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Résumé

Ce présent travail porte sur I'étude de I'activité antifongique "in vitro” et "in planta” de deux
especes différentes de Trichoderma sp. sur Colletotrichum sp., agent causal de I'anthrachnose par
confrontation directe et confrontation indirecte (exposition aux composés volatils). Par ailleurs, des
études “in planta” ont été menees sur les plantules de poivron.

Les résultats obtenus révelent que la confrontation indirecte d'isolat de Trichoderma AM
entraine une réduction de la croissance mycélienne et de la sporulation de Colletotrichum sp. En
revanche, le test de confrontation directe des colonies de Trichoderma MW provoque une
inhibition, suivie d'un arrét de la croissance a distance. Cependant, le test in planta a démontré que
Iisolat MW présente un fort effet d’antagonisme vis-a-vis de Colletotrichum, notamment en

traitement préventif, par rapport a l'isolat AM.

Mots clés : antagonisme, activité antifongique, Trichoderma spp., colletotrichum sp.,

poivron, in vitro, in planta

Abstract
The present study focuses on the in vitro and in planta antifungal activity of two different

species of Trichoderma sp. on Colletotrichum sp., the causal agent of anthrachnosis, using two
methods : direct confrontation and remote confrontation. In addition, in planta studies were carried
out on bell pepper seedlings.

Results showed that indirect confrontation with Trichoderma AM isolates led to a
reduction in mycelial growth and sporulation of Colletotrichum sp. In contrast, direct confrontation
with Trichoderma MW colonies resulted in inhibition, followed by cessation of growth at a
distance. However, the in-planta test demonstrated that the MW isolate had a strong antagonistic
effect on Colletotrichum, particularly as a preventive treatment, compared with the AM isolate.
Key words : antagonism, antifungal activity, Trichoderma sp., colletotrichum sp., bell pepper, in

vitro study, in planta
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Introduction

Introduction

Le genre Colletotrichum a été signalé comme I'un des dix agents pathogénes végétaux les
plus importants au monde, compte tenu de son importance économique (Dean et al. 2012).
L'anthracnose causée par les especes de ce genre pourrait affecter plusieurs plantes, des ligneuses
aux herbacées, entrainant des pertes économiques importantes dans les régions tropicales,
subtropicales et tempérées. Elle peut se développer sur les fruits, les feuilles, les tiges, les tubercules
et les semis, au champ ou en serre. Elle est également importante car elle provoque des maladies
post-récolte sur les fruits et légumes (Cannon et al. 2012 ; Damm et al. 2012a, b ; Udayanga et al.
2013). Les espéces de Colletotrichum présentent différents modes de vie, généralement classés
comme nécrotrophes, hémibiotrophes, latents et endophytes (De Silva et al. 2017). La détection et
le controle des maladies causées par les espéces de Colletotrichum pourrait étre difficile en raison
du cycle de vie complexe de nombreuses espéces, de la capacité a changer de mode de vie et de
I'infection croisée potentielle de différents hétes végétaux (O'Connell et al. 2012).

Face a I'ampleur des pertes agricoles engendrées par les espéces de Colletotrichum et a la
complexité de leur biologie, les méthodes de lutte conventionnelles se révelent souvent
insuffisantes ou peu durables. Dans ce contexte, la lutte biologique apparait comme une alternative
prometteuse, permettant de limiter I’impact de ces pathogenes tout en réduisant I’usage des produits
phytosanitaires chimiques. Elle repose sur [’utilisation d’organismes antagonistes capables
d’interférer avec le développement du champignon pathogene a différentes étapes de son cycle
infectieux. (Lepoivre, 2003).

La réussite de la lutte biologique nécessite I'application d'un agent de bio contrdle efficace.
L'efficacité est notamment liée a l'utilisation de plusieurs modes d'action (Cook, 1993 ; Benbrook
et al., 1996 ; Fernandes, 2005).) et a la capacité de I'agent de lutte biologique a colonisé et a
s'installer dans le milieu rhizosphérique des plantes (Singh et al., 2003). Parmi les champignons,
le genre Trichoderma forme un important groupe d'antagonistes.

Dans ce travail a eu pour objectifs d'étudier in vitro et in planta, I'effet antagonistes de Trichoderma
spp., vis-a-vis de Colletotrichum sp.

Ce présent mémoire contient deux (02) partie :

La premiére partie de ce travail est consacrée a une étude bibliographique portant sur le
champignon pathogene Colletotrichum spp., les plantes hotes utilisées dans cette etude, ainsi que
sur ’agent de lutte biologique Trichoderma spp.

La deuxieme partie présente le matériel et les méthodes mis en ceuvre, suivis des résultats
obtenus, de leur analyse et de la discussion, pour aboutir a une conclusion générale.
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Chapitre I : Colletotrichum sp.
1.1. Caractéristiques générales du genre Colletotrichum

L’anthracnose est une maladie cryptogamique fréquente et économiquement importante,
affectant un large éventail de plantes cultivées a travers le monde. Cette maladie est principalement
causée par des champignons phytopathogenes appartenant au genre Colletotrichum, responsables
de dégats importants sur les cultures, tant en champ qu’en post-récolte (Prusky et al., 2000 ; Bailey
et Jeger, 1992).

Le genre Colletotrichum appartient a la division des Ascomycota, classe des
Sordariomycetes. Il regroupe un ensemble d'espéces responsables de nombreuses pathologies
végétales, notamment 1’anthracnose (Dean et al., 2012).

Ces champignons se développent selon deux modes reproductifs : une forme asexuée ou
anamorphe (Colletotrichum spp.) produisant des conidies hyalines, unicellulaires ou faiblement
cloisonnées, et sont produites dans des structures caractéristiques, les acervules, parfois
accompagnées de poils foncés appelés setae. Et une forme sexuée ou téléomorphe (Glomerella
spp.) (Dentika, 2021).

La taxonomie de Colletotrichum a longtemps été source de confusion en raison de sa grande
variabilité morphologique et de I’absence observée de reproduction sexuée dans certaines espéces
(Lapeyre de Bellaire, 1999). Von Arx (1957) estimait le nombre d’espéces entre 29 et plus de 700
selon les critéres taxonomiques employés. Avec 1’avenement des outils de biologie moléculaire,
une révision importante de la systématique a été opérée. A ce jour, la base de données MycoBank
recense environ 802 enregistrements pour le genre Colletotrichum, bien que seulement 66 espéces

soient actuellement reconnues comme valides (Hyde et al., 2009).

1.2. La systématique du genre Colletotrichum sp

Selon Ajay (2014), les espéces de Colletotrichum sont classées comme suit

Regne : Fungi

Division : Ascomycota
Classe : Sordariomycetes
Ordre : Phyllachorales
Famille : Phyllachoraceae
Genre : Colletotrichum



1.3. Ecologie

L'anthracnose est une maladie fongique largement répandue qui est causée principalement
par des espéces du genre Colletotrichum, qui sont des champignons phytopathogénes tres
adaptables. Ces agents pathogénes sont responsables d’infections sur une large gamme de plantes
hotes cultivées ou sauvages, notamment dans les régions tropicales et subtropicales ou les
conditions environnementales leur sont favorables (Cannon et al., 2012 ; Freeman et Shabi, 1996).
Quand la température est modérée a élever et que I'humidité est élevée, I'anthracnose se développe
facilement. C'est aussi le cas quand les conditions d'aération ne sont pas bonnes ou que les plantes
sont blessées. En effet, cela facilite la pénétration du champignon. La propagation des conidies de
Colletotrichum se fait principalement par I'eau (pluie, irrigation), le vent, les outils agricoles ou
encore les insectes vecteurs.

Les champignons responsables de I'anthracnose peuvent survivre dans les résidus végétaux,
les semences contaminées ou sur des plantes hotes secondaires, ce qui assure leur persistance entre
les cycles culturaux. lls sont capables de coloniser rapidement les tissus végétaux. Ils produisent
des structures spécialisées (appelées «appressoria») qui facilitent la pénétration dans I'hote.
L’importance écologique de Colletotrichum réside dans sa capacité a s’adapter a des milieux variés
et a établir des interactions complexes avec les plantes, allant de la pathogénicité a I’endophytisme

(Cannon et al., 2012 ; Than et al., 2008).

1.4. Hotes et diversité d’infection

Les especes de Colletotrichum présentent un spectre d’hotes tres large, infectant plus de
200 espéces végétales appartenant a différentes familles botaniques (Dentika, 2021). Parmi les
plantes d’intérét agricole particuliérement sensibles figurent la fraise (Fragaria ananassa), la
pomme (Malus domestica), les agrumes (Citrus spp.), les fruits a noyau (Prunus spp.), ainsi que
les principales céréales telles que le mais (Zea mays) et le sorgho (Sorghum bicolor) (Baroncelli et
al., 2017).

Cette diversité d’hotes est principalement attribuée a la grande capacité d’adaptation du
pathogene. L'infection est le résultat de mecanismes biochimiques et mécaniques, permettant au

champignon de contourner les systemes de défense des plantes (Dentika, 2021).



1.5. Conditions environnementales favorables a la croissance du pathogene

La température optimale pour la croissance de Colletotrichum sp. Est de 25 a 28°C. Les
températures variant de 20 a 30°C favorisent particuliérement 1’infection (Davis et al., 1987).

La croissance et la sporulation de Colletotrichum sp. Sont favorisées par un pH de 6. La
germination est cependant meilleure dans des milieux légerement plus acides (Sharma et
Kulshrestha, 2015).

Une humidité relative supérieure a 95% est requise pour la germination des conidies et la
formation des appressoria (Sharma et Kulshrestha, 2015). A I'inverse, une faible humidité inactive
rapidement les spores (Ponte, 1996). Le champignon reste inactif pendant la saison séche et devient
actif lorsque les conditions environnementales sont favorables (Sharma et Kulshrestha, 2015).

Les milieux PDA (potato dextrose agar) et CWA (coconut watery endosperm agar) sont
particulierement favorables a sa croissance (Santoso et al., 1996). La gélose de Richard favorise la
croissance mycélienne aérienne, tandis que la gélose de farine d’avoine ou de mais est plus propice
a la sporulation (Kulshrestha et Sharma, 2021).

La lumiere favorise la sporulation mais n’est pas indispensable a la croissance. Le pH
optimal est de 6. La température optimale de croissance est de 25-28°C, et la croissance est
totalement inhibée a 10°C (Kulshrestha et Sharma, 2021).

1.6. Culture sur milieu artificiel

De nombreux travaux ont été réalisés sur divers parameétres de croissance de Colletotrichum
sur milieu artificiel. Pour cela, des milieux solides ont été utilisés. Ces milieux comprenaient I'effet
de la concentration et de la composition des milieux sur la croissance et la sporulation.

Sur des milieux tels que le PDA (potato dextrose agar) et le CWA (coconut watery
endosperm), qui contiennent des quantités appropriées d'hydrates de carbone, de protéines, de
minéraux et de lipides, le Colletotrichum se développe bien (Slade et al., 1987 ; Santoso et al.,
1996).

Parmi les différents milieux de culture, la gélose de Richard et de Brown favorise la
croissance du mycélium aérien, tandis que la farine d'avoine et la gélose de farine de mais sont plus
propices a la sporulation. En outre, les anneaux de Colletotrichum se développent abondamment et
présentent peu de soies. L'acide glutamique et I'alanine favorisent une croissance et une sporulation
maximales. La croissance est complétement inhibée a une température de 10 °C (Kulshrestha et
Sharma, 2021).



La lumiere n'est pas nécessaire, mais elle favorise la sporulation, et le pH 6 (pour la
croissance et la sporulation) permet une meilleure germination sur un milieu plus acide. Pour une
croissance maximale, il faut utiliser le milieu Czapeck et une gélose a l'extrait de levure
(Kulshrestha et Sharma, 2021).

1.7. Symptomatologie

Selon Corbaz (1991), l'origine étymologique du terme « anthracnose » provient du grec «
anthrax ». Il s'agit d'une altération nécrotique des parties aériennes de la plante.

