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Activité antagoniste de
Trichoderma sp et Beauveria bassiana vis a vis Diplodia seriata et Neofusicoccum
parvum agents du dépérissement de la vigne.

Résumé

L’objectif de cette étude est de mettre en évidence, 1’effet et les potentialités antagonistes des
deux isolats fongiques Trichoderma sp et Beauveria bassiana vis-a-vis de deux pathogenes

fongiques, Diplodia seriataet Neofusicoccom parvum, agents de dépérissement de la vigne.

L'application de ces isolats fongiques a permis de mettre en évidence des potentialités
antagonistes inhibant in vitro la croissance de Diplodia seriata et de Neofusicoccom parvum
sur milieu PDA avec des taux d’inhibition de la croissance mycélienne allant jusqu’a 45.52 %

pour ’espéce Beauveria bassiana a I’égard de Diplodia seriata.

L’application in situ confirme d’avantage les actions antagonistes des deux isolats
antagonistes a I’égard des agents pathogénes. Il apparait que I’effet antagoniste différe selon
I’isolat antagoniste. Les meilleurs résultats sont obtenus avec Trichodermasp et Brauveria
bassiana avec une réduction moyenne des nécroses de 2.95cm causés par Diplodia seriata

sur la variété Alphonse Lavallé.

Le test de stimulation de la croissance des boutures de vitis vinifera avec les deux variétés
par Trichoderma sp et Beauveria bassiana appliquées seuls et en association sur les bouture
d’Alphonse Lavallé¢ n’a montré aucune différence significative par rapport au témoin non

traité.

Mots clés : Trichoderma, Beauveria bassiana, Diplodia seriata, Neofusicoccom parvum,

antagonisme, Vitisvinifera.




Antagonist activity
Trichoderma sp and Beauveria bassiana against Diplodia seriata Neofusicoccum parvum
agents and dieback of the vine.

ABSTRACT

The objective of this study is to highlight the effect and potential of two antagonistic fungal
isolates Trichoderma sp and Beauveria bassiana against two fungal pathogens, Diplodia

seriata et Neofusicoccom parvum, vine dieback agents.

The application of these fungal isolates permitted to identify potential antagonists inhibiting
in vitro the growth of Diplodia seriata and Neofusicoccom parvum on PDA medium with
inhibition of mycelial growth rate up to 45.52% for the species Beauveria bassiana against
Diplodia seriata.

In situ implementation confirms the advantage of the opposing actions of two isolates
antagonistic against pathogens. It appears that the antagonistic effect differs depending on the
antagonist isolate. The best results are obtained with Trichoderma sp Brauveria bassiana and
with an average reduction of 2.95cm necrosis caused by Diplodia seriata the Alphonse
Lavallée variety.

The growth stimulation test of Vitis vinifera cuttings with two varieties by Trichoderma sp
and Beauveria bassiana applied alone and in combination on cutting Alphonse Lavallée

showed no significant difference from the untreated control.

Keywords:Trichoderma: Beauveria bassiana, Diplodia seriata, Neofusicoccom parvum,

antagonism Vitis vinifera.
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INTRODUCTION

La viticulture fait partie intégrante de la vie économique et sociale de 1’Algérie. Ce
vaste pays, de par sa position géographique privilégiée et ses diverses conditions

pédoclimatiques, a en effet le privilége de mettre en culture la vigne (Benettayeb, 1993).

Avant I’indépendance, I’ Algérie était le quatrieme producteur mondial de vin, apres la
France, I’Italie et I’Espagne. En effet, le vignoble algérien couvrait une superficie de 80 423
ha, et produisait 14 a 18 millions d’hectolitres de vin par an( La FAO, 2014). L'Algérie offre
par ses caractéristiques pédoclimatiques (nature du sol et ensoleillement) les conditions

optimales pour la production de raisin.

Comme toute plante, la vigne est sujette a de nombreuses attaques d’agents
pathogenesd’origines virales, bactériennes et fongiques. Ces derniers peuvent pénétrer par
différentes voies tels que les plaies de taille, ainsi que par les autres blessures accidentelles et
se développent lentement dans le bois et par conséquent, causer des dommages a la plante

(Galet, 1995 ; Dubos, 2002).

Les maladies du bois existent dans le monde depuis toujours, mais depuis plus d’une
décenniequ’elles sont considérées comme faisant partie des problémes sanitaires les plus
préoccupants des plantes et plus particuliecrement des vignobles. Elles sont causées par des
champignons lignicoles pénétrant par des blessures, en particulier lors de la taille (Larignon,

2012).

Plusieurs facteurs semblent étre impliqués dans ces maladies qui engendrent un stress
vasculaire pouvant conduire a la mort de la plante. Plusieurs complexes fongiques ont été¢ mis

en cause et associés a ces différentes maladies du bois (Dubos, 2002).

Les maladies du bois font 1’objet de plusieurs études a I’échelle mondiale, elles sont
surtout étudiées sur la vigne (Chiarappa, 1959; Larignon and Dubos, 1997; Mugnai et al.,
1999; Pascoe and Cottral, 2000; Armengol et al., 2001; Rumbos and Rumbou, 2001; Fischer
and Kassemeyer, 2003; Sofia et al., 2006, Berraf et Peros, 2005).Plusieurs champignons sont
incriminés dans les maladies du bois et sont étudiés par plusieurschercheurs ; les especes de la

famille des Botryosphaeriaceae, celles Diplodia seriata et Neofusicoccum parvum .

Le dépérissement a Botryosphaeria est une maladie de la vigne du tronc fongique qui
représente actuellement une menace pour la viticulture dans le monde entier en raison des

importantes pertes économiques dus a une baisse de plantes touchées et leur mort prématurée.

]
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Neofusicoccum parvum et Diplodia seriata sont parmi les agents causaux (Phillips etal.,

2013).

En plus de ces problémes suscités, globalement la lutte chimique est sans efficacité et ne
donne pas la réussite dans le cas des maladies vasculaire(Guillaumin et al,1998).

Vis-a-vis de ce genre de pathologie végétales, d’autres alternatives sont proposées, telle
que la stimulation des défenses naturelles de la plante, le choix de génotypes tolérants ou

résistants et les tentatives de lutte biologique.

Parmi les agents exploités en lutte biologique vis-a-vis des Botryosphaeriaceae, des
isolats fongiques antagonistes : Trichoderma sp et Beauveria bassiana ont été reconnues
comme des agents potentiels de biocontrdle.les effets de ces deux agents antagonistes peuvent
non seulement permettre de stimuler la croissance des plantes mais aussi de s’opposer aux
agents phytopathogénes (Prévost ef al.,2006 ; Lehr et al., 2008).

Notre travail s’intéresse a mettre en évidence, les effets et les potentialités antagonistes
de certaines isolats de Trichoderma sp et B. bassiana vis-a-vis Diplodia seriata et

Neofusicoccum parvum agents du dépérissement de la vigne

Notre travail a été réalisé en trois étapes :

» La premiére ¢tape a été réalisée in vitro, en utilisant deux isolats pathogénes
Trichoderma sp. et B. bassiana, sélectionnés a 1’¢gard de Diplodia seriata et

Neofusicoccum parvum par la méthode de confrontation directe en boite de Pétri.

» La seconde étape a ¢été réaliséein situ. , nous avons expérimenté l’interaction de
Diplodia seriata et Neofusicoccum parvum a 1’égard des isolats antagoniste
Trichoderma sp et B. bassiana sur des boutures de la vigne Vitis vinifera avec deux

variétés Cardinal et Alphonse Lavallé.

» La troisiéme étape ¢ été réaliser aussi in Situ, pour exprimer l’effet des isolats
antagonistes Trichoderma sp et B. bassiana, sur 1’évaluation de la stimulation de la
croissance des boutures de la vigne Vitis vinifera avec deux variétés Cardinal et

Alphonse Lavallé.




PARTIE 2 : MATERIEL ET METHODES

Notre expérimentation a ¢été réalisée au niveau du laboratoire de microbiologie du
département des Biotechnologies de I’Université de Blidal. L’objectif étant d’étudier les
activités et propriétés antagonistes de deux especes fongiques appartenant a deux genres

différents a1’ égard de deux especes fongiques pathogenes.
Notre travail est constitué¢ de deux parties :

v La premiére partie comprend un essai in vitro qui détermine ’activité antagoniste de
deux champignons (déja connus pour leur pouvoir antagoniste) a 1’égard de deux
champignons pathogénes.

v" La seconde partiec comprend un essai in vivo afin de confirmer cette activité

antagoniste directement sur des boutures.

I. 1. Matériel biologique

Nous avons sélectionné deux isolats de champignons pathogénes : Diplodia seriata et
Neofusicoccum parvum qui appartiennent a la famille des Botryosphaeriaceae. Ces espéces

sont des agents responsables du dépérissement de la vigne (tableau 5).

Concernant les isolats antagonistes, nous avons utilisé Trichoderma sp. Et Beauveria

bassiana connus par leur effet antagoniste (tableau 5).

Tableau 5 : Caractéristiques des isolats fongiques

Espéces Héte identification Provenance

Diplodiaseriata Vitis vinifera Berraf-Tebbal (2013)

Neofusicoccum Vitis vinéfera | Berraf-Tebbal et al. (2014) Locale

parvum

Trichoderma sp. Vitis vinifera _ I’INRA de Bordeaux

Beauveria _ _ Laboratoire de
. bactériologie

bassiana

de 1’université de Blida
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I. 2. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de deux cépages de vigne: le Cardinal et 1’ Alphonse-
Lavallée. Ces deux cépages sont cultivés pour la production du raisin de table. La densité de
plantation est de 1,5 x2.5 m. La superficie des parcelles est de 4 ha. Un seul mode de conduite
est adopté : le cordon double. Le 41B est le seul porte-greffe utilisé pour ces parcelles privées

(tableau 6).

Tableau 6.: Différentes caractéristiques des parcelles.

Régions ALGER
Localité Ain-Benien
Cépage Alphonse-Lavallée Cardinal
Porte-greffe 41B 41B
Age (an) 24 24
Superficie (ha) 4 4
Densité de plantation(m) 1,5x 2.5 1,5x2.5
Date de la taille Janvier Janvier
Mode de conduite Cordon double Cordon double
Transformation de la taille | + +
Traitement a I’arsénite + +

+ :oui

11. Méthodes

II. 1. Purification des champignons

La purification de ces champignons pathogenes et antagonistes a été réalisée apres
plusieurs repiquages par des transplantations successives des disques mycéliens des isolats
testés sur le milieu de culture Potato Dextose Agar (PDA). L’incubation des cultures

fongiques a été effectuée a une température de 25°C pendant 7 jours.

IL. 2. Observations microscopiques
Apres la purification des souches, nous avons réalisé des observations microscopiques
sous le grossissement x10, x40 et x100 afin de s’assurer des caractéres morphologiques des

différentes especes.
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Les principaux caracteéres mycéliens sont: 1’aspect, la forme, couleur, nature des hyphes
et présence des fructifications asexuées ont ét¢ déterminé selon les données décrites par

Larignon (1991).

I1. 3. Activité antagoniste in- vitro
Le test d’antagonisme in vitro a été effectué¢ avec les isolats de Trichoderma sp, et
Beauvéria bassiana a I’égard de deux isolats pathogenes : Diplodia seriata et Neofusicoccum

parvum.

3.1. Antagonisme en confrontation directe.

En ce qui concerne cette interaction, le test d’antagonisme in vitro a été effectuée selon
une technique de confrontation direct en boite de Pétri, qui consiste a déposer les deux
disques mycéliens espacés de 4 cm, I'un des isolats pathogeénes (Diplodia sériata, ou
Neofusicoccum parvum), séparément avec 1’isolat antagoniste (7richoderma sp., ou Beauvéria
bassiana .) dans des boites de Pétri contenant le milieu de culture PDA (Figurel0).

