilisation par alternance
de fongicides de contact et systémiques (Gaucher et al., 1998).

En culture, ’application des produits de contact se fait lorsque les plants ont une hauteur de
10 & 15 cm. Ces applications doivent étre répétées reguliérement en cas de formation des
nouvelles feuilles. Les applications des fongicides systémiques sont assurées en période de
forte croissance de la plante jusqu’au défanage afin d’éviter les risques du développement
des spores et leurs descentes vers les tubercules. Une fois que le mildiou apparait, nous
devons raccourcir les intervalles d’applications des traitements fongicides en tenant comptent
de la rémanence de chaque produit utilisé. Des systéemes de prévisions des risques ont été
développés afin de rationaliser 1’utilisation des traitements chimiques. Ils sont basés sur le
développement de modeéles, tels «Guntz et Divoux» utilisés en France depuis 1963, ou
«Blitecast» utilisés aux Etats-Unis, et fondés sur la prévision des périodes climatiques

favorables aux contaminations ( Montarry,2007).
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1.4.3 Lutte génétique

La meilleure alternative a 1’utilisation des fongicides est la lutte génétique. De nombreux
programmes reposant sur I’introduction de genes de résistance ont été engagés, pour la
sélection de variétés de bonne valeur agronomique et une bonne résistance au mildiou. Ces
programmes se sont longtemps basés sur 1’introduction de résistances spécifiques, a caractere
monogeénique. Actuellement, onze de ces génes (R1-R11) ont été identifiés et introduits chez
Solanum tuberosum a partir de S. demissum.

Des genes similaires ont été également identifiés chez d'autres espéces apparentées a S.
tuberosum, telles que S. bulbocastanum, S. berthaultii ou S. phureja. Cependant, ces genes
sont trés rapidement contournés par les populations parasitaires et ne peuvent constituer a
eux seuls une méthode de lutte durable. Les sélectionneurs s’orientent vers la recherche de

résistances polygéniques (Montarry, 2007).

1.4.4 Lutte biologique

La lutte biologique se définie par l'utilisation de micro-organismes vivants ou de leurs
produits pour empécher ou réduire les pertes ou les dommages causés par l'organisme
pathogéne.

Elle consiste a agir sur la régulation des populations de ces organismes nuisibles pour réduire
leurs dégats a un seuil économiquement acceptable, en établissant, au sein de
I'agroécosysteme, un équilibre biologique stabilisé (Spielman ,1991).

Les micro-organismes pathogenes peuvent étre neutralisés pas des mécanismes tres variés
qui aboutissent a leur destruction, ou a leur modification. On appelle ce microorganisme les
antagonistes (Davet ,1996). Plusieurs antagonistes peuvent étre utilisées dans la lutte
biologique .nous citerons les bactéries du genre Pseudomonas, et les champignons du

genre Trichoderma (Davet ,1996).

Par ailleurs, le comportement de plusieurs espéces de Phytophthora est influencé par les
micro-organismes du sol induisant soit la stimulation soit 1’antagonisme (Malajczuk, 1983)
Ainsi, des bactéries antagonistes de P. infestans tels que Xenorhabdus bovienii
(Enterobacteriaceae), Bacillus, Pseudomonas et Sterptomyces, pourraient contribuer a limiter
I’infection du feuillage ou des tubercules de pomme de terre (Malajczuk, 1983 ; Andrivon,
1994). Selon ces auteurs, les différents mécanismes d’antagonisme évoqués in vitro ou dans
le sol vis a vis du P. infestans sont la fongistasie, la lyse structurale du champignon et la
production des antibiotiques.
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1.5 Généralités sur le genre Trichoderma

1.5.1 Historique et taxonomie

Le terme « Trichoderma » a été introduit dans la mycologie en 1794 par Person (Rifai, 1969;
Bisset et al., 1991; Monte et al., 2003 ; Degenkolb et al., 2008). Les champignons
anamorphes du genre Trichoderma, n’ont pas de reproduction sexuée connue, et ce caractére
ne peut donc étre utilisé pour leur systématique (Widden et Scottolin, 1988 ; Vining et al.,
1990; Fujita et al., 1994; Samuel, 2006 ).

En milieu terrestre, leur production d'enzymes, de substances bioactives et leur
développement rapide font des Trichoderma spp. des agents potentiels en agro-alimentaire et
une matiére de choix pour I'exploitation industrielle (Prieto et al., 1997). Quelques especes
¢tablies a ce jour sont d’intérét économique, pour leur production d’enzymes cellulolytiques
et pour leur utilisation comme agents de lutte biologique en raison de leur antagonisme vis-a-
vis d'autres especes fongiques (antibiose, mycoparasitisme, compétition, lyse, promotion de la
plante hote) (Fujita et al., 1994 ; Schirmbdck et al., 1994 ; Roquebert, 1996 ; ; Prieto et al.,
1997 ; Verbist, 2000 ; Kubicek et al., 2003).

La division du genre Trichoderma en especes a fait I'objet de nombreuses études et beaucoup
de polémiques. On se base alors, sur les aspects culturaux et la morphologie des appareils
sporogénes (Roquebert, 1996) ainsi que, sur le matériel génétique en s'appuyant sur des

techniques de biologie moléculaires (Gams et Bissett, 1998).

Si on répertorie succinctement les dates les plus importantes qui ont marqué la
systématique des Trichoderma spp, on se rend compte que leur position taxonomique n'a
pas été facile. En 1794, Perso on décrit le premier Trichoderma sp.et établit 4 espéces. En
1821, Fries classa les Trichoderma sp. parmi les Gastéromycétes. En 1860, Tulasne a
reconnue I’absence de formes téléomorphes (sexuées) chez ce genre. En 1871, Harz
insiste sur l'importance des caractéres morphologiques (phialides) pour leur

identification.

En 1916, Waksman décrit 6 nouvelles souches de Trichoderma spp. en utilisant des critéres

macroscopiques. En 1926, Abbot identifie 4 especes de Trichoderma avec d’autres critéres.

En 1939, Bisby propose une unique espece : Trichoderma viride. Durant 24 ans, toute espéce

fongique a spores vertes était considérée comme étant un Trichoderma sp.
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En 1963, Gutter et Monbasher ont démontré la variabilité des especes de Trichoderma en
fonction des conditions environnementales. En 1969, Rifai propose une classification
utilisable avec le concept «d'especes agrégées», basée sur les caracteres microscopiques. Une
espece agrégeée est une entité composée de groupement d’especes tres similaires, difficiles a
séparer. Neuf espéces agrégees ont été décrites (T. aureoviridae Rifai., T. hamatum Bain.,
T.harzianum Rifai., T.koningii Oudemans., T.longibrachiatum Rifai., T.piluliferum Webster
et Rifai., T.polysporum Rifai, T pseudokoningii Rifai.et T.viride Gray.), tout en tolérant une

certaine variabilité au sein de chaque espece agrégée (Rifai., 1969).

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

En se basant sur la morphologie des conidiophores et des phialides, il regroupe les espéces
agrégées dans 5 sections (Trichoderma, Pachybasium, Hypocreanum, Longibrachiatum et
Saturnisporum) (Figure. 3) (Leuchtmann, 1996 ; Lieckfeldt et al., 1998 ; Landreau, 2001.,
Dodd et al. , 2002).
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Figure 4 : Sections systématiques de Trichoderma spp. et quelques espéeces agrégées de Rifai
(1969 in Bisset, 1991)
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Le systeme taxonomique de Bissett est aussi appuyeé, entre autres, par des approches de
biologie moléculaire (PCR), pour répondre au positionnement de nouvelles especes de
Trichoderma identifiées (dont les formes téléomorphes sont souvent non identifiées) et reste
le plus fiable actuellement (Lillard-Roberts, 2004).

La méthodologie de cette taxonomie, repose sur des comparaisons de I'aspect morphologique,
le profil métabolique, I'examen phylogénétique et la sequence d'ADN avec des bases de

données de références internes au laboratoire de Bissett (Canada) (Lillard-Roberts, 2004).

Les espéces de Trichoderma ainsi que leurs rares formes téléomorphes observées sont

classées parmi les Ascomycetes du genre Hypocrea (Sugiyama, 1987 ; Kubicek et al.,2003).

Sous certaines conditions méconnues, les Hypocrea spp. (téléomorphes) se transforment «
définitivement » en Trichoderma spp. (anamorphes). On pense alors que I'évolution a conduit
a la disparition du mode sexué pour I'établissement d'un genre a reproduction exclusivement

asexuée (Roquebert, 1996).

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

Trichoderma spp. (Cournut, 1984 ; Sugiyama, 1987).
La position taxonomique actuelle des Trichoderma est la suivante (Bisset et al.,2004)

Embranchement : Amastigomycota et/ou Eumycétes

Sous embranchement:  Ascomycotina

Classe : Sordariomycetes

Ordre : Hypocréales

Famille : Hypocraceae
Genre : Trichoderma
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1.5.2 Aspect cultural et Morphologie

Les colonies fongiques peuvent étre Iégérement floconneuses ou bien compactées en touffes.
Entre ces deux extrémes, existent des aspects intermediaires. Les colonies sont colorées en
fonction de la pigmentation des phialides. La conidie donne naissance a un mycélium d'abord
blanc et stérile en forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible sur les

parties aériennes du mycélium, correspondant a la conidiogenése (Mohamed-Benkada, 2006).

Au microscope optique on peut observer un mycélium composé d’hyphes jaunes, septeés,
ramifiés a parois lisses. Les conidiophores ont une forme conique ou pyramidale. Tres
ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de quilles. A leur tour, les phialides
portent les spores (phialospores ou bien conidies) (Cournut, 1984 ; Landreau, 2001, Kubicek
et al.,2003).

1.5.3 Ecologie

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

En effet, les Trichoderma spp. sont remarquables pour leur croissance rapide et leur capacité
a utiliser différents substrats et sont, par conséquent, I'élément majeur dans la mycoflore
terrestre et marine (Widden et Abitrol, 1980 ; Kubicek et al., 2003).