Les premiers symptomes de 1’anthracnose sont décrits comme des taches brunes a noires,
ainsi que des lésions sur les tiges et les jeunes pousses de nombreux végétaux, qui apparaissent au
fur et @ mesure que la maladie progresse et conduisent finalement a la nécrose des tissus ou a la
mort (figure :1)

o Sur feuilles
Les symptdmes se présentent sous forme de taches brun foncé a noires, rondes a circulaires, le bord
est souvent plus foncé, parfois entouré d’un halo jaunatre (chlorose) qui, & une phase ultérieure de
I'infection, montrera les fructifications du champignon (minuscules taches noires dispersees). Les
tissus endommagés par divers facteurs environnementaux sont plus sensibles a la colonisation par
I'anthracnose (Nait Messaoud et Ouabba, 2018).

e Sur fruits
Sur les fruits, on peut observer des lésions brun sombre, gorgées d'eau, avec des mouchetures
rosatres ou orange. L'anthracnose ne se produit habituellement que sur les fruits qui ont été
endommagés par d'autres agents, tels que les coups de soleil, les brllures chimiques, les dommages
causés par les ravageurs, Les Iésions sont des taches brunes a noires de 1,5 mm ou plus de diamétre.
La pourriture est habituellement ferme et séche ; cependant, si I'infection progresse en profondeur,
le fruit peut devenir mou. Lorsqu'ils sont conservés dans des conditions humides, les tissus infectés
peuvent développer des masses de spores de couleur rose a saumon. En revanche, en conditions
séches, les spores prennent des teintes allant du brun au noir. Sur les fruits sensibles a I'éthyléne,
les Iésions sont initialement plates, de couleur argentée, avec une texture coriace. Sur les fruits
déverdis, une grande partie de la surface peut étre affectée. Progressivement, les lésions deviennent
brunatres a gris-noir, évoluant vers une pourriture molle a mesure que 1’infection progresse (Nait
Messaoud et Ouabba, 2018). Cependant, en raison des conditions agro climatiques variables, les

symptémes de la maladie peuvent varier selon la région, I'hote et I'environnement.



Figure 1 : Symptomes de Colletotrichum sp. sur différentes cultures (Jones et al., 2014).

A et B : sur feuilles et fruits des agrumes ; C : sur fruit de tomate ; D : sur fruit de poivron

1.8. Biologie de Colletotrichum sp.

L'anthracnose est une maladie causée par des champignons phytopathogénes qui colonisent
préférentiellement les tissus blesses, affaiblis ou sénescents, provoquant ainsi des lésions
superficielles (cutanées) et des infections internes.

L'agent pathogéne se développe sur le bois mort présent dans la canopée et se propage
localement par éclaboussures de pluie, forte rosée ou irrigation par aspersion. Lors de ces
dispersions, les spores sont déposées sur les tissus sensibles des jeunes feuilles et des fruits
immatures.

Les spores sexuelles (ascospores), bien que produites en plus faible quantité, jouent un réle
important dans la dispersion a longue distance grace a leur capacité a étre transportées par le vent
(suspension aérienne). Aprés la germination des spores, le champignon forme des structures de
repos (structures de dormance), qui lui permettent de rester latent jusqu’a ce qu’une blessure ou

des conditions favorables surviennent.



Les conditions favorables (tempeérature de 25 a 28 °C ; pH entre 5,8 et 6,5 et humidité
relative supérieure a 95%), provoquent l'interaction du pathogene avec I'héte qui commence par la
germination des spores a la surface de la plante pour former des structures d'infection mélanisées
appelées appressoria suivie par la pénétration du tissu héte. A ce stade, des hyphes d'infection
épaisse sont produites dans les cellules infectées primaires, ce stade est appelé stade biotrophe de
I'infection apres cela, le champignon se transforme soudainement en phase nécrotrophe d'infection
qui se caractérise par la formation d'’hyphes secondaires minces. Ce sont ces hyphes secondaires
qui commencent a coloniser les cellules voisines et qui finissent par entrainer le développement de
Iésions visibles a la surface de site d'infection. Enfin, les spores sont formées a la surface des tissus
infectés, puis elles sont dispersées par les insectes, le courant d'air et les éclaboussures d'eau pour
commencer un autre cycle d’infection (figure : 2) (Munch et al., 2008).

La maladie est particulierement problématique chez les fruits récoltés précocement et
soumis a un déverdissage de plus de 24 heures. En effet, I’exposition prolongée a 1’éthyléne stimule
la croissance du champignon, favorisant ainsi I’apparition des symptomes post-récolte (Serrano et
al., 2010).
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Figure 2 : Cycle biologique de Colletotrichum sp. L agent causal de I’anthracnose (Dentika, 2021)

1.9. Les Moyens de lutte contre I’anthracnose
La lutte efficace contre les maladies de Colletotrichum implique généralement I'utilisation
d'une ou la combinaison des méthodes suivantes :
e Larésistance variétale
e La lutte préventive
e Le controle chimique
e Le contréle biologique au moyen d'organismes antagonistes (Wharton et Diéguez-
Uribeondo, 2004).

10.Lutte biologique
Les méthodes de lutte biologique contre les maladies a Colletotrichum font maintenant
I'objet d'une attention croissante, bien que le potentiel du contréle biologique par l'effet des

antagonistes de la phyllosphére se soit réalisé depuis un certain temps (Lenné et Parbery, 1976).
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Chapitre 11 : Les plantes hotes de Colletotrichum sp.
2.1. Introduction

L’anthracnose, également appelée maladie du charbon (du grec anthrax et du latin carbo),
est une maladie cryptogamique qui touche de nombreuses plantes cultivées. Parmi les arbustes
fruitiers les plus sensibles, on retrouve le cerisier, le framboisier, ainsi que des plantes potageres
comme le haricot, le pois et la tomate (Dita et al., 2003).

Les anthracnoses sont fréquentes sur les cultures maraichéres et fruitieres, mais aussi sur
les plantes ornementales et les cultures pérennes, qu’elles soient industrielles ou traditionnelles,
telles que le palmier a huile, I’hévéa, le caféier ou le cacaoyer. Elles affectent également de
nombreuses cultures vivriéres comme 1’igname, le manioc ou la patate douce (Resplandy et al.,
1954 ; Chevaugeon, 1956 ; Boisson et Renard, 1967). 1l est capable d’infecter environ 470 genres
végétaux, provoque aussi des pertes post-récolte (Prusky et Plumbly, 1992 in Khiat et Guerfi,
2018), et peut méme étre isolé comme endophyte asymptomatique (Khiat et Guerfi, 2018). Le
tableau 1, représentes quelques plantes hote de ce pathogene.

De maniére générale, les anthracnoses sont considérées comme des maladies de faiblesse,
favorisées par un déséquilibre physiologique des plantes. Le champignon pathogene cible
préférentiellement les organes jeunes et vulnérables (jeunes feuilles, fleurs), ou pénétre rapidement
par des blessures, souvent causées par des insectes (Maurice, 1982).

La maladie est souvent causée par Colletotrichum gloeosporioides, un champignon
phytopathogene ubiquiste, responsable de pertes importantes. Il infecte aussi bien les
monocotylédones (comme les graminées) que les dicotylédones supérieures (par exemple
I’anacardier). C. gloeosporioides est largement réparti a I’échelle mondiale, plus abondant dans les
régions tropicales et subtropicales que dans les zones tempérées (Lourd, 1982 ; Kim et al., 2014 ;
Cannon et al., 2000 in Khiat et Guerfi, 2018).

Dans ce chapitre, nous aborderons les plantes utilisées dans la partie expérimentale : celle
servant a I’isolement du champignon ainsi que celle sur laquelle a été réalisé le test in planta,

notamment les agrumes et le poivron.



Partie bibliographigue

Chapitre 2 : Plantes hotes

Tableau 1: les différentes plantes héte de Colletotrichum sp.

Nom Nom Famille Caractéristiques de la Symptémes Espéce de Colletotrichum
commun scientifique botanique plante hote d’anthracnose (Reference)
Haricot Phaseolus Fabaceae Plante herbacée, cycle court, | Taches noires sur C. lindemuthianum
vulgaris cultivée pour ses graines gousses, feuilles et tiges | (Pastor — Corrales et
riches en protéines Tu,1989)
Poivron Capsicum Solanaceae Plante herbacée, sensible a Lésions sombres, C. capsici, C.
annuum I’humidité, fruits creux pourriture des fruits gloeosporioides
riches en vitamine C (Than et al.,2008)
Tomate Solanum Solanaceae Plante herbacée a croissance | Pourriture en zones C. coccodes, C. acutatum
lycopersicum rapide, trés cultivée, fruits circulaires sur fruits (Freeman et al.,1998)
rouges charnus
Fraisier Fragaria Rosaceae Petite plante rampante, Pourriture dure, taches | C. acutatum
ananassa sensible a I’humidité, fruits | sombres (Peres et al.,2005)
sucrés consommeés frais
Mangue Mangifera Anacardiaceae | Arbre vigoureux, fruits Lésions circulaires, C. gloeosporioides
indica riches en sucre et fibres, chute de fruits (Arauz,2000)
climat tropical
Goyave Psidium guajava | Myrtaceae Arbuste tropical, fruits Pourriture des fruits C. gloeosporioides
riches en vitamine C, (Ploetz et al.,1999)
feuillage dense
Caféier Coffea arabica Rubiaceae Arbuste cultivé en altitude, Chute prématurée de C. kahawae
feuilles persistantes, graines | feuilles (Perfect et al.,1999)
utilisées pour le café
Soja Glycine max Fabaceae Plante riche en huile et Taches foliaires, C. truncatum
protéines, fixatrice d’azote, | Iésions nécrotiques (Damm et al.,2012)
cultivée a grande échelle
Papaye Carica papaya Caricaceae Plante tropicale a croissance | Taches noires C. gloeosporioides
rapide, fruits sucrés riches enfoncées sur fruits (Mahadevakumar et al.,2016)
en papaine, treés sensibles a | mars, pourriture post-
I’humidité récolte

10
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2.2. Lesagrumes
2.2.1. Caractéristiques des agrumes

D'apres Praloran (1971), les agrumes sont de petits arbres ou des arbustes qui atteignent
généralement entre 5 et 15 métres de hauteur, et qui sont souvent épineux, a feuillage dense et
persistant, a I'exception de quelques variétés hybrides dont les feuilles sont caduques ou semi Le
fruit est formeé de segments contenant les graines. L'épiderme de I'endocarpe est blanc et recouvert
d'une écorce dont les glandes a essence sont trés nombreuses. Celles-ci deviennent jaunes ou orange
a maturité. Selon EL Otmani (2005), les agrumes sont généralement classés parmi les espéces
végétales pérennes moyennement sensibles au froid, car ils ne peuvent pas survivre a des
températures aussi froides que celles que supportent les espéces ligneuses, qui se trouvent dans des

zones de latitudes élevées ou les températures peuvent atteindre des valeurs proches de 40 °C.

2.2.2. Historique et origine

Selon Parloran (1971), le défi de déterminer avec précision le point d'origine géographique
des agrumes est rendu complexe par l'existence de variétés issues d'une hybridation naturelle entre
différentes espéces de cette famille de plantes. Malgreé cette incertitude quant aux frontieres exactes
du centre d'origine des agrumes, il est clair que celui-ci se trouve principalement dans le Sud-Est
asiatique. Tanaka admettrait, selon Praloran en 1971, que le centre principal couvrirait I'Assam et
le nord de la Birmanie, a la bordure sud-est de I'Himalaya. Deux centres secondaires ont été formés
. la région cétiére de la Chine méridionale et le sud du Japon. D'apres Praloran (1971), les
specialistes s'entendent pour dire que la culture des agrumes est née en Chine et en Inde, il y a plus
de 5000 ans.