Les témoins sont représentés par des boites de Pétri contenants uniquement le
champignon pathogene. L’ensemble des boites est placé en incubation a une température de
25° C.

L’évolution de la croissance mycélienne des deux champignons a été notée toutes les
24h par la mesure des colonies du champignon pathogene.

Les mesures de la croissance mycélienne sont prises quotidiennement et le test s’acheve
lorsque la colonie pathogene du témoin aura couvert I’ensemble de la boite.

L’évaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne des champignons

pathogénes est estimée selon la formule suivante (Wang et al, 2002) :

I Inhibition= (R témoin- R teste)/ R témoin.100

(%) inhibition = (R témoin — R test) / R témoin x 100

R témoin : distance radiale max de la croissance du champignon.

R test : distance radiale sur une ligne en direction de I’antagoniste.

&
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L’antagoniste Boite de Pétri Le pathogeéne

Milieu PDA

Figure 10. Méthode de confrontation directe en boite de Pétri entre les champignons

pathogenes et antagonistes.

3.2. Reprise des implants

A la fin des confrontations, chaque implant est remis sur un milieu de culture PDA afin
de confirmer 1’activité antagoniste de Trichoderma sp. et B. bassiana sur les agents

pathogénes D. seriata et N. parvum. La reprise ou non de la colonie est notée.

3.3. Production d’acide cyanhydrique (HCN)

La capacité des isolats a produire 1’acide cyanhydrique a ¢été vérifiée selon la méthode
de Bakker et Schippers (1987). Chaque isolat a été repiqué, a I’aide d’une épingle, sur une
boite de Pétri de 90mm. Un papier filtre de 90mm de diamétre, est déposé dans le couvercle
de chaque boite de Pétri en position inverse. Ce papier est par la suite imprégné d’une solution
de couleur jaunatre contenants : 0,5°/- d’acide picrique et 20 °/- de carbonate de calcium. La
préparation de cette solution a été faite sous une hotte aspirante. Les boites de Pétri sont
scellées avec du parafilm et incubées a 30°C. Les témoins étaient constitués de boites de Pétri
contenant du PDA et le papier imprégné de la solution jaunatre (figurel1).

Le virage de la couleur : du jaune vers le brun clair au rouge brun indique
respectivement une production modérée ou é€levée d’HCN par le champignon producteur.

Deux répétitions ont été effectuées, le témoin est représenté par un milieu sans inoculum.

.
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Figure 11. La méthode du test de la production d’HCN.

3.4. Production de métabolites volatils

Procédé¢ de Dennis et Webster (1971b) a été utilisé pour étudier la capacité des souches
de Trichoderma sp. et Beauveria bassiana ., pour inhiber la croissance des deux isolats
Neofusicoccum parvum et Diplodia seriata par antibiose volatile.

Prendre des disques de Trichodermasp., et Beauveria bassiana . (6 mm de diamétre) et
les placer dans le centre des boites de Pétri de 90 mm, contenant 20 ml de PDA et incubées a
22-25°C dans l'obscurité. Apres 7 jours d’incubation, prendre les couvercles de ces boites et
les placer sur les bases des plaques fraiches de PDA inoculé avec des disques des pathogenes.
Les boites sont scellées avec du parafilm et incubées pendent 5 jours. Le développement ou

non des agents pathogeénes est noté.

Les témoins sont constitués de plaques des isolats antagonistes inversées sur des
plaques avec des bouchons de PDA stériles. Quatre répétitions par traitement sont réalisées.

La croissance de chacune des colonies de Trichodermas p. et B. bassiana a été observé.

E
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I1. 4. Activité antagoniste in Situ

Afin de confirmer I’action antagoniste des isolats testées (7richoderma sp. et Beauveria
bassiana) a I’égard de Diplodia sériata et Neofusicoccum parvum,nous avons effectué le test
d’antagonisme in situ sur des boutures de vigne vitisviniféra (variétés : Aphonse Lavallé et
Cardinal).

La méthodologie utilisée est inspirée de celle utilisée par Moral, et al. (2010) pour
confirmer I’action inhibitrice des agents antagonistes sur la pathogénécité des

Botryosphaeriaceae associés au dépérissement de la vigne.

4.1. Méthodologie

Des boutures de 14 a 18 cm de long et de 10 a 15 mm de diametre, ont été prélevées a
partir des deux variétés de vigne. L’essai a été réalisé sur un ensemble de 130 boutures. Dix

répétitions ont été réalisées pour chaque témoin et pour chaque bouture traitée.

Pour chaque bouture, la surface de 1’écorce a été désinfectée avec de I’éthanol au point
d’inoculation situé¢ au milieu de chaque bouture. A 1’aide d’un scalpel, des incisions ont été

réalisées pour enlever 1’écorce (fig. 12a).

Des pastilles de 10 mm de diameétre de mycélium de chaque isolat ont été prélevées en
utilisant une pipette Pasteur puis déposées avec 1’antagoniste au niveau des incisions. Dix

répétitions par isolats ont été effectuées (fig. 12b).

Apres inoculation, les incisions ont été enveloppées avec du coton stérile humide puis
scellées avec du parafilm. Les boutures ont ét¢ incubées dans des pots contenants de I’eau
distillée stérile (fig. 12¢). Afin d’éviter le desséchement, les boutures ont été¢ enveloppées

avec des sachets en plastiques durant 04 a 05 jours.

Les témoins ont ét¢ inoculés avec des pastilles des isolats fongiques (figure 12d). Les
boutures ont été examinées aprés un mois d’incubation. Pour chaque bouture, la longueur de

la 1ésion a été mesurée (figure 12d).
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(©) (d)

Figure 12: a) Incision de la bouture a 1’aide d’un scalpel. b) Inoculation des mycéliums
pathogeénes et antagonistes. c) Incisions enveloppées avec du coton stérile humide. d)

Incisions scellées avec du parafilm.

Afin de confirmer 1’effet antagoniste simultané des deux champignons, Trichoderma et
Beauveria vis-a-vis de Neofusicoccum parvum, Nous avons testé les trois champignons en
méme temps sur des boutures d’Alphonse Lavallée. Nous avons procédé de la méme fagon
que précédemment. Des disques mycéliens de 10 mm de diametre de chaque isolat ont été
prélevés. Pour chaque bouture, trois disques ont été placés a savoir: celui des deux

antagonistes et du pathogene (figure 13). Dix répétitions ont été réalisées.

)
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Figure 13 : les disques mycéliens contenant le pathogeéne et les deux antagonistes sur une

bouture d’ Alphonse Lavallée.

4.2. Ré-isolément des pathogénes

Le ré-isolement des souches pathogenes est réalisé en conditions stériles selon la
technique décrite par Péros et Berger (1994) et Berraf et Péros (2005) pour confirmer 1’action
inhibitrices des agents antagonistes. Les buchettes ont été découpées a trois niveaux de la
bouture testée (au point d’incision et a environ deux centimetres de part et d’autre de

I’incision), avec trois répétition pour chaque test.

Afin d’¢éliminer les contaminants de surface, les buchettes ont été plongées dans un
pilulier contenant une solution d’hypochlorite de sodium a 8° pendant 10mn. Les buchettes
sont ensuite rincées par trois bains consécutifs avec 1’eau stérile et séchées sur du papier
buvard stérile. Les coupes des buchettes sont rafraichies a 1’aide d’un scalpel, puis les
buchettes sont disposées par cinqg dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA
(Figurel4), scellées avec du parafilm et mises a incuber a 25°C a I’obscurité.

L’observation des boites se fait tous les deux a trois jours et a chaque fois qu’une colonie se

Développe, celle-ci est transférée sur une nouvelle boite contenant le milieu PDA.

E
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Figure 14. Ré-isolement des souches pathogeénes sur milieu PDA.

I1. 5. Evaluation de la phytostimulation

Pour évaluer les effets de Trichoderma sp. et B. bassiana sur la phytostimulation des
boutures de la vigne des deux variétés de Vitis vinéfera (Alphonse Lavall¢ et le Cardinal),
nous avons réalis¢é un traitement avec ces deux champignons par des incisions assez
profondes a I’aide d’un scalpel. Des disques de 10 mm de diameétre de mycélium de chaque
isolat ont été¢ déposés sur les incisions. L’ensemble a été enveloppé avec du coton stérile et
humide puis scellé avec du parafilm. Les boutures ont été incubées dans des pots contenants
de I’eau distillée stérile pendant cinq semaines.

Cet essai a ¢été réalisé sur un ensemble de 50 boutures, soit 20 boutures pour chaque
champignon et 10 boutures pour tester 1’effet synergique des deux champignons antagonistes

sur la variété Alphonse Lavallée.

S
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Tableau 7 : Dispositif expérimental

Bloc 1
=)

2

O0O0000000 00 = 3
OO0O0O000000 =

OO0OO0O0O0O00000 =
OO0O00000Oo00o0|s
QOO0 O0OA
OO0OQO0O0000 00 =

QOOO0O0OO00A

T1 : Témoin négatif (eau distillé).

T2 : Traitement avec Trichoderma sp.

T3 : Traitement avec Beauveria bassiana

T4 : Traitement avec Trichoderma sp. + Beauveria bassiana
Bloque 1 : variété 1 d’Alphonse-Lavallée.

Bloque 2 : variété 2 de Cardinal.

1I. 5.1.. Parametres de croissance

5.1.1. Hauteur des tiges

La hauteur des tiges est mesurée a 1’aide d’un metre ruban a partir du collet, jusqu’au

sommet de la tige principale.
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5.1.2. Longueur du systéme racinaire
Pour chaque bouture, la longueur racinaire est mesurée a partir de la fin de I’extrémité

basale du collet jusqu'a I’extrémité du chevelu racinaire en utilisant une reégle graduée.

6. La phytomasse
6.1.Poids frais et poids sec de la partie aérienne

Chaque bouture est coupée au niveau du collet et pes¢ immédiatement pour éviter les
pertes dues a la déshydratation. Une fois le poids frais est noté, le plant est mis dans un sachet

en papier et déposé dans le four Pasteur a 120°C pendant 24h, pour déterminer son poids sec.

6.2.Poids frais et poids sec de la partie racinaire
Apres dépotage, les racines sont écartées soigneusement et le poids frais pesé. Le poids

sec a été déterminé de la méme fagon que la partie aérienne.

III.  Les analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été basées sur 1’analyse de la variance enregistrées dans les
traitements. Dans le cas de différences significatives, la comparaison des traitements est
¢tablie par GLM (General Linear Model). Les différences sont considérées significatives a P<

0.05.

&
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I.La vigne (Vitis vinifera)

La Vigne (Vitis vinifera) est une plante grimpante pérenne a croissance indéterminée,
capable de se multiplier par voie sexuée, par bouturage ou par greffage (Gary et al., 2003).
Originellement capable de vivre entre 60 et 100 ans, sa domestication, et en particulier le
greffage, ont réduit sa durée de vie au vignoble a 30-50 ans (les pieds de vigne sont
généralement arrachés aprés cette période). La vigne n’est généralement productive qu’au
bout de 3, voire 4 ans aprés la plantation. Elle doit simultanément accumuler des réserves
pour la récolte de I’année suivante et alimenter les grappes de I’année en cours. La récolte
d'une année est ainsi 1'aboutissement d'un cycle de 2 ans. Lors de la premicre année (n) la
vigne stocke des réserves et forme des ébauches de grappes dans des bourgeons dits latents.
Au printemps de I’année suivante (n+1), les ébauches donnent des inflorescences qui

produisent des grappes apres fécondation (Mullins et al., 1992).

