REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR

ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE BLIDA |
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE
DEPARTEMENT BIOTECHNOLOGIQUE
Mémoire vue de I’obtention

du Diplome de Master 2

Spécialité : Biologies des Interactions Plantes Microorganismes

Evaluation antifongique in vitro de Trichoderma sp
sur quelgues champignons phytopathogene

Présenter par :

BOUCHEKOUK Meriem

Devant le jury composé de :

Président de jury : BENCHABANE.D MCA U.Blida 1.
Promoteur: AMMAD.F MAA U.Blida 1.
Examinatrice : BENSAID.F MAA U.Blida 1.
Examinatrice : BRAHIMI.L MAB U.Blida 1.

ANNEE UNIVERSITAIRE 2014-2015



Remerciement

Je remercie tout d’abord notre vénéré ALLAH, le tout puissant, a qui nous devons le

tout.

Il m’est agréable d’exprimer ma reconnaissance a toutes les personnes qui, a titres

divers m’ont apporté leur aide pour mener a bien ce travail.

Je tiens a exprimer ma gratitude a mon responsable de recherche Mme. AMMAD F,
professeur a 1’université de Blida-1, pour avoir dirigé mes travaux de recherche en me
prodiguant tout aide possible, et en me consacrant beaucoup de son temps précieux, a qui je

dois exprimer mon respect et ma reconnaissance.
Mes remerciements vont aussi au Mr BENCHABANE M. responsable de ma
spécialité.

Je tiens a exprimer ma trés grande considération et mon profond respect
reconnaissance a Mme. BENCHABANE D, pour I’honneur qu’elle me fait en présidant le

jury de ce mémoire.

Mes vifs remerciements a Mme. BENSAID F. pour avoir accepté d’examiner ce

modeste travail.

Mes sinceres remerciements vont a Mme. BRAHIMI L. pour avoir accepté

d’examiner ce modeste.

Je remercier cordialement a Mlle. FADIL Djamila, ingénieur de laboratoire de

Mycologie, pour ses conseils et sa disponibilite.

Je remercie mon Papa, qui m’a suivie et toujours soutenu dans mon parcours et qui a

mis a ma disponibilité tous les moyens requis pour mon éducation et mon instruction.



Résumé

Cette ¢tude a pour objectifs d‘évaluer 1‘efficacité fongicide in vitro de Trichoderma
sp. vis-a-vis un agent pathogéne impliqué dans le dépérissement de la vigne, des arbres
fruitier et des plants forestiers.

Trichoderma sp. s’est révélés active quantitativement et qualitativement sur les deux
isolats des pathogeénes étudiés. Les tests du pouvoir antifongique de Trichoderma sp. par la
technique ensemencement en masse ont montré une efficacité tres significative avec des
pourcentages d‘inhibition qui dépassent 90%. Par contre les essais de confrontation directe,
Botryosphaeria sp. et Trichoderma sp. ont révélé que ce dernier a pu inhiber la croissance
mycélienne des deux isolats testés de plus de 28% pour le par rapport au témoin et ce apres
cing jours d’incubation a 25 °C. De plus, au dela de cette période et au terme de cinq jours,
le Trichoderma envahit les colonies de Botryosphaeria sp. pour le mode ensemencement en
masse. Des résultats intéressants ont egalement été obtenus avec 1’augmentation des

concentrations de ce champignon dans le milieu.

Mots-clés. Botryosphaeria, Confrontation directe, ensemencement en masse, Trichoderma



Abstract

This study aims to evaluate the efficacy in vitro fungicidal Trichoderma sp. In other

hand a pathogen implicated in wasting of vines, fruit trees and forest plants.

Trichoderma sp. has revealed active quantitatively and qualitatively on both isolates
studied pathogens. The tests of antifungal potency of Trichoderma sp. by mass seeding
technique showed a very significant efficacy with percentages of inhibition exceeding 90%.
For direct confrontation against the tests, Botryosphaeria sp. and Trichoderma sp. revealed
that he was able to inhibit mycelial growth of two isolates tested over 28% for over control
and that after five days incubation at 25 ° C. Moreover, beyond this period, and after five
days, the Trichoderma invades colonies Botryosphaeria sp. for mass seeding mode. We got

interesting results obtained with increasing concentrations of the fungus in the environment.

Keywords. Botryosphaeria, direct confrontation, mass seeding, Trichoderma
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Introduction

INTRODUCTION

La Vigne est I'espéce végétale la plus cultivée dans le monde. Son importance économique
considérable se situe au niveau de la production des fruits, le raisin, commercialisé comme raisin de
table et jus de fruit. La viticulture occupe environ 8 millions d'hectares dans le monde et permet de
produire 300 millions d'hectolitres de vin. La majorité des Vignes cultivées dans le monde est
regroupée en Europe (62,7 % du vignoble mondial) et notamment en France, Italie et en Espagne.
(Chloé, 2006)

La Vigne est constamment soumise a de nombreux stress qu'ils soient liés aux conditions
climatiques, aux pratiques culturales, a des carences en minéraux et a des bioagresseurs (agents
pathogénes). Les contraintes phytosanitaires menacent continuellement les vignobles et conduisent

les viticulteurs a utiliser de larges quantités de produits chimiques.

En une trentaine d’années, les maladies du bois, d’origine fongique, sont devenues une
préoccupation majeure pour les viticulteurs. Non seulement elles sont a 1’origine de pertes de
rendement et de qualité mais surtout elles causent une mortalité importante. L impact économique
des maladies du bois est donc réel pour les viticulteurs, or il n’existe pas de solution curative a
proprement parler.

Ces dernieres années, les efforts fournis en matiére de recherche sur les maladies du bois de
la vigne ont été considérables : étude des agents pathogenes, des modes d’infection, des relations
hotes-parasites et des méthodes de lutte. Néanmoins les interrogations restent nombreuses. Si
I’existence de cépages plus ou moins sensibles aux maladies du bois est un fait couramment observé,
I’explication de ces différentes sensibilités n’a jamais réellement été apportée. Le contréle des
maladies du bois reste aujourd’hui une problématique a mettre en ceuvre, tant au vignoble qu’en
pépiniere viticole, depuis le retrait de I’homologation de 1’arsénite de soude du marché Européen en
2001. Cependant, depuis quelques années, chimistes, physiologistes, biochimistes, toxicologues et
spécialistes de la protection des végétaux unissent leurs efforts dans la recherche de nouvelles
molécules d’origine végétale et microbienne susceptibles d’assurer une lutte efficace et durable
contre ces bioagresseurs.

En raison de I’absence de moyens de lutte efficaces contre la flore fongique associée
au depérissement de la vigne un essai de lutte a été proposé par 1’usage des traitements biologiques
de nature microbien, afin de mettre en évidence 1’activité antifongique in vitro de Trichoderma sur

guelgues champignons phytopathogéne impliqué dans le dépérissement de la vigne.
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I. Généralité sur la vigne :
I-1. Historique de la vigne :

L’histoire de la Vigne accompagne depuis longtemps celle de I’Homme. Les
premicres traces de ceps de vigne, découvertes dans 1’actuelle Géorgie, datent de plus de
7000 ans (Rowley et al., 2003). A partir de la Géorgie, la culture de la Vigne se serait
répandue dans tous les pays tempérés depuis I’Inde jusqu’a 1’Occident Européen (Enjalbert,
1975). Les premieres fresques représentant des procédés de vinification ont été retrouvées
en Egypte dans des lieux de sépulture datant de 3000 ans avant JC. La Grece, en partie grace

a ses contacts avec I’Egypte, adopta la culture de la Vigne (Johnson, 1990).

A la fin du XIXeme siécle, la Vigne disparait presque totalement des vignobles
frangais et européens. Ce désastre fut causé par 1I’importation accidentelle, en provenance
d’Amérique du Nord, d’un minuscule puceron, Phylloxera vastatrix, qui se nourrit des

racines de la Vigne.
I-2. Données générales sur la vigne (Vitis vinifera .L)

La Vigne (Vitis vinifera) est une plante grimpante pérenne a croissance indéterminee,
capable de se multiplier par voie sexuée, par bouturage ou par greffage (Gary et al., 2003).
Elle est cultivée pour ses fruits charnus: La constitution d’un vignoble nécessite du temps: il
faut attendre 3 ans pour obtenir les premiers fruits, 10 a 12 ans pour avoir un rendement
significatif et 25 ans pour arriver a la pleine production. La qualité organoleptique augmente

avec I’age du cep.

La vigne cultivée, Vitis vinifera, ainsi que les especes du genre Vitis, sont des plantes
angiospermes dicotylédones de la famille des Vitacées, appartient a I’ordre des Rhamnals.
Cette famille comporte 19 genres (Galet, 2000), le genre Vitis contient deux sous-genres,
Muscadinia et Euvitis, qui présentent des caractéres anatomiques, morphologiques et
cytologiques distincts ; seul le genre Vitis contient les especes pour la production viticole
(Huglin et scheider, 1998).

La Vigne effectue au cours de son développement deux cycles en concurrence
trophique. Le cycle végétatif assure la pérennité du cep grace au développement de I’appareil
végétatif et le cycle reproducteur permet la formation des fleurs, puis des fruits (Coombe et
dry, 1988).



CHAPITRE | : Revue bibliographique

Le cycle végétatif de la vigne se déroule sur un an selon différents stades
phénologiques définis par (Baggiolini, 1952) et (Eichhorn et Lorenz, 1977). Apres une
période de dormance, les pleurs montrant a la reprise de 1’activit¢ de la vigne. Le
débourrement, des bourgeons formés 1’année précédente, montrant le démarrage de la
croissance des rameaux et des futurs organes reproducteurs. La floraison a lieu vers le mois
de juin, suivie par la nouaison: apres fécondation les ovaires commencent a grossir. Vers le
mois d’aout la véraison a lieu, suivie le stade de maturation des fruits et la date de vendange
marque la fin du cycle. La fin de septembre les tiges herbacées stoppent leur croissance et
prennent un aspect brunatre, marquant le stade aoutement, caractérisé par la lignification et
I’accumulation des réserves (amidon, sucre) au niveau du bois et des racines, cette
accumulation de réserves dans les futurs bois se poursuit jusqu’au mois de novembre qui
marque le début d’une nouvelle période de repos végétatif. Les réserves ainsi accumulées

permettront la reprise du cycle végétatif I’année suivante.

