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Résumé : Au Sénégal, la tomate (Solanum Ilycopersicum L.) constitue le légume le plus
consommé aprés 1’oignon. Cependant, sa culture est aujourd’hui déprécié¢e par de nombreux
agents pathogenes dont Fusarium oxysporum et Sclerotinia rolfsii qui causent des pertes
¢économiques importantes. Ainsi, dans la recherche de nouvelles méthodes de lutte efficaces et
respectueuses de I’environnement, notre étude se fixe comme objectif général de caractériser
puis d’évaluer les potentialités antagonistes des souches de Trichoderma indigénes sur deux
agents pathogeénes de la tomate: Fusarium oxysporum et Sclerotinia rolfsii. Suivant les
caractéristiques morphologiques, un isolement de 20 souches de Trichoderma est réalisé a
partir de différents sites de la zone des Niayes. Parmi ces isolats, 10 souches montrent une
activité enzymatique importante liée a la production de chitinase, cellulase, pectinase et
protéase et 8 souches de Trichoderma produisent de 1’Acide Indole Acétique (AIA).
L’identification des isolats basée sur le séquengage des régions ITS1 et ITS4 atteste que 7
souches appartiennent a I’espece Trichoderma asperellum et une a Trichoderma virens. L’ étude
de la diversité génétique des isolats par RAPD révele un pourcentage de polymorphisme ¢€leveé
(98.2%) avec 5 primers. Pour I’influence des facteurs abiotiques sur la croissance des 8 isolats
de Trichoderma choisis, les résultats obtenus prouvent que le milieu PDA est plus adéquat pour
la culture des souches. Les pH acides a neutres (pH 5 a pH 7) ainsi que les températures
d’incubations se situant entre 25 et 30 °C sont plus favorables pour la croissance mycélienne
des souches. Pour I’é¢tude des propriétés antagonistes, une inhibition de la croissance
mycélienne des deux pathogenes est notée pour les tests de confrontations directe et indirecte.
Le pourcentage d’inhibition obtenu lors du test de confrontation directe est plus important que
celui du test de confrontation indirecte. La souche de Fusaium oxysporum est plus sensible aux
différentes souches de Trichoderma que Sclerotinia rolfsii. Les cinq isolats présentant les
meilleures propriétés antagonistes (TM1, TS1, TG4, TNI et TUl) montrent une réduction
importante de 1’incidence des deux maladies apres traitement des semences et inoculation
directe au sol en serre. Une amélioration significative des paramétres de croissance (hauteur,
diamétre au collet, biomasse aérienne et racinaire) par rapport aux plants inoculés avec les
pathogenes seuls est aussi observée. Ces souches pourraient donc étre proposées comme agent
de lutte biologique comme alternative aux fongicides chimiques.

Mots clés : Trichoderma, champignons pathogenes, tomate, lutte biologique



Fisrt and last name: Ndiogou GUEYE

Title: Characterization of indigenous Trichoderma spp and evaluation of their antagonistic
potentialities against two pathogens of tomato (Solanum lycopersicum) in Senegal: Fusarium
oxysporum and Sclerotinia rolfsii.

Abstract:

In Senegal, tomato (Solanum lycopersicum L.) is the most consumed vegetable behind onion.
However, its cultivation is now depreciated by many pathogens including Fusarium oxysporum
and Sclerotinia rolfsii which cause significant economic losses. Thus, in the search for new
efficient and environmentally friendly methods of control, our study sets the general objective
of characterizing and evaluating the antagonistic potential of indigenous Trichoderma strains
against two tomato pathogenic fungus: Fusarium oxysporum and Sclerotinia rolfsii. According
to morphological characteristics, 20 strains of Trichoderma are isolated from different sites in
Niayes zone. Among theses isolates, 10 strains show significant enzymatic activity related to
the production of chitinase, cellulase, pectinase and protease and 8 strains of Trichoderma are
postive to AIA production. Based on the sequencing of ITS1 and ITS4 regions, 7 strains are
identify as Trichoderma asperellum and one as Trichoderma virens. The study of the genetic
diversity of isolates by RAPD show a high percentage of polymorphism (98.2%) with 5 primers.
Studies on effect of abiotic factors on the growth of the 8 selected 7Trichoderma isolates, reveal
that PDA medium is more suitable for strain culture. Acid to neutral pH’s (pH 5 to pH 7) as
well as the incubation temperatures between 25 and 30 °C are more favorable for the mycelial
growth of the isolates. Antagonistic studies by direct and indirect confrontation tests reveal the
mycelial growth inhibition of the two pathogens. The percentage of inhibition obtained in the
direct confrontation test is greater than that of the indirect confrontation test. The strain of
Fusaium oxysporum is more sensitive to different strains of 7Trichoderma than Sclerotnia rolfsii.
The five isolates (TM1, TS1, TG4, TN1 and TU1) with the best antagonistic properties show a
significant reduction in the incidence of both diseases after seed treatment and direct soil
inoculation in greenhouse. A significant improvement of growth parameters (plant height,
collar diameter, shoot and root biomass) compared to inoculated plants with pathogens alone is
also observe. These strains could therefore be proposed as a biocontrol agent against fungal