I.1. Botanique

La vigne, plante angiosperme dicotylédone est une liane de la famille des Vitaceae,
anciennement famille des Ampelideae (Planchon, 1887). Cette famille, associ¢e aux familles
des Rhamnaceae et des Leeaceae, forme I’ordre des Rhamnales (Chadefaud et Emberger,
1960). Les Vitaceae sont, pour la plupart, des plantes ligneuses ou herbacées, ainsi que des

arbustes a tiges sarmenteuses (Hellman, 2003).

1.2. Cycle de développement

Chaque année, la Vigne effectue au cours de son développement deux cycles en
concurrence trophique (Fig. 2). Le cycle végétatif assure la pérennité du cep grace au
développement de 1’appareil végétatif. Le cycle reproducteur permet la formation des fleurs,

puis des fruits(Roumpf, 2015).

1.2.1. cycle végétatif

Il définit la croissance d'un rameau, du débourrement a la perte de ses feuilles(Galet,

2000).

]
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1.2.2. Cycle reproducteur
Il définit la formation de la fleur et sa transformation en raisin, ainsi que sa

maturation(Huglin et Schneider, 1998).

Cycle Vegetatif

Croissance des organes wegetatis Aoitement

&bourrement (année N Arrét de croissance Chute des 1

5 Cycle Reproducteur f

Peprs miverha ) Renis = vernal
- Floraisan Nouaison f Weraison !Ha:ura? DN !
Pleurs '
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Janvier | Faurisr Mars Jillet Apdt | Seplembg Crtobre | Novembre| Decembre
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Figure 1 : Stades phénologiques, cycles végétatif et reproducteur de la vigne(Roumpf,
2015).

1.3. Place de la vigne dans le monde

La vigne est I’'une des especes fruitiéres les plus cultivées dans le monde en termes de
surface et de valeur économique. En 2007, la FAO a estimé le vignoble mondial a 7.792
millions d’Ha et la production mondiale de raisin a 665 millions de gx (dont 12.3 mqgx de
raisin sec) avec 269.9 millions d’hl de vin (Anonyme, 2007)

En 2010, le vignoble présente une large répartition, sur les cinq continents avec une
superficie d’environ 8 millions d’ha. La majorité des surfaces viticoles mondiales sont situées
en Europe (57.9%), le reste étant réparti entre I’ Asie (21.3%), I’Amérique (13,0%), I’ Afrique
(5.2%) et 1’Océanie (2.7%) (OIV, 2010).La production mondiale des raisins en
2010(consommation directe, séchage) est estimée approximativement a 12 millions de tonnes.
Environ 18% (2.2 millions de tonnes) sont acheminés vers les marchés extérieurs. Les

exportations sont caractérisées par une forte concentration géographique. Les plus grands
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pays producteurs sont 1’Italie, la Chine et les USA. Ce dernier est en méme temps un grand
importateur apres 1’Allemagne et le Royaume Uni, qui importent surtout des raisins secs
(Aigrin, 2003; OIV, 2010). Les pays méditerranéens viennent en téte dans I’importance des
surfaces viticoles avec prés de 6millions d’ha. En 2012, la surface du vignoble est passée a

7.528 millions d’ha (OIV, 2012).

1.4. Place de la vigne en Algérie

Avant I’indépendance, I’ Algérie était le quatrieme producteur mondial de vin, apres la
France, I’Italie et ’Espagne. En effet, le vignoble algérien couvrait une superficie de 350000
hectares, et produisait 14 a 18 millions d’hectolitres de vin par an. En 1983 le vignoble
algérien atteignait la plus grande superficie de son histoire avec 400000 hectares et produisant
plus de 21 millions hectolitres devin (Statistiques agricoles, 1999).

L'Algérie offre par ses caractéristiques pédoclimatiques (nature du sol et ensoleillement)
les conditions optimales pour la production de raisin. Les régions de production de raisins
sont surtout situées au nord du pays, on citera parmi ces régions : Arzew, Mostaganem,
Mascara, Sidi-Bel-Abbes et Tlemcen a 1'ouest, Boufarik, Médéa, Blida, Chéraga et Tipaza
pour le centre (Bendjilali, 1980; M.A.D.R., 2014)

Dans beaucoup de zones et notamment au centre et a I’ouest du pays, la viticulture
représente une utilisation optimale du sol. Mais les rendements réalisés sont relativement
faibles, si bien que le cofit de production par unité de volume est relativement élevé. Ceci est
probablement di a la pluviométrie irréguliére au cours de I’année, aux cépages utilisés, a la

vieillesse des plantations, aux itinéraires techniques appliqués inadéquats (Basler, 2000).

Figure 2 : superficie des vignobles en Algérie année 2014 d’apres la FAO.
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Maladies de la vigne

La vigne est sujette a plusieurs maladies affectant les racines, le bois, les feuilles et les

baies(Blouin, 2005).

résulte de [D’interaction entre un hote sensible et un organisme pathogene vivant.

1. Maladies dues a des ravageurs

La plupart des maladies qui touchent la vigne, comme chez la plupart des plantes,

Parmicesagents causaux, appelés pathogenes biotiques nous citons les ravageurs (Constant

,2010 ; Reynier, 2007 ; Charmillot et al. 1996et Galet, 1991) :

Tableau 1 : les ravageurs de la vigne

La maladie

Agent causale

Dégats

Insectes

Le phylloxéra

Daktulosphaira
vitifoliae

Sur les feuilles : au cours du
printemps et de I’été, il y’a
apparition de  nombreuses
excroissances  comme  des
verrues appelées galles de
couleurs rouge Sur les racines :
il y’a apparition des Iésions
graves appelées tubérosités

La pyrale

Sparganothis pilleriana

les feuilles sont dévorées et
trouées puis rassemblées en
paquets au moyen de fils de
soie. L'attaque sur grappe est
moins  fréquente; elle se
caractérise par la présence d'un
abondant tissage blanc

Vers ou
tordeuses de la

grappe

Lobesia botrana
(Eudémis)
Eupoecilia ambiguella

(Cochylis)

nuisibilité directe : est due aux
larves de la premiere génération
qui dévorent un certain nombre
de fleurs, mais cela n’affecte
généralement pas le rendement
final ; en deuxiéme génération
les chenilles s’attaquant
directement aux baies de raisins
en

provoquant d’importantespertes.

Cicadelle de la
flavescence
dorée

Scaphoideus titanus.
Empoasca vitis

Metcalfa pruinosa

)
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Erinose Calipitrimerus vitis Les piqares d'alimentation de
l'acarien de 1'érinose sur les
feuilles se traduisent par une
réaction du parenchyme : des
boursouflures sur la face
supérieure et des dépressions
tapissées d'un feutrage blanc sur
la face inférieure apparaissent.
Acariens rouges | Panonychu sulmi | Au printemps, des point de
(Koch) nécrose’s sur ’feuilles son
observé. En Eté ces feuilles
prennent une teinte plombée
caractéristique.
Acariens jaunes | Eotetranychus carpini | A I’apparition des
(Oudemans) inflorescences des  piqures
peuvent provoquerl eurs
desséchement. Les attaques sur
les feuille se traduisent par
taches jaunes pales ou rouge (en
fonction de cépage).

Acariens

I1. 2. Maladies dues a des microorganismes
Les pathogenes biotiques qui touchent la vigne sont de natures trés variées,

principalement des virus, des bactéries, et des champignons.

Tableau?2 : les maladies de la vigne

Maladie Agent causale Dégats
la maladie de | Xylelle fastidiosa I’occlusion des vaisseaux et
. empéchant I’eau d’étre drainée a
@ Pierce
2 travers la plante.
~§ -feuilles commengant
2 progressivement a s’assécher a
'§ partir des bords pour finalement
& tomber(Reynier, 2007).
= La galle du | Agrobacterium vitis dépérissement de la
g collet plante(Carisse et al., 2006).
Le court-noué¢ [le GFLV (Grapevine | Des décolorations de couleur
2 (dégénérescence | Fanleaf Virus) et ’ArMV [ jaune a la surface des feuilles
=T infectieuse) (Arabis Mosaic Virus) parfois  accompagnées d’un
%: E développement anomal  des
> 5 nervures (Galet, 1977).
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I’enroulement
de la vigne

GLRaV
leafroll-associated virus)

Grapevine

- les feuilles infectées prennent
une couleur jaune ou rouge selon
les cultivars -la maturation des
fruits est retardée(Walter etal.,
2000).

Maladies cryptogamiques

Mildiou

Plasmopara viticola

-’apparition sur les feuilles de
ce qu’on appelle la tache d’huile.
Les tissus touchés par la tache se
dessechent(Dubos, 2002 ;
Blouin, 2005).

Oidium

Erysi phenecator

- Apparition d’un feutre blanc
poudreux et peu  épais
généralement sur la  face
inférieure de la feuille - les baies
prendront une coloration gris
cendré pour rapidement se
recouvrir de spores, leur donnant
une apparence(Blouin, 2005 ;
Reynier, 2007).

Pourriture grise

Botrytis cinerea

Des taches brun-rouge sur le
limbe, et le desséchement des
boutons floraux. Les grains
prennent une coloration grisatre,
ils brunissent et pourrissent en se
couvrant d’inflorescences grises.
(Reynier, 2007).

Maladies du bois

Esca Fomitiporia Au niveau du bois, des coupes
mediterranea, transversales du
Phaeoacremonium spp., | ceps montrent une zone centrale
Phaeomoniella claire et molle (amadou) entouré
chlamydospora, d’une zone brune dure et
Eutypa lata sombre(Letousey et al., 2010)

Eutypiose Eutypa lata Nécroses brunes sectorielles et

biendélimitées présentant un
aspect de pourriture
seéche(Lecomte etal., 2000)
S Botyospheriaceae Des taches foliaires, réduction
- § de vigueur, croissance réduite de
5 s jeunes pousses. Dépérissement
5 2 du cep(Phillips et al., 2013).
20 77}
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Figure3 : Symptomes de maladies cryptogamiques.(a) Le mildiou; (b) L'oidium
(c)black rot(Schneider, 2000)

I11.Maladies du bois
Les maladies du bois (GTD) provoquent des dépérissements des ceps de vigne. La
longévité des vignobles est alors affectée ainsi que la qualité¢ de la récolte (Lorrain et al.,
2012). Les maladies du bois les plus significatives sont [’eutypiose, l’esca et les

dépérissements a Botryosphaeria (Bertsch et al.,2013).

III. 1. Eutypiose

L’eutypiose est causée par le champignon ascomycéte Eutypalata (E.lata), identifié sur
la vigne par Moller et Kasimatis en 1978. La forme asexuée d’E. lata, Libertella blepharis,
ne semble avoir qu’un rdle restreint dans la propagation de la maladie (Cortesi et Milgroom,
2001). Une définition précise de 1’espece, s’appuyant sur des critéres morphologiques et
moléculaires, a été donnée par Rohsaulsen et al. (2006). Cette espeéce, ainsi que les especes lui
¢tant proches en terme phylogénétique, sont connues pour coloniser et causer des symptomes
similaires sur une large gamme de plantes ligneuses (Rolshausen et al., 2006). De nombreuses
especes de la famille des Diatrypaceae ont cependant été isolées sur la vigne en Californie, et

se sont expérimentalement avérées pathogenes (Trouillas and Gubler, 2010).

1.1. Symptomatologie de I’Eutypiose

Les symptomes de 1’eutypiose sont les plus visibles au printemps et se caractérisent par
une chlorose et un desséchement des feuilles qui s’accompagnent d’une nanification des
organes herbacés, donnant aux bras malades un aspect buissonnant (figure 3A). Dans le bois,
ces symptomes se présentent sous forme de nécroses brunes sectorielles de contour net, d’un

aspect sec (Lecomte et al., 2000) (figure 3B) .
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Figure 4: Symptomes associés a 1’eutypiose : rabougrissement des rameaux au niveau des
organes aériens (A) et nécrose sectorielle au niveau du bois (B).( Photographies INRA et
IFV 2000).