Les Trichoderma spp. terrestres se développent quasiment dans tous les sols (forestiers ou
cultivés) et sur les végétaux en décomposition. Ils contaminent fréquemment le compost de la
culture industrielle des champignons comestibles, mais sont rarement parasites des plantes
vivantes (Roquebert, 1996 ; Esposito et Silva, 1998).

Dans la mer, les Trichoderma spp. sont marins facultatifs (Kohlmeyer et al., 1979 ; Liberra
et Lindequist, 1995). Ils ont été identifiés a tous les niveaux et isolés a partir d'algues marines
(Rhodophyta sp. et Phaeophyta sp.) prélevées de la cote atlantique et mediterranéenne

ibériques (Genilloud et al.,1994) ainsi qu'a partir de moules au Canada (Brewer et al., 1993).

L'abondance des Trichoderma spp. dans les écosystemes est due a leur capacité a produire
diverses substances bioactives et des enzymes. lls sont de ce fait un maillon important dans
les chaines biologiques (Widden et Abitrol, 1980 ; Vining, 1990 ; Kubicek et al., 2003).
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Les Trichoderma spp. Sont des saprophytes omniprésents dans le sol. lls sporulent
abondamment, ont peu de besoins nutritionnels, peuvent croitre rapidement et produire des
gammes diversifiées de métabolites secondaires, En outre, ils ont la capacité de transformer
une variété extrémement large de matériaux organiques naturels .lls sont bien connus
comme hyper-producteurs d'enzymes de dégradation comme les chitinases et les cellulases.
Ils ont été promus indirectement comme agents de lutte biologique et stimulateurs
décroissances des plantes (Papavizas,1985;Elad,2000;Dubey et al.,2007;Jayalakshmi et
al.,2009).

Les especes de Trichoderma utilisent généralement les sources d'azote a partir de composes
d'ammonium et de protéines, I'assimilation du nitrate est rare et dépend de I'espéce (Mahesh
et al.,2005 ).Les substrats carbonés trés diversifiés comprennent une large gamme de sucres;
certaines especes peuvent utiliser I'inuline, raffinose, saccharose, acides tannique et gallique
(Gond et al.,2007; Olejnikova et al., 2011).

1.5.4 Intérét de I’utilisation de Trichoderma spp. dans I’agriculture biologique

Le Trichoderma a été utilisé comme agent de lutte biologique contre un large spectre de
phytopathogénes. Son antagonisme se manifeste généralement soit par une compétition, un
mycoparasitisme, ou par une antibiose. Ces mécanismes peuvent intervenir seuls, en
association ou séquentiellement (Lepoivre,2003).

Par ailleurs, les travaux de Baker (1988) ont montré que certaines souches de Trichoderma
semblaient exercer une action stimulatrice sur la croissance de certaines plantes. Dans ce
cadre, Lynch et al. (1991) ont étudié I'effet de Trichoderma sur la croissance de la laitue et
son aptitude & lutter contre Rhizoctonia solani Kuhn. et Pythium ultimum Trow. Ils ont aussi
démontre l'effet de certaines souches de Trichoderma sur la croissance de la laitue et la

germination des graines en absence de tout agent pathogene.

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

La recherche sur les propriétés antagonistes de Trichoderma spp. a progressé depuis la
découverte en 1932 de Trichoderma lignorum (révelé plus tard T.atroviride) agissant
comme un parasite sur d’autres champignons (Weindling, 1932 in Schuster et Schmoll,2010;
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Harman,2011). De nombreuses especes de Trichoderma, principalement T.harzianum,
T.virens et T.asperellum sont utilisées dans la lutte biologique contre les champignons
pathogenes des plantes tels que Armillaria, Botrytis, Chondrostereum, Colletotrichum,

Dematophora et Diaporthe.

1.6 Modes d’action de Trichoderma spp

1.6.1 Mycoparasitisme et enzymes lytiques

L’abondance de Trichoderma spp. dans les écosystemes est due a leur production élevée d’enzymes
hydrolytiques et leur mycoparasitisme basé sur la sécrétion d’un ensemble complexe d’enzymes
dégradant la paroi cellulaire de divers hétes (Calistru et al.,1997; Eziashi et al., 2006; Reino et al.,
2008). Un systeme multi-enzymatique important a été décrit chez des espéces de Trichoderma: les
cellulases (Castro et al.,2010) les chitinases (De la Cruz et al.,1992), B-1,3-glucanases (Lorito et
al.,1994;Noronha et Ulhoa, 1996 ; Ait-Lahsen et al., 2001) et des protéases (Geremia et al.,
1993;Howell, 2003).

Le mécanisme du mycoparasitisme comprend les étapes suivantes :

1.6.1.1 Stimulation

Trichoderma spp. percoit la présence de son héte, ses hyphes se dirigent directement vers lui par
chimiotropisme. Différentes especes peuvent suivre différents modéles d'induction, mais en général
les champignons produisent des exochitinases a de faibles niveaux dont la diffusion de ces
dernieres catalyse la libération des oligomeres de la paroi fongique du champignon cible, et a leur
tour en induisent I'expression des endochitinases qui attaqueront le champignon cible avant le
contact (Viterbo et al.,2002; Brunner et al.,2003).
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1.6.1.2 Reconnaissance et I’enroulement

L'attachement se fait par la liaison des glucides de la paroi fongique du Trichoderma a des lectines
sur le champignon cible. Une fois que le Trichoderma est attaché, il s'enroule autour de I'agent
pathogene et forme des appressoria contenant des concentrations élevées de solutés osmotiques tels

que le glycérol (Benitez et al.,2004).

1.6.1.3 Pénétration et la lyse

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

1.6.2 Antibiose et métabolites secondaires

L’antibiose est le processus de sécrétion des composés antimicrobiens par des champignons
antagonistes pour lutter contre les agents pathogenes dans leurs zones de croissance (Verma et
al.,2007).Les Trichoderma spp. produisent des antibiotiques potentiels mais aussi plus de 100
métabolites avec une activité antibiotique, y compris de Polykétides, Pyrones, Terpénes et des
Polypeptides utilisés dans la chimio- taxonomie des especes (Keszler et al.,2000;Degenkolb et al.,
2008).

1.6.3 Compétition pour les nutriments et I’espace

La compétition pour le carbone, I’azote et d'autres facteurs de croissance, ainsi que, celle pour
I'espace ou les sites spécifiques d'infection, sont utilisées par les agents de lutte biologique,
Trichoderma spp. ont une forte capacité a utiliser et métaboliser les nutriments du sol, qui le
rendent plus compétitives a de nombreux micro-organismes du sol (Benitez et al.,2004).
T.harzianum est capable de contrdler Botrytis cinerea agent de la pourriture grise de la vigne en
colonisant les tissus floraux (Vinale et al.,2008).Sivan et Chet (1989) ont demontré que la
compétition pour les nutriments est le principal mécanisme utilise par T.harzianum pour controler

Fusarium. Oxysporum f. sp. melonis.

1.7 Les métabolites secondaires fongiques

Beaucoup de mycetes et de bactéries peuvent produire des composés appelés métabolites
secondaires (Demain et Fang, 2000). Habituellement, ils sont sécrétés sous forme de

mélange qui représente une structure chimique unique (Hawksworth et al., 1995; Boiron,
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1996). Les meétabolites secondaires peuvent avoir des activités antibiotiques,
pharmaceutiques, immunosuppressives et toxiques (mycotoxines et phytotoxines) (Jae-
Hyuk et Keller, 2005; Keller et Woobok, 2005).

Chez les mycétes, la production de métabolites secondaires est un processus couplé au
développement morphologique en particulier a la phase de sporulation (Hapwood, 1988 ; Mapleston
et al.,1992 ; Stone et Williams,1992 ; Demain et Fang, 2000; Calvo et al., 2002). Les métabolites
secondaires peuvent avoir les activités suivantes : activent la sporulation (Acide linoléique et ses
dérivés produits par Aspergillus nidulans) (Champ et al., 1987; Champ et El-zayat, 1989; Calvo et
al.,2001); Pigments nécessaires (mélanine) pour la formation des spores sexuelles et asexuelles
(Kawamura etal.,1999);

1.7.1 Production de métabolites utiles par Trichoderma

La mise en évidence de la production de métabolites secondaires par les Trichoderma spp. a été
rapportée pour la premiére fois par Weidling (1934). Depuis, les études successives ont démontré
gue ces micromycetes étaient virtuoses dans la biosynthese de métabolites secondaires (Vizscaino
etal., 2005).

La littérature ne cite que les métabolites importants de Trichoderma spp. qui sont principalement
des enzymes et des molécules bioactives. Ghisalbertiet Sivasitham param (1991) ont classe les
métabolites secondaires de Trichoderma spp. en trois catégories: métabolites volatils, métabolites
non volatils diffusibles et les peptaibals.

e Des métabolites volatils comme le 6 pentyl a pyrone, 1’éthyléne, le cyanure d'hydrogene, les

alcools et les aldéhydes (Vizscaino et al., 2005 Stoppacher et al., 2010)

e Des métabolites non volatils diffusibles comme les polyacétates (antifongiques, antibiotiques),
les trichotécenes notamment les trichodermines (Blumenthal, 2004 ; Vinale et al.,2008) et acide

Heptélidigue ou Koningique.

e Des métabolites polypeptidiques ; ciclosporines (immunosuppresseurs, anti-inflammatoire) et
les peptaibols (Peptides Acide -Amino Iso Butyriqgue Amino Alcool) qui sont des oligopeptides
linéaires de 12 & 22 acides aminés riches en acide a-aminoisobutyrique, N-acétylés a I'extrémité
N- terminale et contenant un amino -alcool a la partie C- terminale, ils sont généralement
assimilés a des mycotoxines peptidiques (Landreau., 2001 ; Degenkolb et al., 2003; Wada et
Tanaka, 2004; Mohamed-Benkada, 2006; Degenkolb et al., 2008).
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En effet, la production des enzymes est variable d'une souche a l'autre. On site principalement les
xylanases ou les cellulases (Sandgren et al.,, 2005), exploités dans divers domaines
biotechnologiques (Kubicek et al., 2003).
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2. MATERIEL ET METHODES

Notre étude comporte quatre parties d’études sur les extraits de filtrats de cultures des isolats

d’antagonistes de Trichoderma spp. :

e Analyse des extraits de filtrats de cultures des isolats antagonistes par FTIR et par la
CG-MS,

e Dosage des polyphénols,

e Activité antioxydante,

e Activité antifongique in vitro et in vivo sur P.infestans .