2.2.3. Importance économique des agrumes
Les agrumes représentent la premiére catégorie fruitiere en termes de valeur en commerce
international ; cette importance est justifiée par leur :
» Consommation comme des produits frais ou aprés leur transformations (jus, sirop).
» Grande qualité nutritive riche, en vitamine C, B6, et constituent une source de fibres, d'acide
ascorbique et folique, du potassium et du calcium.
» Effet bénéfique sur la santé en contribuant dans la diminution des risques de maladies

cardio-vasculaires et d'autres maladies (ITAFV, 2014).

11



Partie bibliographigue Chapitre 2 : Plantes hotes

2.2.4. Systématique du agrumes
D'aprés (Praloran, 1971), la position taxonomique des agrumes est la suivante :

Embranchement :  Angiospermes

Classe : Eudicotes

Sous classe : Archichlomydeae

Ordre : Germinale (Rutales)

Famille : Rutaceae

Genre : Poncirus, Fortunellaet Citrus

2 .2.5. Quelques variétés d'agrumes cultivées en Algérie
a) Orangers (Citrus sinensis (L.) Osbeck) ;

En Algérie, on cultive plusieurs variétés d'oranges. Mais la plus appréciée est I'orange
Portugaise demi-sanguine. C'est un fruit de qualité qui est vendu du début de février a la fin d'avril.
b) Mandarinier

Selon Loussert (1989), les mandariniers sont un groupe d'espéces qu'il est possible de
distinguer. On peut citer, par exemple, les mandariniers satsuma (Citrus unshiu), les mandariniers
communs (Citrus deliciosa), les clémentiniers (Citrus clementina) et les autres mandariniers
(Citrus reticulata).
¢) Citronnier (Citrus limon L.)

Comme pour les autres arbres fruitiers, il existe de nombreuses variétés de citronniers dont
les fruits, dissemblables, ont des époques de maturité différentes, comme les variétés Eureka,
Meyer et citronnier panaché (Benedicte et Baches,2011).

d) Pomelo (Citrus paradisi)

On distingue les pomelos « jaunes » (ou « blancs », ou « communs ») des pomelos « roses
» (Benedicte et Baches, 2011).

e) Bigaradier (Citrus aurantium)

D’aprés Esclapon (1975), le bigaradier et ses divers clones sont principalement cultivés
pour leurs fleurs, leurs fruits, leurs feuilles et leurs brouts de taille. Ces derniers assurent la
production d'une eau de fleur d'oranger, de confiture (avec les fruits mdrs) et de vins apéritifs (avec

les fruits verts) apres distillation.
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2.2.6- Caracteres botaniques

Ce sont des petits arbres de 5 a 10 m de haut, dicotylédones, dialypétale, hypogynes et
composés de deux parties
2.2.6.1- Systeme racinaire

Chez les agrumes, le systeme racinaire occupe plus de 70% de la taille de I'astre, les racines
ont un pivot qui peut dépasser 2m au-dessous de la surface, ces racines fibreuses se prolonger

généralement bien au-dela de la canopée (Walter et Sarm, 2002).

2.2.6.2-Systéme aérien
a) Feuilles

Les feuilles sont simples, de 4 a 8 cm de longueur, unifoliées, denses, avec des pétroles
ailés et articulés (Macker, 1985).
b) Fleurs

Les fleurs sont généralement de couleur blanche, de 4 a 5 pétales imbriqués, souvent
recourbés vers I'amere, souvent trés odorantes (Benedicte et Baches, 2011). Les fleurs ont entre 2
a4 cm de diametre, axillaires, parfumées, simples souvent parfaites (ayant les étamines et les pistils
fonctionnels) et parfois staminées (comportant des étamines tout en étant dépourvues de pistils)
(Somon, 1987).
¢) Fruits

De forme et de coloration variable en fonction des différents groupes auxquelles ils
appartiennent.
d) Rameaux

Les rameaux, parfois épineux, connaissent plusieurs vagues de croissance, la plus important

étant celle du printemps (Virbei-Alonso, 2011).
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2.2.7. Cycle de vie des agrumes
Les agrumes sont des arbres fruitiers a feuilles persistantes, le cycle de vie de ces arbres
débute par une phase de dormance suivi par une phase de débourrement ou il y a le gonflement des

bourgeons et le développement des feuilles suivis par une phase de floraison (début, pleine et fin).

2.2.8. La situation phytosanitaire des agrumes
2.2.8.1 Principales maladies
De nombreuses maladies importantes qui touchent les agrumes un peu partout dans le
monde sont :
» Pseudomonas syringae Vanhall (maladie bactérienne).
» L’Exocortis causé par un viroide et transmis par vois mécanique (Loussert, 1987).
» Les maladies d’origine cryptogamique qui sont nombreuses, et parmi lesquelles on peut
citer la fumagine, la moisissure verte, la pourriture ou encore 1’anthracnose, cette derniere
étant causee notamment par des champignons du genre Colletotrichum, qui constitue le

sujet principal de notre étude.

2.2.8.2 Principaux ravageurs
En Algérie, les agrumes sont attaqués par plusieurs espéces d'insectes, comme les
cochenilles, la mouche des fruits, les aleurodes et les pucerons. Ces insectes causent divers dégats,

comme l'indique le Tableau 2.
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Tableau 2 : les principaux ravageurs d'agrumes (ACTA, 2008).

Nom scientifique Commun Description et dégats
Toxoptera aurantii Pucerons Les fleurs avortent et les trés jeunes feuilles se
Aphisspiraecola déforment.
Phyllocnistis citrella | Mineuse des Les feuilles sont minées entre les deux épidermes
. par une chenille de micro-lépidoptére.
feuilles
Scirtothrips aurantii | Thrips Les feuilles se déforment. Celle-ci est provoquée

par les piqlres d'insectes.
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2.2.3- Le poivron

Le poivron est une plante de la famille des Solanaceées, il est de la méme espece que le
piment cultivé mais est issu de la sélection de variétés dites "douces". C'est une plante qui est vivace
en milieu tropical mais qui est le plus souvent cultivée comme une annuelle afin de bénéficier de
sa productivité. Le poivron est sensible aux coups de soleil mais exigeant en température.

Son développement maximal se situe aux alentours de 15 a 25° C et des températures trop
élevees (28-30° C) peuvent entrainer une importante coulure des fleurs. 1l est donc recommandé
de la cultiver durant les mois les plus frais de lI'année (de mai a septembre).

Le poivron peut atteindre 1 m a 1,5 m de hauteur et donne des fruits, de différentes formes
(carré, long, conique...), verts durant leur croissance mais dont la couleur peut varier a maturité

selon la variété (jaune, rouge, orange...).

2.2.3.1- Origine et répartition dans le monde

Le poivron (Capsicum annum L.) est originaire d’Amerique centrale et d’/Amérique du sud,
elle a un peu plus d'un siécle abordé et conquis tous les continents dans leurs parties tropical sous
tempérées chaudes (Pochard et al., 1992).

Il est cultivé dans toutes les régions tropicales du monde, ainsi que dans les régions

tempérées chaudes (Polese et Devaux, 2007).

2.2.3.2- Importance économique de la culture de poivron a Mostaganem

Les années 80, la wilaya de Mostaganem a introduit, dans ses activités agricoles pour la
premiére fois, la plasticulture dans la région de Siret pour Our la culture de poivron (Ghelamallah,
2009). Cette technique s'est propagée par la suite, dans tout le territoire de la wilaya qui a connu
un developpement intensif de la production du poivron (Ghelamallh, 2009). Entre 2005 et 2014, la
superficie couverte en serre a connu une évolution sensible en passant de 1258 ha en 2006 a 1548
ha en 2013. Par contre, nous notons une réduction de sa superficie durant I'année 2014 ou elle a
enregistré 1192 ha.

Entre 2003 et 2014, la région a connu une augmentation sensible des superficies cultivées
en tomate et poivron. Ceci est d0 a I'implantation de nombreux agriculteurs venus des régions de
Chlef et de Tipaza pour exploiter les zones du littoral congues pour la production de la tomate-
primeur (Ghelamallah, 2009).
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2.2.3.3- Systématique du poivron
Le poivron (Capsicum annum L.), est une plante dicotylédone qui appartient a la famille

des solanacées, sa classification selon Cronquist, (1981) est la suivante :

Régne : Plantae
Division :  Magnoliophyta
Classe : Magnoliopsida
Ordre : Solanales
Famille:  Solanaceae
Genre : Capsicum

Espéce : Capsicum annum; Linnaean (1753)

2.2.3.4- Les Stades phénologiques
Selon ITCMI (2010), Le cycle végétatif du poivron suit plusieurs stades végétatifs qui sont :
Stade 0 : Levée
Stade 1 : Les cotylédons sont étalés
Stade 2 : Deux feuilles étalées sur la tige principale
Stade 3 : Davantage de feuilles étalées sur tige
Stade 4 : Début floraison
Stade 5 : Floraison
Stade 6 : Développement du fruit

2.2.3.5. Les variétés du poivron

Les poivrons sont généralement classés en deux types selon leur forme (Belkhiri et Sefih,
2016) :
e Les variétés américaines sont plus ou moins carrées, a trois ou quatre lobes et a chaire épaisse ;
Les variétés italiennes sont allongées et pointues, plus mince. A Mostaganem, les agriculteurs
cultivent et apprécient les variétés suivantes :
e Pour le plein champ : Asgrew (quatre coins) et poivron doux d’Espagne.

e Sous serre : Magister Hybride F1, Florida Hybride F1.
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2.2.3.6. La situation phytosanitaire du poivron

2.2.3.6.1 Les maladies cryptogamiques

Le sol est habité de facon permanente par de nombreux organismes. Il existe aussi une microflore.
Pour les cultures maraichéres, on rencontre plusieurs types de champignons responsables de

maladies cryptogamiques (Belkhiri, et Sefih, 2016) :

Tableau 3: Différentes maladies cryptogamique du poivron

Mildiou Phytophtora capsici Nécrose brune bien délimitée au niveau du collet
Flétrissement brutal des plantes.

Oidium Livellia taurica Taches jaunatres sur les feuilles ponctuellement
nécrotiques, parfois couvertes d'un feutrage blanc.

Alternariose = Alternaria solani Taches noires de Taille variable, plus ou moins
arrondies, bien délimitées, taches ovales sur tige.

Anthracnose = Colletotrichum Taches déprimées Circulaires sur fruits, le centre de
atramentarium ces taches noircit légerement.

2.2.3.6.2 Les maladies virales
Selon Simon (1994), 40% des maladies a virus sont transmises par les insectes, dont le groupe le
plus redoutable est celui des pucerons. La transmission se fait lors des pigdres de prise de

nourriture, on distingue deux types de transmission :

Un mode non persistant, localisé au niveau des stylets, le virus disparait lors que les insectes

muent

Mode persistant, les particules sont ingérées avec la salive, passant de I'intestin dans

I'hnémolymphe, puis dans les glandes salivates, ou elles persistent méme si I'insecte mue
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Tableau 4 : Principales maladies virales du poivron (Belkhiri, et Sefih, 2016)

Mosaique du Virus de la Mosaique en taches annulaires, en arabesque et
Concombre mosaique du marbrure

concombre (CMV)
Mosaique de la  Virus de la Provoque des symptdmes nécrotiques mort de
Luzerne mosaique de la certains bourgeons suivis de la production d'un

Luzerne (AIMV) nouveau feuillage présentant une forte
Mosaique blanche et jaune
Mosaique de la  Mosaique de la Mosaique vert brillant avec parfois nécroses des

Pomme de terre  Pomme de terre nervures

2.2.3.6.3 Les maladies bactériennes
e Flétrissement bactérien (Ralstonia solanacearum) :
- flétrissement initialement unilatéral puis généralisé ;
- brunissement des vaisseaux et des tissus adjacents ;
- chancre ouvert sur les pétioles.
e Gale bactérienne (Xanthomonas vesicatoria) :
Des petites taches noires apparaissent sur les sépales, puis se propagent sur les fruits pour
prendre une apparence ligneuse et festonnée.
e Le chancre bactérien (Corynebacterium michiganense) :
Le flétrissement est accompagné de chancres longitudinaux sur la tige et les pétioles, puis la

moelle noircit.