III. 2. L’esca

L’esca, maladie cryptogamique, décrite sous le nom de pourriture a I’avénement de
notre &re (Pline [’ancien, Columelle) est plus particulicrement présente dans les vignobles de
I’hémisphere nord. Elle a été décrite tout d’abord sous sa forme apoplectique (Mares, 1865).
Son origine fut longtemps indéterminée et attribuée a un accident d’ordre physiologique qui
était désigné sous le nom de folletage ( Pacottet-Brin, 1899). Ce n’est qu’a la fin du XIXe
siecle que cette forme fut attribuée a un champignon et, de ce fait, se distinguait du folletage
(Ravaz, 1898). En 1922, le terme esca a ¢té introduit pour désigner cette maladie caractérisée
par la présence d’une pourriture blanche et par la forme apoplectique (Viala, 1926). L’esca est
un terme d’origine languedocienne ou provencale qui signifie amadou. Il était désigné
auparavant sous le nom delska en Gréce ou de Yesca en Italie. Entre 1923 et 1926, d’autres

formes d’expression ont été décrites (Marsais, 1923 ; Viala, 1926).

2.1. Symptomes
2.1.1. Forme apoplectique
Se caractérise par une perte subite de la turgescence des feuilles, se traduisant par le

flétrissement de la totalité de la plante ou d’un rameau (Letousey et al., 2010) (figure 5b).
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2.1.2. Forme lente
L’apparition de taches jaunes au niveau du limbe sur les feuille et prennent une couleur

rougeatre en leurs centres et fusionnent entre elles (figure 5a).

Figure 6 Symptomes caractéristiques d’une feuille atteinte par la maladie (Urbez-Torres

et al. 2006)
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III. 3. Botryospheria dieback (ou le dépérissement a Botryospheria)

La famille des Botryosphaeriaceae englobe une gamme de divers champignons qui sont
soit des agents pathogenes, des endophytes ou des saprobes, principalement sur des hotes
ligneuses. Ils sont présents dans toutes les zones géographiques et climatiques du monde, a
l'exception des régions polaires. Leur association fréquente avec les maladies des plantes a
stimulé 1’intérét substantiel dans ces champignons, et une grande partie de cet intérét a été

porté sur la systématique des especes et des genres (Blancard et Lecomte, 2014).

Le dépérissement a Botryosphaeria est une maladie de la vigne du tronc fongique qui
représente actuellement une menace pour la viticulture dans le monde entier en raison des
importantes pertes économiques dus a une baisse de plantes touchées et leur mort prématurée.

Neofusicoccum parvum et Diplodia seriata sont parmi les agents causaux (Phillips et al.,

2013).

III.  3.1.Caractéristiques des Botryosphaeriaceae

Les Botryosphaeriaceae se caractérisent par un mycélium aérien a croissance rapide,
d’une couleur blanche qui devient gris a vert foncé sur PDA. Les cultures peuvent montrer
des pycnides solitaires ou groupées, de couleur noire. Différents types de conidies sont
observées. Elles peuvent étre hyalines ou pigmentées et cloisonnées ou aseptées permettant de

différencier entre les genres (Phillips et al. 2005 et 2007 ; Urbez-Torres etal. 2006).

III. 3.2. Biologie et épidémiologie
3.2.1. Conservation et source d'inoculum

Les différents champignons de cette famille botanique se conservent sur et dans le bois
de vigne, sous la forme de pycnides essentiellement et/ou de périthéces quand le téléomorphe
est formé. En effet, ces structures sont présentes sur les écorces, les parties de bois malades,
ainsi que sur les débris de bois de taille laissés sur le sol. Soulignons que ces champignons
disposent de potentialités saprophytiques trés importantes leur permettant de survivre

aisément sur de nombreux substrats et divers hotes (Blancard et Lecomte, 2014)(figure6).

=
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3.2.2. Sporulation, dissémination

Durant les périodes humides et pluvieuses, des spores sont produites dans les pycnides
et expulsées sous la forme de cirrhes gélatineuses ; elles viennent apres polluer les organes
aériens de la vigne a la suite de projection d'eau sur de courtes distances. Par exemple dans le
cas des Neofusicoccum spp., cette distance n'excederait pas 2 metres. Ces pycniospores
constituent donc l'inoculum primaire. Rappelons que ces champignons peuvent étre
disséminés par les plants de vigne a la suite de contaminations en pépini¢res plusieurs
especes ont ainsi pu é&tre isolées de ce matériel ou de pieds meres : Diplodia.
seriata, Neofusicoccum parvum, Botryosphaeria dothidea, Lasiodiplodia

theobromae, Neofuscocum mediterraneum, Neofusicoccum  vitifusiforme... ( Blancard et

Lecomte, 2014).

3.2.3. Pénétration dans la plante et invasion de 1'héte

Les Botryosphaeriaceae pénétrent la vigne surtout par les blessures réalisées au cours
de la taille ou du greffage. Les plaies de taille sont réceptives a ces champignons durant de
nombreux jours, voire plusieurs mois en fonctions de la période de 1'année et de la zone
géographique de production. Par la suite ils colonisent le bois. Ils y demeurent a I'état
d'endophytes ou de pathogénes latents, ou développent leur parasitisme consécutivement a des

stress biotiques ou abiotiques encore mal connus (Blancard et Lecomte, 2014).

ntmrination perlse plaiss da
& ol par ks cravassss

oo pombear du pathogens s hlvel CONSERVATION

Conkiias
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Figure 7. Cycle biologique de Diplodiaseriata (Urbez-Torres, 2011)

3.3.  Symptomes

Les Botryosphaeriaceae provoquent sur la vigne des symptomes variés fluctuant en
fonction des especes fongiques et des zones de production dans le monde. Elles sont
responsables de nombreux symptomes sur cette plante : destaches foliaires,
des pourritures sur fruits, des mortalités de pousses et de bourgeons, des 1ésions vasculaires et
des chancres sur rameaux et sur troncs. Certaines d'entre-elles sont étudiées et redoutées
depuis de nombreuses années comme par exemples, Neofusicoccum parvum associé a des

symptomes d'excoriose (Phillips et al., 2013) (figure 7 et 8).

D'autres symptomes sont associé€s aux dépérissements a Botryosphaeriaceae : réduction
de vigueur, croissance réduite de jeunes pousses, chlorose foliaire, nécroses et mortalités de
bourgeons, retard de débourrement, blanchiments d'écorce ou décolorations de rameaux

(Blancard et Lecomte, 2014).

Le pouvoir pathogéne des Botryosphaeriaceae sur vigne semble fluctuer en fonction
des especes. Trois classes de virulence ont €té définies pour le moment sur cette plante : les
especes les plus virulentes (Lasiodiplodia spp. et Neofusicoccum spp.), les modérément
virulentes (B. dothidea et Diplodia spp.), les faiblement virulentes (Dothiorella spp. et S.
viticola) (Phillips et al., 2013).
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Figure 8 . Symptomes extérieurs causés par les Botryosphaeriaceae (Urbez-Torres, 2011)

Figure 9. Nécroses dans le bois dues aux chancres a Botryosphaeria (Urbez-Torres, 2011).

IV. Méthodes de lutte

D’une maniere générale, la lutte contre les maladies du bois ne peut se concevoir aussi
aisément que pour les maladies des organes aériens. A ce jour, il n’existe pas de méthode de
lutte chimique validée au vignoble. Actuellement, ’emploi de fongicides n’exerce que des
effets préventifs. Il n’existe aucun produit curatif contre ces champignons. Les moyens de
lutte font surtout appel a une gestion des pratiques culturales (Weber et al, 2007).Les
méthodes de lutte pratiquées vis-a-vis de I’eutypiose visent a diminuer 1’inoculum disponible
par des techniques prophylactiques et optimiser la protection des plaies de taille par des

produits chimiques (Galet, 1999 et Larignon, 2004).

IV. 1. Pratiques culturales
Les mesures prophylactiques visent a améliorer la vigueur de la vigne par un
raisonnement, dés la mise en place de la vigne, par le choix d’un porte-greffe adapté et
éventuellement celui du cépage et du clone. Sur une vigne en production, la vigueur peut se

maitriser par la diminution des apports (notamment azotés) et par I’enherbement permanent




Iv.
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(spontané ou maitris€) : en fonction des possibilités techniques et de la diminution de vigueur

recherchée, la largeur de la bande enherbée pourra étre modulée.

Bien aérer les grappes par une taille et un mode de palissage qui assurent une répartition

homogene des grappes (Galet, 1999 et Larignon, 2004).

L’ébourgeonnage, le rognage, ’effeuillage, et éventuellement 1’éclaircissage permettent
d’éviter ’entassement de la végétation. Ainsi, il faut limiter les blessures engendrées lors des
opérations d’effeuillage en effectuant les réglages adéquats du matériel utilisé (Galet, 1999 et

Larignon, 2004).
2. Lutte biologique

La lutte biologique a pour principe d’utiliser des agents biologiques capables d’entrer en
compétition (antagonisme) avec les agents pathogeénes et les ravageurs sans avoir d’activité
néfaste pour la plante. Ces agents naturels sont réunis sous le concept de biopesticides. La
faune auxiliaire du vignoble (typhlodromes, coccinelles, chrysopes...) renferme des
prédateurs naturels des parasites de la vigne d’ou I’importance de la conserver en évitant
I’emploi de substances chimiques trop agressives. Sa disparition pourrait, en effet engendrer
un déséquilibre qui favoriserait 1’apparition ou la réapparition de certains pathogenes.
Plusieurs microorganismes du sol ont été utilisés pour lutter contre les maladies des plantes
(Mao et al., 1998 ; Emmert et Handelsman, 1999 ; Whipps, 2001 ; Singh et al., 2003 ; Reyes
et al., 2004 ; Haas et Defago 2005 ; Valdebenito et al., 2006 ; Rahman et al., 2007). Ces
microorganismes utilisent différents mécanismes pour lutter contre les agents
phytopathogenes du sol, a savoir : L’antibiose, la compétition, le parasitisme et/ou 1’induction
des mécanismes de la résistance de la plante (; Paulitz et Bélanger, 2001 ; Lugtenberg ef al.,
2002 ; Spadaro et Gallino, 2004 ; Bouizgarne et al., 2006 ; Prévost et al.,2006 ; Lehr et al.,
2008).

Biocontrole par utilisation de micro-organismes

1. Agents de biocontrole utilisés contre les maladies de la vigne

Les pesticides de synthése chimiques utilisés depuis de nombreuses années pour lutter

contre les agents pathogenes des plantes sont aujourd’hui I’objet de nombreuses critiques en
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raison des effets néfastes qu'ils exercent sur I'environnement, les aliments et, au final, sur les

consommateurs.

Cette prise de conscience et la volonté politique en matiere de réduction des risques
associés a une utilisation treés forte, parfois abusive, de produits chimiques font que le
développement rapide de nouvelles méthodes de protection des végétaux respectueuses de
l'environnement est plus que jamais d’actualité. « L’age d'or » des pesticides chimiques
semble donc révolu et la mise au point de méthodes alternatives de lutte, comme la lutte
biologique (ou biocontréle) a I’aide de micro-organismes, suscite un intérét grandissant
(Fernandes, 2005).

Les micro-organismes utilisés en lutte biologique sont principalement des champignons,
des oomycetes, des bactéries. Les modes d’action peuvent étre différents et multiples. Deux
termes sont parfois rencontrés dans la littérature pour nommer ces derniers :

- Celui de BCA, pour « BioControl Agent », est utilisé¢ dans le cas ou son action est directe sur
I’agent pathogene.