II- Importance de la filiere viticole

11-1. Dans le monde

La Vigne couvre dans le monde aujourd’hui prés de sept millions d’hectares
et continue de s’étendre a raison d’un accroissement continuel de la consommation, de 4,5%
en moyenne au cours des dix dernieres années (2001-2011). La majorité des surfaces
viticoles mondiales sont situées en Europe (59%), les superficies sont concentrees surtout en
Espagne, 1 032 0000 ha, en France : 807 000 ha et en Italie, 776 000 ha le reste étant réparti
entre I’ Asie (22%), I’ Amérique (12,5%) et I’ Afrique (4,9%) (OIV, 2011). Les statistiques de
I’O1V font ressortir une nette diminution des surfaces mondiales de vigne depuis une dizaine
d’années: la baisse cumulée au cours des dix derni¢res années s’est €levée a 262.000 ha. En
2011, le vignoble mondial a atteint son niveau le plus bas des dix dernieres années avec 7,58
millions ha. Malgré la campagne d’arrachage mise en place par la Commission européenne,
il est a signaler dans ce laps de temps, la belle progression du vignoble chinois qui a presque
doublé dans la derniere décennie (+ 89 %) et de la Nouvelle-Zélande, qui a presque triplé sa
surface entre 2000 et 2011 (de 14 a 37.000 ha). La production annuelle mondiale de vin est
estimée a 265 millions d’hl. L’Europe, avec environ 74% de cette production occupe une
place prépondérante. Cependant, I’augmentation réguliére de la production des pays dits du

Nouveau Monde (U.S.A., Argentine, Chili, Australie et Afrique du Sud) est a signaler.
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11-2. En Algérie

La superficie du vignoble Algérien est d’environ 73.400 ha, les grandes régions
viticoles sont situées 1’ouest du pays. Depuis 1’indépendance, le secteur viticole algérien a
connu des bouleversements profonds engendrés par des mutations d’ordre politique et socio-
économique. Les surfaces cultivees ont considérablement diminué suite & des arrachages et

a la faiblesse de production.

Cesdernieres années la viticulture a pris une place importante dans la nouvelle vision
du développement du secteur agricole, a travers le plan national de développement Agricole
(P.N.D.A.), qui a été initi¢ a partir de I’an 2000, qui vise a relancer cette culture en Algérie,
notamment dans les régions a vocation viticole et montagneuse avec toutes les retombées
positives en matiere de protection des sols, de production et de création d’emplois. Pour ce
faire, les pouvoirs publics ont mis en place un ensemble de mesures d’encouragement visant
justement la réhabilitation de cette culture et son intensification.

Selon les données obtenues auprés des services de production du Ministere de
I’ Agriculture et du Développement rural (2014) (Tableau 1.1), il apparait clairement un
regain d’intérét envers cette culture. En effet, les surfaces viticoles progressent d’année en
année en s’orientant plus vers les raisins de table avec une diversification variétale. Une nette
augmentation des superficies viticoles est enregistrée pendant la période qui s’étale de 1998
au 2005, ces derniéres ont presque doublées, la superficie viticole a atteint 100.202 ha en
2005. En dépit des encouragements des viticulteurs a travers le programme P.N.D.A.,
I’extension du vignoble algérien est marquante, mais le potentiel productif reste tributaire de
conduites culturales. En observant les rendements réalisés chaque année, il en ressort une
certaine faiblesse dans la gestion de la production. En plus des difficultés inhérentes aux
aspects phytotechniques (choix de cultivars, technique de conduite....), 1’aspect
phytosanitaire contribue dans cette régression de la production a plus d’un titre et en termes
de superficie notée en 2006 jusqu’a ce jour.

En effet, la vigne est sensible a de nombreuses maladies dues a divers agents
pathogenes: virus, phytoplasmes, bactéries, insectes et champignons. Néanmoins, la
majorité des pesticides utilisés en viticulture sont des fongicides. En moyenne, 7 a 19
traitements sont appliqués par parcelle au cours d’une saison. Les principales maladies
visées par ces traitements sont le mildiou et I’oidium et dans une moindre mesure la

pourriture grise qui sont respectivement dues aux agents Plasmopara viticola, Erysiphe
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necator et Botrytis cinerea. Ces affections atteignent les organes herbacés de la vigne et
peuvent étre maitrisées en conjuguant une prophylaxie et un usage des traitements
chimiques. Cependant, depuis une vingtaine d’années des maladies cryptogamiques

touchant les vaisseaux conducteurs de séve de la vigne ont émergés.

Tableau 1. 1 : Situation sur I’évolution de la viticulture en Algérie

(Ministere de 1’ Agriculture et du Développement Rural, 2014)

2000 2001 2002
Sup. Prod. Rend Sup. Prod. Rend. Sup. Prod. Rend
ha gx gx/ha ha gx gx/ha ha gx gx/ha
Vignoble 58833 2038010 34,6 68540 1961590 29,3 79 990 2 343970 29,3
Vigne de
. 34150 1621540 54,0 38260 1612580 53,1 41 860 1881 390 59,2
able
Vigne de
24570 414630 199 30190 347570 16,6 38010 458 510 20,6
cuve
Vigne a
o 110 1840 16,7 90 1440 16,0 120 4070 37,0
raisin sec
2003 2004 2005
Vignoble 94025 2779680 29.56 97696 2839000 454 100202 3340210 48,0
Vigne de
. 45380 619140 241 47070 616000 23,4 47 668 727 090 22,3
table
Vigne de
48520 2157440 62,3 50465 2220550 61,6 52 406 2 610 280 70,8
cuve
Vigne a
o 125 3100 27,0 161 2 450 20,2 128 2 840 23,9
raisin sec
2006 2007 2008
Vignoble 97063 3980180 52,9 91930 2449990 31,9 86 665 4019915 54,5
Vigne de
44170 807020 22,8 38044 406860 11,8 34 332 621 557 19,6
table
Vigne de
52769 3170600 80,0 53772 2040470 48,3 52 224 3396 188 81,1
cuve
Vigne a
o 124 2 560 22,7 114 2 660 24,9 109 2170 22,4
raisin sec
2009 2010 2011
Vignoble 82184 4925252 63,8 79.855 5.604.000 70.2 77.461 4.025.950 51.97
Vigne de 77.7
. 31051 728450 27,9 50.482 4.743.285 114.3 49.338 3.499.150
table
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Vigne de 29.3 18.72
51029 4194537 97,7 29.373 860.715 28.049 525.120
cuve
Vigne a 216 22.70
o 104 2265 234 75 1620 74 1680
raisin sec
2012 2013 2014
Vignoble 74.079 5431690 733 7335 5707.540 7781 nd nd nd
Vigne  de 111 47.02 4.829.497  102.70 nd
47.224  4.432.566 nd nd
table
Vigne  de 259  26.29 878.043  33.39 nd
26.827 697.404 nd nd
cuve
Vigne a 29.7 38 860 22.63 nd
o 58 1720 nd nd
raisin sec

nd : non donné

CPM : la superficie du champ de pied mere est comptabilisée dans le total vignoble

I11- Les maladies du bois de la vigne

Les maladies du bois sont définis comme étant des maladies causées ou associant des
champignons pathogénes des parties aériennes, ligneuses et pérennes de la vigne : tronc et
bras ou cordons. En cela, elles se distinguent des maladies racinaires, foliaires et des organes
fructiferes. Elles regroupent plusieurs maladies, certaines affectant les jeunes vignes d’autres
les vignes plus agées. Ainsi les maladies nommées : Pied noir, maladie de Petri, Verticilliose
et Fusariose touchent les jeunes plantes (1-5 ans) en pépiniére ou au vignoble. Les
dépérissements liés a Botryosphaeriacaea, 1’esca et 1’eutypiose sont généralement décrits
sur les vignes plus agées. Ces derniéres sont responsables de dépérissements importants dans
de nombreux vignobles de par le monde, diminuant la longévité d’une plantation de vigne
et affectant la qualité des raisins produits sur vignes malades (Lorrain et al., 2012). Selon la
maladie considérée, les méthodes de lutte préconisées peuvent varier, cependant aux vues
des caractéristiques de ces pathosystémes, les méthodes directes n’ont souvent qu’un effet
partiel, les méthodes prophylactiques restant parfois les seules préconisées. Dans cette partie
seront développées les connaissances actuelles concernant la microflore fongique pathogéne
associée aux maladies du bois affectant les plantes jeunes et les plantes agées et les

principales méthodes de lutte.
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I11-1. La maladie de Petri

Cette maladie, associée a deux champignons Ascomycetes Phaeomoniella
chlamydospora (Pch) et Phaeoacremonium aleophilum (Pal), affecte les ceps de vigne agés
de 1410 ans (Del Rio Conesa, 2002; Fourie et Halleen, 2002) dans la plupart des vignobles
européens et mondiaux. Les symptdmes externes se caractérisent par un retard de
développement des organes aériens ; la végétation est affaiblie et les entre-nceuds des
rameaux sont plus courts. Des chloroses et des nécroses sont présentes sur les feuilles. Cette
maladie doit son nom au phytopathologiste qui 1’a décrite en 1912 en observant notamment
les symptdmes internes caractérisés par des nécroses et des ponctuations noires dans la

moelle des ceps atteints.

I11-2. La maladie du pied noir

Cette maladie est associée aux champignons du genre Cylindrocarpon spp. L’espéce
Cylindrocarpon destructans est celle qui a été découverte en premier en 1961 dans le
vignoble francais (Maluta et Larignon, 1991) avant d’étre également isolée en Sicile (Grasso,
1984), au Portugal (Rego et al., 2000; Rego et al., 2005) et en Pennsylvanie (Gugino et
Travis, 2003). D’autres especes de Cylindrocarpon spp responsables de cette pathologie ont
également été isolées au Chili, en Grece, en Espagne, en Afrique du Sud (Fourie et Halleen,
2002) et en Australie (Whitelaw-Weckert et al., 2007). Cette maladie affecte les jeunes ceps
agés de 2 a 10 ans. Les symptomes extérieurs sont caractérisés par un raccourcissement des
entre-nceuds et une production de petites feuilles. A I’intérieur des ceps peut se développer
une grosse et grande nécrose du xyleme, de couleur brun foncé allant vers le noir. Le nombre
de radicelles diminuant, cela peut amener a une perte de vigueur du cep et donc a la mort de
celui-ci.