2.1 Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué¢ d’un matériel fongique et d’un matériel végétal

2.1.1 Matériel fongique

Le matériel fongique est représenté par une collection de 13 isolats antagonistes du genre
Trichoderma spp provenant de la rhizosphére des zones de production de pomme de terre
d’Algérie (Moumene et al.,2012 ;2015) et deux isolats phytopathogene de Phytophthora
infestans provenant respectivement de la région d’El Abadia de la wilaya de Ain Defla et de
Bourkika, wilaya de Tipaza. Ces derniers ont été identifiés comme Al et A2 par confrontation

sexuelle (Moumene, 2015).
2.1.2 Matériel végétal

La semence de pomme de terre de la variété Spunta homologuée, certifiée et largement
cultivée a été fournie par le Centre National de Contr6le et de Certification des semences et
plants (C.N.C.C) d’EL Harrach. Les tubercules pré germés de cette variété ont été plantés a

raison d’un tubercule par pot (10 pots).

2.2 Analyse chimique des extraits de filtrats de cultures des isolats de

Trichoderma spp par FTIR

L’analyse chimique par FRTIR comporte 3 étapes essentielles :

2.2.1 Préparation des extraits de filtrats de cultures des isolats de Trichoderma spp.
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Des disques de 5mm de chaque isolat de Trichoderma spp. sont prélevés a partir de culture
agées de 7jours, puis ensemencés dans des flacons de 500 ml contenant du milieu liquide de
Potato-dextrose (annexe 1). et incubés a une température de 30 £ 2 ° C pendant 14jours.

Le filtrat de culture de chaque isolat est récupéré respectivement a travers un papier Watman
n° 03. Un volume de chaque filtrat est additionné au butanol . Cette opération est répétée deux
fois..Le butanol est évaporé par I’utilisation d’un bain marie réglé¢ a la température de 60°C

(Eziashi et al., 2010 ; Mu'ayad Al-Obaidy et al .,2010).
2.2.2 Préparation de I'échantillon en pastille de KBr

Dans un mortier, chaque échantillon est mélangé avec de KBr. Le mélange est déposé dans
un moule. Ce dernier est extrait du moule sous la forme d'une pastille. (jean-

jacques.auclair.pagesperso-orange.fr/ftirUV/protocole.htm )

Le porte-échantillon contenant la pastille KBr/échantillon est placé dans le compartiment de

mesure. Puis le spectre est enregistré suivant les instructions sur l'appareil.

2.2.3 Analyse par FTIR

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier (ou FTIR : Fourier Transformed Infra
Red spectroscopy) est basée sur l'absorption d'un rayonnement infrarouge par 1’échantillon
analyse. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques des liaisons chimiques,
d'effectuer l'analyse des fonctions chimiques présentes dans 1’échantillon.

Pour détecter les groupes fonctionnels des métabolites secondaires, une analyse  spectrale
FTIR est réalisée a partir des pastilles des filtrats des 13 isolats de Trichoderma spp en
utilisant le logiciel Opus 6.5 de TENSOR 27 /BOKER.

2.3 Analyse chimique des extraits de filtrats de cultures des isolats de Trichoderma
spp par CG-MS

Cette analyse se déroule selon les deux étapes suivantes :
2.3.1 Préparation des cultures des isolats de Trichoderma spp .

Des disques de chaque isolat de Trichoderma spp., sont ensemencés dans des flacons de 500
ml contenant du milieu liquide Potato dextrose agar (Annexe n°1) , ces flacons sont incubés
dans un incubateur/ agitateur a 120 rpm et a une température de 30 £ 2 ° C pendant 14j. (

Shafiquzzaman et al .,2012).
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2.3.2 Extraction des métabolites secondaires

Chaque filtrat de culture d’isolat est sujette séparément a une extraction avec 03 solvants
organiques, et de polarités croissantes : méthanol, I’hexane et l'acétate d'éthyle a raison de 3
répétitions par solvant.

Les extraits d’acétate d’éthyle ainsi obtenus sont dilués dans de méthanol et de n-hexane suivi
d’une évaporation. Tous les solvants sont évaporés a 40°C a I’aide d’un rotavapeur
(Shafiquzzaman et al.,2012).

2.3 .3 Séparation et identification des composés par la CG-MS

2.3.3.1 Séparation des composés des extraits des filtrats de cultures des isolats de

Trichoderma spp.

Les 26 extraits de filtrats de cultures des isolats de Trichoderma spp. obtenus dont 13 extraits
a base d’hexane et 13 extraits méthanoliques ont été analysés par la CG-MS en utilisant une
colonne capillaire de faible polarité .

2.3.3.2 ldentification des composés des extraits des filtrats de cultures des isolats

de Trichoderma spp.

L’identification des composés de chaque extrait methanolique et d’hexane des filtrats de
cultures des isolats de Trichoderma spp. est réalisée a partir de leurs spectres de masse en
comparaison avec ceux des composés standards de la banque de données informatisée de
I’appareil GC-MS (Nist et pfelger).

2.4 Dosage des composés phénoliques
Cette étude est réalisée selon les deux étapes suivantes:

2.4.1 Préparation des extraits méthanoliques

Un volume de 2,5 g de de chacun des filtrats des 13 isolats de Trichoderma spp est mélangé
avec 25ml de méthanol absolu puis soumis a une agitation magnétique pendant 30 minutes.
Les extraits sont conservés a la température de 4°C pendant 24 heures, puis filtrés a 1’aide
d’un papier filtre. Le solvant est évaporé a sec sous pression réduite a 50°C a 1’aide d’un

évaporateur rotatif Blchi R- 216 (Falleh et al.,2008 ;Bougandoura et al.,2012).
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2.4.2 Dosage des phénols totaux

La teneur en phénols totaux des extraits est déterminée par la méthode de Folin—Ciocalteu, et
al.,(1965 );Bougandoura et al., (2012).

Une quantité de 200ul d’extrait est mélangée avec 1ml du réactif de Folin—Ciocalteu
fraichement préparé (10 fois dilué) et 0,8ml de carbonate de sodium (Na, CO3) a 7,5%. Le
mélange est incubé a la température ambiante pendant 30 minutes. L’absorbance est mesurée
a 765 nm en utilisant le spectrophotometre HACH LANGE/DR6000.

Une courbe d’étalonnage est établie pour la solution d’acide gallique a différentes
concentrations. Les teneurs en phénols totaux dans les extraits sont exprimées en milligramme

(mg) équivalent d’acide gallique par gramme (g) du poids de la matiere séche.

2.5 Activité antioxydante

L’activité antioxydante est basée sur le test de piégeage du radical libore DPPH . Ce dernier
est un radical libre de couleur violette. 1l est réduit en un composé jaunatre en présence de
composeés anti-radicalaires (Molyneux, 2004).

Le test antioxydant est réalisé avec la méthode au DPPH (Sanchez-Moreno et al.,
1998 ,Bougandoura et al., 2012). Cette méthode est basée sur la mesure de la capacité des
antioxydants a piéger le radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH) qui est réduit a la
forme d’hydrazine (non radical) en acceptant un atome d’hydrogéne.

En effet ,50ul de chaque solution méthanolique des extraits a différentes concentrations sont
ajoutés a 1,95 ml de la solution méthanolique du DPPH (2,4mg/100ml). En paralléle, un
controle négatif est préparé en mélangeant 50ul de méthanol avec 1,95 ml de la solution
méthanolique de DPPH. La lecture de I’absorbance est faite par rapport un blanc préparé pour
chaque concentration a 517 nm apres 30 min d’incubation a 1’obscurité et a la température
ambiante. Le controle positif est représenté par une solution d’un antioxydant standard :
I’acide ascorbique dont I’absorbance a été mesurée dans les mémes conditions que celles des
échantillons. Pour chaque concentration trois répétitions ont été prises en considération. Les

résultats ont été exprimés en pourcentage d’inhibition (1%) .

1%= [(Abs contrdle — Abs test )/ Abs contr6le ] x 100
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2.6 Activité antifongique des extraits de filtrats de cultures des isolats de
Trichoderma spp. sur Phytophthora infestans.

2.6.1 Activité antifongique in vitro extraits de filtrats de cultures de Trichoderma
spp

L’activité antifongique in vitro des différents extraits de filtrats de cultures de Trichoderma
Spp . obtenus a porté sur 1’inhibition de la croissance mycélienne, de la sporulation et de la
germination des isolats Al et A2 de P. infestans, ou trois répétitions ont été prises en
considération.

Ainsi ,2 ml de chaque extrait methanolique ou /et d’hexane d’isolats de Trichoderma spp est

versé séparément dans des boites de Pétri contenant le milieu PPA en surfusion .

2.6.1.1 Inhibition de la croissance mycélienne de Phytophthora infestans .

Un disque de 10 mm de diametre de chacun des deux isolats Al et A2 de P.infestans est
prélevé a partir d’une culture agée de 7 jours puis déposé au centre des boites de Petri
contenant le milieu de culture PPA (Annexe 1) en présence de 2ml de chacun d’ extraits
methanolique et d’hexane. Les boites ainsi préparées sont incubées a 18°C a 1’obscurité. 3

répétions ont été prises en considération.

La croissance mycélienne de chacun des isolats Al et A2 de Phytophtora infestans est
évaluée quotidiennement en mesurant le diametre de la colonie , pendant 7 jours selon la
technique de Rapilly (1968).