- Lorsque le micro-organisme a une action sur la plante, le terme de PGPM pour « Plant
GrowthPromotingMicroorganism » est employ¢; il se décline en PGP-F (Fungi) pour les
champignons, PGP-Y (Yeast) pour les levures, PGP-B pour les bactéries et PGP-R pour les
rhizobactéries (Fernandes, B. 2005).

Néanmoins, comme évoqué précédemment, les agents de biocontrdle sont généralement
PGPM et BCA en méme temps, exemple des Trichoderma spp., Pseudomonas spp. Et
Pithiumoligandrum ( Hermosa et al. 2012).

1. Cas de Trichoderma
1.1 .Taxonomie
Le genre Trichoderma a été décrit par Persson en 1874, est utilisé depuis les années
1930 dans la lutte biologique appliquée en agriculture. Différentes espéces de ce genre ont
montré leur efficacité dans la lutte contre les agents phytopathogénes aériens et telluriques.
La taxonomie moderne des champignons a aboli I’embranchement des
Deuteromycotina, auquel appartenait le genre Trichoderma. La position taxonomique actuelle

des Trichodermasp.se présente comme suit (Bisset, 2004) :

=
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Tableau 3 : Classification de Trichoderma (Bisset, 2004)

Classification
e Embranchement Amastigomycota et /ou Eumycétes
e Sous embranchement Ascomycotina
e Classe Sordariomycétes
e Ordre Hypocréales
e Famille Hypocraceae
e Genre Trichoderma

1.2. Mode d’action

Trichoderma sp possede des mécanismes d’attaque potentiellement utilisables mais
demeurent toutefois complexes. Il peut employer un ou plusieurs modes d’action en méme
temps pour maitriser un agent pathogene.

Le dépoilement de mode d’action varie également selon les partenaires et les conditions
physico-chimiques du milieu (températures, humidité, etc. ...).Trichoderma est etficace
lorsqu’on lui permet de s’installer avant I’arrivée des champignons pathogénes. Son action est
donc préventive. Au niveau des racines, Trichoderma crée un manchon protecteur contre
I’entrée des agents pathogenes a I’intérieur des racines. Une fois installée, 7richoderma peut

avoir un effet stimulant pour la plante en absences de champignons pathogeénes (Caron, 2002).

1.2.1. Antibiose et métabolites secondaires

L’antibiose inhibe la croissance de I’agent pathogeéne par la production des métabolites
secondaire (Cook et Baker, 1983). Ghisalbert et Sivasithamparam (1991) ont décrit divers
substances antibiotiques produites par Trichoderma sp qui seraient responsables de leurs

propriétés antagonistes.

La mise en évidence de la production de métabolites secondaires par Trichoderma sp.a
été rapportée pour la premiere fois par Weiding (1943). La littérature montre que les
métabolites importants de Trichoderma sp. sont principalement des enzymes et des molécules

bioactives. Elle résulte de la production de substances qui agissent comme des « antibiotiques
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et antifongiques » et qui inhibent la croissance de 1’agent pathogeéne (Vizscaino et al, 2005),

telles que :

> Métabolites secondaire volatiles: 6pentyl a pyrone, cyanure d’hydrogene (HCN),
alcools, aldéhydes

> Métabolites non volatiles diffusibles : polycétates(antifongiques), les trichodermines.

1.2.2. Mycoparasitisme et production des enzymes lytiques

Les enzymes qui dégradent les parois cellulaires fongiques sécrétées par Trichoderma
sp. telles que les chitinases et les S glucanases sont considérées comme étant les déterminants
majeurs de I’activité antagonistes (Elad et al, 1982 ; Lorito 1998). Des nombreux travaux
indiquent clairement qu’en particulier les chitinases jouent un rdle principal (Kubicek et al ;

2001).
1.2.3. Compétition

Elle se manifeste par 1’aptitude de Trichoderma sp. a utiliser les mémes ressources du
milieu (aire d’alimentation, sites de développement) que les champignons pathogenes, mais
Trichoderma sp. emploie ce mode d’action surtout pour occuper les lieux avant I’arrivée des
pathogénes. Lors de la compétition, Trichoderma sp. croit fréquemment en paralléle avec son
hote et s’attache au mycélium de 1’hote par des crochets ou par les haustorium soit par
enroulement, ou par les appressoriums (Elad et al; 1983, Harman etal ; 1993 ; Papavizas,

1995).

Les souches de Trichoderma peuvent également €tre agressives, et agir en tant que
concurrents aux pathogénes fongiques dans leurs phases saprophytiques, surtout lorsque les

nutriments constituent un facteur limitant (Simon et Sivasithamparam, 1989).
1.2.4. Colonisation racinaire

La capacité de Trichodermas p. a produire des métabolites antifongiques, y compris des
composés volatils, explique bien cet usage. Les chitinases, glucanases et protéases libérées
par ces Trichoderma dégradent les parois des champignons pathogeénes sans altérer les

cellules des racines des plantes. Les métabolites antibiotiques, tels les peptaibols par exemple,

=
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trichorzianines), agissent en synergie avec les enzymes pour attaquer les champignons

cibles.(Fernandes, 2005).

1.2.5. Stimulation de la croissance des plantes

La colonisation des racines par Trichoderma sp. peut augmenter la croissance et le
développement des racines, le rendement des cultures, la résistance aux stresses abiotiques et

absorption et I’utilisation des nutriments (Harman et al, 2004).

Selon Harman et al (2004), les champignons bénéfiques tel que Trichoderma sp.
peuvent stimuler la croissance des plantes par I’augmentation des éléments nutritifs, par une

efficacité dans I'utilisation de 1’azote, et par la solubilisation des éléments nutritifs dans le sol.

les effets de stimulation de la croissance proviennent de 1’action directe des Trichoderma sur
les plantes et ne soit pas directement li€s aux antagonismes avec les pathogenes. Ces effets
sont visibles aussi bien sur des substrats de culture non désinfectés que sur des substances

stériles (Menzies, 1993).
1.2.6. Induction de la résistance chez les plantes

Plusieurs exemples de succes de la lutte biologique ont été attribués aux mécanismes de
mycoparasitismes et ou I’antibiose, a la rhizosphére compétence, aux enzymes lytiques telles
que les chitinases et les glucanases et a I’induction des mécanismes de résistances de la plante
(Chet, 1987 ; Yedidia et al., 1999). Le renfoncement des activités antifongiques a été montré

chez les plantes et les microorganismes.
2. Cas de Bauveria bassiana

Le genre Beauveria a été décrit par Beauverie en 1911 sous le nom de Botrytis

bassiana.La position taxonomique se présente comme suit (Veullemin, 1912).

&
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Tableau 4 : Taxonomie de Beauveria sp (Veullemin, 1912).

Classification
e Régne Fungi
e Division Ascomycota
e Classe Sordariomycetes
e Ordre Hypocreales
o Famille Ophiocordycipitaceae
e Genre Beauveria
e Espéce Beauveriabassiana

2.1. Mode d’action

Le champignon B. bassiana infecte l'insecte par contact et n'a pas besoin d'étre ingéré
par son hote pour causer l'infection. En général, le processus d'infection de B. bassiana est
divisé en quatre phases distinctes : Adhésion, germination, différentiation et pénétration.

L’adhésion se caractérise par une phase de reconnaissance de la compatibilité entre les
conidies (spores) du champignon et les cellules tégumenteuses de I’insecte (Vey et al ; 1982).

La phase de germination dépend des conditions environnementales et également de la
physiologie de 1'héte (composition biochimique de la cuticule) qui peut favoriser ou inhiber la
germination (Ferron, 1991). Il a ét¢ démontré que la germination des spores ¢€tait affectée par
des lipides épicuticulaires et des acides gras (Boucias et Pendland, 1991).

La phase de différentiation est une phase importante dans le processus d'infection. Au
cours de cette phase, la spore germée produit une structure appressoriale, qui sert de point
d'ancrage et de ramollissement de la cuticule ce qui a pour effet de favoriser la pénétration de
la spore. La production des appressorias est dépendante de la valeur nutritive de la cuticule de

'hote (Magalhaes et al., 1989).

La pénétration de 1’hdte se fait ensuite par pression mécanique et par lyse enzymatique
grace aux protéases, chitinases et lipases (St 1éger ef al., 1989). La colonisation de I’hote se
produit quand le champignon, surmonte les mécanismes immunitaires de 1’hdte (Ferro et al.,
1993). A la mort de I’insecte, Bauveria produit un antibiotique qui lui permettra de résister
aux bactéries du tube digestif. Il y a ensuite momification du cadavre qui se transforme en

sclérote. Les hyphes du champignon traversent le tégument de préférence dans les zones puis
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les recouvrent d’un feutrage mycélien blanc cotonneux caractéristique. En fin il y aura
formation des conidiospores bouclant ainsi le cycle biologique du champignon. L’avantage de
Bauveria bassiana est son large spectre d’action ainsi que sa virulence qui a permis sont

utilisation avec succes en lutte microbiologiques.

&
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I. 1. Etude macroscopique et microscopique de D. seriata

Les colonies de D. seriata croient rapidement sur le milieu PDA. Le mycélium est
cotonneux avec un pourtour régulier. Sa couleur est blanche au départ, qui vire vers le gris

foncé puis elle devient noiratre aprés deux semaines d’incubation (figure 15a).

Les observations microscopiques ont montré des stromas conidiféres isolés et dépourvus de
mycélium. IlIs sont de couleur brune foncée a noire, a paroi épaisse. Une fois midres, ils
prennent souvent une forme globuleuse percée a leur sommet d’un ostiole qui s’ouvre vers

I’extérieur en libérant les conidies. Les conidies ont une forme ovoide de couleur hyaline au

départ puis deviennent marron. (figure 15b).

Figure 15 : (a), Observation Macroscopique, et (b) Macroscopique de D. seriata (X40).

2. Etude macroscopique et microscopique N. parvum
Les colonies de N. parvum sur PDA sont d’abord blanches qui deviennent noire aprés une

semaine d’incubation. Le mycélium est aérien, abondant a contour régulier(Figure16a).
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(a) (b)
Figurel6: (a), Observation Macroscopique, et (b) Microscopique de N. parvum (X40)

3. Etude macroscopique et microscopique de Trichoderma sp

Les colonies de Trichoderma sp sont 1égerement floconneuses ou bien compactées
en touffe. Les colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des phialides. Cing jours
aprés sa germination, la conidie donne naissance a un mycélium d'abord blanc et stérile en
forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est visible sur les parties aériennes du
mycélium. D'autres cercles concentriques réguliers se forment par la suite (Figure 17a).

Sous microscope nous avons observé un mycélium composé d'hyphes jaunes, septés,
ramifiés a parois lisses. Les conidiophores ont une forme conique ou pyramidale. Trés

ramifiés, ils portent des phialides. A leur tour, les phialides portent des conidies.

Figurel7. Observation macroscopique de Trichoderma sp

E
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4. Etude macroscopique et microscopique de B. bassiana
Les colonies sont blanches a contour irrégulier (Figure 18a), le mycélium est
poudreux et ramifié. Les conidies de B. bassiana sont hyalines. Les cellules conidiogénes sont

courtes et ovoides, et se terminent par une extension apicale. (Figure 18b).

(a) (b)

Figure 18:(a) Observation macroscopique, et (b) microscopiquede B. bassiana(x40)

II. Activité antagoniste in vitro

1. Confrontation directe

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

Aprés une semaine d’incubation (tableau 8), nous remarquons que les souches
Trichoderma et Beauveria exercent un effet antagoniste sur D. seriata et N. parvum. Nous
avons enregistré 1’apparition d’une zone d’inhibition suivie par un arrét de croissance pour

I’ensemble des souches pathogéne par rapport a leur témoin.