pathogens in vegetable crops in Senegal.
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Introduction générale

Au Sénégal, I’horticulture joue un rdle important dans la sécurité alimentaire, la lutte contre la
malnutrition et la pauvreté, ainsi que dans 1’équilibre de la balance commerciale. Les politiques
horticoles fixent comme objectif l'autosuffisance du Sénégal en produits horticoles de grande
consommation particuliecrement en Pomme de terre, Oignon, Carotte et Tomate mais également
la nécessité de dégager des surplus exportables en fruits et légumes afin d'améliorer la balance
commerciale du secteur agricole (DHORT, 2013). La zone des Niayes, constitue aujourd’hui la
principale zone de production horticole du pays, malgré la part trés importante de la vallée du
fleuve Sénégal, des régions de Thi¢s, Tambacounda, Kolda et Ziguinchor. En effet, la zone des
Niayes compte pour environ 60 % de la production maraichére nationale et 50 % des
exportations horticoles (PADEN, 2013). La production de légumes bien que trés importante
pendant la contre-saison est insuffisante pendant I’hivernage ou des situations de pénurie sont
constatées dans les principaux marchés de légumes.

Parmi les principaux légumes consommés au Sénégal, la tomate occupe la deuxieme position
aprés I’oignon (ANSD, 2015; DHORT, 2014; Camara et al., 2013). Au niveau mondial, la
tomate est aussi le deuxiéme légume le plus consommé apres la pomme de terre (Planetoscope,
2012; Ladet et Leveillé, 2013). Elle joue aussi un role socio-économique important tant par les
devises qu’elle génére, que par 1I’opportunité d’emplois qu’elle procure.

Cependant cette filiere est aujourd’hui trés menacée. La production locale ne couvre pas
I’intégralit¢ de la demande du fait de plusieurs contraintes dont la mauvaise qualité des
semences utilisées, la pauvreté des sols due a la surexploitation et a la pollution de la nappe
phréatique, le manque d’eau et l’inaccessibilit¢ des producteurs aux engrais organiques
(PADEN, 2013). A cela s’ajoute les nombreux problémes liés a la pression parasitaire (Camara
et al.,2013; Diarra et al., 2010; Huat, 2006) et particulierement a 1’accroissement des maladies
fongiques qui impactent négativement les rendements.

Parmi les principales maladies fongiques d’importances économiques de la tomate rencontrées
au Sénégal figure la fusariose et la sclérotiniose (PIP, 2014). La tomate est sujette a deux
maladies fusariennes: le flétrissement fusarien classique (fusarium wilt) causé par Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici (Snyder et Hansen) et la pourriture des racines et du collet

(Fusarium crown and root rot) causée par Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici Jarvis
et Shoemaker (Katan et al., 1997) qui sont parmi les maladies les plus dévastatrices de la tomate
dans le monde (Hanaa et al., 2011; Haas et Défago, 2005). La sclérotiniose de la tomate due a

Sclerotinia rolfsii Sacc. (Athela rolfsii) peut entrainer la fonte des semis et la pourriture des
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racines et du collet (Abada, 2003) avec des pertes économiques trés importantes pouvant aller
jusqu’a 50% dans certains cas (Fidah, 1995; Ezzahiri, 2000).