2.2.3.6.4 Les ravageurs du poivron

La culture du poivron est soumise a des attaques réguliéres des ravageurs (acariens et nématodes)

et d'insectes (thrips, aleurodes et puceron).
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Chapitre III : ’agent antagoniste

3.1. Introduction

Au du XXe siécle, quasi simultanément en phytopathologie et entomologie, I'appellation lutte
biologique fut proposée pour désigner toute méthode phytosanitaire mettant en ceuvre des
organismes vivants. L'étude de Sanford (1926) sur les facteurs influengant la pathogénicité de la
bactérie Streptomyces scabines matérialise ce concept en observant que des microorganismes
saprophytes pouvaient entrainer une diminution de I'intensité des symptémes de ce phytopathogéne
du sol. Quelques années plus tard, Weindling mis en évidence que le champignon Trichoderma
lignorum parasitait d'autres champignons du sol.

La synthese de molécules destinées a combattre les maladies et organismes nuisibles allait freiner
les progres de la lutte biologique et ses développements pratiques. Les efforts de I'industrie
chimique permirent des progres spectaculaires dans la protection phytosanitaire des cultures et, a
partir des années 1950, les substances pharmaceutiques apparaissaient comme la solution a
privilégier pour lutter contre les agents pathogenes des cultures (Lepoivre, 2003).

Cependant, les limites associées a 1’'usage intensif des produits phytosanitaires de synthése sont
vite apparues : apparition de souches résistantes, effets toxiques sur la faune non cible, pollution
des sols et des ressources hydriques, ainsi que risques pour la santé humaine.

Face a ces enjeux, la lutte biologique retrouve une place stratégique dans les programmes de gestion
intégrée des maladies. Elle s’impose aujourd’hui comme une alternative écologique et durable,
fondée sur I’utilisation d’organismes Vivants antagonistes pour limiter le developpement des
pathogénes. Des champignons tels que Trichoderma spp. ou des bactéries comme Pseudomonas
fluorescens suscitent un intérét croissant pour leur efficacité démontrée contre divers agents
phytopathogenes, notamment ceux du genre Colletotrichum, responsables d’anthracnoses
destructrices sur de nombreuses cultures.

La protection conférée par un agent de lutte biologique repose sur un ou plusieurs mecanismes
d’action. Ces mécanismes incluent la compétition pour les nutriments ou 1’espace, le parasitisme,
la production de substances toxiques pour le pathogéne (antibiose), ainsi que la stimulation des
défenses naturelles de la plante (Thomashow et Weller, 1996 ; Saiah, 2004).
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3.2. Généralités sur les Trichoderma spp.

Le genre Trichoderma regroupe un ensemble de champignons imparfaits saprophytes qui se
retrouvent couramment dans le sol, sur le bois mort, les débris végétaux et les organes aériens des
plantes. Il est reconnu facilement en culture grace a la couleur généralement verdatre de ses spores
et le port typique de ses phialides (en forme de quilles) (Caron, 2002).

Le genre Trichoderma peut étre responsable d'infections chez les patients immunodéprimés, bien
que I'hnomme ne leur soit qu'un hoéte accessoire (Roquebert, 1996). Sous certaines conditions, ils
peuvent provoquer chez lui des infections opportunistes fatales (Munoz et al., 1997). Il a été
constaté que le développement des Trichoderma sp., Chez 'Homme est souvent le fait de déficits
immunitaires spontanés ou post-thérapeutiques, qui en favorise la survenue et en augmente la

gravite (Ragnaud et al., 1984).

3.3. Taxonomie

La classification des especes du genre Trichoderma a suscité de nombreuses études et
beaucoup de polémique. En biologie, la notion d’« espece » repose généralement sur la capacité de
deux individus a se reproduire entre eux. Or, les champignons anamorphes du genre Trichoderma
ne présentent pas de reproduction sexuée observable, rendant leur classification systématique
particulierement complexe. Deés lors, les chercheurs se sont appuyés sur des critéres
morphologiques et culturaux, en particulier la structure des appareils sporogenes.

Le premier Trichoderma a été décrit en 1794 par Persoon, qui en identifie quatre espéces
initiales. Plus tard, en 1969, Rifai propose une classification plus fonctionnelle, fondée sur le
concept d’«especes agrégées ». Cette approche repose sur des caractéres microscopiques, tout en
tenant compte de la grande variabilité morphologique observée au sein du genre. Une espéce
agrégée regroupe plusieurs espéces morphologiquement proches et difficiles a distinguer de
maniére fiable.

Rifai définit ainsi neuf especes agrégées : T. aureoviride, T. hamatum, T. harzianum, T.
koningii, T. longibrachiatum, T. piluliferum, T. polysporum, T. pseudokoningii et T. viride, en
acceptant une certaine variabilité intra-spécifique dans chaque groupe (figure :4) (Rifai, 1969 in
Bissett, 1991).
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[ Tn'chodermiJ

P
SECTION 1 SECTION 2 SECTION3 SECTION 4 SECTIONS
~ Tichoderma | | Pachybasium | |Hypocreanum | Longibrachiatum | |Saturnisporu

4 4 4 4 4

@:ﬂride‘ /T virens \ j T. longibrachiatum *| | T. satunisporum
T. koningii* || T, hamatum* ‘Comprends &s | | 1, pseudokoningii* | |T. ghanense
T. aureoviride’ | T. harzianum * Jiimes T. citrinoviride
anamorphiques -
T. atroviride

T. piluliferum* d'Hypocrea

T. polysporum* || souvent
T. fasciculatum
T. flavofuscum

T. crasum

T. croseum

T. minutisporum
T. tumentosum
T. fertile

T. longipilis

T. oblongisporum
T. strigosum

T. strictipilis

T. pubescens

Q. spirale /

Figure 1 : Les 5 sections systématiques de Trichoderma sp. et quelques-unes des especes y
appartenant selon les espéces agrégeées de Rifai,1969 in Bissett, 1991 .
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3.4. Classification
La position taxonomique actuelle des Trichoderma sp. Se présente comme suit (Bissett, 2004) :
e Embranchement Amastigomycota et/ou Eumycetes
e Sous embranchement Ascomycotina
e Classe Sordariomycetes
e Ordre Hyporéales
e Famille Hypocraceae

e Genre Hypocreamitosporique (Trichoderma)

3.5. Ecologie

Grace a sa grande capacité d’adaptation aux diverses conditions environnementales, le genre
Trichoderma est largement répandu dans la nature, aussi bien dans les milieux terrestres que marins
(Roquebert, 1996 ; Esposito et Silva, 1998). Les especes de Trichoderma se distinguent par une
croissance rapide et une aptitude a coloniser une grande variété de substrats, ce qui en fait des
composants majeurs de la mycoflore des sols et des environnements aquatiques (Widden et
Abitbol, 1980 ; Kubicek et al., 2003).

Les Trichoderma terrestres se rencontrent dans presque tous les types de sols, qu’ils soient
forestiers ou agricoles, ainsi que sur les matiéres végétales en décomposition. Ils sont également
fréqguemment présents dans le compost destiné a la culture industrielle des champignons
comestibles, bien qu’ils soient rarement des parasites des plantes vivantes (Roquebert, 1996 ;
Esposito et Silva, 1998).

La prédominance des Trichoderma dans de nombreux écosystémes s’explique par leur capacité a
produire une grande diversité de substances bioactives, notamment des enzymes hydrolytiques et
des métabolites secondaires. Cette aptitude confere a ces champignons un réle écologique
important dans les chaines biologiques et les cycles de décomposition (Widden et Abitbol, 1980 ;
Vining, 1990 ; Kubicek et al., 2003).

3.6. Morphologie sur milieu artificiel
La majorité des especes de Trichoderma sont morphologiquement tres semblables et difficiles a
distinguer en raison de leur ressemblance macroscopique et microscopique. Cette confusion

taxonomique a longtemps limité la précision des éetudes faites sur ce genre. Les methodes
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moléculaires, basées sur les polymorphismes des séquences d'/ADN et les amplifications par PCR,
se sont avérees tres utiles pour caractériser les isolats de ce genre, tant dans des etudes
d'identification (Hjeljord et Tronsmo, 1998) que dans [I'élaboration de classifications

phylogénétiques (Kullnig-Gradinger et al., 2002) ;

3.6.1-Aspect macroscopique

L’aspect macroscopique des colonies de Trichoderma spp., Observé sur milieu PDA
(Pomme de Terre Dextrose Agar), révéle une croissance rapide et une colonisation étendue de la
surface du milieu. Les colonies apparaissent d’abord blanchatres, puis évoluent vers des teintes
vertes a vert foncé en raison d’une sporulation abondante. La texture varie selon 1’espéce, allant
d’un aspect cotonneux a granuleux. Le revers de la boite de Petri reste généralement incolore, mais
peut parfois présenter une pigmentation jaunatre. Les colonies affichent des contours irréguliers
avec une marge bien définie. De plus, une odeur forte et caractéristique est souvent perceptible.

Cette apparence permet une premiere orientation dans I’identification (Bencheikh, 2012).

Figure 2 : Aspect macroscopique de Trichoderma sp.

(Anonyme 2025)
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3.6.2-Aspect microscopique

Au microscope optique on peut observer un mycélium hyalin, septé et ramifié. Les conidiophores
sont courts, ramifiés de maniére pyramidale. Les phialides sont en forme de bouteille, disposées en
verticilles. Les conidies sont unicellulaires, elliptiques a subglobuleuses, lisses ou légérement
rugueuses. Elles sont généralement regroupées en amas mucilagineux verts. La sporulation est
abondante, surtout a la surface du milieu de culture (Gams, W., & Bissett, J. 1998)

Figure 3 : aspect microscopique de Trichoderma sp. (Roussos, 1987).

3.7-Le pouvoir antagoniste de Trichoderma spp.

Les propriétés antagonistes des souches de Trichoderma sont connues depuis 1887, comme
le rapporte une publication scientifique précoce (Abdiche et Khireddine, 2016). Depuis, de
nombreuses études ont confirmé I’efficacité de ces champignons dans la lutte contre diverses
maladies des plantes. Cette efficacité repose sur plusieurs atouts biologiques et écologiques :

v Une grande capacité d’adaptation écologique, qui se manifeste par leur présence dans les
sols du monde entier, sous des conditions environnementales trés variees ;

v Une aptitude a se développer sur des substrats simples et peu colteux, ce qui facilite leur
culture en laboratoire et en industrie ;

v" Une production diversifiée de composés bioactifs, notamment des enzymes lytiques

(chitinases, PB-1,3-glucanases), des antibiotiques naturels et des phytohormones qui

favorisent la croissance et renforcent les défenses des plantes (Benitez et al., 2004).
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La présence de Trichoderma spp., dans le sol exerce donc a la fois un réle curatif (en
limitant la progression des pathogenes) et préventif (en stimulant la résistance des plantes) (Harman
et al., 2004). Ces champignons induisent la production de substances messageres qui activent les
mécanismes de défense de la plante. Cette résistance systémique induite s’accompagne, a court
terme, d’une surexpression des genes liés a la défense dans 1I’ensemble de la plante, renforcant ainsi
sa capacité a reagir face a une agression pathogene.

Par ailleurs, les Trichoderma spp., présentent une diversité génétique importante, ce qui
leur confére un potentiel considérable pour la production de substances naturelles. Ces composés
incluent des biopesticides, mais aussi des biofertilisants et biofongicides largement utilisés en
agriculture durable. Malgré leur succés commercial, des limites subsistent, notamment une
efficacité moindre dans les conditions naturelles du terrain.

Ainsi, pour améliorer les stratégies de lutte biologique, il est essentiel de sélectionner des
souches hautement antagonistes, adaptées a des conditions agroécologiques spécifiques et capables

de maintenir leur efficacité au champs (Debbi, 2019).