E
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Tableau 8. Zone et taux d’inhibition de Trichoderma

et Baeuvéria vis-a-vis de Diplodiaet

Neofusicoccum.
D. seriata N. parvum

Zone Taux d’inhibition Zone Taux
d’inhibition | (%) d’inhibition (cm) | d’inhibition(%)
(cm)

Témoin / 0 / 0

Trichoderma sp | 3.54 41.64 3.6 42.35

B. bassiana 3.87 45.52 2.87 33.76

Figurel9 :(a)D. seriata (t¢émoin), (b) Trichoderma sp confrontée avec D. seriata,(c) B.

bassiana confrontée avec D. seriata,(d) N. parvum (Témoin),(e)Trichoderma sp confrontée

avec N.parvum ,(f) : B. bassiana confrontée avec N. parvum.

D’apres les résultats obtenus, nous avons remarqué que les deux souches antagonistes

Trichoderma sp et B. bassiana, ont montré une activité antagoniste inhibitrice vis-a-vis de

I’isolat pathogeéne D. seriata sur le milieu PDA. Cette inhibition est observée aprés 72h de

confrontation, par formation de zones d’inhibition (figure 19).
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Dans tous les essais, nous remarquons que la croissance mycélienne de D. seriata en
interaction avec les deux souches antagonistes, sur milieu PDA est inférieure a celle
enregistré chez le témoin (Tableau 8).

Le taux d’inhibition le plus important (45,52 %) a été enregistré par B. Bassiana alors

que Trichoderma sp a enregistré un taux de 41,64 % apres 72 h de confrontation (Tab 8).

Dans le cas de Neofusicoccum parvum (Tab 8), nous remarquons que les deux isolats
Trichoderma sp et B. bassiana exercent des effets antagonistes mais a des taux variables.
Apres 72h, le taux d’inhibition obtenu par Trichoderma sp est de 42.35 %, comparativement a

celui de B. bassiana (33.76 %)

1.1. Etude comparative avec Modele GLM
a).Diplodia seriata
Les résultats obtenus lors la confrontation direct de D. seriata avec Trichodermasp et B.

bassiana sont présenté¢ dans les Tableaux 9, 10et illustrés par la figure 20.

Tableau 9 :Mod¢le G.L.M. appliqué a la zone d’inhibition de7richoderma sp et B. bassiana

sur D. seriata.

Source Sum-of- df Mean- F-ratio P
Squares Square
Traitement 20.222 2 10.111 91.000 0.000***

N.B. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a

1 % ; *** : trés hautement significative a 0,1 %.

Tableau 10.Modele G.L.M. appliqué au taux d’inhibition de 7richoderma sp et B. bassiana

sur D. seriata.

Source Sum-of- df Mean- F-ratio P
Squares Square
Traitement 56.889 2 28.444 6.737 0.029***

N.B. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a

1 % ; *** : trés hautement significative a 0,1 %.
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Figure 20. Mod¢le G.L.M. appliqué a I’effet de traitement sur la zone et le taux d’inhibition

sur D. seriata.

Les résultats obtenu a partir des tableaux 9, 10 et la figure 20,montrent une différence
trés hautement significative a 0,1 % .Traitement (p=0,000 ; p> 0,1%). entre les traitements sur
la zone d’inhibition, traitement (p=0,313 ; p> 0,1%). et traitement et taux d’inhibition sur

Diplodiaseriata. Traitement (p=0,029 ; p> 0,1%).

b). Le cas de N. parvum

Les résultats obtenus lors la confrontation direct de D. seriata avec Trichoderma sp et

B. bassiana sont présentés dans les Tableaux 11, 12 et illustrés par la figure 21.

Tableau 11.Mod¢le G.L.M. appliqué a la zone d’inhibition de Trichoderma sp et B.

bassiana sur N. parvum.

Source Sum-of- df Mean- F-ratio P
Squares Square
Traitement 14.889 2 7.444 67.000 0.000***

o




PARTIE 3 : RESULTATS ET INTERPRETATIONS

N.B. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a

1 % ; *** : trés hautement significative a 0,1 %.

Tableau 12.Mode¢le G.L.M. appliqué a le taux d’inhibition de Trichoderma sp et B. bassiana

sur N. parvum.

Source Sum-of- df Mean- F-ratio P
Squares Square
Traitement | 64.889 2 32.444 13.273 0.006***

N.B. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a

1 % ; *** : trés hautement significative a 0,1 %.
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T1 : Témoin de N. parvum.
T2 : Traiter avec Trichoderma sp .

T3 : Traiter avec B. bassiana
Figure 21. Modele G.L.M. appliqué a I’effet de traitement sur la zone et le taux
d’inhibition sur N. parvum.

D’apres les tableaux 11 et 12et figure 21, nous avons enregistrées une différence tres

hautement significative a 0,1 %, entre le traitement et la zone d’inhibition de la croissance
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mycélienne Traitement (p=0,000 ; p> 0,1%),et le traitement sur le taux d’inhibition de la

croissance mycélienne (p=0,006 ; p> 0,1%).

I1. 2 . Reprise des implants

La remise en culture des implants de D. seriata et N. parvum testées en confrontation a

I’égard de Trichoderma sp et B. bassiana, sont présentées par le tableau n° 13:

Tableau 13 La reprise des implants des pathogenes tester en confrontation avec les

antagonistes.

Diplodia seriata Neofusicoccum parvum
Trichoderma Beauveria Trichoderma Beauveria
- + - -

- - - +

- + - +

(-)la reprise des antagonistes.

(+) la reprise des pathogenes.
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Figure22. (a) : Implant de Trichoderma vis-a-vis N.parvum, (b):implant B.
bassianavis-a-vis N. parvum, (c):implant Trichoderma vis a vis de D. seriata,
(d) :implant B. bassiana vis-a-vis D. seriata.

Les résultats observé sur le tableau n° 13, montrent que le mycélium des deux isolats
pathogenes (Diplodia et Neofusicoccum), se développent a partir des implants, mais
Trichoderma sp les recouvre et produit des fructifications a leurs surfaces(figure 22 a et c).
Les implants de ces deux pathogenes confrontés avec B. bassiana ont pu se développer (figure

22 betc).

I1. 3. Production d’acide cyanhydrique (HCN)
Le teste de production d’acide cyanhydrique (HCN) n’a pas donné de résultats car la
couleur du papier imprégné d’une solution de couleur jaunatre contenants: 0,5°/- d’acide

picrique et 20 °/- de carbonate de calcium n’a pas virer du brun clair au rouge brun (figure23).
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Figure23. La production d’acide cyanhydrique (HCN): (a): Témoin, (b):

Trichodermasp, (¢) :B. bassiana.

Selon les résultats observés, nous constatons que les deux isolats antagonistes

Trichoderma sp et B. bassiana ne produisent pas I’HCN.

II. 4. Production de métabolites volatils

Le test de la mise en évidence de la production de métabolites volatils a été¢ utilisé pour
¢tudier la capacité des souches de Trichoderma sp et Beauveria sp, a inhiber la croissance des
deux isolats Neofusicoccum parvum et Diplodia seriata par la production de substances

volatiles. Les résultats observés sont présentés sur la figure n°24.

.
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Figure 24. la production de métabolites volatiles: (a): Témoin Diplodia,
(b) :Trichodermavis-a-visDiplodia, (c) :Beauveria vis-a-vis Diplodia, (d): Témoin N.

parvum,(e) :Trichoderma vis-a-vis N.parvum, (f) : Beauveria vis-a-vis N. parvum.

Par rapport au témoin (figure 24 a et d), la croissance de D. seriataet N. parvumtraitées
parTrichodermasp.est inhibée (figure 24 b et e). Par contre leurs traitement avec B. bassiana
n’a pas donner un effet (figure 24 c et f).

Apres 5 jours d’incubation, la croissance mycélienne de D. seriata et N. parvum
traitées par Trichoderma sp est inhibée par rapport au témoin (figure 24). Par contre le

traitement de ces derniers par B. bassiana n’a pas pu inhiber leur croissance (figure 24).
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III. 1. Effets antagonistes in vivo

Apres cinq semaines d’incubation des boutures inoculées par les antagonistes et les
pathogenes(Trichoderma sp. et B. bassiana vis-a-vis a D. seriata et N. parvum), les résultats

sont consignés dans le tableaux 14.

Tableau 14. La taille des nécroses des boutures testées (en cm).

Cardinal Alphonse Lavallé
D. seriata N. parvum D. seriata | N. parvum
Témoin 6,15 5,27 5,85 5,5
Trichodermasp 3,25 4,95 2.9 3,7
B.bassiana 33 4,31 2.9 4,15
Trichodermasp + |/ / / 3
B.bassiana
7 -
6 -
5 -
4 -
3 A M card
2 - H alphon
1 4
0 T T T T T T 1
& &.\;Q <O /\,\% Q)\\o %ﬁ Qé.\e
&\

TDs : témoin Diplodia seriata.

TNp : Temoin N. parvum.

TrD :Diplodia seriata traité par Trichoderma sp.
TrN : N. parvum traité par Trichoderma sp.

BvD :Diplodia seriata traité par Beauvéria bassiana.

.
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BvN : N. parvum traité par Beauvéria bassiana.
Synergie :N .parvum traité par Beauvéria bassiana et Trichoderma sp.

Figure 25. Taille des nécroses des boutures traitées par rapport aux variétés de Vitis vinifera

(Alphonse Lavall¢ et Cardinal).

D’apres les résultats du tableau n°® 14 sur I’ Alphonse Lavallé, la plus importante réduction
de nécrose par rapport au témoin (5.85 cm) est notée sur les boutures inoculées par D. seriata
traitées avec Trichoderma et B. bassiana (2.95 cm). Comparativement avec les boutures
inoculées avec N. parvum traitées avec Trichoderma sp et B. bassiana, nous avons enregistré

des réductions moyenne respectivesdel,8cm et 1,35 cm par rapport au témoin (5,5 cm).

Concernant I’effet antagoniste simultané des deux champignons, Trichoderma et Beauveria
vis-a-vis de Neofusicoccum parvum sur des boutures d’Alphonse Lavallée, nous signalons

une réduction de 2.5 cm de la nécrose par rapport au témoin (Figure 26).

D’apres les résultats obtenus au niveau du tableau n° 14 sur Variété¢ Cardinal, nous
constatons que la plus importante réduction de nécrose par rapport au témoin (6,15 cm), est
notée sur les boutures inoculées avec D. seriatatraitées avec Trichoderma sp.et B.bassiana
respectivement 2,9 cm et 2,85 cm. Les boutures inoculées avec N. parvum traitées avec
Trichoderma sp. et B. bassiana ont donné des réductions moyennes de 0.32 cm et 0,96 cm

respectivement.( Figure27)
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(c) (d) (e) (H

Figure 26. Les nécroses présentées sur les boutures de Vitis viniféra (variété Alphonse
Lavallé). (a) : Témoin D. seriata , (b): D. seriata traitée par Trichoderma sp, (¢) : D. seriata
traitée par B. bassiana. (d) : Témoin N. parvum. (e): N. parvum traitée par Trichoderma sp.

(f) : N. parvum traitéé par B. bassiana.

“"
(a) (c) (d)

Figure 27. Les nécroses présentées sur les boutures de Vitis vinifera (variété cardinal).

(e) ®

(b)

(a) : Témoin D. seriata, (b) :D. seriata traitée par Trichoderma sp.,(c) : D. seriata traitée par
B. bassiana. (d): Témoin N. parvum.(e) :N. parvum traitée par Trichoderma sp. (f) :N.

parvum traitée par B. bassiana.
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1. Ré-isolement :

Les résultats du ré-isolement sur le milieu PDA des agents pathogénes (D. seriata et N.
parvum) a partir des boutures du témoin et des boutures traitées par Trichoderma sp. et B.

bassiana, sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau 15. Les résultats du ré-isolement des agents pathogenes a partir des boutures traitées.