Les maladies de Petri et du Pied noir sont souvent difficiles a déterminer car les
champignons impliqués agissent simultanément, un méme cep pouvant donc étre atteint par

ces deux pathologies a la fois.

111-3. L’Eutypiose
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L’Eutypiose est une des maladies de dépérissement les plus importantes causée par
le champignon ascomyceéte Eutypa lata (Carter, 1991). Elle est présente dans quasiment tous
les vignobles du monde et entraine des pertes économiques conséquentes liees a la
diminution de la production de raisin par les plantes.

E. lata a été isolé et identifie sur 88 espéces végétales réparties en 28 familles de
plantes ligneuses pérennes dicotylédones présentes sur les 5 continents (Berraf et Peros,
2005; Cortesi et Milgroom, 2001; Wenneker et al., 2006).

Le cycle biologique d’E. lata est présenté sur la figure 1.1. Seule la forme sexuée est
pathogéne. Le champignon forme des périthéces sur les bois morts dans lesquels vont se
former les ascospores (forme sexuée du champignon) qui seront disseminées par la pluie

(Paillassa et al., 1992) et par le vent sur de grandes distances (Ramos et al., 1975).

SN

A 54
et

Cop Infecte
/ CONSERVATION
Contamination par

les plalea de tallle

:m.'..' //M
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Pertthieces sur les bols morts

Figure 1.1 : Cycle biologique d’Eutypa lata (Emilie Breuz, 2013)

Les plaies de taille et les blessures constituent une porte d’entrée pour le mycélium
qui va coloniser les vaisseaux du xyléme des bras et du tronc et provoquer 1’apparition d’une
nécrose brune sectorielle. Extérieurement, les symptomes se caractérisent par la formation
d’internoeuds courts, 1’apparition de chloroses et le repli des feuilles (Figure 1.2). Lorsque
le bras est coupé, une nécrose en forme de V est visible (Figure 1.3). Des métabolites toxiques
tels que I’eutypinol, ’eulatinol et le methyleutypinol produits par le champignon sont

responsables de 1’apparition de ces symptomes.
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Figure 1.3: Une nécrose en forme de V du a Eutypa lata (Urbez-Torres, 2006)
111-4. L’Esca
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L’esca est la plus ancienne des maladies décrites sur la vigne. L’esca doit Son nom
a la présence de pourriture blanche. Il s’agit d’une maladie a étiologie trés complexe dont
les causes exactes restent encore a élucider. En effet, le Postulat de Koch n’est que
partiellement vérifié : seule la formation des nécroses du bois est reproductible, non les
symptomes foliaires. Appelée aussi Black Measles, 1’Esca touche normalement les ceps de
vigne agés de 15 a 25 ans, mais des études ont récemment montré que les jeunes plantes
pouvaient également étre atteintes (Romanazzi et al., 2009). En Europe, trois principaux
champignons pathogénes, isolés des necroses du bois, sont associés a 1’esca : deux
ascomycetes, Phaeoacremonium aleophilum et Phaeomoniella chlamydospora et un
basidiomycéte Fomitiporia mediterranea. De hombreux autres champignons dont certains
pathogenes sont fréquemment isolés des nécroses du bois de plantes atteintes d’esca. C’est
le cas d’Eutypa lata, agent responsable de I’Eutypiose, de différentes especes de
Phaeoacremonium sp. ou de nombreuses espéces de Botryosphaeriaceae (Larignon et
Dubos, 1997).

Cette maladie se présente sous deux types de formes : la forme lente et la forme
apoplectique (Figure 1.4. a et b). Les symptdmes foliaires sont caractéristiques de la forme
lente méme s’ils peuvent étre présents chez la forme apoplectique (Larignon et Dubos,
1997). La forme lente se caractérise par des colorations foliaires spécifiques : taches
internervaires jaunatres sur cépages blancs et bordées de rouges sur cépages noirs les
nervures restant vertes. Ces taches évoluent progressivement vers un brunissement et un
dessechement. Les symptomes foliaires de la forme lente peuvent étre visibles une année sur
un cep et disparaitre 1’année suivante (Maher et al., 2012). La forme apoplectique est
caractérisée par un dessechement rapide des organes aériens, rameaux, feuilles et grappes
d’une partie ou de la totalité du cep de vigne. Ce symptome se manifeste généralement
lorsque les étés sont chauds, entrainant la mort des ceps en quelques jours seulement sans
symptémes annonciateurs.

Sur les baies, les symptdmes observés différent selon les pays. En France, les grappes
se développent mais les baies flétrissent ou leur maturation est retardée. En Italie
(Graniti,1960; Grasso, 1969) et en Californie (Chiarappa, 1959), les symptémes sur baies
sont décrits avec I’apparition de taches violettes foncées ou gonflement des baies conduisant
a leur éclatement.

Dans le bois, le développement de champignons associés a 1’Esca conduit a la
formation de deux types de nécroses : (i) une nécrose centrale de couleur claire, entourée

d’une zone brune et dure, causée par Phaeoacremonium aleophilum et Phaeomoniella

10



CHAPITRE | : Revue bibliographique

chlamydospora ; (ii) une nécrose sectorielle claire et tendre a partir de laquelle sont isolés
Eutypa lata et Fomitiporia mediterranea (Larignon et Dubos, 1997). Ce dernier est
responsable de la formation d’amadou ou pourriture blanche, caractérisée par du bois clair,
dégradé et mou présent généralement au centre des nécroses.

Pour la forme apoplectique, Maher et al. (2012) ont montré que les ceps exprimant
la forme apoplectique contenaient au niveau des bras et du tronc un volume de bois

fonctionnel plus altéré par rapport aux ceps exprimant la forme lente ou asymptomatiques.

Figure 1.4 : Photos représentant la forme dite lente (4.a) et la forme apoplectique (4.b).
(Emilie Breuz, 2013)

111-5. Black Dead Arm (Le BDA.)
Le Black Dead Arm (BDA) est mentionné pour la premiére fois en 1974 par

Lehoczky en Hongrie. Ce syndrome est seulement observé en France, depuis 1999, dans le

11
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vignoble bordelais (Larignon et al. 2001). Peu d’informations sont disponibles a ce jour. Les
agents pathogenes impliqués sont des ascomycetes de la famille des Botryosphaeriaceae
comme Diplodia seriata anamorphe de Botryosphaeria obtusa (Schweinitz), Diplodia
mutila et Neofusicoccum parvum (Larignon et al. 2001 ; Kuntzmann et al. 2010). Ils sont
présents a la fois au niveau du bois de vignes symptomatiques et dans des plants de
pépiniéres (Spagnolo et al. 2011). Par des tests de pathogeénicité, leur capacité a provoquer
des symptomes dans le bois a été démontrée. D’autres syndromes de dépérissement sur vigne
causés par les Botrysphaeriaceae sont décrits dans la littérature (Urbez-Torres et al. 2006).
Il semble que ces différentes maladies pourraient étre rapprochées (van Niekerk et al. 2006).
De nouvelles connaissances sur la phylogénie de ces agents pathogénes ont été apportées
récemment (van Niekerk et al. 2004 ; Pitt et al. 2010). Ces champignons sont aussi impliqués
dans le syndrome de ’esca (Mugnai et al. 1999) et I’excoriose (Phillips 1998).

Les symptomes sont proches de ceux de I’esca et affectent la partie herbacée au
printemps, vers la fin du mois de mai (Larignon et al. 2001).Au niveau du bois, la bande
brune est observable sous 1’écorce correspondrait & une nécrose interne. Lorsqu’ une forme
sévére de la maladie s’exprime, les tiges meurent, les feuilles tombent précocement, les
fleurs et les fruits sechent. Dans le cas de la forme légere, des décolorations internervaires
rouges, sans liseré jaune, chez les cépages noirs (Figure 1.5) et jaune orangeé chez les cépages
blancs apparaissent sur les feuilles. C’est cette derniére caractéristique qui permettrait de
distinguer Esca et BlackDead Arm, bien que cela soit difficile sur cépage blanc. La similitude
entre les deux types de symptdmes laisse supposer qu’il s’agit de la méme maladie (Lecomte

et al. 2006).
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Figure 1.5 : Symptémes foliaires du black dead arm sur Merlot. (Lambert, 2011)

La conservation hivernale des agents du Black Dead Arm se fait sous forme de
pycnides sur le cep et les bois de taille (Larignon et al. 2001). La dissémination des spores
semble plus importante en période végeétative (Brown-Rytlewski et McManus 2000 ;
Kuntzmann et al. 2009): les plaies causées par les travaux en vert (épamprage, rognage) sont
des voies d’entrée potentielles pour ces agents. lls ont été détectés en pépiniére a la surface
et a ’intérieur des porte-greffes et des greffons.

Les Botryosphaeriaceae produisent des toxines polysaccharidiques (Martos et al.
2008) et des dérivés de la mélléine (Djoukeng et al. 2009) dont la phytotoxicité a été
démontrée sur feuille mais n’a pas été reliée directement avec la pathogénicité des souches.
L’analyse du protéome de D. seriata a mis en évidence des proteines potentiellement

impliquées dans la pathogenése (Cobos et al. 2010).