Ces maladies sont complexes et difficiles a combattre parce que souvent initiées par des
blessures qui facilitent I’entrée et la progression des champignons pathogénes (Caron et al.,
2006). Cette situation conduit a une utilisation abusive des pesticides de synthése par les
agriculteurs avec des effets néfastes sur I’environnement et les microorganismes utiles. La
quantité de pesticide et de composés organiques est estimée a environ 3 millions de tonnes par
an dans le monde pour lutter contre les agents phytopathogeénes dans de nombreux pays
(Monirul Islam, 2016). Ces produits chimiques entrainent une pollution des eaux de surfaces et
souterraines, soit directement par infiltration des eaux de pluies et d’arrosage ou bien
indirectement par ruissellement et lessivage des sols contenant les résidus de pesticide. Au
Sénégal, par exemple dans la zone périurbaine des Niayes, les concentrations de résidus
mesurées dans la nappe phréatique dépassent les normes de potabilité de 1’eau (Cissé et al.,
2003). Ce méme phénomene a été observé dans d’autres pays comme la Cote d’Ivoire ou une
contamination de 1’eau souterraine par les pesticides organophosphorés a ¢ét¢ démontrée dans
les régions agricoles ou sont cultivées le cacao, le café, la banane et les 1égumes (Traoré ef al.,
2006). Un autre phénomene accroissant la contamination de 1’espace rural par les pesticides est
li¢ a la création des conditions favorables au développement de la résistance des ennemis
(insecte, bactéries, champignons) et la destruction des organismes utiles (Harman, 1992).
L’utilisation abusive des pesticides a aussi de nombreuses conséquences sur la santé humaine.
Ainsi, il a été observé apres I’application des pesticides, des cas d’irritation de la peau, des
céphalées, un rhume, des bouffées de chaleur ou des vertiges (Ahouangninou et al., 2011). Il a
¢té également constaté un lien entre la présence de produits chimiques « perturbateurs
endocriniens » et un taux accru de cancers du sein, de la prostate, des testicules, de
malformations congénitales de I’appareil reproducteur masculin et de réductions du nombre de
spermatozoides (Hielman, 1994). Certaines pratiques telles que le non-respect des dosages
recommandés et des délais avant récolte constituent également des facteurs de risque pour le
consommateur qui sont souvent a 1’origine de nombreux cas d’intoxication alimentaire.

Ainsi, dans un contexte ou les attentes sociétales sur la durabilité des systeémes agricoles sont
de plus en plus fortes et face aux nombreux problémes liés a I'usage des pesticides, il est
nécessaire de trouver de nouvelles méthodes de lutte efficaces et respectueuses de
I’environnement. Dans ce cadre, la lutte biologique a I’aide des agents de bio-contrdle pourrait
offrir des opportunités a développer et a privilégier pour limiter I’'impact des fongicides sur

I’environnement, la qualit¢ de 1’eau et la biodiversité. Les techniques de lutte biologique
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reposant sur I’exploitation des potentialités antagonistes des microorganismes pourraient
devenir une alternative réelle et respectueuse de l'environnement pour la lutte contre les
maladies fongiques des plantes (Eziashi ef al., 2007; Shalini et Kotasthane, 2007). Parmi les
champignons antagonistes qui ont démontré un bon potentiel de lutte biologique figure les,
Trichoderma spp. (Elad et al., 1982; Harman, 2000). Les especes de Trichoderma ont été
utilisées dans la lutte biologique contre différents champignons pathogénes qui causent
d'importants dégats dans les cultures fruitiéres, légumicéres, serricoles et ornementales tels que
Phytophthora palmivora (Kebe et al., 2009), Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici,
Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum et Verticillium dahliae (Caron
et al.,2002). Bien que plusieurs bio fongicides a base de formulations de Trichoderma aient été
commercialisés au cours des décennies, il existe toujours un besoin immense de découvrir des
especes de Trichoderma présentant des activités antimicrobiennes potentielles contre un large
éventail d’agents pathogenes. Notre étude s’inscrit dans ce cadre et a pour objectif général
d’évaluer les potentialités antagonistes des souches de Trichoderma isolées a partir de différents
sites de la zone des Niayes sur deux agents pathogénes de la tomate: Fusarium oxysporum et
Sclerotinia rolfsii. Les objectifs spécifiques suivants ont été fixés:

» Caractériser les souches de Trichoderma indigénes ;

» Evaluer I’influence des facteurs abiotiques sur la croissance mycélienne des

Trichoderma
» Déterminer I’activité antagoniste des 7Trichoderma sur Fusarium oxysporum et
Sclerotinia rolfsii.