3.8-Mode d’action de Trichoderma en lutte biologie

Les espéces de Trichoderma agissent selon plusieurs stratégies d’actions complémentaires
qui leur conférent une efficacité remarquable en lutte biologique. Ces mécanismes incluent
notamment la compétition pour les nutriments et 1’espace, le mycoparasitisme, ainsi que la
production de composés antifongiques. Leur efficacité dépend toutefois de plusieurs facteurs
environnementaux comme la nature du sol, le PH, ou encore 1’activité microbienne déja présente.
Trichoderma peut adapter sa réponse en fonction des caractéristiques spécifiques de 1’agent

pathogene ciblé, ce qui renforce son réle central dans les programmes de biocontrole intégre.

3.8.1- Antibiose
Les différentes souches du genre Trichoderma sont productrices de plus de 100 métabolites
secondaires aux propriétés antibiotiques. La production de ces antibiotiques dépend de parametres
environnementaux tels que le substrat colonisé, le pH ou la température. On peut classer ces
antibiotiques en trois groupes :

v Les composés volatils,

v Les composés solubles dans I'eau (substances non volatiles),
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v Les peptaiboles qui agissent avec la membrane plasmique. Néanmoins, les mécanismes
d'action de certains antibiotiques sont encore insuffisamment connus (Almi, 2015).

En effet, les deux premiers groupes d'antibiotiques sont dérivés de plusieurs voies métaboliques,

ce qui les rend plus complexes et diversifiés. Par contre, le troisieme groupe, les peptaiboles, forme

le plus important groupe d'antibiotiques avec plus de 300 molécules, dont 54 sont isolées a partir

de Trichoderma harzianum (Peptaibol Database, 2007), parmi les molécules bioactives en

antibioses, on en cite six : 6-pentyl-2a-pyron-2-one (6PP), les koningins (A, B et G), l'acide

harzianique, la trichodermine, I'narzianolide et la harzianimine (Almi, 2015).

3.8.2-Action par mycoparasitisme

Le mycoparasitisme est la fagon dont un champignon attaque directement un autre. C'est un
processus nutritionnel. L'une des principales explications de leur action antagoniste a I'égard des
champignons phytopathogenes telluriques est l'activité mycoparasitaire de T. harzianum. Ce type
d'antagonisme direct est un phénoméne complexe qui se déroule en plusieurs étapes successives.
La premiére étape est appelée stimulation du chimiotropisme. Suite a la sécrétion d'un stimulus
chimique par I'héte, Il'antagoniste percoit sa présence et dirige les hyphes mycoparasitaire
directement vers lui.

La deuxiéme étape est la reconnaissance spécifique, durant laquelle le champignon
antagoniste identifie la surface cellulaire de lI'agent pathogéne. Le mycoparasite adhére aux parois
de son hote. Cette adhésion est due a la présence de lectines sur le mycélium des champignons
pathogénes. Ces lectines se lient a des sucres spécifiques présents sur les parois cellulaires de
I'antagoniste. Ce processus est appelé « liaison d’agglutinine ».

La troisieme étape c’est le contact physique et enroulement ou ’interaction entre les deux
champignons se manifeste de deux fagons possibles.

v Soit les hyphes de T. harzianum s’enroulent autour de ceux du pathogene,

v Soit, ils poussent parallelement a ceux du pathogéne, en établissant un contact étroit.

A ce stade, des structures spécialisées comme des haustoria ou des crochets peuvent se former
pour renforcer I’adhésion.

La quatriéme étape, c’est la pénétration et destruction des hyphes. Durant cette derniere le
T. harzianum pénétre les hyphes du pathogéne, ce qui entraine une série de réactions : granulation,
vacuolisation cytoplasmique, perforation de la paroi cellulaire, perte de turgescence, et finalement
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lyse des cellules du pathogéne. Ce processus de destruction est facilité par la sécrétion d’enzymes
Iytiques extracellulaires (telles que les chitinases et glucanases), ainsi que de peptaiboles, qui
contribuent a la dégradation de la paroi cellulaire du champignon cible, permettant ainsi I’invasion

par T. harzianum (Dendouga, 2017).

3.8.3- Action par compétition

Les agents pathogenes sont combattus et dégradés par les biodégradateurs, Trichoderma
dans leurs phases saprophytiques, surtout lorsque les nutriments sont le facteur limitant. En effet,
pour qu'une espece de Trichoderma soit efficace, elle doit coloniser la rhizosphere a une distance
de plus de 2 cm de la graine. Une fois installée, elle crée une zone d'interaction dans la partie cortex
des racines. Cette zone sécréte des molécules, comme les sidérophores, qui permettent d'absorber
le fer et d'arréter la croissance du pathogéne. Pour cette raison, I'efficacité de I'agent antagoniste
est influencée par la composition du sol. Trichoderma posséde la capacité d'obtenir 'ATP a partir
du métabolisme de différents sucres, comme les dérivés de polymeres. C'est ce qui permet aux

souches de Trichoderma d'utiliser efficacement les nutriments disponibles (Almi, 2015).
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Chapitre I : Matériels et méthodes
1.1. Objectif
L’¢étude a pour objectif d’évaluer l'activité antifongique, a la fois in vitro et in planta, de deux
espéces différentes de Trichoderma sp. Sur le développement du champignon phytopathogene
Colletotrichum sp.
L’évaluation in vitro a porté sur deux parametres biologiques principaux : la croissance mycélienne
et la sporulation du pathogéne. Deux types de confrontation ont été utilisés pour cette évaluation :
« La confrontation directe, ou les deux champignons sont mis en culture sur le méme milieu
afin d’observer les interactions physiques et la capacité d’inhibition de Trichoderma sur
Colletotrichum ;
e La confrontation indirecte, qui permet d’évaluer I’effet des composés volatils et solubles
produits par Trichoderma, sans contact physique entre les deux micro-organismes.
Par ailleurs, des tests in planta ont été réalisés afin de confirmer I’efficacité de ces especes de
Trichoderma dans des conditions proches du milieu naturel de la plante hote, et d’évaluer leur
potentiel en tant qu’agents de biocontrdle dans une stratégie de lutte intégree.
Ce travail a eté réalisé au laboratoire de phytopathologie de la Faculté des Sciences de la Nature et
de la Vie (SNV), situé sur le site 3 de I’Université Abd El Hamid Ibn Badis de Mostaganem, ainsi

qu’a l’atelier agricole de I’université, localisé a Mazagran.

1.2. Matériels fongiques
L’ensemble des tests in vitro ont été effectués sur le milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar).
1.2.1-Agent pathogéne

L’isolat a été colletotrichum sp. Utilisé dans cette étude a été isolé a partir des feuilles de
bigaradier présentant des symptdmes d’attaque. Apres identification et purification I’isolat a été
conservé sur milieu PDA incliné pour les tests ultérieurs.
Dans le cadre de cette expérience, nous avons également procédé a I’isolement a partir d’autres
organes végétaux infectés tels que des feuilles de tomate ainsi que sur des fruits de tomate
présentant des symptémes de 1’anthracnose. Malheureusement ces prélévements n’ont pas permis

d’isoler ce champignon.
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1.2.2-Agent antagoniste
Deux isolats de Trichoderma sp ont été utilisé pour cette étude. Le premier a été isolé par Mme
SAIAH F. et conservé au niveau du laboratoire de Protection des végétaux. Le second a été isolé a

partir du sol de pomme de terre cultivé dans la région de Fornaka.

1.3-Matériel végétale
L’étude in planta a été effectuée sur des plantules de poivron variété Florida cultivé sur

pots. Le semis a été réalisé au mois de mars, alors que la plantation a été effectué le mois d’avril.

1.4. Méthodes utilisees
1.4.1-Isolement de I’agent pathogéne a partir des feuilles contaminées :
Plusieurs étapes ont été suivi pour isoler le champignon phytopathogene a partir des tissus

végétaux infectés. Les étapes sont les suivantes :

e Prelévement des échantillons
Des feuilles présentant des symptomes caractéristiques de I’anthracnose (taches, brilures,
décolorations, etc.) ont été sélectionnées. Ces feuilles malades ont été utilisées pour 1’isolement,
afin d’augmenter les chances d’obtenir I’agent pathogéne responsable de la maladie.

e Preparation des fragments de feuilles
En conditions aseptiques, les feuilles sont découpées en petits fragments a 1’aide d’un scalpel stérile
(figure6). Les fragments sont ensuite désinfectés afin d’éliminer la microflore superficielle non
spécifique, par trempage dans une solution d’eau javellisée stérile a 5 % pendant environ 3 minutes.
Ils sont ensuite rincés deux fois dans de 1’eau distillée stérile pendant 5 minutes. Apres le ringage,
les fragments sont séchés sur du papier buvard stérile.

e Mise en culture
Les fragments désinfectés ont été déposés sur un milieu de culture nutritif PDA (Potato Dextrose
Agar). Avant ’incubation, les boites de Pétri ont ét¢ soigneusement étiquetées et bien fermées.
Dans le cadre de cette expérience, plusieurs isolements ont été réalisés afin d’augmenter les chances

d’obtenir le champignon ciblé (Figure 7).
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Figure 4 : préparation des échantillons du matériel végétale pour L’isolement (Originale, 2025)

Figure 5 : Isolement du champignon & partir de feuille des agrumes, des feuilles et des fruits de
tomate (Originale, 2025)
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1.4.2- Isolement de I’agent antagonisme a partir du sol :
L’isolement de Trichoderma a partir du sol, est réalisé selon la méthode de suspension dilution
« Dilution plates » décrite par Davet et Rouxet (1997), sur le milieux gélosés PDA. Selon les étapes
décrites ci-dessous

e Prelévement des échantillons de sol :
Des échantillons de sol (prélevé a proximité des racines de plants de pomme de terre), ont été
collectés de la région de Fornaka — Mostaganem. Ce type de sol constitue un habitat favorable a la
présence de Trichoderma. Les prélévements ont été effectués a 1’aide d’outils stériles afin d’éviter
toute contamination.

e Préparation de la suspension de sol :
Une quantité de 10 g de sol de chaque échantillon a été mise en suspension dans 90 ml d’eau
distillée stérile. Le mélange a été agité pendant 30 minutes afin d’homogénéiser la solution. Par la
suite, une série de dilutions décimales (107! a 103) a été réalisée (Leghlimi, 2013).

e Ensemencement :
Un volume de 1 ml de chaque dilution a été étalé a la surface de milieux gélosés, supplémentés
d’un antibiotique afin d’inhiber la croissance bactérienne. Les boites de Pétri ont ensuite été
incubées a 25 °C pendant une durée de 7 jours (Leghlimi, 2013).

e Purification
La purification a concerné principalement les colonies dont les caractéres culturaux sont différents.
I1 s’agit donc de prélever quelques spores ou une petite bouture mycélienne a la marge du thalle et
de ’ensemencer de manicre aseptique dans des boites de Pétri contenant le PDA. Afin d'obtenir un
développement typique du champignon, I'inoculation est réalisée en un seul point au centre de la
boite (Almi, 2016).

1.4.3-1dentification

L'identification des champignons fait essentiellement appel aux caracteres culturaux et a la
morphologie, mais aussi a des propriétés biochimiques qui nécessitent l'utilisation de milieux
standard favorisant la croissance. Par conséquent, nous nous sommes basés pour I'identification

des isolats sur leurs aspects macroscopiques et microscopiques
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1.4.3.2- Identification macroscopique

L’examen macroscopique des isolats, permet de déterminer les caractéres culturaux tels que, la
Croissance du champignon, le développement de ce dernier, le diamétre de la colonie, la texture,
la couleur du thalle, la couleur du revers et ’odeur (Lecellier, 2013). La technique utilisée est

simple, elle consiste a observer a I'eeil nu les boites de pétri contenant les champignons purifiés.

1.4.3.3- Identification microscopique

Un fragment de culture est prélevé soigneusement a la marge du thalle a I'aide d’une anse
stérile, et ensuite déposés entre lame et lamelle.

Plusieurs prélévements en périphérie et au centre de la colonie sont parfois nécessaires. De
méme, il faut savoir répéter les montages afin de saisir le meilleur moment (culture ni trop jeune,
ni trop &gée) pour observer la conidiogénése (Almi, 2016).