IV- Facteurs favorisants le dépérissement

L’expression des symptomes foliaires des maladies du bois exprime une grande
variabilité d’une année a 1’autre, que ce soit dans le cas de 1’esca et du BDA. (Surico et al.,
2000) ou de I’eutypiose (Wicks et Creaser, 2001). L’hypothése proposée implique plusieurs

facteurs liés a I’environnement, au matériel végétal et aux pratiques culturales.
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IV-1. Climat et sol

Le climat ainsi que les caractéristiques du sol sont les facteurs dont I’influence sur
I’expression des symptomes a été étudiés. Il semble qu’un printemps chaud diminue
I’incidence des symptomes de 1’eutypiose (Sosnowski et al., 2007). Dans le cas de 1’esca, il
est connu que la forme apoplectique est favorisée par un climat chaud et sec mais une
corrélation directe entre la température, les précipitations et I’expression des symptomes n’a
pas été établie (Surico et al., 2000). Au vignoble, la dissémination des spores de la flore
fongique responsable du BDA semble étre accomplie toute I’année avec des maximums en
conditions tempérées aprées une période pluvieuse (Bertsch, 2009; Urbez-Torres et al., 2010).

Peu d’informations sont disponibles en ce qui concerne l'effet de la nature du sol,
toutefois les sols pauvres entrainent une mort plus rapide des pieds atteints par E. lata. Les
sols chlorosants (fortement argileux) et donc mal drainés, accentuent la gravité des
symptoémes. Les sols carencés (sables littoraux) particulierement sont favorables a
I’expression de la maladie (Dubos, 1987). Concernant les types de sol, plusieurs éléments
complémentaires ont déja été signalés, Viala (1926), a rapporté que les sols argileux et
compacts favorisaient 1’apoplexie. Surico et al., (2000), signalérent que 1’expression de
I’esca est favorisée dans les sols lourds et humides. A 1’opposé Lecomte et al. (2005), ont
observé des symptomes importants d’esca dans une parcelle implantée sur sol a dominance

sableuse, mais tres humide au printemps.

IV-2. Cépages et portes greffes

Les études réalisées par Péros et Berger (1994), sur la sensibilité des cépages ont
révélé une influence notable du cépage sur I’incidence des maladies du bois. Vue la
complexité des facteurs agissant sur la réceptivité des cépages, il est difficile d’établir un
classement des cépages par rapport a leurs réaction vis a vis des pathogenes. La plupart des
variétés de Vitis vinifera sont susceptibles a l'esca. Cette sensibilité est mal définie, mais
semble a peu pres identique a celle établie pour I'eutypiose (Dubos, 1999a). De méme pour
la sensibilité des cépages a I'egard des agents fongiques responsables des maladies du bois,
les pieds meres présentent aussi des sensibilités differentielles. Certains porte-greffes (141B
et 99 R) sont plus favorables a 1'expression des symptomes de I’eutypiose (Péros, 1999),
alors que d’autres (SO4, 140 R), sont considérés comme des portes greffes vigoureux (Galet,

1995).
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1VV-3. Mode de conduite

Le mode de conduite joue un réle important dans I’extension des maladies en relation
avec le nombre, 1’époque de taille et la dimension des plaies de taille (Galet, 1999).
L’installation des champignons du bois qui sont des parasites de blessures est favorisée par

les systémes de taille qui provoquent de nombreuses et importantes plaies (Dubos, 1994).

IV-4. Réceptivité des ceps

Les agents fongiques responsables des maladies du bois cités précédemment;
pénetrent essentiellement par les blessures des bras du tronc des souches au cours de la taille
pratiquée, mais aussi par celles provoquées suite a la chute des feuilles, par les gelées, par le
vent et par les nécroses bactériennes. Les nombreuses plaies offrent a ces agents lignicoles
des sites de pénétration. La réceptivité de celle-ci diminue avec le vieillissement des plaies,
elles deviendront moins sensibles avec le temps suite a la colonisation des antagonistes
(Ramos et al., 1975; Paillassa et al.,1992).

V- Méthodes de lutte

La présentation de la biologie des différents agents pathogénes fongiques impliqués
dans les maladies du bois met en évidence la diversité des modes d’infection, de
dissémination. La variété des sources d’inoculum et le développement trés lent et non visible
des champignons dans le bois de vigne rendent trés compliquée la mise en ceuvre des
méthodes de lutte. De plus, 1’évolution de la réglementation des produits phytosanitaires a
I’échelle européenne a conduit a I’interdiction de matiere active utilisée pour la protection
des plaies de taille par exemple. Les produits chimiques a base d’arsénite de sodium ont été
interdits d’utilisation en 2001 en France a cause des effets cancérogenes sur I’homme et de
la forte toxicité de ces produits sur I’environnement (Harmandon, 2004). De nombreuses
recherches sont menees a travers le monde pour tester de nouvelles molécules utilisables en
pépiniére ou au vignoble. Des produits biologiques, a base de micro-organismes ou des
produits naturels a base d’extraits de plantes, sont aussi a I’étude ou commercialisés. Les
moyens de lutte culturaux ou prophylactiques restent les plus fréquemment les seuls moyens
de lutte a disposition du viticulteur. Une synthese des différents moyens de lutte actuels est

présentée.
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V-1. Lutte chimique

Depuis le retrait de ’homologation de ’arsénite de soude du marché Européen en
2001, aucune solution de remplacement efficace et économiquement acceptable n’a été
proposée a la profession viticole (Bertsch et al., 2009). Des etudes récentes meneées par la
Mutualité Sociale Agricole (MSA) (France) ont montré que l'arsénite de soude était
dangereux pour la santé des utilisateurs en dépit des précautions prises lors de son
application (Herlemont, 2004). 1l était capable de tuer la plupart des champignons associés
aux maladies du bois dans le xyleme comme le montrent les travaux de Larignon et al.
(2008). Il navait toutefois aucune efficacité sur l'eutypiose (Larignon, 2009). En effet, sa
réintroduction serait une aberration, tant au niveau écologique qu'au niveau pratique (Viret,
2004).

La difficulté de cette lutte réside dans le fait que les antifongiques traditionnels ne
sont pas mobiles dans tout le systeme de la plante (phloéme et xyléeme). Le plus pratique
serait d’¢laborer des fongicides systémiques phloémiens dotés d'une propriété particuliére :
I'ambimobilité. Les fongicides classiques, utilisés actuellement sont soit de contact, ils
restent en surface des plantes traitées, soit systémiques ascendants, véhiculés avec la séve
brute depuis les racines vers le feuillage. Ce qui explique que le seul reméde proposé
jusqu'ici consiste en un badigeonnage des plaies de taille, afin de constituer une barriere pour
stopper I'envahissement par les spores de champignons parasites (Jousse, 2004).

V-2. Mesures préventives

La lutte contre les maladies du bois est essentiellement préventive a I'heure actuelle.
Les mesures prophylactiques ont pour objectif de réduire la quantité d'inoculum dans les
vignobles et de diminuer les risques de contamination a la pépiniére. Malgré considérées
comme nécessaires, il est impossible d'affirmer que ces mesures soient suffisantes comme
moyen de lutte efficace contre les agents causals des maladies du bois (Sentenac et al.,
2004).

La flore fongique associée aux maladies du bois se propagent surtout par le matériel
végétal (Larignon et al., 2006). Parmi les traitements effectués a la pépiniére, les traitements
a I’eau chaude se sont avérés efficaces pour diminuer les sources d’inoculum (Crous et al.,
2001; Rooney et Gubler, 2001), bien que I’efficacité¢ de ce traitement dépende de la
sensibilité des champignons (Casieri et al. 2009). Fourié et Halleen (2006), ont montré

également que des bains de bénomyl et de captane, réduisent la présence des champignons
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dans les tissus ligneux au niveau de la soudure et a la base du plant. Ces mémes auteurs ont
indigué que ces traitements sont également effectués sur les plants a la sortie de la pépiniére.

Au vignoble, la lutte contre les maladies du bois consiste tout d’abord en des mesures
prophylactiques afin de limiter I’extension de la maladie a partir de ceps infectés: limiter les
apports nutritifs pour contréler la vigueur, éliminer les bois morts qui sont sources
d’inoculum, éviter les tailles sévéres qui augmentent la surface des plaies et le risque de
contamination et pratiquer une taille tardive afin de réduire la contamination. Les solutions
actuelles sont limitées et consistent a pratiquer un recépage au-dessous de la zone infectée
en conservant un gourmand a la base du cep, protéger la plaie de taille et pratiquer un

surgreffage est également efficace en éliminant la partie malade (Larignon, 2009 b).

V-.3. Lutte biologique

Un biopesticide d‘origine microbienne est un organisme comme une bactérie, un virus,
un champignon ou un protozoaire, utilisé pour contréler une maladie ou un ravageur. La
littérature rapporte de nombreux travaux réalises a travers le monde en plein champ et sous
serre pour le contrdle d‘un certain nombre de maladies causées par des pathogénes
telluriques, foliaires ou de post-récoltes (Saravanakumar et al., 2007). Chez la plupart de ces
organismes biopesticides, l'activité antagoniste a souvent été associée a la production de
métabolites secondaires (Silva et al., 2001).

Parmi les microorganismes expérimentés avec succes, a 1‘égard des maladies des
plantes, les Pseudomonas spp. Bacillus gpp Et Trichoderma spp qui a fait 1’objet de
nombreuses études dans le cadre de la protection de la vigne vis-a-vis des maladies du bois.
Ce micro-organisme ascomycéte isolé du sol a des propriétés d’antagonisme et d’hyper
parasitisme vis-a-vis de nombreux agents pathogénes de plante (Amreen et Kumar, 2012;
Lee etal., 2012; Tuao-Gava et Leal-Menezes, 2012). De plus, appliqué au sol ou sur la plante
il est capable de stimuler la croissance des jeunes plants et de protéger les plantes vis-a-vis
de stress abiotiques (Fourie et Halleen, 2005). Des produits commerciaux a base de
Trichoderma sont utilisés en pépiniére lors de 1’élevage des plants greffés. Sur jeunes plants,
Fourie et al. (2001) ont montré également un effet d’inhibition de Trichoderma sur les
champignons pathogenes de la vigne : Pch, Phaeoacremonium spp. et Cylindrocarpon spp.
En protection des plaies de taille, John et al. (2005) montrent ’efficacité de Trichoderma
vis-a-vis d’Eutypa lata. Di Marco et al. (2004) montrent que Trichoderma harzianum

empéche le développement de Pch. Trichoderma atroviride et T. harzianum réduisent les
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infections artificielles de Pch et d’espéces de Botryosphaeriaceae (Kotze et al., 2011). Des
plants biotisés avec Trichoderma atroviride et des produits phytosanitaires ou des fertilisants
enrichis avec Trichoderma sont aujourd’hui commercialisés. D’autres micro-organismes
aux propriétés antagonistes ont également été testés : Cladosporium herbarum, Fusarium
lateritium, Aureobasidium pullulans, Bacillus subtilis et Erwinia herbicola (Ferreira et al.,
1991; Schmidt et al., 2001). Des molécules naturelles telles que le chitosane ou la cystéine
(Nascimento et al., 2007; Octave et al., 2005) ont montreé in vitro ou en serre des potentialités
de protection intéressantes contre certains champignons associés aux maladies du bois. Il
reste cependant a les tester en conditions réelles afin de valider leur efficacité et de pouvoir
formuler des produits destinés a une mise sur le marché.