Ce mémoire comprend quatre chapitres :
Le chapitre 1 est consacré a la synthése bibliographique et traite des généralités sur: la tomate,
Fusarium oxysporum, Sclerotinia rofsii et Trichoderma. Le Chapitre 2 est conscaré a
I’isolement des souches de Trichoderma, leur caractérisation morphologique et biochimique
ainsi qu’a I’¢étude de la diversité génétique des souches sélectionnées. Le chapitre 3 présente
I’effet des différents facteurs abiotiques affectant la croissance mycelienne des Trichoderma.
Et le chapitre 4 est consacré a I’étude des potentialités antagonistes des Trichoderma contre les
deux agents pathogenes de la tomate: Fusarium oxysporum et Sclerotinia rolfsii. Ces quatres
chapitres sont précédés d’une introduction générale et suivis d’une conclusion générale et des

références bibliographiques.
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Chapitre 1 : Synthése bibliographique
I. Généralités sur la tomate

I.1 Origine et classification

Etymologiquement, le mot tomate est une déformation du mot Inca Tomatl. Le mot
Lycopersicum signifiant « Peche de loup » (de lucos : loup, et persica : péche) en latin est une
appellation peu alléchante a laquelle on a ajouté 1’adjectif esculentum au 18° siécle a cause des
propriétés gustatives de ce légume fruit.

Originaire des régions andines cotieres du Nord-Ouest de 1’Amérique (Colombie, Chili,
Equateurs, Perou), la tomate fut domestiquée au Mexique puis introduite en Europe en 1544.
Ensuite, sa culture s’est propagée en Asie du Sud et de I’Est, en Afrique et en Moyen Orient
(Naika et al., 2005). En 1753, Linné donna a la tomate le nom scientifique «Solanum

lycopersicum» et proposa la classification suivante :

» Reégne: Plantae

» Sous-régne :  Trachiobionta

» Division : Magnoliophyta

» Classe : Magnoliopsida

» Sous-classe:  Asteridae

» Ordre : Solanales

» Famille : Solanaceae

» Genre : Solanum

» Espece : Solanum lycopersicum

1.2 Description Botanique

La tomate est une plante vivace, cultivée comme annuelle et classée parmi les l1égumes fruits.
Elle présente un appareil végétatif différencié en racine, tige, feuille et un appareil reproducteur

constitué de fleurs et de fruits (Figure 1).

I.2.1 Appareil végétatif

Vigoureuse et ramifiée comme chez les autres solanacées, la tige de la tomate est naturellement
rampante si elle n’est pas soutenue avec un tuteur (Messiaen, 1989). La tige est pubescente ou
glabre, avec une taille pouvant varier de 4 cm a 5 m selon les variétés. La tige est aussi pleine,

fortement poilue et glandulaire (Naika et al., 2005). Les poils glanduleux sont couronnés par
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quatre cellules contenant la solanine, une huile essentielle qui répand une odeur caractéristique
lorsqu’on froisse la plante (Chibane, 1999). Les poils portés par les tiges sont glanduleux ou
simples et contiennent une huile essentielle qui donne son odeur caractéristique a la plante
(Kolev, 1976)

La tomate présente un systéme racinaire pivotant avec une forte racine principale pouvant
atteindre 25 a 35 cm et ramifiée en plusieurs racines latérales et adventives (Van Der Vossen
et al., 2004).

Les feuilles de la tomate sont composées, imparipennées et velues, indispensables a la
photosynthese avec des folioles ovées a oblongues un peu dentées (Blancard, 2009). Apres la
mise en place des feuilles cotylédonaires de forme ovales et foliacées, la plante produit 7 a 14

feuilles avant de développer sa premiére inflorescence.