L’inhibition de la croissance mycélienne est évaluée par le calcul du taux d’inhibition de la
croissance mycélienne exprimée en pourcentage selon la formule décrite par Dennis and
Webster (1971), Rollan et al. (1999) in Ibarra-Medina and al.(2010):

(CT — Ct)
IC (%) = — X 100

IC : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne (%)

CT : Croissance mycélienne de 1’agent phytopathogeéne témoin (mm)

Ct :Croissance mycélienne de 1’agent phytopathogéne confronté a 1’antagoniste (mm).
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2.6.1.2 Inhibition de la sporulation et de la germination de Phytophthora infestans

Les taux d’inhibition de la sporulation et de la germination des deux isolats Al et A2 de
Phytophtora infestans sont calculés a partir des cultures &gées de 21 jours. Les suspensions
sporangiales sont préparées pour chaque isolat, en versant 10 ml d’eau distillée stérile dans
chaque culture d’isolat en contact avec I’extrait ainsi que pour le témoin. Ceci en raclant la
culture a I’aide d’une pipette pasteur (Hammi A., 2003).

Chaque suspension sporangiale est récupérée dans des tubes a essais stérilisés.

Le nombre de sporanges est déterminé par le biais de la cellule de malassez. Trois répétitions

ont été prises en considération pour chague isolat de P.infestans et chaque extrait.

Les taux d’inhibition de la sporulation et de la germination des suspensions sporangiales des
deux isolats Al et A2 soumis aux extraits de filtrats de cultures de Trichoderma spp ainsi que
,celles des isolats témoins ont été déterminés selon les formules décrites par Sy (1976) et
Rollan et al. (1999) in Ibarra-Medina et al. (2010) :

(ST — St}
— X

IS %) = 100

IS : Taux d’inhibition de la sporulation (%)
ST :Nombre de sporanges de I’inoculum témoin/ml)
St :Nombre de sporanges de I’inoculum en contact direct avec les extraits de filtrats
de cultures de I’isolat antagoniste/ml.
(GT — Gb)

IG (%) = — = X100

IG : Taux d’inhibition de la germination (%)
GT : Nombre de sporanges germés de 1’inoculum témoin/ml
Gt : Nombre de sporanges germés de I’inoculum en contact direct avec les

extraits de filtrat de culture de 1’isolat antagoniste/ml
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2.6.2 Activité antifongique in vivo des extraits de filtrats de culture de Trichoderma
spp

L’activité¢ antifongique in vivo des extraits de filtrats de cultures des 13 isolats de
Trichoderma spp. a été évaluée sur disques foliaires sains de la variété spunta de pomme de

terre.

Cette technique est réalisée selon les trois étapes suivantes :

2.6.2.1 Préparation du tissu végétal

Les folioles collectées a partir de plants de la variété Spunta de pomme de terre sont
soigneusement lavées a 1’eau de robinet et découpées en petits disques de 15 mm de diametre
a l’aide d’un emporte-piece. Ces derniers sont désinfectés a I’aide d’une solution
d’hypochlorite de sodium a 1% pendant 3 minutes puis rincés trois fois a I’eau distillée
stérile. Puis placés sur un papier filtre absorbant.

Apreés séchage, les disques sont déposés dans 4 boites (répétitions) en présence du coton
imbib¢ d’eau distillée stérile au fond des boites. La face inférieure des disques est placée vers

le haut (Klarfeld et al., 2009., Mpika et al. 2009).

2.6.2.2 Inoculation et incubation

Six (06) disques foliaires par boite ont été inoculés par dépdt de 10 pl de chaque extraits de
Trichoderma spp suivie de 1’ inoculation a la face inférieure de chaque disque foliaire par le
dépot de 10l de suspension sporangiale de 10° Sporanges/ml séparément de chacun des
isolats Al et A2 de P. infestans .( Mpika et al. 2009).

Le témoin positif est représenté par des boites dont les disques foliaires ont été inoculés
séparément par les deux isolats Al et A2 de P. infestans.

Les boites sont ensuite incubées a 18°C pendant 7jours. Trois répétions ont été prises en

considération.

2.6.2.3 Lecture des résultats

L’activité antifongique des isolats de Trichoderma spp. vis-a-vis des deux isolats Alet A2
de Phytophthora infestans a été évaluée en notant la présence ou I’absence de symptdmes du

mildiou développés sur les disques foliaires de pomme de terre.
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2.7 Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel SYSTAT vers.12, en déterminant la
variance par le test ANOVA et a I’aide du GLM (Generalizes - Linear Model).

Les résultats de ’activité antifongique in vitro des extraits de filtrats de cultures des 13
isolats de Trichoderma spp. vis-a-vis de P.infestans , le dosage des phénols ainsi que ceux de
I’activité antioxydante ont été analysés par le test ANOVA afin de comparer les taux
d’inhibition des parameétres enregistrés pour les deux isolats Al et A2 de P.infestans.
L’analyse de la variance a été considérée significative lorsque la valeur de P est < 0.05

(Philippeau, 1989).
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3. Résultats et Discussion
3.1 Analyse chimique des extraits de filtrats de cultures des isolats de

Trichoderma spp. par FTIR.

L’analyse spectrale par FTIR des extraits de filtrats de cultures des 13 isolats de Trichoderma
spp. ont montré la présence de plusieurs pics d’absorption (Annexe n°2), avec la présence de
8 liaisons chimiques correspondant a : C-H, O-H, C=C, C-O, C=0, N-H, C=N et C-NO2 sont
représentés dans le Tableau 4.
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L’analyse chimique par FTIR des extraits des filtrats de cultures des isolats de Trichoderma
sp. a monté 18 groupes chimiques selon les longueurs d’ondes. On distingue par ordre

d’importance :

- Les alcanes détectés pour I’ensemble des isolats mis a part I’isolat TB.
- Les acides détectés pour I’ensemble des isolats
- Le groupe aromatique détectés pour 1I’ensemble des isolats.
- Les hydrocarbures saturés détectés pour I’ensemble des isolats mis a part les isolats TJ
,JTE, TH, TL, TM, TB .
- Les alcools et les phénols dont la liaison O-H, détectés pour I’ensemble des isolats
- Les amines détectés pour 1I’ensemble des isolats mis a part les isolats TJ ,TE,
- Les cétones aromatiques détectés pour les isolats TD, TE, TC, TK et TM
- Les aldéhydes détectés dans les isolats TM, TG, TJ et TF
- Les esters aliphatiques détectés pour I’ensemble des isolats.
- Les alcools primaires détectés pour I’ensemble des isolats mis a part les isolats TJ,TE,
TC, TK.
- Les nitriles détectés pour les isolats TH,TC, TK et TI .
- Les Groupement nitro (aliphatiques), détectés pour les isolats TI TM et TG ;
- Les Alcéne aromatiques détectés pour les isolats TD ,TA, TF
- Les Alcools secondaires détectés seulement pour les isolats TC,TF
- Les ethers dont la fonction est détectés seulement pour les isolats .
- Les groupement aromatique détectés seulement pour I’isolat TK
- Les acides détectés seulement pour ’isolat TB.
- Les esters détectés seulement pour ’isolat TK.
Les aldéhydes aromatiques détectés seulement pour 1’isolat TC
Ainsi, I’analyse chimique des extraits des filtrats de cultures par FTIR a mis en évidence une
variabilité entre les différents isolats d’antagonistes en se basant sur les groupes chimiques
identifiés selon les longueurs d’ondes.
Les résultats obtenus concordent avec ceux de nombreux travaux rapportés par la
bibliographie on cite Mu'ayad et al.(2010) qui ont montré la présence d'un cycle aromatique
chez les filtrats de cultures des deux especes :T.harzianum et T.viride par analyse chimique
FTIR .

40



Notre étude a mis en évidence la présence des cycles aromatiques (aldéhydes aromatiques,
Groupements aromatiques, cétones aromatiques) dans les filtrats de cultures des isolats de
Trichoderma spp. cités ci-dessous.

Les travaux de Saran sundar et al. (2013) ont montré par I'analyse spectrale par FTIR des
métabolites secondaires de Trichoderma spp pour les longueurs d’ondes 3780.60 et 3404.47
attribués au groupe OH et pour les longueurs d’ondes 1735.99 et 1076.32 aux groupes C=0 et
C-C. Notre ¢étude a affirmé la liaison chimique OH détectée aux  longueurs d’ondes
comprises entre 3400 et 3200 et la liaison chimique C=0 détectée aux longueurs d’ondes

comprises entre 1750-1730.

Siktusnadi et al. (2000) ont prouvé dans les spectres FTIR de T.
Harzianum la présence de groupes fonctionnels OH, CH , C = O et NH2, ces liaisons
chimiques ont été enregistrées dans nos extraits de filtrats de cultures des isolats de

Trichoderma spp.

3.2 Analyse chimique des extraits des filtrats de cultures des isolats de
Trichoderma spp.par CG-SM

32 métabolites fongiques ont été identifiés dans les extraits des 13 isolats de Trichoderma
spp. par l'analyse de chromatogramme de CG-SM .Ces métabolites sont obtenus a différents

temps de rétention. Rappelons que plusieurs pics n’ont pas été identifiés (Annexe n°3 et 4).

3.2 .1 Composés identifiés a partir des extraits methanolique des filtrats de

cultures des isolats de Trichoderma spp.par CG-SM

23 composés ont été identifiés a partir des extraits methanoliques (Tableau 5).Le compose
6-pentyle-alpha-pyrone (6-PP) a été présent dans tous les extraits methonoliques au temps de

rétention de 7.02min (Annexe n°3).