Les mesures sanitaires de prophylaxie restent largement utilisées au vignoble pour
limiter le développement des maladies du bois. Le retrait des bois morts ainsi que le
changement du mode de taille ont prouve leur efficacité vis-a-vis de I’eutypiose, en
regression dans de nombreuses régions viticoles (Weber et al., 2007). Le role des sarments
laissés au sol comme source d’inoculum est avancé sans qu’il y ait des preuves de leur
importance. Toutefois, il est démontré que le compostage des sarments de vigne permet
d’éradiquer les champignons impliqués dans les maladies du bois grace a 1’effet délétere
d’une élévation de température (Lecomte et al., 2006). Afin d’éviter I’arrachage des souches
dépérissantes, il est possible de pratiquer le recépage ou le regreffage a partir du tronc
sectionné (Creaser et Wicks, 2004). Au vignoble, les viticulteurs réalisent de plus en plus
une double taille (Deux passage successifs pour tailler la vigne). En effet, si des micro-
organismes entrent par les plaies laissées par la premiére taille en hiver et commencent a se
développer, la deuxieme taille effectuée quelques mois apres, avant le commencement du
cycle végétatif, permet d’éliminer la partie infectée. En complément de cette méthode, des
produits phytosanitaires sont appliqués sur les plaies afin de limiter I’invasion des agents
pathogeénes.

A la pépiniére, afin de diminuer le taux d’infection des bois ou des plants de vigne,
ceux-ci peuvent étre traités a 1’eau chaude. Ce traitement est utilisé dans certaine régions
viticoles pour eliminer le phytoplasme de la flavescence dorée. Plusieurs protocoles existent.
Par exemple, Les bois ou les plantes peuvent subir deux traitements a I’eau chaude (Gramaje
etal., 2009; Waite et Morton, 2007) : le premier d’une durée de 5 min a 54°C et le deuxiéme
de 30 a 45 mina 50°C. Ce traitement possede cependant deux limitations : il stresse la plante

pouvant mener des problémes de reprise de la végétation pour certains plants et il ne cible
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pas spécifiquement les champignons pathogénes sachant que d’autres micro-organismes
pour certains utiles sont également présents dans les tissus.

Toutes les méthodes présentées ont généralement une efficacité partielle parfois de
courte durée alors que ces maladies se caractérisent par un développement sur une longue
période qu’il est difficile de mesurer. Les colits d’application sont en général élevés pour les
viticulteurs surtout lorsque 1’efficacité n’est pas réellement démontrée au vignoble. Les
viticulteurs sont souvent démunis devant la mortalité parfois trés fréquente dans leur vigne.
Méme si les recherches appliquées se sont accélérées depuis plus de dix années, les résultats
fiables ne sont pas a la hauteur des attentes de la profession. Suite a 1’arrét de I’utilisation
de I’arsénite, en 2001, les pouvoirs publics ont mis en place un observatoire des maladies du
bois afin d’évaluer la fréquence des principales maladies du bois: 1’esca et BDA et
I’eutypiose a partir de 2003 dans les différents bassins de production viticole francais et pour
les principaux cépages. Les résultats de cette enquéte menée en 2003 et 2008, permettant
ainsi d’aborder le comportement des différents cépages dans différents contexte pédo

climatiques.

VI- Généralités sur le genre Trichoderma

VI-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; Chaverri et Samuel., 2003; Degenkolb et al.,
2008). Les champignons anamorphes du genre Trichoderma, en tant que tels 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).
Si on répertorie succinctement les dates les plus importantes qui ont marqué la systématique
des Trichoderma sp., on se rend vite compte que leur position taxonomique n'a pas été facile,
En 1794, Persoon décrit le premier Trichoderma sp et établit 4 especes.
En 1821, Fries classa les Trichoderma sp parmi les Gastéromycetes.
En 1860, Tulasne a reconnue I’absence de formes tél€éomorphes (sexuées) chez ce genre.
En 1871, Harz insiste sur I'importance des caractéres morphologiques (phialides).
En 1916, Waksman décrit ce qu'il trouve étre 6 nouvelles souches de Trichoderma sp. En
utilisant des critéres macroscopiques.

En 1926, Abbot identifie 4 espéces de Trichoderma avec d’autres critéres.
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En 1939, Bisby propose une unique espéce : Trichoderma viridae. Durant 24 ans, toute
espece fongique a spores vertes était considérée comme étant un Trichoderma sp.

En 1963, Gutter et Monbasher ont démontré la variabilité des espéces de Trichoderma en
fonction des conditions environnementales. En 1969, Rifai propose une classification
utilisable avec le concept «d'especes agrégées », basé sur les caractéres microscopiques.
Une espéce agrégée est une entité composée de groupement d’espéces tres similaires,
difficiles a séparer. Neuf espéces agrégees sont 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. viridae Gray), tout en
tolérant une certaine variabilité au sein de chaque espece agrégée (Rifai., 1969).

En 1991, Bissett regroupe les espéces agrégées dans 5 sections (Trichoderma, Pachybasium,
Hypocreanum, Longibrachiatum et Saturnisporum) (Leuchtmann, 1996) se basant sur la
morphologie des conidiophores et des phialides (Lieckfeldt et al.,1998; Landreau., 2001,
Dodd et al., 2002).

D’apreés Bissett et al., (2004 ); la position taxonomique actuelle des Trichoderma sp
est la suivante :
Embranchement: Amastigomycota et/ou Eumycétes

Sous embranchement:  Ascomycotina

Classe: Sordariomycétes
Ordre: Hypocréales
Famille: Hypocraceae
Genre: Trichoderma

V1-2. Morphologie

Les colonies fongiques peuvent étre 1égerement floconneuses ou bien compactées en
touffes. Entre ces deux extrémes, existent des aspects intermédiaires. Les colonies sont
colorées en fonction de la pigmentation des phialides. 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).
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VI-3. Ecologie

Les Trichoderma sp. 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. 1ls 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 de croissance
des plantes (Papavizas, 1985; Elad, 2000; Freeman et al.,2004; Dubey et al., 2007;
Jayalakshmi et al., 2009). Les especes de Trichoderma utilisent généralement les sources
d'azote a partir de composés dammonium et de protéines, lI'assimilation du nitrate est rare et
dépend de l'espéce (Mahesh et al., 2005). Les substrats carbonés tres diversifiés
comprennent une large gamme de sucres ; certaines especes peuvent utiliser l'inuline,
raffinose, saccharose, acides tannique et gallique (Stevenson et Weimer, 2002; Gond et
al.,2007; Olejnikova et al.,2011).

VI-4. Interaction Trichoderma sp.-agent pathogéne
VI1-4-1. Trichoderma sp., agent de lutte biologique

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

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

VI1-4-2. Mode d’action.

VI1-4-2-1. Mycoparasitisme et enzymes lytiques.
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L’abondance de Trichoderma sp. dans les écosystémes est due a leur production
¢levée d’enzymes hydrolytiques et leur mycoparasitisme basé sur la sécrétion d’un ensemble
complexe d’enzymes dégradant la paroi cellulaire de divers hotes (Calistru et al., 1997;
Eziashi et al.,2006; Reino et al.,2008). Un systeme multi-enzymatique important a été décrit
chez des espéces de Trichoderma: les cellulases (Castro et al., 2010) les chitinases (De la
Cruzetal., 1992), B-1,3 — glucanases (De La Cruz et al., 1995; Lorito et al., 1994; Noronha
et Ulhoa, 1996), B-1 ,6- glucanases (De La Cruz et al., 1995), B-1 ,3 -glucanases (Ait-Lahsen
et al., 2001) et des protéases (Geremia et al.,1993; Howell, 2003).

Le mécanisme du mycoparasitisme comprend différentes étapes:

e La Stimulation:

Trichoderma sp. percoit la présence de son héte, ses hyphes se dirigent directement
vers lui par chimiotropisme. Différentes especes peuvent suivre différents modeles
d'induction, mais en général les champignons produisent des exochitinases a de faibles
niveaux dont la diffusion de ces derniéres catalyse la libération des oligomeres de la paroi
fongique du champignon cible, et a leur tour en induisent I'expression de endochitinases qui

attaqueront le champignon cible avant le contact (Viterbo et al., 2002; Brunner et al.,2003).

¢ La Reconnaissance et I’Enroulement:
L'attachement se fait par la liaison des glucides de la paroi fongique du Trichoderma
a des lectines sur le champignon cible. Une fois que le Trichoderma est attaché, il s'enroule
autour de I'agent pathogéne et forme des appressoriums contenant des concentrations élevées

de solutés osmotiques tels que le glycérol (Benitez et al.,2004).

e LaPénétration 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’hdte (Howell , 2003).

V1-4-2-2. Compétition pour les nutriments et I’espace

La compétition pour le carbone, I’azote et d'autres facteurs de croissance, ainsi que

la celle pour I'espace ou les sites spécifiques d'infection, sont utilisées par les agents de lutte
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biologique, Trichoderma sp. a une forte capacité a utiliser et métaboliser les nutriments du
sol, qui le rend plus compétitif a de nombreux micro-organismes du sol (Benitez et al.,2004).
T. harzianum est capable de contrbler Botrytis cinerea agent de la pourriture grise chez le
raisin en colonisant les tissus floraux et éliminant le pathogene de son site d'infection (Vinale
et al., 2009). Sivan et Chet (1989) ont démontré que la compétition pour les nutriments est
le principal mécanisme utilisé par T. harzianum pour contréler Fusarium.oxysporum f.sp.

melonis.
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CHAPITRE Il :Matériels et méthodes

I- Introduction

Les essais de lutte biologiques sont expérimentés a titre d’alternative ou de
complément aux méthodes chimiques conventionnelles. Dans nos essais nous avons
sélectionnés un champignon dit Trichoderma sp. cette espéce est connue par ces principes

actifs et ces effets pharmaceutiques.