L'identification microscopique d'un champignon prend en considération les caractéres
suivants :

e Laforme dumycélium, la présence ou lI'absence de cloisons, ainsi que la couleur et le mode
de ramification.
e Laforme et la taille des spores.

e La morphologie générale du champignon.

1.4.3.4-Conservation des isolats
Apres avoir identifié les isolats, des cultures pures sont transférées dans des tubes a essais inclinés
contenant le milieu P.D.A., leur conservation s'effectue a 4° C. Ainsi conditionné ils peuvent étre

conservé jusqu’a 6 mois.

1.4.4-Etude des propriétés antagonistes de deux espéces de Trichoderma vis-a-vis de
Colletotrichum sp.

Classiquement, dans les travaux consacrés a I’étude de microorganismes antagonistes aux
agents, les auteurs passent d’abord par une étape préliminaire qui est une étude "in vitro” des
potentialités antagonistes de ces microorganismes. Les germes ayant manifestés une activité

antagoniste a 1’égard du parasite sont testés "in planta " pour confirmer leur pouvoir antagoniste.
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Nous avons donc essayé de suivre cette voie, ainsi, dans une premiére étape nous avons
évaluer " in vitro ", les potentialités antagonistes de 2 especes de Trichoderma vis a vis de I’isolat
de Colletotrichum sp. En seconde étape nous avons essayé de déterminer les potentialités de
I’antagonisme des espéces étudiées "in planta ".

Cette activité a été étudiée selon deux méthodes

1.4.4.1-Etude "in vitro" de IPactivité antagoniste de Trichoderma sp. vis-a-vis de
Colletotrichum sp.

On considére que I’antagonisme est le résultat de 4 mécanismes : compétition nutritive,
mycoparasitisme, antibiose et effet des composée organiques volatiles (Lanuse et al., 1983). La
mesure de ce phénomene se fait par les deux (02) techniques suivantes :

A-Confrontation directe

Cette technique appelée aussi technique des cultures opposées, consiste a déposer dans des
boites de Petri contenant environ 15 ml de milieu PDA, 4,5 cm I’un de 1’autre, 2 explants de 6 mm
de diametre représentant le champignon parasite, et Trichoderma. L’un celui de 1’agent pathogéne
(colletotrichum sp.) et I’autre I’isolat a tester (Trichoderma sp.) (Figure : 8a). Les boites témoins
sont ensemencés par un explant du champignon pathogéne (Figure : 8b) (Patel et Brown, 1969 in
Benhamou et Chet, 1996). 4 répétitions sont retenues pour chaque traitements. Les boites
ensemencées sont mises en incubation a 1’obscurité a 25 + 2°C jusqu’a ce que 1’une des boites de
I’essai est complément recouverte par le mycélium. La croissance mycélienne est mesurée

journaliérement

34



Partie expérimentale Chapitre 1 : Matériel et méthodes

Agent pathogéne

paentpathogene

Figure 6 : Test de confrontation directe (originale, 2025)

a) Culture opposée sur la méme boite entre 1’agent pathogeéne Colletotrichum sp et 1’agent
antagoniste trichoderma sp. Sur milieu PDA.
b) Le témoin I’agent pathogéne Colletotrichum sp. Sur milieu PDA.

B-Confrontation indirect (substances volatiles)

Le principe de cette méthode repose sur la technique déja utilisée par Camporta (1985). Il
consiste a repiquer 1’antagoniste et le pathogéne dans deux boites seéparées ; par la suite, un
assemblage est réalisé par la superposition de deux boites, Trichoderma sp. En bas et le pathogéne
(Colletotrichum sp.) en haut (Figure : 9a).

La jonction entre les deux boites est assurée par des couches de para film afin d’éviter toute
déperdition des substances volatiles. On expose ainsi 1’isolat de Colletotrichum sp. A I’influence
des substances volatiles émises par I’isolat de Trichoderma sp. Le témoin est formé par la
superposition des deux boites, celle du haut contenant 1’explant de Colletotrichum sp., alors que
celle du bas ne contient que le milieu PDA (Figure :9b). Les boites sont incubées a d’obscurité et
a25+1°C, jusqu’a ce que I’une des boites soit totalement recouverte par le mycélium. Quatre boites

(04) sont retenues pour chaque traitement.
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Agent pathogéne

—
[ § ——

Agent antagoniste n Agent pathogéne

Figure 7 : Test de confrontation indirecte (Originale, 2025)
a) Cultures opposées sur deux boites différentes 1’une contenant 1’agent pathogéne 1’autre
L’antagoniste Trichoderma sp. sur milieu PDA.
b) Témoin sur deux boites opposées 1’une contenant Colletotrichum sp. L’autre contenant

uniquement le milieu PDA

e Méthodes d’évaluation de la croissance mycélienne de Colletotrichum sp.
Pour I’estimation de la croissance mycélienne, la technique employée est celle décrite par

Brewer (1960) et Leach (1962) in Saiah (2004), qui consiste a mesurer la croissance linéaire et

diamétrale des colonies en utilisant la formule suivante :

L_D—d
2

L : croissance mycélienne.
D : diamétre de colonie.
d : diametre de I'explant

e Meéthodes d’évaluation de vitesse de la croissance mycélienne :
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Afin d’établir la vitesse de croissance en fonction du temps, des mesures journalieres du

diamétre de la colonie (Rappily, 1968), sont effectuées en appliquant la formule suivante :

V_(LZ—L1)+(L3—L2)+(L4—L3)+---(Ln—Ln—1)
h n—1

V : vitesse de la croissance en (cm/j).
L : croissance mycélienne en (cm).

e Méthodes d’évaluation du taux d’inhibition de la croissance mycélienne :
L’évaluation de I’inhibition exercée par les deux souches de Trichoderma est estimée par le calcul
du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne selon la formule suivante (Bellahcene,

1990) :
(%) = (1 —32) X 100

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

Vn: vitesse de croissance des colonies en présence de 1’antagoniste (pour les deux souches de
Trichoderma (cm/j).

VO : la vitesse de croissance des colonies témoins (cm/j).

e Méthodes d’évaluation de la sporulation

La sporulation de Colletotrichum a été estimée aprés 7 jours d’incubation, Le comptage a été
effectué a 1’aide de la cellule de Malassez. Les valeurs sont exprimées en nombre de spores par
unité de volume (ml) ; en utilise la méme méthode d’évaluation de la sporulation pour les deux
tests (directe et indirecte).

Le milieu de culture est raclé et mis dans un bécher contenant 10 ml d’eau distillée. La solution
obtenue est ensuite mise sous ’agitation afin d’extraire les spores, puis filtrée a I’aide d’un tissu
en mousseline dans un entonnoir menant a un bécher, pour éliminer les débris (fragments
mycéliens) qui pourraient interférer avec 1’observation.

De chaque suspension ainsi préparée, on préleve 3 échantillons de 100 pl qui sont examinés sous
microscope au grossissement 40X. A 1’aide d’une cellule de Malassez, on compte alors le nombre

de conidies pour chaque échantillon (Yssaad et Medaouar, 2018).
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e Mesure de la taille des conidies
Les mensurations microscopiques ont été effectuées a 1’aide d’un micrometre préalablement
étalonné. Les mesures ont porté sur des suspensions conidiennes issues d’une culture agée de 10
jours, déposées entre lame et lamelle. La longueur et la largeur de 50 conidies ont été mesurées a

’aide d’un microscope optique au grossissement 40 X (Yssaad et Medaouar (2018).

1.4.4.2-Etude "in planta" de IP’activité antagoniste de Trichoderma sp. vis-a-vis de
Colletotrichum sp.

Le test « in planta » a été effectuée sur la culture du poivron classé parmi la gamme d’hote de
I’agent pathogene Colletotrichum sp.

1.4.4.2.1-Semis des graines

Le semis des graines de poivron a été effectue dans des plaques alvéolées remplies de tourbe

désinfectée (Figure 10).

< T AT e

Figure 8 : semis des graines de poivrons variété Florida (Originale, 2025)
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e Repiquage :

La transplantation des plantules du poivrons a été réalisé lorsque les plants ont développé
deux a trois vraies feuilles, soit 4 & 6 semaines aprés le semis. A ce stade, les plants sont
suffisamment robustes pour étre manipulés sans risque de les endommager, mais pas encore trop
grands pour souffrir du repiquage (Tom le Jardinier, 2025).

Elle a été réalisée dans des pots de 18 cm de hauteur, de 20 cm de diamétre et d’une
contenance de 5 kg. Le substrat utilisé est mélange de 3/4 sol stérile + 1/4 de terreau. Trois (03

plantules sont repiquées dans chaque pots (Figure 11). Un arrosage quotidien a été réalisé durant
toute la période de I’expérimentation.
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Figure 9 : Repiquage des plantes de poivron dans les pots (Originale, 2025)

1.4.4.2.2-Préparation de I’inoculum de Colletotrichum sp.
Les suspensions des inocula des isolats de Trichoderma spp. et Colletotrichum sp. sont préparées

a partir de colonies agees de 10 jours et cultivées sur le milieu P.D.A (figure :12), qui favorise la
sporulation des champignons (Yang et al., 2015).
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Figure 10 : Présentation des colonies de méme age cultivées apres 10 jours pour la préparation
de I’inoculum (Originale, 2025)

Les explants sont prélevés et placés dans des tubes stériles contenant de I'eau distillée
stérile. Les tubes sont hermétiquement fermés afin d'éviter toute contamination, puis soumis a une
agitation par le vortex pendant plusieurs minutes pour maximiser la libération des conidies.
Ensuite, le contenu a éteé filtré a travers de la mousseline stérilisé. Les concentrations en conidies a
¢été déterminée a l'aide d'une cellule de Malassez et ajustée par dilution avec de 1’eau distillée stérile
afin d’obtenir une concentration de 10° conidies/ml pour Colletotrichum sp., et une concentration
de 108 (Westerlund et al., 1974). Enfin, une goutte de Tween 20 (concentration finale & 0,01 %) est
ajoutée a toutes les suspensions (figure :13) afin de permettre une bonne dispersion et 1’adhésion

des conidies au feuillage.
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Figure 11 : Suspension conidiennes de Colletotrichum sp. et Trichoderma sp. ayant

servi a I’inoculation des plantes (Originale, 2025)

1.4.4.2.3-Conduite de I’essai
L’essai a été effectué sur des pots au niveau de la station expérimentale de I’université de
Mostaganem selon un dispositif bi factoriel en randomisation totale, avec quatre répétitions et deux
témoins, I’un non inoculé et 1’autre inoculé uniquement avec le champignon parasite.
Le premier facteur étudié est le facteur traitement avec quatre modalités de facteur :
» C+AM : Inoculation du pathogéne (Colletotrichum) avec le traitement TM.
» C+MW : Inoculation du pathogéne avec le traitement MW.
» T+ : Inoculation du pathogene seul, sans ajout d'antagonistes.
» T-:Témoin sans inoculation
Le deuxieme facteur est le temps d'inoculation avec deux modalités de facteur :
» T/C: Les isolats de Trichoderma spp., sont appliqués 24 heures avant I'inoculation du
pathogene.
» CIT : Le pathogéne, Colletotrichum sp., est inoculé 24 heures avant I'application de
Trichoderma spp. (Tableau :5)
Les pots inoculés et les pots témoins sont recouvertes d’un film plastique transparent pendant 48
heures, afin de maintenir une humidification fréquente des organes aériens des plantes et de

faciliter la germination des spores.
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Tableau 5 : Dispositif expérimentale
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Répétitions
Traitements R1 R2 R3 R4
C/IAM
C+AM
AM/C
C/IMW
C+MW
MW/C
C T+
T T-
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1.4.4.2.4. Parametres étudiés :

Afin d’évaluer I’effet du traitement a base de Trichoderma sur des plants de poivron
inoculés par Colletotrichum sp., agent pathogéne responsable de 1’anthracnose, nous avons étudié
deux paramétres principaux. Le premier concerne la quantification de la sévérité de la maladie sur
les plants infectés en comparaison avec ceux traités par les Trichoderma spp., tandis que le second
porte sur la mesure de la hauteur des plants inoculés comparativement a ceux non inoculés.

e Calcul de l’indice de sévérité de la maladie
L’évaluation de la sévérité de la maladie selon la méthode de Deressa et al., (2015), repose sur
I’observation d’un nombre fixe de feuilles par plant, a savoir cinq feuilles sélectionnées
aléatoirement. Ces feuilles sont prélevées a différents niveaux du plant (bas, milieu et haut), car
I’intensité de I’infection peut varier en fonction de I’age des feuilles. Chaque feuille est ensuite

notée en fonction de la surface foliaire atteinte par le pathogéne, selon 1’échelle suivante :

Classe % Surface atteinte

0 0%

1 1-5%

2 6-15%
3 16-30 %
4 31-50 %
5 >50 %

Aprés avoir noté toutes les feuilles sélectionnées, les résultats obtenus sont appliqués a la formule
suivante :
(nixi)

IM =2 x100 OU
NxZ

X
ni : nombre de feuilles dans chaque classe
i : numéro de la classe (0 & 5)
N : nombre total de feuilles observées
Z : classe maximale (ici 5)

e Croissance en longueur

A la fin de I’expérimentation, la hauteur totale de la tige est mesurée a 1’aide d’un métre ruban.
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Il. Résultats et interprétation
2.1-Aspect macroscopique et microscopique des isolats
2.1.1- Etude de I’aspect macroscopique et microscopique de Colletotrichum sp.