1.2.2 Appareil reproducteur

Chez la tomate, la fleur est hermaphrodite et la fécondation verticale est plus récurrente. Les
abeilles et bourdons constituent les pollinisateurs principaux en cas de fécondation horizontale
(Naika et al., 2005). La fleur de la tomate est en général constituée de 5 pétales au moins. Les
fleurs sont de couleurs jaunatres et regroupées en grappes florales. Elles sont actinomorphes et
a symétrie pentamere (Duffé, 2003). Les fleurs de la tomate sont composées de 5 a 8 sépales
qui constituent le calice et 5 a 8 pétales qui forment la corolle et un ovaire supere comprenant
2 a 10 carpelles (Blancard et al., 2009; Padapoulous, 1991). Les fleurs s’ouvrent par des fentes
intenses et tombent directement sur le stigmate qui généralement n’émerge pas du cone staminal
(Messiaen, 1989).

Le fruit de la tomate est une baie de formes variées (globulaire, ronde, aplatie) et de couleur
verte lorsqu’il n’est pas encore mir et contient deux ou plusieurs loges. La couleur et la forme
du fruit de la tomate varie en fonction de la variété utilisée (Blancard, 2009). Le fruit mar est
ferme et pése jusqu'a un kg. Cette fermeté décroit fortement de par I’activité¢ de la
polygalacturonase (Costa et al., 2010).

A maturité chaque fruit contient un nombre important de graines pouvant varier entre 80 et 500
(Chaux et Foury, 1994). Les graines sont recouvertes d’un mucilage qui présente a maturité un
albumen et un embryon a germination épigée. Pour sa culture, la tomate exige certaines

conditions écologiques.
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Figure 1: Plant de tomate

I.3 Exigences écologiques de la culture de la tomate

La tomate est une plante qui s’adapte a une gamme plus ou moins large de sols ayant une bonne
capacité de rétention en eau et bien aérés. Toutefois, les meilleurs résultats sont obtenus avec
des sols a texture sablo-limoneuse riches en humus gages d’une bonne structure. La culture
tolére un pH acide a trés 1égerement acide mais préfere un pH compris entre 5,5 et 7,5 avec un
optimum de 6,5 (Jean, 1997 in Camara, 2012).

L’intensité de la lumiére affecte la couleur des feuilles et des fruits (Naika et al., 2005). Les
fortes et faibles intensités lumineuses réduisent la taille des fruits. L’optimum de la température
moyenne quotidienne pour la croissance est de 18 a 25°C avec des températures nocturnes entre
10 et 20 °C. Les grands écarts entre les températures diurnes et nocturnes affectent négativement
le rendement.

Pour les mémes variétés, la taille des fruits en hivernage est plus réduite qu’en saison seche.
Les besoins en eau de la culture sont en fonction du stade de développement de la plante, de

I’ensoleillement et du type de sol (Camara, 2012). La tomate présente plusieurs avantages.

1.4 Importance de la tomate
I.4.1 Importance économique

L’importance de sa production fait de la tomate le premier produit horticole dans le monde. En
2016, la production mondiale de la tomate a été estimée a 177, 04 millions de tonnes avec un
rendement moyen de 37,01 tonnes/hectare (FAOSTAT, 2018). La Chine, I’Inde, les Etats Unis
et la Turquie sont les plus grands producteurs de tomate dans le monde avec environ 70% de la
production mondiale (www.hortibiz.com). La contribution de I’Afrique a la production

mondiale a été évaluée a 19,79 millions de tonnes avec I’Egypte et le Maroc qui concentrent
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I’essentiel de cette production. Au Sénégal, la production en 2016 a été estimée a 162700 tonnes
(FAOSTAT, 2018). Les échanges de tomate représentent plus de 17% du commerce mondial
de fruits et Iégumes frais. En effet, environ 4 millions de tonnes de tomates sont respectivement
importées et exportées dans le monde chaque année (Desmas, 2005). La tomate est le légume
le plus consommé dans le monde apres la pomme de terre. Compte tenu de son importance
¢conomique, elle est 'objet de nombreuses recherches scientifiques et est donc considérée
comme une plante modele en génétique. La tomate compte parmi les 1égumes les plus
consommeés au Sénégal. Elle est cultivée dans presque toutes les régions du Sénégal. Les
Niayes, la Vallée du Fleuve Sénégal et la Falémé sont les plus grandes zones de culture
(Badiate, 2013). Cette culture se caractérise par une forte variabilit¢ du rendement et des
productions selon les années (Figure 2), les exploitations et les zones. Environ 160 000 tonnes
de tomate fraiche ont été produites durant la campagne agricole de 2013 avec un volume
d’exportation égal a 9 934 tonnes (CDH, 2015). Elle occupe le deuxiéme rang des cultures
horticoles apres 1’oignon avec environ 20% du total des surfaces horticoles du Sénégal et joue
un rdle socio-économique important tant par les devises qu’elle génére, que par 1’opportunité
d’emplois qu’elle procure. La tomate joue aussi un role important dans 1’alimentation et la