Cardinal Alphonse lavallé

D.seriata N. parvum D.seriata N. parvum
Témoin + + + +
Trichodermasp - - - -
B. bassiana + + + +
Trichodermasp.+ B. bassiana / / / _

(+) : développement du pathogene.
(-) : développement de I’antagoniste

D’apres le tableaulSet a partir des résultats observés (figure 28),Diplodia seriata a pu se
développé a partir des buchettes traitées par B. bassiana (figure26 c et figure27 c et f). Par
contre le développement du pathogéne a été inhibé pour les buchettes traitées par

Trichoderma sp.et ceci pour les deux variétés testées.

D’apres le tableau 15, les résultats observés montrent que N. parvum a pu se développer
a partir des buchettes traitées avec B. bassiana(figure 26 c et f) et (figure 27 c et f). Par contre
les buchettes traitées par Trichoderma sp. n’ont pas pu se développer (figure28 b et e) et

(figure28 bete).

En ce qui concerne le re-isolement a partir des buchettes traitées simultanément par
Trichoderma et Beauveria sur les boutures d’Alphonse Lavallée, nous signalons le

développement de Trichoderma sp.(figure 28 g).
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Figure 28.le ré-isolement des agents pathogeénes sur Alphonse Lavallé: (a) : Témoin, (b):
Trichoderma sp. avec D.seriata, (¢): B. bassiana avec D. seriata, (d): Témoin N.

parvum,(e) : Trichoderma sp. avec N. parvum,(f) :B. bassiana avec N. parvum, (g):
Trichoderma sp.et B. bassiana avec N. parvum.

.
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Figure 29. Le ré-isolement des agents pathogénes sur Cardinal : Témoin D. seriata(a),
Trichoderma sp avec D. seriata(b), B. bassiana avec D. seriata (c),Témoin N. parvum (d),
Trichoderma sp avec N. parvum (e), ), B. bassiana avec N. parvum (¥).

Nous avons également ré-isolé d’autres micro-organismes qui sont considérés comme des

champignons endophytes ou saprophytes.

w
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IV.  Evaluation de la phytostimulation

1. longueurs des tiges et longueurs des racines

Apres I’inoculation des boutures de Vitis vinifera(Alphonse Lavallé, Cardinal), par les

isolats antagonistes

présentés dans le tableau 16.

Tableau 16. La longueur des tiges et racines par rapport aux traitements et aux variétés.

Hauteur des tiges (cm)

Longueurs des racines (cm)

traitement | cardinal Alphonse lavallée | cardinal Alphonse lavallée
T1 14,46 11,35 6,15 6,7

T2 14,78 234 7,15 8,9

T3 15,5 15,9 5,9 6,4

T4 - 14,6 - 6,9

T1 témoin

T2 : traiter par Trichoderma sp.

T3 : traiter par B. bassiana.

T4 : traiter par Trichoderma sp + B. bassiana.

Trichoderma sp et B. bassiana, nous avons enregistré les résultats

Par rapport au Témoin, Trichoderma sp a un effet important sur la stimulation de la

longueur des tiges et des racines d’Alphonse Lavallée. La longueur des tiges a atteint 23,4 cm

et celle des racines 8,9 cm. Par contre B. bassianan’a pasbeaucoup stimulé la longueur des

tiges et des racines. Le traitement synergique avec Trichoderma sp et B. bassianas ur

Alphonse Lavallée n’as pas eu un effet remarquable sur la stimulation de la croissance,

comparé au témoin (Tableaulo6).
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(@) (b) (©) (d) (e) )

Figure 30: la longueur des tiges variétés Alphonse Lavallé: Témoin (a), traité avec

Trichoderma sp (b), traité avec B. bassiana (¢). Variété Cardinal : Témoin(d), traité avec

Trichoderma sp (e), traité avec B. bassiana (e).

(a) (b) (©) (d) (e) (® (2)

Figure 31. La longueur des racines des boutures ;Alphonse Lavallée témoin (a), traité
par Trichoderma sp (b), traité par B. bassiana (c) traité par Trichoderma sp + B.

bassiana (d). Cardinal témoin (e), traité par Trichoderma sp (f), traité par B. bassiana.
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IV. 2. Etude comparative de variété et traitement avec modéle général linéaire
(G.L.M.)

L’utilisation du modele général linéaire (G.L.M.) a permis d’étudier les variations des
parametres de croissance de boutures de la vigne Vitis vinifera (longueurs des tiges racines
sur les deux variétés (Alphonse-Lavallée et Cardinal). Les résultats sont mentionnés sur les

tableaux 17 et 18.

Tableaux 17. Modéle G.L.M. appliqué a l’effet de Trichoderma sp et B. bassiana sur la

hauteur des tiges des boutures de vigne sur les deux variétés.

Source Sum-of- Df Mean- F-ratio P
Square Square

Variété 9.600 1 9.600 0.050 0.824

Traitement | 700.267 3 233.422 | 1.210 0.313

N.B. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a

1 % ; *** : trés hautement significative a 0,1 %.

D’aprées les résultats obtenus pour la longueur des tiges (Tableau 17), nous avons noté
qu’il n ya pas une différence significative entre les boutures traitées et le témoin. Variété

(p=0,824 ; p> 0,1%). Traitement (p=0,313 ; p> 0,1%).

Tableau 18. . Mod¢ele G.L.M. appliqué a D’effet de Trichoderma sp et B. bassiana sur la

longueur des racines de bouture de vigne sur les deux variétés.

Source Sum-of- Df Mean-Square | F-ratio P
Squares

Variété 3.750 1 3.750 0.096 0.757

Traitement 85.575 3 28.525 0.731 0.537

N.B. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a

1 % ; *** : trés hautement significative a 0,1 %.
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Selon les valeurs de la longueur des racines (tableau 18), nous n’avons pas enregistré de
différence significative entre les boutures traitées et le témoin. Variété¢ (p=0,757 ; p> 0,1%).

Traitement (p=0,537 ; p> 0,1%).
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Figure29. Les longueurs de tige et racine sur les boutures traitées par Trichoderma sp
et B. bassiana par rapport aux deux variétés de Vitis Vinifera (Cardinal et Alphonse

Lavallé).
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Figure 30. La longueur des tiges et racines des boutures de Vitis vinifera traitées par

I’association de Trichoderma sp et B. bassiana
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V. La phytomasse

V. 1. Poids frais et poids sec de la partie aérienne

Les valeurs moyennes des poids frais et sec de la partie aérienne ont montré une
différence non significative par rapport au témoin (tableau 19 et 20).

Tableaul9. Modele G.L.M. appliqué a I’effet de Trichoderma sp et B. bassiana et I’effet
des variétés sur le poids frais des tiges.

Source Sum-of-Squares Df Mean-Square | F-ratio P
Variété 3.750 1 3.750 0.372 0.544
Traitement 53.842 3 17.947 1.781 0.160

N.B. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a

1 % ; *** : trés hautement significative a 0,1 %.

Tableau 20 : Mod¢ele G.L.M. appliqué a ’effet de Trichoderma sp et B. bassiana et I’effet

des variétés sur le poids sec des tiges.

Source Sum-of- Df Mean-Square | F-ratio P
Squares

Variété 317.400 1 317.400 0.332 0.567

Traitement 3030.642 3 1010.214 1.056 0.374

N.B. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a

1 % ; *** : trés hautement significative a 0,1 %.

L’analyse des résultats(Tableau 19 et 20),a montré qu’il n ya pas une différence significative
en poids frais et sec, chez les variétés et les traitements par rapport au témoin. Variété

(p=0,544 ; p> 0,1%). Traitement (p=0,160 ; p> 0,1%).

o
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Figure32. Poids frais et sec des tiges par rapport aux traitements.
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V. 2. Le poids frai et le poids sec des racines

Les valeurs moyennes de poids frai et sec de la partie racinaire ont monté une différence

non significative par rapport au témoin (tableau 21).

Tableau 21. Poids frais et sec des racines par rapport aux traitements et aux variétés

Poids frais des racines (g)

pois sec des racines (g)

Traitement  Cardinal Alphonse lavallée Cardinal Alphonse lavallée
T1 0,22 0.47 0,15
T2 0,89 1.67 0,15
T3
0,39 042 0,02
T4 1.83 -

T1 : Témoin

T2 : Traiter par Trichoderma sp
T3 :Traiter par B.bassiana
T4 :Traiter parTrichoderma sp e tB. bassiana.

Selon les résultats enregistrés (Tableau 21), nous constatons que le poids frais et sec ne

représentent pas une différence significatives entre les traitements et le témoin sur les deux

variétés de Vitis viniféra .

V. 3. Etude comparative des poids frai et poid sec des parties racinaires

Les résultats obtenu de la phytomasse de la partie racinaire sont analyser par GLM, et

présentés sur les tableaux 22 et 23.

Tableau22 : Modéle G.L.M. appliqué a Ueffet de Trichoderma sp et B. bassiana et 1’effet
des variétés sur le poids frai et sec des racines.

Source Sum-of- df Mean- F-ratio P
Squares Square

Variété 88.817 1 88.817 0.412 0.523

Traitement | 296.167 3 98.722 0.458 0.713

N.B. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a

1 % ; *** : trés hautement significative a 0,1 %.
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Tableau 23. Mod¢le G.L.M. appliqué a I’effet de Trichoderma sp et B. bassiana et I’effet des

variétés sur le poids sec des racines.

Source Sum-of- Df Mean- F-ratio P
Squares Square

Variété 601.667 1 601.667 1.130 0.292

Traitement | 1265.667 3 421.889 0.792 0.503

N.B. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a

1 % ; *** : trés hautement significative a 0,1 %.

Poids frai des racines(g)

Figure33.Analyse par GLM duPoids frai et sec des racines par rapport aux variétés.
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Il ressort du tableau n°® 22 et 23 que Trichoderma sp et B. bassiana n’ont pas un effet
significative sur le poids frai et sec des racines par rapport au témoin. Variété (p=0,523 ; p>

0,1%). Traitement (p=0,713 ; p> 0,1%).
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L’objectif de cette approche de lutte, est de tenter de détecter un éventuel pouvoir
antagoniste in vitro des agent fongique Trichoderma sp et Beauveria bassiana a 1’égard de
deux isolats phytopathogeénes de la vigne appartenant au genre Botryosphaeriacea (Diplodia
seriata et Neofusicoccum parvum ).

Le genre Trichoderma est un groupe agronomiquement important car il comprend des
champignons « agents de biocontrdle » dont le mode d'action a fait 1'objet de nombreux
travaux. Des études récentes font en effet 1’état d'une capacité de ce champignon filamenteux
a intervenir selon divers mécanismes : mycoparasitisme, antagonisme (compétition), antibiose
(production d'antibiotiques), stimulation racinaire, stimulation de la croissance par

solubilisation de minéraux fertilisants, stimulation des défenses naturelles des plantes.

Les résultats de la lutte menés dans cette étude semblent étre intéressants. Trichoderma
sp. Et Beauveria bassiana ont montré leur pouvoir antifongique vis-a-vis des champignons
¢tudiés. Les résultats obtenus montrent une nette réduction du diametre moyen des colonies
de Diplodiade sriata et Noefusicoccum parvum. en présence de Trichoderma sp par rapport au
témoin non traité aprés cinq jours d’incubation a 25 °C.Cette réduction atteint pour I’isolat
Diplodia seriata 4.96 cm et Noefusicoccum parvum 3.6 cm, traduisant respectivement une

inhibition de I’ordre de 41.64%et 42.35% par rapport au témoin (8.5cm).