II- Prélevement des échantillons de bois

Nos échantillons ont été obtenus a partir du tronc et des restes des arbres d’agrumes
arrachés et délaissés. Les préléevements ont été effectués dans des conditions stériles, les
outils utilisés (sécateurs, scies et autres) ont été désinfectés par 1’eau javellisée. IIs ont été
conservés dans des sacs en papier portant toutes les informations utiles (verger, date de
prélevement et le type de symptdmes) pour une éventuelle analyse au laboratoire. De chaque
arbre 2 a 3 fragments de bois ont été découpés, cing blchettes ont été prélevées de ces
derniers (1x1 cm) (partie saine et infectée) afin de réaliser des isolements de la flore fongique

associée aux dépérissements.

I11- Diagnostic au laboratoire

I11- 1. Isolement et recherche des agents causals

La méthode de diagnostic classiquement utilisée consiste a isoler les
microorganismes des fragments de bois sur un milieu PDA (Potato Dextrose Agar) (Jonhston
and Booth, 1983) (Annexe. A).

Cette manipulation consiste a une désinfection superficielle des fragments pour
éliminer le maximum de la microflore secondaire ou accessoire de la surface. Les fragments
ont subi un passage dans une solution d’hypochlorite (6%) pendant 5 minutes. Ces
échantillons ont été rincé a I’eau distillée stérile, séchés entre deux feuilles de papier filtre

stérile et déposés dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA.
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111-2. Observation et purification des cultures

Aprés 5 a 6 jours d’incubation a 25°C et a l'obscurité, seulement les colonies
présentant des caractéristiques macromorphologiques ressemblant a ceux des agents
recherchés ont été selectionnées. Ces dernieres ont été et transplantées dans de nouvelles

boites de Pétri sur le milieu PDA.

111-3. Etude microbiologique
111-3.1. Caractérisation culturale

Les cultures purifiées ont été laissées en incubation de 10 a 15 jours, pour obtenir
une croissance optimale. Dés que le développement est apparent, des observations
quotidiennes sont effectuees pour détecter d'éventuels caractéres culturaux specifiques aux
agents fongiques recherchés. Parmi les caracteres recherchés, nous nous sommes basée sur :
la couleur, l'aspect, la forme des colonies, leurs vitesse de croissance et d’éventuels

pigmentations.

111-3.2. Caractéres micro-morphologiques

Des observations microscopiques sous un grossissement (10x10 et 10x40) ont été
effectuées sur des montages entre lame et lamelle obtenue a partir des cultures pures. Les

principaux caractéres mycéliens : aspect, forme, couleur, nature des hyphes.

IV-  Etude in vitro du pouvoir antifongique de Trichoderma

IV-1. Souches fongiques

Deux isolats fongiques ont été utilises dans cette expérimentation appartenant au
genre Botryosphaeria. fourni par Mme Ammad de sa collection des organismes
phytopathogéne du Laboratoire de mycologie, département de Biotechnologie université
Blida 1.

IV-2. Maintien de la souche fongique

Les souches fongiques utilisées dans cette étude ont été entretenue par repiquage sur
le milieu nutritif PDA (Potato dextrose agar) (Annexe) a pH=6,5-7 (Johnston, et Booth C.
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1983), favorable a leur croissance. Les milieux de culture sont stérilisés a 1’autoclave (20
min a 115° C) et refroidis au bain Marie a 45°C puis coulés sous forme d’une couche plus
ou moins épaisse en boite de pétri de 9 cm de diametre. La culture et croissance se fait a
I’incubateur a une température de 27°C a I’obscurité. La période de croissance varie de 3 a

5 jours au maximum pour le champignon.
V- Activité antifongique

L activité antifongique vis-a-vis les deux espéces du Botryosphaeria a été déterminée

par deux techniques :

1- Latechnique de confrontation directe : Les confrontations in vitro sont effectuées
selon la méthode de Patel et Brown, (1969) et Hajieghrari et al.(2008). Cette méthode
consiste a deposer deux explants de 5 mm de diametre provenant des cultures des
deux champignons (Botryosphaeria et Trichoderma) dans des boites de Pétri
contenant du PDA. Les explants sont placés suivant un axe diamétral & 3 cm de
distance et a équidistance du centre de la boite.

2- La technique d’ensemencement en masse : ce dernier consiste a utilisé 6 ml de
I’eau distillé stérile contenant de Trichoderma sp. Nous avons utilisé trois
concentrations (1ml, 2ml et 3ml) de la solution obtenue. Aprés le dépdt de cette
solution nous avons ajouté le milieu PDA ci-dessous. Apreés solidification, 1 explant

de 6 mm de diametre de Botryosphaeria sp. a été déposé.

Toutes les combinaisons entre les 2 champignons de 1’antagoniste sont réalisées et
répétées 3 fois. Les témoins sont représenté par des boites de pétri contenant uniquement le

champignon pathogéne.

Toutes les boites de pétri ont été scellés avec du parafilm le long du bord pour éviter
la diffusion des composés volatils du biopesticide microbien ainsi que les contaminations.
L’estimation de la croissance mycélienne a €té réalisée a deux pas de temps a savoir 5 et 10
jours apres traitement. Pour une meilleure mesure des diamétres de croissance, toutes les
boites ont été prises en photos numérisées puis traitées par le logiciel IMAGE TOOL (3.0).
Trois mesures ont été retenues pour chaque diametre radial. La croissance radiale est
exprimée en pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne en utilisant la formule
décrite par Pandey et a.l, (2000).
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PI= M x 100

DC

» Pl : Pourcentage d’inhibition de la croissance des champignons testés (%)
» Dc : le diametre moyen de la croissance mycélienne du champignon non traité (mm)

» Dt : Le diamétre moyen de la croissance myceélienne du champignon traité (mm)

VI-  Analyse statistique

Aprés calcul des moyennes des trois répétitions pour chaque interaction
(concentration et agent fongique), des analyses statistiques ont été effectués, afin de tester
les interactions entre les facteurs (dose, temps et matiere active). La variance est déterminée
par le G.L.M (General Linear Model). Les différences ont été considérées significatives a
P< 0.05.
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I-ETUDE ETIOLOGIQUE

1. Caractérisation et identification des agents fongiques
La plupart de la flore fongique isolée est associée avec la symptomatologie des
dépérissements enregistrés sur les plants d’agrume étudié appartient au genre fongiques
Trichoderma.
a. Caractérisation morphologique et micro-morphologique de Trichoderma
Sur le milieu PDA les isolats de Trichoderma ont montré une croissance réguliére.
Les colonies présentent de couleur verte est visible sur les parties aériennes du mycélium,
correspondant a la conidiogenése. Les colonies fongiques sont Iégerement floconneuses ou

bien compactées en touffes (Figure 111.5).

Figure 111.6 : Isolats de Trichoderma sur le milieu PDA

Les observations microscopiques ont montré que ce champignon présente un
mycélium composé d'hyphes jaunes, septés, ramifiés a parois lisses. Les conidiophores ont
une forme conique ou pyramidale. La caractérisation micro- morphologique reste un élément

incomplet pour établir une description a des fins déterminatives et de classification.

2. Evaluation de ’activité antifongique

L*étude du pouvoir antifongique du traitement microbien a base de Trichoderma sp.
a été évaluée in vitro sur deux espéeces fongiques du genre Botryosphaeria en utilisant deux
méthodes de traitement : confrontation directe et ensemencement en masse. D’aprés nos

résultats (Tableau 111.2), le champignon testé a montre des activités antifongiques sur les
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Isolats testés, se traduisant par I’inhibition de leur croissance qui varie d’un isolat fongique
a I’autre (Tableau II1.3).

Les résultats présentés sur les tableaux (111.2 et 111.3) ont montré que Trichoderma
avec les deux modes de traitement présentent un pouvoir antifongique contre les isolats

fongiques testés.

Tableau 111.2 : Résultats des tests du pouvoir antifongique de Trichoderma sp. vis a vis

des isolats fongiques par la technique de confrontation directe

Temps 24h 48h
Répétition

Isolats 1 2 3 Témoin 1 2 3 Témoin

MC (cm) 33 3.15 3.2 4 575 6.05 5.9 8
Bospl

Pl % 1750 2125 20 00 3235 28.82 30.58 00

MC (cm)  2.35 2.6 2 2.8 5 53 4.9 6.6

Bosp2

Pl % 16.05 7.14 28.50 00 2424 19.69 25.75 00

Botryosphaeria sp. (Bo)
MC : Moyen de croissance, Pl : Pourcentage d’inhibition

Tableau I11.3 : Résultats des tests du pouvoir antifongique de Trichoderma sp. vis a vis

des isolats fongiques par la technique d’ensemencement en masse

Isolats Botryosphaeria sp. 1 Botryosphaeria sp. 2

Doses

Temps 1ml 2ml 3ml  Témoin 1mi 2mi 3ml Témoin

MC (cm) 24 175 0.75 8.5 145 105 085 85

5 jours

Pl % 71.7 794 911 00 829 87.6 90 00

Botryosphaeria sp. (Bo)

MC : Moyen de croissance, Pl : Pourcentage d’inhibition
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Le Trichoderma testé dans cette étude présente des effets antifongiques trés élevés
dont les pourcentages d‘inhibition dépassent les 90% pour les deux isolats de Botryosphaeria
traités par la technique ensemencement en masse (Tableau I11.3). En revanche ce
champignon a montré un taux d’inhibition qui ne dépasse pas 29% pour la deuxieéme
technique (confrontation directe) (Tableau I11.2).