Ainsi ce composé reste majoritaire dans les 13 extraits suivi d’Hexadecanoic acid Methyl
Ester présent dans les 12 extraits a I’exception de 1’extrait de I’isolat TL. Le Methylstearate a
été détecté seulement dans 9 extraits des isolats de Trichoderma spp.:
TA,TB ,TC,TD,TE, TF,TL,TJ et TK. Aussi, I’Octadecenoic acid ethyl ester n’était présent que
dans les extraits des isolats de Trichoderma spp : TD ,TF,TK ainsi que 1’Hexadecanoic acid
ethyl ester détecté uniquement dans 4 extraits des isolats de Trichoderma spp. :TB,TF, Tl et
TK.

41



Par ailleurs, d’autres composés tels que I’Hexanoic acid,3-(2,2,3,3-Tetramethyl
cyclopropylidomethyldeni ) ont été identifiés seulement dans un extrait. Le 5-actoxymethyl-
2,6,10- trimethyl-2,9-undecadien-6-ol a été présent dans I’extrait de 1’isolat de trichoderma

spp.
Les deux composés : acide Linoleique ethyl ester et acid,15methyl-,methyl ester ont été

détectés seulement dans un seul extrait. Par contre, les composeés :Tridecanoic acid,methyl

ester ,at éte présents dans I’extrait de 1’isolat TK.

Les quatre composés : L’Octacosane, , le Hexacosane et le Tetracosane ont été détectés

seulement dans ’extrait de 1’1solat TH.

Aussi, le Benzoic acid,2,6 Bis[(Trimethylsilyl)oxy]-,Trimethyl,le Benzenactetric acid,2,5-
Bis[(Trimethylsilyl/oxy], Trimethylsilyl , le 1-Hexadecanol ,le 8,11-Eicosadienoic acid
methyl ester et le 10-Octadecenoic acid methyl ester ont été recensés que dans I’extrait de
I’isolat TD.
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3.2.2 Analyse chimique des extraits d’hexane des filtrats de cultures des isolats
de Trichoderma spp. par CG-SM.
13 composés ont été identifiés a partir des extraits d’hexane de filtrats de cultures de 13

isolats de Trichoderma spp. (Tableau 6).

En effet, le composé chimique le 6PP est le plus dominant ,détecté au niveau des 13 extraits
suivi de I’Hexadecanoic acid ethyl ester qui n’était présent que dans 4 extraits des isolats de
TF,TH,TM et TK .Par contre , le Heneicosane n’était détecté que dans les extraits des isolats
TG,TB et TD. Aussi, I’Octadecanoic acid ethyl ester et le Heneicosane sont présents

respectivement dans les extraits des isolats de TF, TK et TB, TD.

Pour les extraits d’hexane des filtrats de cultures de quatre isolats TA,TJ, TC et TE un seul

composé a été identifié il s’agit du 6PP (6-pentyl -2H-pyran-2-one).

Alors que ,le Tetrateracontane n’a ét¢ mis en évidence que dans I’extrait d’isolat TD.

3.2.3 Les composés identifiés dans les deux extraits methanoliques et d’hexane

trois composés chimiques, le 6PP, I’hexadecanoic acid ethyl ester et le 5-Acetoxymethyl-
2,6,10-trimethyl-2,9-undecadien-6-ol ont été identifiés dans les deux types d’extraits

methaloniques et d’hexane des filtrats de cultures de Trichoderma spp.

Une analyse factorielle des composés (AFC) a été effectuée sur les métabolites identifiés a
partir des deux types d’extraits methanoliques et d’hexane des filtrats de cultures des isolats
de Trichoderma spp. L’étude des corrélations a été réalisée sur deux axes (Figure 5 ). L’axel
représenté par la catégorie de données présentant une contribution de 24.00% pour les
extraits methnoliques et 27,33 pour les extraits d’hexane et 1’axe 2 représenté par les données
d’une contribution de 21% pour les deux types d’extraits. Les calculs de la distance
euclidienne ont montré la présence de 4 groupes pour les extraits methanoliques et 3 groupes
pour les extraits d’hexane. Chaque groupe renferme les isolats de Trichoderma spp et les

composés chimiques.
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Figure 5 : Analyse factorielle des composés (AFC)

a : Selon les extraits methanoliques de filtrats de cultures des isolats de Trichoderma spp.

b : Selon les extraits d’hexanes de filtrats de cultures des isolats de Trichoderma spp.

par Eman R et al., 2015 a partir des filtrats de culture de Trichoderma asperellum.
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Les résultats obtenus par Hamed .E et al., 2015.ont prouvé la présence de 24 composeés a
savoir : 1,7-Octadiyne 2Phenol-3,4,5-tri- methoxy ,Methyl-furancarbox- Aldehyde, 2-
Ethylacridine ,§ -Fenchol ,Terpinene-1, Phenol-2,4-dioctyl , Tetradecane , 9- Pentadecane
,10- 1-hexadecene, Hexadecane , Benzene(1-butyl-heptyl ), Pentatriacontene ,Octadecan-3-
ethyl-5(2ethylbutyl),Benzene (1-butyl- Nonyl Phthalic acid butyl isohexyl ester,Nonadecane
,Benzene (1-methyl- dodecyl ) ,Hexadecanoic acid methyl ester, Hexadecanoic acid ethyl
ester, Heptadecanoic acid ethyl ester, 9,12-Octadecadienoic acid (z,z) methyl ester ,Phthalic

acid-iso Hexylisopropyl ester et Phthalic acid dibutyl ester.

Par ailleurs, Darmayasa. B.G et al .(2014) ,ont identifiés apres analyse par CG-MS des
filtrats de cultures de Trichoderma asperellum la présence de huit métabolites secondaires :
2,24,4 - Tetramethyl ; 1 - Tetradecene ; Phenol , 2,4 - bis ( 1,1 -dimethylethyl- (CAS) 2,4 ; 1-
Hexadecane ( CAS ) Cetene ; 1 - Octadecene (CAS), alpha — Octadecene et hexadecanoic
acid methyl ester ( CAS ) Methyl et n - Tetracosano - 1. dont , 3 métabolites ont été cités

dans notre étude ,pour les extraits de filtrats de culture des 13 isolats de Trichoderma spp.

Shafiquzzaman et al.(2012) ont également identifie plus de 278 métabolites fongiques, a
partir des filtrats de culture de T. harzianum, en utilisant trois colonnes capillaires ou
plusieurs de ces composés n’ont pas été identifiés auparavant. En effet, 07 métabolites ont été
identifiés dans notre étude a partir des filtrats de cultures des 13 isolats de Trichoderma spp.a
savoir: le 6PP (6-n-pentyl-6H-pyranne-2-one),I” Hexadecanoic acid ,I’Eicosane

,I’Octadecanoic acid methyl ester ,le 1-hexadecanol,l’Octacosane,le Tetratetracontane.

Aussi , le 6PP est le composé volatile le plus fréquemment identifié. Par ailleurs,
Sivasithamparam et Ghisalberti (1998) ont rapporté que les espéces de Trichoderma sont

connues par la production de plus de 40 métabolites a effet mycoparasitaires et antibiotiques.

De méme ,les composes : 3 — Ethyl — 3 Methylheptane, Undecane, Heptadecane, 9 —hexyl,
Octadecane, 3 — Ethyl — 5 — (2- ethylbutyl) et Tetratetracontane ont été identifiés a partir des
extraits methanoliques des filtrats de cultures de Trichoderma virens par 1’analyse chimique la
GC-MS (Ramasamy.M et al.,2013). Les deux composés 1’Octadecane et le Tetratetracontane
ont été également identifiés a partir des filtrats de cultures des isolats de Trichoderma spp.
Granica-Vegara et al. (2015) ont prouvé que le 6-pentyl -2H- pyran- 2-one (6PP) est le
composé majeur synthétisé par les espéces de Trichoderma spp. Aussi, Scartelletti et

al.(1994),Worasatit et al.(1994) ont montré que Trichoderma viride,T.harzianum et
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T.koningii ont un pouvoir producteur du composé 6PP ayant un role important dans la lutte

biologique vis-a-vis de plusieurs agents phytopathogénes.

Ceux-ci concordent avec les résultats de Dubey et al. (2011) qui ont mentionné la présence
d'une large gamme de métabolites secondaires dans les filtrats de cultures de T. harzianum, T.
viride et T. virens agents responsables de la lutte biologique contre Rhizoctonia solani ainsi

que Trichoderma atroviride agent de biocontrdle de Phomopsis sp.

Ghisalberti et Sivasithamparam (1991), ont souligné également que la diversité des
métabolites secondaires produits par Trichoderma est liée a la souche de Trichoderma. Ce qui
explique la variabilité¢ des composés chimiques identifiés dans nos extraits methanoliques et

d’hexanes des filtrats de cultures des 13 isolats de Trichoderma spp.

Des travaux similaires ont prouvé également, que les composés volatils :B- Phelandrene, 6-
pentyl-2H-pyran-2-one produits par T. atroviride OY 3807 ont été estimés a 85% par rapport
a ’ensemble des métabolites volatils produits. Ce sont donc les composés antifongiques

actifs potentiellement produits par T.atroviride .

Ce méme composé (6- pentyl-alpha-pyrone ) a été le plus représentatif des 11 métabolites
volatils identifiés a partir de Trichoderma atroviride (Stoppacher et al.2014).

Par ailleurs, Collins et Halim 1972 ont identifié le composé le 6PP comme l'un des
principaux composeés bioactifs de plusieurs isolats de T. harzianum et T. koningii.

Des travaux similaires ont également cité que ce composé est responsable de la réduction des
mycotoxines tel que le déoxynivalénol produits par Fusarium graminearum (Cooney et
al.,2001) et la réduction de la croissance mycélienne de Rhizoctonia solani et F. oxysporum

f. sp. lycopersici (Scarselletti et al.,1994).