Les observations macroscopiques et microscopiques des cultures obtenues apres
I’isolement de 1’agent pathogéne a partir des feuilles des agrumes présentant les symptdmes de
maladie de I’anthracnose suivi d’une purification montrent que ces isolats présentent des caractéres
morphologiques macroscopiques et microscopique qui correspondent aux caractéres
morphologiques de genre Colletotrichum sp.

L’étude macroscopique des isolats purifiés a permis d’observer un pourtour du front de
croissance régulier, le mycélium est blanc cotonneux avec présence de nombreuses taches noires,
le revers est saumon clair (Figure :14).

L’étude microscopique montrer que les conidies sont cylindriques, avec des contours
d’extrémités arrondies ou tronquées. Les acervules portant les conidies sont bruns & noires (Figure
15).

2.1.2 Etude de I’aspect macroscopique et microscopique de Trichoderma spp.

Les observations macroscopiques et microscopiques des cultures obtenues apres
I’isolement de I’agent antagoniste a partir du sol de pomme de terre suivi d’une purification
montrent que ces isolats présentent des caractéres morphologiques macroscopiques et
microscopique qui correspondent aux caractéres morphologiques du genre Trichoderma.

L’aspect macroscopique des Trichoderma sp. est observé a partir de cultures sur milieu
PDA. Les colonies fongiques peuvent apparaitre soit floconneuses, soit compactes en touffes
colorées, avec parfois des formes intermédiaires. La coloration des colonies dépend de la
pigmentation des phialides. Initialement, les conidies donnent naissance a un mycélium blanc
disposé en cercle. Des le deuxiéme jour d’incubation, une teinte verte se développe sur les parties
aeriennes du mycélium (Figure 16).

Au niveau microscopique (Figurel7), le mycélium se compose d’hyphes septés, ramifiés et
a parois lisses. Les conidiophores, de forme conique ou pyramidale, sont également ramifiés et
portent des phialides, qui ressemblent a des fioles ou a des quilles. Ces phialides produisent a leur

tour des spores, appelées phialospores ou conidies
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2.1.3. Taille des conidies de I’agent pathogéne :

Les mesures des conidies par le micromeétre (figure 18), sont représentées sur le tableau en
annexe. Les valeurs de la longueur des conidies sont comprises entre 10.4 um -26 um avec une
longueur moyenne de 15.22 um. Les valeurs de la largeur sont comprises entre 3.9 um -5.2 ym

avec une moyenne 4.89 pum.

2.2- Etude ""in vitro" des propriétés antagonistes de deux espéces de Trichoderma vis-a-vis de
Colletotrichum sp.

2.2.1-Etude "in vitro" de P’activité antagoniste de Trichoderma sp. vis-a-vis de
Colletotrichum sp. en confrontation directe

2.2.1.1-Croissance myceélienne

L’analyse de la courbe de croissance mycélienne (figure 19), montre que la croissance du
témoin (Colletotrichum sp seul), dépasse largement la croissance de ce méme champignon en
confrontation directe avec les isolats de Trichoderma spp., avec une valeur atteignant 1,7 cm au 4
“éme jour.

Comparativement au témoin, la croissance de Colletotrichum sp. Confronté & Trichoderma
sp. Isolat AM n'a pas été influencée durant les deux premiers jours, cependant elle a progressé
réguliérement mais lentement pour atteindre au 4 ™ jour une croissance de 1,1 cm, Lors de la
confrontation avec le deuxiéme isolat de Trichoderma, MW, une croissance intermédiaire est
observée, se situant entre celle du témoin et celle du pathogene confronté a la souche AM. Au
troisieme jour, la progression de la souche MW est plus rapide que celle de la souche AM.
Cependant, au quatrieme jour, elle est dépassée par la souche AM, les deux atteignant des valeurs

proches d'environ 1,1 cm.
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Figure 12 : de Trichoderma spp. sur la croissance mycélienne de Colletotrichum sp. en

confrontation directe.

2.2.1.2-Vitesse de croissance

L’étude de la vitesse de croissance mycélienne des colonies de Colletotrichum sp. (Figure
20), a revélé une diminution significative en presence des isolats de Trichoderma spp.,
comparativement aux témoins.

La vitesse de croissance du pathogene seul (T) est la plus élevée, atteignant environ 0,43
cm/jour. Une croissance intermédiaire est observée lorsque Colletotrichum est confronté a 1’isolat
AM de Trichoderma, avec une vitesse d’environ 0,33 cm/jour, tandis que la croissance la plus
faible est enregistrée avec la souche MW, soit environ 0,30 cm/jour.

Selon les résultats statistiques (figure), il apparait que I’isolat MW de Trichoderma exerce
une forte action inhibitrice sur la croissance mycélienne de 1’agent pathogéne.

Ces résultats confirment les résultats précédents concernant la croissance mycélienne, la
vitesse de la croissance est augmentée avec l'augmentation de la croissance mycélienne et diminue

avec celle-ci.
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Figure 13 : Effet de Trichoderma spp., sur la vitesse de croissance de Colletotrichum
sp., en confrontation directe

2.2.1.3- Taux d'inhibition de la croissance mycélienne

D’aprés les résultats obtenus a partir des histogrammes (figure :21) représentant les taux
d’inhibition de la croissance mycélienne de Colletotrichum sp., par les deux isolats de
Trichoderma, il apparait que I’isolat MW présente un taux d’inhibition plus ¢élevé, atteignant
environ 30,7 %, contre 21 % pour I’isolat AM.

Ces résultats indiquent que I’isolat MW exerce une action inhibitrice plus marquée que
I’isolat AM. Les deux taux sont statistiquement significatifs, avec des taux d'efficacité différents.
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Figure 14 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Colletotrichum sp., sous
I'effet de la confrontation directe avec les isolats de Trichoderma spp.

2.2.1.4-Sporulation

D’aprés 1’analyse de la Figure 22, on remarque que la sporulation des colonies de Colletotrichum
sp., confrontées directement aux deux isolats de Trichoderma, est nettement inférieure a celle du
témoin qui présente la sporulation la plus élevée, atteignant environ 0,188 % 107 spores/ml.

En présence de I’isolat AM de Trichoderma, la sporulation est intermédiaire, avec une valeur
d’environ 0,127 x 107 spores/ml. Quant a I’isolat MW, elle entraine une forte réduction de la
sporulation, qui atteint environ 0,043 % 107 spores/ml.

Ces résultats montrent que la sporulation du témoin est significativement plus élevée que celle
observée en présence des deux isolats de Trichoderma, indiquant une inhibition notable de la

sporulation par ces agents antagonistes.
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Figure 15 : Effet de Trichoderma spp., sur la sporulation de Colletotrichum sp., en
confrontation directe

2.2.1.6-Taux d’inhibition de la sporulation

La Figure 23, illustre le taux d’inhibition de la sporulation de Colletotrichum sp. en présence des
deux isolats de Trichoderma. On remarque que I’isolat MW présente un taux d’inhibition tres élevé,
atteignant environ 77 %, tandis que, I’isolat AM montre un taux plus faible, avoisinant 32,44 %.
Ces résultats indiquent que I’isolat MW exerce une action inhibitrice beaucoup plus marquée que
I’isolat AM lors d'une confrontation directe avec le pathogene.
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Figure 16 : Taux d’inhibition de la sporulation de Colletotrichum sp., sous l'effet de la

confrontation directe avec les isolats de Trichoderma
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2.2.2-Etude "in vitro" de ’activité antagoniste de Trichoderma sp. vis-a-vis de Colletotrichum
sp., en confrontation indirecte
2.2.2.1- Croissance mycélienne

L’évaluation de I’effet des deux isolats de Trichoderma sur la croissance de Colletotrichum
sp., est representé sur la Figure 24. D’aprés 1’analyse de cette courbe on remarque que la croissance
mycélienne du témoin s’avere la plus rapide et la plus importante tout au long de la période
d’observation, atteignant environ 1,6 cm au quatrieme jour.

En présence des deux isolats de Trichoderma, la croissance de Colletotrichum démarre
lentement et suit une dynamique similaire jusqu’au troisiéme jour. Au quatriéme jour, la souche
confrontée a Trichoderma MW montre une croissance légérement plus importante que celle
confrontée a I’isolat AM.

Les résultats obtenus indiquent que les deux souches de Trichoderma réduisent

significativement la croissance mycélienne de Colletotrichum comparativement au témoin
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Figure 17 : Effet de Trichoderma spp., sur la croissance mycélienne de

Colletotrichum sp., en confrontation indirecte
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2.2.2.2- Vitesse de croissance mycélienne

L’étude de la vitesse de croissance mycélienne des colonies de Colletotrichum sp. en
présence des deux isolats de Trichoderma révéle des différences significatives (figure 25).

En présence de la souche AM, la vitesse de croissance est la plus faible, atteignant environ
0,31 cm/jour. Avec I’isolat MW, une vitesse de croissance intermédiaire est observée, d’environ

0,35 cm/jour. En revanche, le témoin affiche la vitesse la plus élevée, atteignant environ 0,56
cm/jour.

Ces résultats montrent que les deux isolats de Trichoderma exercent un effet antagoniste
sur Colletotrichum sp., avec une inhibition plus marquée pour la souche AM.

Ces observations confirment les résultats précédents, selon lesquels la croissance
mycélienne de Colletotrichum est significativement réduite en présence de Trichoderma, et que

I’augmentation de 1’activité antagoniste est corrélée a une diminution de la vitesse de croissance

du pathogene.
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Figure 18 : Effet de Trichoderma spp., sur la vitesse de croissance de Colletotrichum sp., en
confrontation indirecte
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2.2.2.3- Taux d'inhibition de croissance mycélienne

Selon I’analyse du taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Colletotrichum sp., par
les deux isolats de Trichoderma, il a été observé que la souche AM présente le taux d’inhibition le
plus élevé, atteignant environ 45 %, ce qui refléte une forte action antagoniste (figure 26).
En comparaison, la souche MW affiche un taux d’inhibition d’environ 38 %. Bien que ce résultat

reste statistiquement significatif, il révele une efficacité légerement inférieure a celle de la souche
AM.

46% 5%
44%

42%

40%

38%

38%

36%

Taux d'inibition de la croissance (%)

34%

AM

Figure 19 : Taux d’inhibition de la croissance mycélienne de Colletotrichum sp., sous
I'effet de la confrontation indirecte avec les isolats de Trichoderma spp.

2.2.2.4- sporulation

D’aprés les résultats obtenus et représenté sur la Figure 27, on remarque que 1’agent
pathogéne présente une sporulation plus faible en présence de I’isolat AM de Trichoderma, avec
une concentration d’environ 0,045 % 107 spores/ml.