Dcaprés la figure (I11.7), il apparait que le Trichoderma utilisées s’est révélée
qualitativement et quantitativement actifs sur les isolats testés se traduisant par la formation

de zones d‘inhibition claires et des halos d‘inhibition, comparées au témoin.

Modes Confrontation directe Ensemencement en masse

Temps (5 jours)

Isolats

Botryosphaeria sp. 1

Botryosphaeria sp. 2

Figure 111.7 : Pouvoir antifongique de Trichoderma sp. vis a vis des isolats fongiques par

I’inhibition de la croissance mycélienne
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3. Analyse comparative de D’activité antifongique de Trichoderma sp.

3.1. Etude comparative de confrontation directe de Trichoderma sp. avec les deux

isolats fongiques

L’utilisation du modéle général linéaire (G.L.M.) a permis d’étudier la variation
temporelle du taux d’inhibition de la croissance mycélienne des différents isolats
phytopathogénes, en fonction des deux méthodes de traitement appliquées , doses, temps et
isolats. Le tableau (Tableau 111.4) dénote que le mode de traitement par rapport au temps
révelent la présence d’une différence trés hautement significative sur les taux d’inhibition
de la croissance mycélienne de Botryosphaeria sp. 1 (F-ratio= 49,000 ; p=0,002 ; p< 0,1%).
Méme les taux de la croissance mycélienne de Botryosphaeria sp. 2 révélent la présence
d’une différence trés hautement significative respectivement (F-ratio= 49,000 et p=0,001 ;
p<0,1).

Tableau I111.4 : Modele G.L.M. appliqué a I’effet de temps sur la croissance mycélienne de

Botryosphaeria avec la technique de confrontation directe

Source Somme des carrés DDL Moyenne des écarts F-ratio P
Temps (Boy 1) 8,167 1 8,167 49,000 0,002**
Temps (Boy 2) 10,667 1 10,667 64,000 0,001**
Var. résiduelle 0.667 4 0.167

N.S. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a 1 % ; *** : tres

hautement significative a 0,1 %
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Figure 111.8 : Etude temporelle comparative des taux d’inhibition de la croissance
mycélienne des isolats phythopathogenes selon la technique de confrontation sous I’effet

de Trichoderma sp.
(a : Botryosphaeria sp. 1, b : Botryosphaeria sp. 2)

Les résultats obtenus (Figure 111.8. a et b), de I’effet antifongique de Trichoderma sp.
sur les phytopathogeénes a induit un pourcentage d’inhibition ¢levé de la croissance
mycélienne de Botryosphaeria sp. 1 (PI=20%) (Figure 111.8.2) et Botryosphaeria sp. 2 (Pl=
20%) (Figure 111.8.b) pour le premier jour. Aprés deux jours, I’effet augmente avec une
croissance mycélienne de Botryosphaeria sp. 1 (Pl= 42%) et Botryosphaeria sp. 2 (Pl=
32%).

Tableau 111.5 : Modéle G.L.M. appliqué a I’effet de temps sur la croissance mycélienne de

Botryosphaeria

Source Somme des carrés DDL Moyenne des écarts F-ratio P
Temps 18,750 1 18,750 119,118 0,000
Isolats 2,083 1 2,083 13,235 0,005
Var. résiduelle 1,417 9 0.157

N.S. : non significative, *: moyennement significative a5 % ; ** : hautement significative & 1 % ; *** : tres

hautement significative a 0,1 %
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L application du modéle G.L.M. sur les résultats de Trichoderma vis-a-vis les deux
isolats fongique testés par la technique de confrontation directe, nous permet de déduire que
le facteur dose présente une activité antifongique hautement significative (p= 0,000) vis-a-

vis des isolats (Tableau I11.5).

50 T

Pourcentage d’inhibition (%)

10 ! |
BOY1 BOY2

Isolats

Figure 111.9 : Etude comparative des taux d’inhibition de la croissance mycélienne des

isolats phythopathogénes selon la technique de confrontation
(BOY 1: Botryosphaeria sp 1, BOY 2 : Botryosphaeria sp 2)

D’aprés ces résultats obtenus (Figure 111.9.c), le Trichoderma sp inhibe plus
efficacement la croissance mycélienne de Botryosphaeria sp 1 en comparaison avec

Botryosphaeria sp 2.

3.2. Etude comparative d’ensemencement en masse de Trichoderma sp avec les

deux isolats fongiques

L application du modele G.L.M. sur les résultats de Trichoderma vis-a-vis les deux
isolats fongique testés, nous permet de déduire que le facteur dose présente une activité
antifongique tres hautement significative sur les taux d’inhibition de la croissance
mycélienne de Botryosphaeria sp. 1 (F-ratio= 672,824; p=0,000 ; p< 0,1%) et
Botryosphaeria sp. 2 (F-ratio= 7,158 et p=0,020; p<0,1). (Tableau II1.6).
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Tableau 111.6 : Modéle G.L.M. appliqué a I’effet des doses sur la croissance mycélienne

de Botryosphaeria avec la technique d’ensemencement en masse

Somme des DD Moyenne des )
Source ) ) F-ratio P
carres L écarts
672,82
Doses (Boy 1) 4,575 2 2,288 A 0,000
Var.
. 0,020 6 0,003
résiduelle
0,020
Doses (Boy 2) 1,35 2 0,678 7,158
**%k
Var.
. 0,663 7 0,095
résiduelle

N.S. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a 1 % ; *** : tres

hautement significative a 0,1 %

1.5 \

1.0 .

Moyenne d’inhibition
Moyenne d'inhibition

05

Doses Doses

D1=1ml, D2=2ml, D3=3ml Di= 1ml, D2=2ml, D3=3ml

Figure 111.10 : Etude comparative des taux d’inhibition de la croissance mycélienne des
isolats phythopathogenes selon la technique d’ensemencement en masse sous 1’effet de

Trichoderma
(d : Botryosphaeria sp 1, e : Botryosphaeria sp 2)
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Les résultats obtenus (Figure 111.10. d et e) indiquent que les doses les moins
diluées inhibent plus efficacement que lorsqu’elles sont diluées. Cette efficacité se traduit

par une moyenne d’inhibition faible.

Tableau 111.7 : Modéle G.L.M. appliqué a I’effet des doses sur la croissance mycélienne

de Botryosphaeria

Somme des DD Moyenne des F-

Source ] ) ) P

carres L écarts ratio

0,032**
Isolats 1,817 1 1,817 5,485
Var.
) 5,631 17 0,331

résiduelle

N.S. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a 1 % ; *** : tres

hautement significative a 0,1 %

L application du modéle G.L.M. sur les résultats de Trichoderma vis-a-vis les deux
isolats fongique testés, nous permet de déduire que le facteur dose présente une activité
antifongique tres hautement significative (F-ratio= 5,485 ; p=0,032 ; p< 0,1%) vis-a-vis des
isolats (Tableau 111.7).

Moyenne d’inhibition (%)

BOY1 BOY2

Espéces

Figure 111.11 : Etude comparative des taux d’inhibition de la croissance mycélienne des

souches phythopathogeénes selon la technique d’ensemencement en masse
(BOY 1: Botryosphaeria sp. 1, BOY 2: Botryosphaeria sp. 2)
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D’aprés les résultats obtenus (Figure I11.11.f), le Trichoderma sp inhibe toujours la
croissance myceélienne plus efficacement de Botryosphaeria sp. 1 que Botryosphaeria sp. 2.
Nous pouvons dire que quel que soit le mode de traitement, 1’isolat Boytryosphaeria spl
présente une sensibilité assez importante au Trichoderma en comparaison avec le deuxiéme

isolat.

3.3. Etude comparative entre les deux techniques de traitement (confrontation

directe et ensemencement en masse) :

L‘application du modeéle G.L.M pour les 504 données (tableau I11.8, figure 111.12. g), a
permis de déduire que les effets antifongiques de Trichoderma sont hautement significatifs
selon la technique de traitement (P=0.000). nous avons enregistré un taux d’inhibition qui

dépasse 90% avec le mode de traitement encensement en masse.

Tableau I111.8 : Modele G.L.M. appliqué a I’effet des deux traitements sur la croissance
mycélienne de Botryosphaeria

Source Somme des carrés DDL Moyenne des écarts F-ratio P
Traitements 26880,578 1 126880,578 540,654 0,000
Var. résiduelle 1392,122 28 49,719

N.S. : non significative, * : moyennement significative a 5 % ; ** : hautement significative a 1 % ; *** : tres

hautement significative a 0,1 %
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Figure 111.12 : Etude comparative entre confrontation directe et ensemencement en masse

Les résultats obtenus (Figure II1.12. g) le pourcentage d’inhibition du la technique
d‘ensemencement en masse est plus élevée que la technique de confrontation directe. Cet
élevage ne traduit que la technique d‘ensemencement en masse et plus efficace que la

technique de confrontation directe.
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I1- Discussion

L’objectif de cette approche de lutte, est de tenter de détecter un éventuel pouvoir
antifongique in vitro d’un agent fongique « Trichoderma » a 1’égard de deux isolats
phytopathogénes de la vigne appartenant au genre Botryosphaeria. L’intérét de cette étude
réside dans le fait que ces bioagresseurs s’attaquent a la vigne et a d’autres plants arboricoles
et forestiers, et aucun traitement efficace n’existe apparemment surtout apres 1’interdiction
de I’arsénite de sodium.

On rappelle que le genre Trichoderma est un groupe agronomiquement important car
il comprend des champignons « agents de bio contrdle » dont le mode d'action a fait l'objet
de nombreux travaux. Des études récentes font en effet I’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, etc.

38



CHAPITRE Il :Résultats et discussion

Les opérations d’isolement a partir des fragments de bois nécrosé des arbres des
agrumes dépéris, naturellement infesté du genre Botryosphaeria., apres purification et
caractérisation mycologique, ont mis en évidence I’existence d’un agent fongique dit
Trichoderma sp. Cet agent fongique a montré un effet biologique efficace qui provoque
fréquemment une certaine phytotoxicité. C’est un agent de contrdle pour protéger un certain
nombre de plantes cultivées contre les dommages induites par les bios agresseurs.