Andriamialisoa et al.(2004) ont extrait ce dernier a partir des filtrats de cultures de plusieurs
especes de Trichoderma spp. utilisé comme agent de lutte biologique vis-a-vis de plusieurs

agents pathogeénes.
El-Hasan et al.,( 2008) ont démontré que ce méme composé majoritaire synthétisé par T.

harzianum dégrade I'acide fusarique (FA) ,les mycotoxines et inhibe la croissance myceélienne

de F. moniliforme.
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Il est important de résumer les résultats les plus importants suivants :

e L’existence de plusieurs composés dans les 13 extraits de filtrats de cultures analysés

par la CG-MS appartenant aux différents groupes chimiques.

e Le composé 6 PP a été identifié dans les deux types d’extraits methanoliques et

d’hexane des filtrats de cultures de tous les isolats de Trichoderma spp testés.

e Une variabilité des composés identifies a été révélee entre les 13 isolats de

Trichoderma spp.

e Tous les composés détectés dans les extraits des filtrats de cultures des isolats de
Trichoderma spp par la CG-MS appartiennent aux groupes chimiques identifiés par
I’analyse FTIR a savoir les : alcanes, alcools, cétones, pyrones, acides, esters et les
alcenes. Ainsi, les résultats obtenus par la CG-MS confirment ceux mis en évidence

par I’analyse FTIR.

3.3. Activité antioxydante des extraits de filtrats de culture des isolats de

Trichoderma spp.

L’activité antioxydante des extraits méthanoliques des filtrats de cultures des 13 isolats de
Trichoderma spp. et I’antioxydant standard : 1’acide ascorbique est déterminée par un
spectrophotomeétre UV visible, suivant la réduction du radical DPPH (passage de la couleur
violette (DPPH) & la couleur jaune (DPPH-H), I’absorbance est mesurée a 515 nm.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de 1’activité anti-radicalaire. Ces resultats
révélent que tous les extraits ont un effet antioxydant.

L’analyse de variance de I’activité antioxydante a montré une différence hautement
significative selon les extraits des filtrats de cultures des isolats de Trichoderma spp. (Annexe

n°5). et I’antioxydant standard d’acide ascorbique (Figure 6).
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Figure 6 : Activité antioxydante des extraits des filtrats de cultures de Trichoderma spp.

selon le modéle GLM .

Selon le modele GLM, l'extrait methanolique de 1’isolat TB a présenté l'activité
antiradicalaire la plus élevée a différentes concentrations (56.13 % ) suivi par I'extrait des
isolats : TI, TG, TE, TM et TH avec une activité respectivement de 53.93 % , 53.83 %, 53.09
%,51.94 %, 51.68 %. La plus faible activité antioxydante a été enregistrée par I’extrait
methanolique de I’isolat TD avec un taux d’inhibition de 36.62 % .D’autre taux variant de 37
a 39,76 % ont été enregistrés pour les extraits des isolats : TL, TK, TJ, TC, TF et TA.

Cependant, le témoin positif correspondant a 1’acide ascorbique a montré une activité

antiradicalaire plus importante (78.79 %).

Aussi, I’ensemble des extraits des isolats de Trichoderma spp. ont montré un pouvoir

réducteur moyen, mis a part celui de 1’isolat TD.

3.4. Dosage des Phénols totaux des extraits de filtrats de cultures des isolats de

Trichoderma spp.

Le dosage des composés phénoliques est effectué en fonction d’une courbe d’étalonnage a
partir d’une solution étalon d’acide gallique a différentes concentrations (Annexe n°5).
La teneur en composés phénoliques de chaque extrait a été calculée a partir de la courbe

d’étalonnage (Figure 7).
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Figure 6 : Courbe d’étalonnage d’acide gallique

L’analyse de variance des taux de polyphénols a montré une différence significative selon les
différents extraits des filtrats de cultures des isolats de Trichoderma spp (Annexe n°5).

En modéle GLM, le taux des composes phénoliques le plus élevé a été enregistré dans
I’extrait de filtrat de culture de 1’isolat TD avec une concentration de 0.0369 mg/ml, suivi de

celui de I’isolat TE avec la concentration de 0.0255 mg/ml (Figure 8).
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Figure 8 : Taux des phénols totaux des extraits des filtrats de cultures Trichoderma spp.
selon le modele GLM

3.5. Activité antagoniste in vitro des extraits de filtrats de cultures des isolats de

Trichoderma spp.

3.5.1. Inhibition de la croissance mycélienne de Phytophtora infestans

Les deux isolats Al et A2 de Phytophtora infestans mis en contact direct avec les extraits
d’hexane et methanoliques des 13 isolats de Trichoderma spp. ont montré une réduction

importante de leur croissance mycélienne. C’est au cours du 4°™

jour d’incubation que la
croissance mycélienne de 1’isolat Al était apparente dans les boites de pétri contenant les
extraits methanoliques des filtrats de culture des isolats antagonistes TF, TM, TH, TL et TM.
Les colonies ont présenté un diametre compris entre 10,66 a 12 mm. En ce qui concerne, la
croissance mycélienne de I’isolat A2 ,le diamétre des colonies était compris entre 10.66 et
13,66 mm pour les extraits des filtrats de culture des isolats antagonistes

TB,TL, TJ,TM,TA TD,TFet TI.

Par ailleurs, les extraits d’hexane des isolats TA, TG, TI,TL et TM ainsi que, les extraits
methanoliques des isolats TA, TB, TC, TD, TE, TG, TI, TJ et TK ont compléetement inhibé
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la croissance mycélienne de 1’isolat A1 (Figures 8 ). De méme, 1’extrait d’hexane des filtrats
de cultures de I’isolat TA et les extraits methanoliques des filtrats de cultures des isolats TC,

TE, TG ,TH et TA ont inhibé¢ la croissance mycélienne de 1’isolat A2 (Figure 9).

L’analyse de variance de I’effet des différents extraits methanoliques et d’hexane des filtrats
de cultures des 13 isolats de Trichoderma spp. a montré une différence hautement
significative selon les extraits des filtrats de cultures, les isolats de P.infestans et I’interaction

isolats de P.infestans et les filtrats de cultures 13 isolats de Trichoderma spp. (Annexe n° 6).

Une variabilité du pouvoir inhibiteur des extraits de filtrats de cultures des 13 isolats de
Trichoderma spp selon les deux isolats Al et A2 de P.infestans a éte enregistrée en modele
GLM.

Les extraits d’hexane des filtrats de cultures des isolats : TA, TG, TI,TL et TM ainsi que , les
extraits methanoliques des filtrats de cultures des isolats : TA, TB, TC, TD, TE, TG ,TI, TJ et
TK ont montré une inhibition compléete de la croissance mycélienne de I’isolat Al (Figure
10). Pour I’isolat A2, I’extrait d’hexane du filtrat de culture de I’isolat TA et les extraits
methanoliques des filtrats de cultures des isolats : TC, TE, TG, TH et TK ont enregistré une
inhibition de la croissance mycélienne de I’isolat A2 (Figure 10).

D’autres taux d’inhibition variant de 93 a plus de 99% ont été enregistrés pour la croissance
mycélienne avec les extraits methanoliques des filtrats de cultures des isolats : TF, TH, TL,
TM ainsi que, les extraits d’hexane des filtrats de cultures des isolats : TD, TC, TJ, TH, TF,
TK, TB, TE vis-a-vis de I’isolat A1 de P.infestans (Figure 10).

Des taux d’inhibition importants compris entre plus de 86 % a plus de 99% ont eté
enregistrés pour les extraits d’hexane des filtrats de cultures des isolats TD, TI, TB, TG, TH,
TJ, TE, TF, TC, TL, TM et TK et les extraits methanoliques des filtrats de cultures des isolats
TB, TL, TJ, TA, TM, TD, TF et TI pour I’isolat A2 de P.infestans (Figure 10)

Figure 9 : Pouvoir inhibiteur de quelques extraits methanolique et d’hexane des filtrats
de cultures des isolats de Trichoderma spp. sur P.infestans
a : Selon les extraits methanolique vis-a-vis des isolats de P.infestans (al/A2, a2/Al)

b : Selon les extraits d’hexane vis-a-vis des isolats de P.infestans (b1/A2, b2/Al)

(@]

: Témoin positif isolat A2

o

: Témoin positif isolat Al
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Figure 10 : Analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycélienne des deux types

sexuels de P.infestans sous I’effet des extraits des filtrats de cultures de Trichoderma spp. en model GLM.

o O T o

52

: selon les extraits d’hexane des filtrats de cultures de Trichoderma spp. (al/Al, a2/A2)

: selon les extraits methanoliques des filtrats de cultures de Trichoderma spp.(b1/A1, b2/A2)

- selon les isolats Al et A2 vis-a-vis des extraits d’hexane des filtrats decultures de Trichoderma spp.

: Selon les isolats Al et A2 vis-a-vis des extraits methanoliques desfiltrats de cultures de Trichoderma spp.



3.5.2. Inhibition de la sporulation et de la germination de Phytophthora infestans

L’analyse de la variance des taux d’inhibition de la sporulation et de la germination des deux
isolats Al et A2 de P.infestans mis en contact avec chacun des extraits methanoliques et
d’hexane des filtrats de cultures des 13 isolats de Trichoderma spp. a montré une différence
tres hautement significative selon les extraits des filtrats de cultures des isolats de
Trichoderma spp., les types sexuels de P.infestans et I’interaction isolats de P.infestans et

les filtrats de cultures 13 isolats de Trichoderma spp. (Annexe n°6 ).

Une inhibition complete a été enregistrée pour les extraits methanoliques des 13 isolats
Trichoderma spp. ainsi que, pour les extraits d’hexane des isolats : TA, TG, TL, TM, Tl vis-
a-vis de I’isolat Al de P.infestans (Figure 11). De méme, des taux d’inhibition importants
variant de plus de 94% a plus de 99% ont été enregistrés pour les extraits d’hexane des isolats
antagonistes : TB, TC ,TD ,TE, TF, TH, TJ, TK vis-a-vis de I’isolat A1 de P.infestans .Pour
I’isolat A2, une inhibition compléte de la sporulation et de la germination a été enregistrée
pour les extraits methanoliques des filtrats de cultures des isolats TE, TC ,TH, TG, TK TM et
I’extrait d’hexane de filtrat de culture de I’isolat TH .D’importants taux d’inhibition de 90% a
98 % ont été enregistrés également sur la sporulation pour les extraits methaloniques et

d’hexane des filtrats de cultures des 13 isolats de Trichoderma spp.