En présence de Beauveria bassiana la réduction était de 4.63cm pour I’isolat Diplodia
seriata et de 5.6 cm pour Noefusicoccumparvum se traduisant par une inhibition de 1’ordre

de 45.52 % et 33.73% par rapport au témoin avec (8.5cm).

Daami-Remadi (2001), a montré I’effet fortement antagoniste de 7. harzianum vis-a-vis des
Fusarium responsables de la pourriture seéche sur des tubercules de pomme de terre. Cette
inhibition était plus marquée (pres de 93 %) si ’antagoniste était apporté sous forme d’une

suspension de spores dans le milieu de culture.

L’effet bénéfique du 7. harzianuma été signalé aussi par Sivan et al.,(1987) qui ont
montré que I’enrobage des semences de tomate a 1’aide de cet antagoniste a réduit de 80 %
I’attaque de la fusariose des racines et du collet de la tomate.

La compétition des deux isolats antagoniste se manifeste par leurs aptitude a utiliser les

mémes ressources du milieu (le carbone, 1’azote et autres facteurs de croissance et sites de
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développements) .que chaque champignons pathogeénes, mais ces deux antagonistes

emploient ce mode d’action surtout pour occuper les lieux avant 1’arrivée des indésirables.

La croissance mycélienne de D. seriataet N. parvum traitées par Trichoderma spest
inhibée par rapport au témoin, car elle peu grace a la production d’enzymes (chitinases et
glucanases) parasiter directement les hyphes des champignons qu’ils combattent, les pénétrer
et provoquer la lyse de leurs cellules (Fuchs et al, 1990). Par contre le traitement de ces
derniers par B. bassiana n’a pas pu inhiber leur croissance. Ce résultat peut étre expliqué par

I’absence de ces enzymes.

Les deux isolats antagonistes Trichoderma sp. Et Beauveria bassiana ne produisent pas
I’HCN.L effet antagoniste peut étre attribué a la synthése d’autres substances principalement
les enzymes et des molécules bioactives. Il résulte également de la production de substances
qui agissent comme des « antibiotiques et antifongiques » et qui inhibent la croissance de

I’agent pathogeéne( Vining, 1990).

Dans nos résultats, nous avons noté que I’inhibition de la croissance mycélienne des
deux isolats pathogeénes est variable selon les souches antagonistes testées. Cette différence
pourrait étre expliquée par la différence de sensibilité des isolats testés. En effet, il est connu
qu’au sein d’une espece fongique, il existe une variabilit¢ dans I’agressivité des souches

(Laveau et al.,2009).

Les résultats obtenus dans le teste de biocontréle in sifu, aprés cinq semaine
d’incubation des boutures de Vitis vinifera, ont montré une différence trés significatives entre
la taille des nécroses des boutures inoculées par les antagonistes et les pathogénes. Les
antagonistes (B. bassiana et Trichoderma sp)ont montré en effet un fort potentiel antagoniste
contre les isolats pathogenes ( trichoderma sp et B.bassiana vis-a-vis a D. seriata et N.

parvum ) et les témoins inoculés avec les pathogenes.

Le genre Trichoderma a été utilisé depuis les années 1930, dans la lutte biologique
appliquées en agriculture. Différentes espéces de ce genre ont montré leurs efficacité dans la
lutte contre les agents phytopathogenes aériens et tellurique (Hmouni et al. 1999; Mouria et

al. 1997a, b).
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Plusieurs exemples de succés de la lutte biologique ont été attribués aux mécanismes de
mycoparasitismes et ou I’antibiose, a la compétence rhizosphérique, aux enzymes lytiques
telles que les chitinaseset les glucanases et a 1’induction des mécanismes de résistances de la
plante (Chet, 1987 ; Yedidia et al., 1999). Le renfoncement des activités antifongiques a été

montré chez les plantes et les microorganismes.

Avant la mise en ceuvre d’une stratégie de lutte contre les champignons
phytopathogeénes a 1’aide de produits biologiques, il est nécessaire de connaitre le
comportement des agents antagonistes et leurs interactions avec le pathogeéne (Larkin, Fravel,
1999).A cet effet deux tests d’activité antagoniste ont ¢été réalisé in vitro et in situ entre
Trichoderma sp ,Beauveria bassiana et Diplodia seriata et N. parvum. Ces deux tests ont
donné des résultats différents, le test d’antagonismes in vitro a été plus significatif par rapport
a celui obtenu in Situ. Cependant, la corrélation entre les potentialités exhibées in vitro et in

vivo, n’est pas toujours évidente (Benchaabane et al., 2000).

Apres cinq semaines d’inoculation des boutures de vitis vinifera(Alphonse Lavallé ,
Cardinal), par les isolats antagonistes Trichoderma sp et B. bassiana, nous avons noté une
absence de la phytostimulation par rapport au témoin et cela était notable sur les parametres

¢tudiés(hauteur des tiges et des racines).

L’¢étude de ’association des deux isolats antagonistes sur la stimulation de la hauteur
des tiges et la longueur des racines n’a montré aucun effet synergique sur les parametres

étudiés.

Nous avons remarqué que ['utilisation des antagonistes sur la stimulation de la
croissance des boutures des deux variétés n’a aucun effet significatif sur le poids frais et le
poids sec de la partie aérienne et racinaire comparativement au témoin. Ce résultat peut étre

di aux mécanismes de stimulation qui sont mal élucidés (Menzies, 1993).

L’étude de I’association des isolats antagonistes sur la stimulation du poids frais et le
poids sec des racines n’a montré aucun effet synergique sur les paramétres étudiés. Les effets
sont inégaux d’un isolat a I’autre. Certain isolats possédent des effets stimulateurs et d’autre

ont des effets inhibiteurs.




CONCLUSION

Les résultats de la lutte menée dans cette étude semblent étre intéressants. Trichoderma
sp. et Beauveria bassiana ont montré leur pouvoir antifongique vis-a-vis des champignons
¢tudiés. Les résultats obtenus montrent une nette réduction du diametre moyen des colonies
de Diplodia seriata et Noefusicoccum parvum. en présence de Trichoderma sp par rapport au

témoin non traité apres cing jours d’incubation a 25 °C.

En présence de Beauveria bassiana la réduction était de 4.63cm pour 1’isolat Diplodia
seriata et de 5.6 cm pour Noefusicoccum parvum se traduisant par une inhibition de 1’ordre

de 45.52 % et 33.73% par rapport au témoin avec (8.5cm).

Daami-Remadi et Mahjoub (2001), ont Signalé, en testant I’activité antagoniste de
Trichoderma vis-a-vis de deux especes de Pythium, que pendant les trois premier jours la
boite de Pétri est totalement envahie par le Pytium spp et que Trichoderma sp ne commence a

exercer son activité antagoniste qu’a partir du 4™ jour d’incubation.

La compétition des deux isolats antagoniste se manifeste par leurs aptitude a utiliser les
mémes ressources du milieu (le carbone, 1’azote et autres facteurs de croissance et sites de
développements) .que chaque champignons pathogeénes, mais ces deux antagonistes

emploient ce mode d’action surtout pour occuper les lieux avant 1’arrivée des indésirables.

Les résultats observéa partir de la remise des implants des isolats confrontés avec les
antagonistes, montrent que le mycélium des deux isolats pathogenes
(DiplodiaetNeofusicoccum), se développent a partir des implants, mais Trichoderma sp les
recouvre et produit des fructifications a leurs surfaces, car elle peu grace a la production
d’enzymes (chitinases et glucanases), parasiter directement les hyphes des champignons
qu’ils combattent, les pénétrer et provoquer la lyse de leurs cellules (Fuchs et al, 1990). par
contre Les implants de ces deux pathogeénes confrontés avec B. bassiana ont pu se

développer sa peut étre du a I’absence des enzymes qui les parasites.

Les deux isolats antagonistes Trichoderma sp et Beauveria bassiana ne produisent pas
I’HCN. L’effet antagoniste peut Etre attribué a la synthése d’autres substances principalement
les enzymes et des molécules bioactives. Il résulte également de la production de substances
qui agissent comme des « antibiotiques et antifongiques » tel que: polycétates et

trichodermines. (et qui inhibent la croissance de 1’agent pathogene) (Vining, 1990).
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Dans nos résultats aussi nous avons noté que I’inhibition de la  croissance
mycéliennedes deux isolats pathogenes est variable selon les souches antagonistes testées.
Cette différence pourrait étre expliquée par la différence de sensibilité des isolats testés. En
effet, il est connu qu’au sein de I’espece fongique, il existe une variabilité dans 1’agressivité

des souches (Laveau et al.,2009).

Les résultats obtenus dans le teste de biocontrdle in situ, apres cinq semaine d’incubation des
boutures de Vitis vinifera, ont montré¢ une différence trés significative entre la taille des
nécroses des boutures inoculés par les antagonistes et les pathogénes (7richoderma sp. et
B.bassianavis-a-vis a D. seriata et N. parvum) et les témoins inoculés avec seulement les

pathogenes.

Plusieurs exemples de succes de la lutte biologique ont été attribués aux mécanismes de
mycoparasitismes et ou 1’antibiose, a la compétence rhizospherique, aux enzymes lytiques
telles que les chitinases et les glucanases et a I’induction des mécanismes de résistances de la
plante (Chet, 1987 ; 1998 ; Yedidia et al., 1999). Le renfoncement des activités antifongiques

a ¢été¢ montré chez les plantes et les microorganismes.

Avant la mise en ceuvre d’une stratégie de lutte contre les champignons phytopathogeénes a
I’aide de produits biologiques, il est nécessaire de connaitre le comportement des agents
antagonistes et leurs interactions avec le pathogene (Larkin, Fravel, 1999), c’est pourquoi
deux tests d’activités antagonistes ont été réalisés, in vitro et in situ entre Trichoderma sp,
Beauveria bassiana et Diplodia seriata et N. parvum .Ces deux tests ont donné des résultats
différents. Le test d’antagonismes in vitro a été plus performant par rapport a celui obtenu
inSitu. Cependant, la corrélation entre les potentialités exhibées in vitro et in vivo, n’est pas

toujours évidente (Benchaabane et al., 2000).

Apres cinq semaines d’inoculation des boutures de Vitis vinifera (Alphonse Lavallée,
Cardinal), par les isolats antagonistes 7Trichoderma sp et B. bassiana, nous avons noté une

absence de la phytostimulation par rapport au témoin traité¢ par 1’eau.

D’apres nos résultats, sur les deux variétés de Vitis vinefera, nous signalons une absence
d’une différence significative par rapport au témoin non traité¢, sur la hauteur de tige et des
racines par rapport aux traitements utilisés (7richoderma sp. et B. bassiana) sur Alphonse

Lavallée et méme sur le Cardinal.




CONCLUSION

L’¢tude de ’association des deux isolats antagonistes sur la stimulation de la hauteur
des tiges et la longueur des racines n’a montré aucun effet synergique sur les parametres

¢tudiés.Sa pourrait étre expliquée par une faible concentration des isolats pathogénes

Au terme de cette étude, il serait peut étre intéressant de :

» Envisager, d’étendre 1’expérimentation in situavec les deux isolats Trichodermasp et
Beaveria bassiana d'autres especes phytopathogenes sur des plants économiquement
importante a notre pays.

» Tester ’effet in vivo la souche Trichoderma sp etBeauveria bassianasur la
croissance de Diplodia seriata et Neofusicoccum parvumet qui peut donc avoirdes
intéréts pratiques en lutte biologique contre les effets néfastes desespéces pathogenes
présentées dans ce travail.

» Chercher aséparer des métabolites primaires intéressants de Trichoderma sp. et

Beauveria bassiana.
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