Les résultats de la lutte menés dans cette étude semblent tre intéressants, 1’agent
fongique dit Trichoderma a montré son pouvoir antifongique vis-a-vis des champignons
étudiés. Les applications réalisées ont enregistré une efficacité le long du suivi. Les résultats
obtenus montrent une nette réduction du diamétre moyen des colonies de Botryosphaeria sp.
en présence de Trichoderma sp par rapport au témoin non traité. Aprés cing jours
d’incubation a 25 °C, cette réduction atteint 48 mm pour I’isolat Botryosphaeria spl
traduisant une inhibition de I’ordre de 80% et 90% pour I’isolat Botryosphaeria sp 2.

Dans ce méme sens, Daami-Remadi (2001) a montré 1’effet fortement antagoniste du
méme isolat de T. harzianum vis-a-vis des Fusarium responsables de la pourriture séche sur
des tubercules de pomme de terre. Cette inhibition était plus marquée (prés de 93 %) si
I’antagoniste était apporté sous forme d’une suspension de spores dans le milieu de culture.
L’effet bénéfique du T. harzianum a 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.

D’aprés nos résultats, nous constatons que Trichoderma a montré leur effet
antifongique vis-a-vis les isolats testés, qui varie en fonction du mode de traitement,
concentration de I’antagonisme et du temps d’exposition.

A partir de ce résultat, nous pouvons donc suggérer les hypotheses suivantes : (i) Le
champignon testé contient des composés volatiles toxiques, (ii) La variabilité des
mécanismes d’action du mode de traitement sur les isolats du champignon étudié et (iii) la
sensibilité des isolats fongiques testées.

Sous I’hypothése de la présence des composé toxique, de nombreuses
recherches se sont intéressées a la caractérisation des microbes a activité antifongique, A
travers la littérature nous pouvons avancer que leur activité antifongique est due a la présence
des composées toxiques (principe actif, ainsi que la rapidité de leur effet volatile). Sivan et
al. (1984) ont déja démontré le role important des chitinases et des -1, 3 -glucanases de T.
Harzianum dans le mycoparasitisme. Ces enzymes fonctionnent en brisant les

polysaccharides (la chitine et les glucanes) responsables de la rigidité des parois cellulaires
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fongiques, détruisant ainsi l'intégrité des parois cellulaires en limitant la croissance de I'agent
pathogene. En effet ces enzymes sont nécessaires pour une lyse idéale des parois cellulaires
fongiques. De nombreux rapports ont confirmé la capacité de Trichoderma sp. pour le
contrdle des pathogénes de plantes par mycoparasitisme. Les effets de ces composés sur les
champignons phytopathogénes sont la dégradation des parois cellulaires (De La Cruzet al.,
1992; Geremia et al., 1993; Harman et al.,1993; Lorito et al.,1994; Harman et al.,1995;
Kubicek et al.,2001;Brimner et Boland, 2003;Harman et al., 2004;Wang et al.,2003; Harighi
et al.,2007; Reis Almeida et al.,2007; Matroudi et al., 2009;Sharma et al., 2009; Loritoet
al.,2010; Akramiet al.,2011). Des études présentées par Jabnoun-Khiaredinne et al.(2009)
ont montré que des isolats de V. dahliae traités avec Trichoderma sp. se sont averés
incapables de produire des microsclérotes, cela est probablement dus a la lyse et a I'inhibition
de la synthése de la mélanine.

Dans nos résultats nos avons enregistré une pigmentation claire est apparue autour
des colonies de Botryosphaeria, lorsque les thalles des deux protagonistes se sont entré en
contact directe. Selon Hadjeghrar et al. (2008) la présence de la zone d’inhibition dans la
culture démontre la sécrétion des substances inhibitrices diffusibles dans le milieu par
I’isolat de Trichoderma sp.

La deuxieme hypothése porte sur La variabilité des mécanismes d’action du mode de
traitement sur les isolats du champignon étudié Les deux modes de traitement testés ont montré une
activité antifongique, le mode de traitment ensemencement en masse a montré ’effet inibiteur le plus
elevé par rapport au modes de traitement par confrontation directe. L’étude de la croissance
mycélienne des deux isolats de Botryospheria confrontés avec 1’isolat de Trichoderma sp.
montre une réduction de la croissance mycélienne par rapport aux témoins.
L’ensemencement en masse de Trichoderma dans le milieu de culture avec les isolats de
Botryosphaeria a montré une croissance plus rapide chez les Trichoderma sp. que chez ceux
de botryosphaeria. Aprés quatre jours d’incubation, la boite est totalement envahie par
I’agent antagoniste. le méme résultat a été obtenu dans les travaux (Matroudi et al.,2009).
La croissance rapide de Trichoderma est un avantage important pour concurrencer les
champignons pathogenes des plantes pour I'espace et des éléments nutritifs (Matroudi et
al.,2009). Ortiz et Orduz (2000) ont également observé la croissance rapide de Trichoderma
sp. (4,5 cm de 3-4 jours) comparativement a celle des Attamyces sp. (3 a 4 cm en 12
semaines). En effet, I’épuisement des ¢léments nutritifs engendré par la croissance rapide de
I’agent antagoniste va certainement ralentir ou inhiber la croissance mycélienne du

pathogene. Avant la mise en ceuvre d’une stratégie de lutte contre les champignons
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phytopathogenes a I’aide de produits biologiques, il est nécessaire de connaitre le
comportement des agents antagonistes et leurs interactions avec le pathogéne (Larkin,
Fravel, 1999), c’est pourquoi deux test d’activité antagoniste a été réalisé par confrontation
entre Trichoderma sp et Botryosphaeria sp.

Les diameétres moyens de la zone d'inhibition des deux isolats pathogénes testés
diminuent proportionnellement avec les concentrations du Trichoderma ensemencé dans le
milieu de culture. Des résultats similaires ont été enregistrés par Del Rio et al. (2004), ont
démontré que la concentration de 3 g.I* de I’acide p-coumarique inhibe la croissance de
Phaeacremonium chlamydospora de I’ordre de 50%, alors que Lambert (2011; 2013), a noté
que la faible concentration de ce composé (0,082 g.1"!) n’a aucun effet antifongique sur cet
agent.

Dans nos résultats aussi nous avons noté que la croissance mycélienne des deux
isolats n’a pas été inhibée de la méme manicre ; cette différence pourrait étre expliquée par
la différence de sensibilité des isolats testés. En effet, il est connu qu’au sein de I’espéce
fongique, il existe une variabilité dans I’agressivité des souches (Laveau et al., 2009).

Selon Larigion 2012, Chez la vigne, les Trichoderma sont autorisés a étre utilisés
dans différents pays en protection des plaies de taille a 1’égard de Eutypa lata agent causal
de I’eutypiose comme la Nouvelle-Z¢lande, I’ Australie et récemment la France.

D’apres les résultats cernés par notre étude, il serait intéressant de tester 1’effcacité
de I’activité antifongique de plusieurs espéces de Trichoderma et de tester ces agents sur las

plais de taille, les portes d’entré de ce type de champigions.
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CONCLUSION

Dans cette étude, une caractérisation in vitro de souches de Trichoderma isolée a
partir d de dépérissement du bois d’agrumes présentant une symptomatologie typique divers
environnements de a été effectuée, dans le but sélectionner des souches qui pourrons étre
efficaces dans la gestion des productions agricoles

Cette étude a montré 1’effet nettement antagoniste du Trichoderma vis-a-vis du
Botryosphaeria sp. agent responsable de dépérissement de la vigne et quelques essences
arboricoles et forestier.

En effet, les essais de confrontations entre Botryosphaeria sp. et Trichoderma sp que
ce soit d’une fagon directe sur milieu de culture ou bien ensemencement en masse, ont révélé
une inhibition de la croissance mycélienne du pathogene testé. S’il y a contact direct entre
les deux champignons, Trichoderma envahit les colonies de Botryosphaeria sp. Dans le cas
d’ensemencement en masse malgré 1’absence d’un contact direct entre les deux
champignons, une réduction du diamétre des colonies de Botryosphaeria. sp. est observée
par rapport au témoin non traité, surtout pour 1’isolat Botryosphaeria. sp. 2. Cela prouve
qu’en plus de son pouvoir mycoparasitaire, Trichoderma peut agir par la sécrétion de
substances volatiles qui sont capables de stopper a distance le développement de I’agent
pathogeéne.

En se basant sur ces résultats, il est d’intérét primordial de tester le Trichoderma en
tant qu’agent de lutte biologique contre les champignons du bois qui menacent la pérennité
de plants arboricoles et viticoles, d’autant plus que jusqu'a ce jour aucun traitement n’existe
contre ces pathogeénes. Il serait intéressant de le tester in vivo en badigeonnant les plais de
taille. Que ce soit au niveau fondamental ou appliqué, de la compréhension du phénomeéne
d’interaction plantes-microorganismes, de nombreuses perspectives découlent de cette
recherche. En fait, des études plus approfondies sur les mécanismes biochimiques,
moléculaires et physiologiques qu’exercent le champignon sélectionné (genres
Trichoderma) sur les plantes, sont nécessaires pour ameliorer nos connaissances dans ce
domaine qui reste toujours sous-évalué. Par ailleurs, d’un point de vue appliqué, nous ne
disposons pas encore d’informations suffisantes pour concevoir une utilisation efficace et
rationnée de ce champignon, en tant que biopesticides. De ce fait, plusieurs expériences
complémentaires doivent étre réalisées, en 1’occurrence, ¢largir le spectre des plantes hotes
et des pathogenes ; déterminer la dose minimale effectrice du produit et de suivre sa viabilité
a longs termes lors du stockage et tester les souches fongiques.
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ANNEXE

Milieu PDA (POTATO Dextrose Agar):
e Pomme de terre 200g

e Dextrose 20g
e Agar 20g
e Eau distillée 1000ml

Nettoyer la pomme de terre

Découper les pommes de terre en des cubes
Placer les dans un (1) litre d’eau

Faire bouillir

Filtrer et récupérer le jus

Mettre I’agar

Ajuster jusqu’a 1000 ml avec de I’eau distillée
Remuer jusqu’a dissolution totale

Stériliser 20 mn a 120 °C
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