Pour la germination, des taux supérieurs a 93% et avoisinant 100 % (I’isolat TH) ont été
enregistrés pour les extraits d’hexane des filtrats de cultures de 12 isolats de Trichoderma
spp.(Figure 12 ). Les résultats obtenus ont prouvé que l’isolat Al est plus inhibé par les

extraits des filtrats de cultures de Trichoderma spp. (Figure 12).

53



110.0

100.6

91.2

sporulation

818

% d’inhibition de la

724

63.0

110

102

94

sporulation

86

% d’inhibition de la

1
o
Il
=2
o
o
=

I
-
oy
e
-
-

al

Il 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | J

TATBTCTDTETFTGTHTI TJ TKTLTM

P=0.000

EEEEEEEEEEERE

-

bl

78

106

101

96|

91}

% d’inhibition de la
sporulation

81

Figure 11 : Analyse

(LAY TR YR Y N VIO O O Y (O [ |
TATBTCTDTETFTGTHTI TUTKTLTM

P=0.000

A1 A2

110.0

]
)
Il
e
o
S
S

100.6 1 ] i

gmi{{ {{ .
- 81.8f
r2af P,

63 O &l | 1 L i 1110 § ' ! 1 L 1 ) 2 2 L ]
TATBTCTDTETFTGTHTI TUTKTLTM

110

MEEERRERRERREE

94|

86
b2

781111111111 L

I 1 1
TATBTCTDTETFTGHTI TJTKTLTM

1

110.0
P=0.000
105.4/
100.8 .
96.2'

91.6/

e7.0 Al A2

de la variance selon le modele GLM de D’effet des extraits methanoliques et

d’hexane des filtrats de cultures de Trichoderma spp. sur la sporulation de P .infestans.

a : Selon les extraits d’hexane des filtrats de cultures de Trichoderma sp. (al/Al, a2/A2).

b : Selon les extraits methanoliques des filtrats de cultures de Trichoderma spp. (b1/A1, b2/A2).

c : Selon les es isolats Al et A2 vis-a-vis des extraits d’hexane des filtrats de cultures de Trichoderma spp.

c: Selon les isolats Al et A2 vis-a-vis des extraits methanoliques des filtrats de cultures de Trichoderma spp
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Figure 12 : Analyse de la variance selon le modéle GLM de Deffet des extraits d’hexanedes filtrats de

cultures de Trichoderma spp. sur la germination de P. infestans

a: Selon les extraits d’hexane des filtrats de cultures de Trichoderma spp.(al/Al,a2/A2).
b : Selon les extraits methanoliques des filtrats de cultures de Trichoderma spp.(b1/Al,b2/A2).
c : Selon les isolats Al et A2 vis-a-vis des extraits d’hexane des filtrats de culturesde Trichoderma spp.

d : Selon les isolats Al et A2 vis-a-vis des extraits xtraits methanoliques des filtrats de cultures de Trichoderm spp.
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filtrats de cultures des isolats antagonistes : TC ,TE, TG ,TK ont été sélectionnés en vue de

leur utilisation pour la réduction des deux isolats pathogenes Al et A2 de P. infestans (Figure

13).
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Figure 13 : Analyse de la variance des taux d’inhibition de la croissance mycelienne(a),

la sporulation (b) et la germination (c) de P. infestans en modéle GLM selon les types

d’extraits.
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En résumé, tous les extraits methanoliques et d’hexanes de filtrats de cultures des 13 isolats
de Trichoderma spp. ont montré une réduction importante de la croissance mycélienne, de la
sporulation et de la germination avec des taux d’inhibition variant de 86% a100% vis-a-Vis

des deux isolats Al et A2 de P.infestans.

Des inhibitions completes ont été enregistrées sur la croissance mycélienne, la sporulation et
la germination vis-a-vis de I’isolat Al par les extraits d’hexane des filtrats de cultures des
isolats TA, TG, TI,TL et TM. Il est de méme pour les extraits methanoliques des filtrats de
cultures des isolats TA, TB, TC, TD, TE, TG ,Tl, TJ et TK. Par contre la sporulation de

I’isolat A1 a été inhibée complétement par 1I’ensemble des isolats Trichoderma spp.

Alors que celle I’isolat A2 n’a été inhibée que par les extraits methanoliques des filtrats de
cultures des isolats : TC, TE, TG ,TH et TK ainsi que, I’extrait d’hexane de filtrat de culture
de I’isolat TA.

Les extraits methanoliques des filtrats de cultures des isolats antagonistes : TC ,TE, TG et
TK ont montré une inhibition compléte de la croissance mycélienne, la sporulation et la
germination des isolats Al et A2 de P. infestans ce qui peut expliquer I’effet inhibiteur

important du composé 6PP présent chez les isolats : TC ,TE, TG et TK.

Les résultats obtenus ont montré que I’isolat A1 était plus inhibé par les deux types

d’extraits de filtrats de cultures de Trichoderma spp.

La variabilité de 1’activité antagoniste des extraits de filtrats de cultures des antagonistes du
genre Trichoderma spp. vis-a-vis de P .infestans réside dans leur composition chimique
préalablement confirmée par I’analyse chimique la GC-MS dont , le 6PP qui était le composé

présent dans tous filtrats de cultures de I’ensemble des isolats de Trichoderma spp .

Les extraits précédemment cités ont confirmé une importante activité antifongique et ont

montré une activité antioydante comprise entre 51.68% et 56.13% .
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3.5.3. Evénements mycoparisitaires des extraits de filtrats de cultures des isolats
de Trichoderma spp.

Des observations microscopiques de la morphologie des isolats Al et A2 de P.infestans sous

I’effet des extraits des filtrats de cultures des 13 isolats de Trichoderma spp ont révélé une
modification importante du mycélium : comme la vacuolisation, 1’enroulement, ainsi que la
déformation et 1’éclatement des sporanges des deux isolats Al et A2 de P.infestans (Figure
14).

Figure 14 : Modification morphologique des isolats de P.infestans sous I’effet des Extraits

methalonique et d’Hexane.

a : Vacualisation du mycelium b : Enroulement du mycelium
c : Début d’éclatement des sporanges  d : Eclatement du sporange

e : Déformation des sporanges e,f: Temoin positif sporange et mycelium de P.infestans
ont souligné 1’absence de germination de spores sous l’effet des filtrats de cultures de

Trichoderma virens, T. viride et Pseudomonas fluorescens avec Phytophtora infestans, apres

48 heures d'incubation.

Kerroum et al. (2015) ont montré que les souches antagonistes de Trichoderma harzianum
étaient capables de réduire la croissance mycélienne de P. infestans ainsi que, I'incidence de
la maladie .Plusieurs travaux dans ce sens ont traduit ces résultats par la sécrétion
différentielle de substances antifongiques comme les métabolites toxiques et les antibiotiques
pouvant induire la lyse du mycélium des champignons pathogénes (Dennis et Webster, 1971;
Claydon et al. 1987, Lorito et al., 1994) et des enzymes (Lorito et al.,1993)

El-Hasan et al., (2009) ont prouvé que la production de viridiofungine A (VFA) dans le filtrat
de culture de I’isolat T23 de T. harzianum a inhibé la germination des sporanges de
Phytophthora infestans. Chambre et Scott (1995) ont affirmé que les filtrats de cultures de
Trichoderma hamatum et Gliocladium virens inhibent la croissance de Phytophthora

cinnamomi et Phytophthora citricola.

Tarus et al. (2003) ont souligné que le compose n-pentyle pyrone contenu dans les extraits
des filtrats de cultures des especes de Trichoderma représente le métabolite le potentiel

inhibiteur de la croissance de Armillaria mellea.
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D’autres études ont souligné que les composés volatils produits par les isolats T. harzianum
T23 et T16 ont des effets inhibiteurs sur la croissance mycélienne de Fusarium moniliforme.
Cette derniere a été sensiblement retardée par les isolats précédemment cités avec des taux
de 51 et 43%. Dans le méme sens, le composé 6PP a également inhibé la production de

conidies et la germination de F. moniliforme (El-Hasan et al.,2007).

Guoliang Yin et al.,(2010) ont montrée que les extraits d'acétate d'éthyle des filtrats de
cultures de Trichoderma spp. a différentes concentrations avait un effet inhibiteur important
sur la croissance mycélienne ,la sporulation et la germination des conidies de Botrytis

cinerea.

Des études similaires ont révélé aussi, que les métabolites produits par Trichoderma spp.
étaient efficaces contre une large gamme de champignons phytopathogenes comme Fusarium
solani (74,4%), Alternaria solani (70,0%), Pythium aphanidermatum (67,7%) et
Macrophomina phaseolina(50,0%) (Svetlana et al., 2010).

Benhamou et al. (1990) ont signalé I’induction d’altération avec une perte cytoplasmique
chez Fuasrium oxysporum fsp radicislycopersici suite, a I’action de Trichoderma harzianum

malgré, ’absence du contact direct entre les deux champignons.

Les filtrats de cultures des deux antagonistes: T. viride et Gliocladium virens ont
considérablement inhibé la croissance de Rhizoctonia solani, en augmentant la concentration

des filtrats dans les milieux de culture (Haikal, 2008).

Des extraits de filtrats de cultures de Trichoderma virens, Trichoderma viride, Paecilomyces
lilacinus et Pseudomonas fluorescens testés in vitro sur Phytophthora infestans, ont montré
une inhibition compléte de la sporulation et de la germination des sporanges de P.infestans
(Chandrakala et al.,2012).

Par ailleurs les pentylpyrone a été testé a différentes concentrations sur la croissance
mycélienne et la germination des sporanges vis-a-vis d'Alternaria brassicicola. Les résultats
ont montré une inhibition complete de ces parametres. Aussi, le mycelium et la plupart des
spores de l'agent pathogéne se sont montrés non viables apres avoir été trempes dans une

solution de 6 pentyle pyrone (Intana et al., 2008).