L’isolat MW de Trichoderma entraine une sporulation intermediaire, avoisinant 0,0735 x
107 spores/ml. En revanche, le témoin affiche une sporulation nettement plus €levée, atteignant
environ 0,135 x 107 spores/ml.

Ces résultats montrent que la sporulation dans le témoin est significativement supérieure a
celle observée en présence des deux isolats de Trichoderma, ce qui confirme leur effet inhibiteur

sur la reproduction du pathogene
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Figure 20 : Taux d’inhibition de la sporulation de Colletotrichum sp., sous l'effet de
la confrontation indirecte avec les isolats de Trichoderma spp.

2.2.2.5- Taux d'inhibition de sporulation indirect

Selon I’analyse des résultats issus de I’histogramme (figure 28) représentant le taux
d’inhibition de la sporulation du pathogéne en confrontation indirecte avec les deux isolats de
Trichoderma, il ressort que I’isolat AM présente le taux d’inhibition le plus élevé, atteignant
environ 66,66 %, contre 45,55 % pour I’isolat MW.

Ces résultats indiquent que I’isolat AM posséde un potentiel de biocontrole plus important,

avec une action inhibitrice plus marquée sur la sporulation du pathogeéne comparée a I’isolat MW.
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Figure 21 : Taux d’inhibition de la sporulation de Colletotrichum sp., sous l'effet de

la confrontation indirecte avec les isolats de Trichoderma spp.

2.3- Etude "in planta" de P’activité antagoniste de Trichoderma sp. vis-a-vis de
Colletotrichum sp.
2.3.1-Indice de sévérité de la maladie
La Figure 29 , représente les indices de sévérité de la maladie chez les plantes traitées par
les différents traitements a savoir : 1’inoculation par Colletotrichum sp., I’inoculation par
Trichoderma (isolats AM et MW) selon deux approches différentes :
e Traitement préventif : application de Trichoderma 24 heures avant I’inoculation du
pathogene,
o Traitement curatif : application de Trichoderma 24 heures apres I’inoculation du pathogene.
Les résultats montrent que le témoin (plante inoculée uniquement avec Colletotrichum sp.)
Le traitement avec I’isolat MW de Trichoderma a donné les meilleurs résultats, avec un
indice de sévérité reduit a 6 % en traitement curatif, et seulement 0,66 % en traitement préventif.
En comparaison, I’isolat AM s’est révélé moins efficace car, I’indice de sévérité est
d’environ 5,33 % en traitement préventif, mais remonte a 25 % en traitement curatif.
Ces résultats montrent clairement que les deux isolats de Trichoderma sont plus efficaces
lorsqu’ils sont utilisés en traitement préventif. En revanche, leur efficacité diminue notablement en

application curative.
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Figure 22 : Indices de sévérité chez les plants de poivron inoculé par Colletotrichum sp.
et traités avec Trichoderma spp.

2.3.2-Longueur de partie aérienne

Les resultats obtenus sont représentes sur la figure 30, représentant la longueur de la partie
aérienne des plants de poivron soumis aux traitements (avec Trichoderma AM et Trichoderma
MW), appliqués selon deux modalités (préventive et curative), plusieurs remarques se dégagent.

Les plantes saines (témoin -) ont enregistré la plus grande longueur, atteignant environ
25,66 cm. En revanche, les plantes inoculées uniquement avec 1’agent pathogeéne (témoin +)
présentent la longueur la plus faible, avec une moyenne d’environ 20,25 cm, ce qui refléte I’effet
négatif de I’infection sur la croissance.

Les plantes traitées avec Trichoderma montrent une amélioration de la croissance par
rapport au témoin positif, avec une performance plus marquée pour 1’isolat MW, qui induit une
longueur plus importante que I’isolat AM.

Par ailleurs, le traitement préventif s’est révélé plus efficace que le traitement curatif,
permettant aux plants de maintenir une bonne croissance et de conserver leur potentiel de
développement.

Donc, ces résultats montrent que le traitement préventif avec Trichoderma, notamment
I’isolat MW, favorise davantage la croissance de la partie aérienne des plants de poivron,

comparativement au traitement curatif.
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Figure 23 : Longueurs moyennes des plantules inoculées par Colletotrichum sp. et traités
par Trichoderma sp.
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I11. Discussion

La lutte biologique est en effet considérée comme le moyen de lutte alternative a la lutte
chimique le plus efficace et économique contre les maladies des plantes. Cette étude consiste en
une approche de controle biologique de Colletotrichum, I'agent responsable de I'anthracnose, en
utilisant un agent antagoniste d'un genre largement utilisé dans la lutte biologique (Trichoderma).

D'apreés les résultats nous avons noté que les Trichoderma peuvent effectivement inhiber le
développement de Colletotrichum, précisément I'isolat AM ayant démontré une action inhibitrice
a distance plus que I’isolat MW qui a quant a lui dévoilé un fort potentiel de biocontrole en
confrontation directe.

De nombreux auteurs Davet (1983) ; Meslouhy (1989) ; Schuster et Schmoll, (2010), ont
démontré que cette action inhibitrice est due a des composés de nature chimiques libérés par les
souches de Trichoderma, jouant un réle important dans I'activité antagoniste des especes. Ceux-cCi
inclus ; des antibiotiques, des mycotoxines et des composés secondaires de faible poids moléculaire
(Schuster et Schmoll, 2010).

Nous avons également constaté que, en plus de l'antibiose, Trichoderma s'est développé
bien plus rapidement que Colletotrichum sp en colonisant le milieu de culture et en capturant les
éléments nutritifs. Ce phénoméne, que nous appelons la compétition, est a l'origine de cette
différence de croissance. Cette derniére a été étudiée principalement dans le contexte de la
résistance des sols aux maladies, ou la compétition pour les nutriments joue un réle dans les
processus complexes qui conduisent a une limitation naturelle de I'activité nocive de certains
champignons phytopathogenes (Alabouvette et al., 1983 ; Dubos, 1985 ; Davet, 1996 ; Benitez et
al., 2004).

Dans notre étude que ce soit la confrontation directe ou la confrontation indirecte, I’isolat
MW de Trichoderma s‘est avérée étre le plus efficace dans la réduction de la croissance mycélienne
par rapport a I’isolat AM.

Ces résultats indiquent également que 1’isolat AM posséde un potentiel de biocontréle plus
¢levé en termes d’inhibition de la sporulation du pathogéne, aussi bien en confrontation directe
qu’indirecte, comparativement a I’isolat MW.

Les résultats du test de I’évaluation des propriétés antagonistes des isolats de Trichoderma
spp. « in planta » vis-a-vis de Colletotrichum so., indiquent que la rapidité d’action et la capacité

de colonisation de I’isolat MW sont supérieures, ce qui lui permet d'agir méme en conditions post-
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infection, bien que I'effet reste atténué par rapport a la prévention. Nous avons également remarqué
que le traitement préventif est la stratégie la plus efficace, quelle que soit I'espéce de Trichoderma
utilisée.

L’isolat MW se distingue par son efficacité élevee, surtout en traitement préventif, ce qui
en fait un excellent candidat pour une stratégie de biocontrdle préventive contre Colletotrichum.

L’isolat AM montre une efficacité plus modeste, particuliérement en traitement curatif,
suggérant un mécanisme d’action moins rapide ou une moindre capacité d’adaptation au stress
pathogene déja installé.

D’autre part, il était évident que le traitement préventif avec Trichoderma, notamment
I’isolat MW, a favorisé davantage la croissance de la partie aérienne des plants de poivron,

comparativement au traitement curatif.
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Conclusion
Ce travail a porté sur I’évaluation des propriétés antagonistes de deux isolats de

Trichoderma spp. vis a vis de Colletotrichum sp., isolé a partir des feuilles de bigaradier par
I'utilisation de deux méthodes de confrontation directe sur le méme milieu de culture et, & distance,
par I’action de substances volatiles. Nous avons également testé cet éventuel effet antagoniste sur
des plants de poivron inoculés par I’agent pathogéne Colletotrichum sp.

Au terme cette étude nous pouvons formuler un certain nombre de conclusions :

La taille moyenne des conidies du Colletotrichum sp., isolé est de 15.22 um de longueur et
4.89 um de largeur.

Les isolats de Trichoderma testés ont montre un véritable effet antagoniste « in vitro » vis-
a-vis de Colletotrichum sp. agent de I’anthracnose sur agrumes.

L’isolat de Trichoderma MW a démontré un fort pouvoir inhibiteur de la croissance
mycelienne en confrontation directe, alors que 1’isolat AM, a dévoilé un fort potentiel d’action a
distance.

D’autre part, ¢’est I’isolat AM qui posséde une capacité plus élevée a inhibé la sporulation
du pathogene, aussi bien en confrontation directe qu’en confrontation indirecte, comparativement
a I’isolat MW.

Pour le test in planta sur plantules de poivron nous avons remarqué que 1’isolat Trichoderma
MW a donné le meilleur effet protecteur aux plantes vis-a-vis de Colletotrichum sp., surtout en
traitement préventif.

L’isolat AM montre une efficacité moins importante, particuliérement en traitement curatif.

Le traitement préventif est la stratégie la plus efficace, quelle que soit I'espece de
Trichoderma utilisée.

A la lumiére de I’ensemble des résultats obtenus, nous pouvons affirmer que les isolats de
Trichoderma testés ont démontré un véritable potentiel antifongique vis-a-vis de Colletotrichum
sp., que ce soit en confrontation directe ou indirecte. Leur capacité a inhiber la croissance
mycelienne et la sporulation du pathogéne, ainsi que leur effet positif sur la croissance des plantes
hotes, confirme leur intérét en tant qu'agents de lutte biologique efficaces.

Parmi les isolats évalués, ’isolat MW s’est distingué par son efficacité globale, en

particulier dans le cadre de traitements préventifs, tandis que I’isolat AM a montré une meilleure
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inhibition de la sporulation. Ces résultats suggérent que les deux isolats pourraient étre
complémentaires dans une stratégie de biocontréle combingée.

L’utilisation de Trichoderma en agriculture constitue une alternative prometteuse aux
fongicides chimiques, répondant aux exigences actuelles d’une agriculture durable, siire pour la
santé humaine et respectueuse de I’environnement.

En perspective et afin de valoriser pleinement le potentiel des isolats de Trichoderma,
plusieurs axes de recherche peuvent étre envisageés :

e Caractérisation biochimique des composés antifongiques produits par chaque isolat afin de
mieux comprendre leurs modes d’action.
e Evaluer ’efficacité des isolats en serre et en plein champ sur différentes cultures sensibles

a Colletotrichum.

e Mettre au point des formulations commerciales stables a base de ces isolats, et en étudier
la conservation et I’application.
e Evaluer les effets combinés des isolats AM et MW pour déterminer d’éventuelles
interactions synergiques.
Ces perspectives ouvrent des voies prometteuses pour 1’optimisation des stratégies de biocontrole

et ’intégration de Trichoderma dans des systemes agricoles plus durables et performants.
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Annexes



Annexe 1 : Milieux de culture
Milieu Patato Dextrose Agar (PDA) Solide :
Pomme de terre 200g
Glucose 20g
Agar 20g
Eau distillée 1000ml
PH=16,5

Annexe 2 : Etude statistique

Confrontation directe

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
VarTOTALE 11,553 47 0,246
Var.FACTEUR 1 0,459 2 0,229 0,859 0,044
Var.FACTEUR 2 0,496 3 0,165 0,619 0,061
Var.INTER F1*2 0,986 6 0,164 0,616 0,718
VAR.RESIDUELLE 1 9,613 36 0,267
Confrontation Indirecte

S.C.E DDL C.M. TESTF PROBA
VarTOTALE 11,219 47 0,239
Var.FACTEUR 1 0,282 2 0,141 0,547 0,059
Var.FACTEUR 2 0,354 3 0,118 0,458 0,072
Var.INTER F1*2 1,313 6 0,219 0,850 0,542

VAR.RESIDUELLE 1 9,270 36 0,258
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