nutrition humaine.
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Figure 2: Evolution de la production de tomate au Sénégal entre 2007 et 2016 (FAOSTAT,
2018)

1.4.2 Importance alimentaire et nutritionnelle

La tomate consommée, joue un rdéle important dans I’alimentation humaine. Elle est un des
légumes les plus nutritifs a cause de sa richesse en vitamines (B, C, A, E), en sels minéraux

(potassium, chlore, phosphore), en acide aminés essentiels, en sucre et en fibres alimentaires
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(Bernard, 2009). Les sels minéraux sont composé€s pour la moiti¢ en potassium (235 mg pour
100 g de matiere fraiche). La teneur en vitamine C de la tomate fraiche est comprise entre 10 a
30 mg/100 g (Ranc, 2010). A maturité, la tomate contient aussi plusieurs pigments de la famille
des caroténoides dont les béta-caroténes. En plus de son utilisation dans 1’alimentation, la
tomate a de nombreuses applications médicinales. Grace a la présence de la chlorine, la chair
de la tomate permet de mieux filtrer les déchets émis dans I’organisme (Costa et al., 2010).
Ainsi, elle joue un rdle antitoxique important pour le foie. Cependant I’application médicale de
I’usage de la tomate la plus importante et qui fait ’objet de nombreuses recherches est
I’intervention des pigments caroténoides antioxydants plus particulierement le lycopéne dans
la prévention du cancer (Di Mascio et al., 1989). Elle jouerait également un réle de prévention
contre les maladies cardiovasculaires. La composition de la tomate est représentée dans le

tableau 1.

Tableau 1: Composition nutritionnelle pour 100 g de matiere fraiche (CDH, 2015)

Composition pour 100 g
Calories 19 Kcal
Glucides 35¢g
Proteines 08 ¢g

Fibres 12g
Carotenes 600 ng
Lipides 0,3g
Vitamines C 18 mg
Potassium 226 mg

1.5 Ennemis de la tomate

La tomate est une plante treés sensible et peut €tre attaquée par divers ravageurs (insectes,
acariens, nématodes) et microorganismes pathogenes (champignons, bactéries, virus)
(Tableaux 2 et 3). Les ravageurs et les maladies de la tomate sont souvent communs a d'autres

especes de solanacées cultivées, comme ’aubergine et la pomme de terre.
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Tableau 2: Principales maladies fongiques, bactériennes et virales de la tomate au Sénégal (PIP, 2014 ; CDH, 2015) avec les principaux

symptomes décrits Blancard, (2013).

Maladies

Responsable

Symptomes

Stade sensible

Alternariose

Alternaria solani,

Alternaria tomatophila

Des taches noires, circulaires, nécrotiques de 4 a 7 mm de diamétre, apparaissent sur
les feuilles et s’agrandissent en cercles concentriques. Sur les tiges, les taches sont
brunes ou grises, concentriques et elliptiques. Ces 1ésions peuvent entrainer, a la
longue, la défoliation des plants. Les pétioles peuvent également étre attaqués. Cette
maladie peut affecter sérieusement la récolte en diminuant la surface foliaire active

de la culture.

Pépiniere et floraison -

récolte

Anthracnose

Collethotricum coccodes

On note une apparition de petites taches rondes plus ou moins circulaires avec un
centre noir sur les fruits murs. Lorsque ces taches s’étendent, leur centre prend une
couleur sombre ou développe des anneaux concentriques mouchetés produisant des

spores.