Simon et al. (1988) ont rapporté que T. koningii produit également le 6-pentyl-alpha-pyrone
(6PAP) qui était capable d'inhiber la croissance mycélienne de Gaeumannomyces graminis.
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Plus tard, Worsatit et al. (1994) ont supposé que le méme composé joue un role important
dans le contrdle de rhizoctone sur le blé. Plus récemment, Pezet et al. (1999) ont rapporté que
ce compose inhibe aussi la germination des conidies et la croissance du mycélium de Botrytis

cinerea.

Il a été démontré qu’il est inhibiteur de la production et la germination des conidies, la
croissance du tube germinatif et la formation de pigments chez F. moniliforme lorsqu'il est

ajouté au milieu de culture gélosé.

Il a été egalement signalé que, la lyse du mycélium de Sclerotiorum rolsfii induite par
Trichoderma harzianum , se traduit par une rétraction ,une vacuolisation de cytoplasme qui

illustre le pouvoir mycoparasitaire de cet antagoniste( Keroum,F.,2009).

3.6 Activité antifongique in vivo des extraits de filtrats de culture des isolats de

Trichoderma spp.

Les extraits des 13 isolats de Trichoderma spp. ont montré un pouvoir inhibiteur important
vis-a-vis des deux isolats de Phytophthora infestans sur les disques foliaires de la variété
spunta de pomme de terre par rapport aux témoins positifs (Figure 15).

Aucun symptdme n’a été développé par Phytophtora infestans aprés 1’application des extraits
methanoliques et d’haxane des filtrats de cultures de I’ensemble des isolats de Trichoderma
spp. sur les disques foliaires de pomme de terre. Un jaunissement a été noté sur quelques
disques foliaires traités par les extraits methaloniques de Trichoderma spp. vis-a-vis de
I’1solat A 1.

60



Figurel5 : Pouvoir pathogéne de P.infestans sous I’effet des extraits methanoliques et d’hexane
a: Selon les extraits methanoliques sur les isolats Al (al) et A2 (a2) /Absence du duvet blanchatre.
b : Selon les extraits d’hexane sur les isolats Al (bl) et A2 (b2) /Absence du duvet blanchatre.

c : Témoin positif Al (c1) et A2 (c2) / Présence du duvet blanchatre.

6PP qui etait présent de tous filtrats de cultures des 13 isolats de Trichoderma spp.

Ces résultats concordent avec ceux montré par Mpika et al. 2009 qui ont trouve que les
filtrats des isolats de Trichoderma spp.ont réduit significativement la taille et la fréquence
des lésions nécrotiques développées sur les disques foliaires de cabosses causés par
Phytophtora palmivora. Des résultats similaires ont été obtenus par Bowers et al.(2001), qui
ont confirmé que I’application de Trichoderma spp. sur les disques foliaires permettait la

réduction des symptémes causes par Phytophthora megakarya.

L'efficacité des filtrats de cultures de T. virens et T. viride sur l'infection des plantes de
pomme de terre par P. infestans a été étudiée par Chandrakala et al. (2012) .1l a été prouvé
que T. virens a complétement inhibé I’apparition des symptomes. Par contre un taux

d’inhibition de 45% a été enregistré par I’application de T. viride.

Les mémes résultats ont été affirmés par Bigirimana et al. (1997), Howell et al. (2000), Sid
Ahmed et al. 2000 et Harman et al. (2004) , ou une réduction considérable des symptomes
sur feuilles d’haricot, de coton, de piment et du mais pré inoculés de T. virens et T.

harzianum, sujettes aux attaques de Rhizoctonia sp, Colletrotrichum sp et Phytophthora sp.

Plusieurs isolats de Trichoderma spp. ont été testés sur les feuilles détachées des plants de
pomme de terre cultivés dans une serre pour le contrdle du mildiou. Les isolats antagonistes
ont montré une réduction de la maladie de 40% comparés aux témoins inoculés uniquement

avec l'agent pathogene (Lozoya-Saldalla et al. ,2006).

Le 6PP a montré a la fois une activité antifongique in vivo et in vitro vis-a-vis de plusieurs
champignons pathogénes des plantes et une forte relation entre la biosynthese de ce composé

et la capacité de biocontrdle (Scarselletti et al.,1994, Worasatit et al., 1994).
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Certains métabolites secondaires de Trichoderma spp. peuvent agir comme éliciteurs de

plantes des mécanismes de défense contre les pathogénes (Vinale et al.2008).

Une réduction de symptdmes engendrés par le Botrytis cinereae sur la tomate a été relevée
en traitant ces plants par le 6PP . En outre, le traitement du sol par ce composé quatre jours
avant l'inoculation de Fusarium moniliforme a montré une suppression considérable des
fontes de semis et une promotion importante de la croissance des plantes, par rapport au

témoin non traité ( EI-Hasan et al.,2009).

L’application de ce composé sur plants de mais a nettement amélioré les activités de la
peroxydase, la polyphenoloxydase dans les tissus des racines des plants de mais traduisant
une induction de la défense de ces plants ( EI-Hasan et al.,2009).

Il a été démontré par Vinale et al.,(2012) que, plusieurs métabolites secondaires de

Trichoderma spp. ont un effet positif sur le développement de la plante .

Aussi, le 6PP ,Koninginins, trichocaranes A - D, harzianopyridone, cyclonerodiol, I'acide
harzianolideharzianic sont des composés isolés qui affectent la croissance des plantes
(Ghisalberti et al., 1993, Cutler et al.,1991)

En effet, le 6PP est impliqué dans de nombreux processus, Il agit sur la croissance de
plusieurs champignons pathogenes et les systémes racinaires des plantes en augmentant les
ramifications (métabolite bioactif végétal) (Vinale et al., 2008)
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ET
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Conclusion

Notre travail a visé 1’étude de I’activité antifongique de la partie non protéique des 13 isolats
de Trichoderma spp. vis-a-vis des deux isolats Al et A2 de P.infestans. Cette étude a permis
la mise en évidence 18 groupes chimiques des extraits de filtrats de cultures de 13 isolats de
Trichoderma spp. par analyse chimique par FTIR,avec certaines similarités entre I’ensemble
des isolats de Trichoderma spp. et la dominance des acides, des alcanes, des groupes

aromatiques et des alcools.

L’analyse chimique par la GC-MS a révélé la présence de 32 composés avec une variabilité
entre la composition des extraits methanoliques et ceux d’hexane des filtrats de cultures des
13 isolats de Trichoderma spp. Il est important de rappeler 1’abondance et la fréquence du
composé 6PP peut étre responsable du pouvoir antifongique sur les deux types sexuels Al et
A2 de P. infestans.

L’’activit¢ antioxydante des extraits des filtrats de cultures des 13 isolats de
Trichoderma spp.vis-a-vis du radical DPPH a prouvé leur pouvoir réducteur modéré en

comparaison avec le témoin positif représenté par 1’acide ascorbique.

Des taux d’inhibition important variant de 94% a 100% ont été enregistrés sur la croissance
mycélienne, la sporulation et la germination pour I’ensemble de filtrats de cultures des

extraits des 13 isolats de Trichoderma spp vis-a-vis des deux types sexuels de P. infestans.

Les extraits methanoliques des filtrats de cultures des isolats TC ,TE, TG et TK ont prouvé
leur effet fongicide sur les deux isolats Al et A2 de P. infestans avec une inhibition

complete de la croissance mycélienne ,sporulation et germination.

Par ailleurs, les extraits méthanoliques et d’hexane des filtrats de cultures des isolats de
Trichoderma spp. ont engendré des modifications remarquables sur la morphologie de 1’agent
pathogene qui, se manifestent par une lyse importante du myceélium ainsi qu’une déformation

et un éclatement de sporanges des deux isolats de P. infestans.

L’application des différents extraits a base d’hexane et de méthanol des filtrats de cultures
des isolats antagonistes. ont prouvé I’inhibition du pouvoir pathogene des deux isolats de
Phytophtora infestans par I’absence de symptomes du mildiou sur les disques foliaires sains
de pomme de terre.
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Selon le pouvoir inhibiteur in vitro et in vivo des différents extraits de filtrats de cultures des
isolats de Trichoderma spp : les isolats TC, TE, TG et TK peuvent étre préconisés dans la
lutte contre le mildiou de pomme de terre en Algérie.

En conclusion, les résultats confirment 1’efficacité¢ de la partie non protéique des isolats de
Trichoderma spp. contre P. infestans. Le composait 6PP pourrait étre responsable de I'activité
antifongique..

Plusieurs portes s’ouvrent a la recherche. 11 est souhaitable:

e Identifier les 13 isolats de Trichoderma spp. par les approches de biologie
moléculaire,

e Separer et tester les différents composés de cette fraction non protéique sur P.
infestans sous serre et en plein champ pour confirmer le principal composé

antifongique et formuler un fongicide,

e Compléter I’étude par un GC-MS en utilisant d’autres types de colonnes capillaires
pour identifier les principaux constituants des filtrats isolats de Trichoderma spp.,

e Separer chaque composé chimique identifié par CG-SM et issu des extraits
methanoliques des filtrats de cultures des isolats TC,TE, TG et TK de Trichoderma
spp. et les tester in vitro et in vivo sur Phytophthora infestans,

e Produire des fongicides a base de ce composé actif majoritaire le 6PP et ’utiliser dans
la lutte biologique contre P. infestans et d’autres agents pathogénes,

» Déterminer la concentration optimale d’inhibition du P. infestans et de réduction du
mildiou,

e FEtudier les mécanismes de résistance induite par ces métabolites secondaires,

e Tester les differents extraits sur une collection élargie de P.infestans de différentes
régions du pays, pour mieux contrdler la maladie du mildiou ainsi que les variétés de

pomme de terre les plus cultivées et multipliées en Algérie .
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