Fructification - récolte

Fusariose

Fusarium oxysporum f.
sp. radiscis lycopersici,
Fusarium oxysporum f.

sp. lycopersici.

Un jaunissement des feuilles, un flétrissement se propageant a partir de la base de la
tige et apparition de racines avortées au bas de la tige est observé. Un brunissement
des racines, de leur cylindre central et des vaisseaux situés au niveau du pivot et du
collet est aussi noté. Les feuilles hautes se fanent avant les feuilles basses avec une

décoloration jaune ou dorée.

Tous les stades

Blanc ou

Oidium

Leveillula taurica

L’apparition de taches jaunes sur la partie supérieure des feuilles correspondant a la
mise en place d'une colonie fongique sur la face inférieure des feuilles. Les taches

jaunes peuvent coalescer et devenir brunes.

Repiquage - récolte
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Mildiou

Phytophthora infestant

Lésions humides qui s’étendent rapidement pour former des taches irrégulieres de
couleur noire et verdatre similaires aux Iésions causées par le gel. Des lésions

duveteuses et blanchatres sont visibles souvent sur la face inférieure des feuilles.

Repiquage - récolte

Verticilliose

Verticillium albo-atrum,

Verticillium dahlia

Jaunissement en forme de V des feuilles de bas en haut suivi d’un flétrissement avec
un léger brunissement des vaisseaux. Les symptomes se répandent sur I’ensemble des

feuilles de la plante.

Tous les stades

Rhizoctoniose

Rhizoctonia solani

Pourritures racinaires des tiges et des fruits en contact avec le sol sont visibles lorsque

la tomate est attaquée.

Période de récolte

Cladosporiose

Fulvia fulva

Taches jaunes sur le dessus des feuilles et des spores de couleur chamois sur la face

inférieure.

Maturation - récolte

Stemphiliose

Stemphylium solani

Sur le feuillage apparaissent des petites taches brun-rouge, parfois grises, rondes ou
anguleuses (2-4 mm) qui peuvent confluer entre elles. Les vieilles feuilles sont
d’abord attaquées mais I’infection s’etend rapidement aux jeunes feuilles. La

défoliation peut devenir tres grave en condition chaudes et humides (optimum 25°C)

Floraison

Sclérotiniose

Sclerotium rolfsii

Développement de Iésions humides sur les feuilles situées au contact du sol. La
pourriture s'installe et atteint progressivement le collet, certaines racines et la base des
pétioles. Les tissus affectés brunissent plus ou moins intensément; des flétrissements,
des jaunissements de feuilles ainsi qu'un effondrement des plantes suivi de leur
décomposition progressive. Présence de structures particuliéres sur ou dans les tissus

altérés.

Fructification a la

récolte
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Pourriture

blanche

Pythium

aphanidermatum

Pourriture du collet des jeunes plantes en pépiniére, surtout pendant la période
chaude et humide. Cette maladie est favorisée par un semis trop dense, des arrosages

trop abondants et des températures ¢élevées.

Pépiniére

Flétrissement

bactérien

Ralstonia solanacearum

La maladie se manifeste par un flétrissement des jeunes feuilles a un flétrissement
généralis¢ de la plante. Lorsque les conditions sont favorables, la maladie peut

atteindre un stade trés avancé, 2 a 3 jours apres 1’apparition des premiers symptomes.

Tous les stades

Galle

bactérienne

Xanthomonas
campestris pv.

Vesicatoria

De toutes petites taches noires sont visibles sur les feuilles, entourées d'un halo de
couleur jaune. Tout comme la tache bactérienne et le chancre bactérien, les
symptomes sont caractéristiques. Les mouchetures sont beaucoup plus petites que les
1ésions causées par la tiche bactérienne. Elles ne pénétrent pas profondément dans la

peau du fruit et peuvent étre 6tées par simple grattement.

Tous les stades

TYLCV

Yellow Leaf Curl Virus

Pourriture du collet des jeunes plantes en pépiniére, surtout pendant la période chaude
et humide. Les plantes ont une croissance ralentie et prennent un aspect chétif et
buissonnant. La forme et/ou la coloration des folioles est altérée. Elles s'incurvent
progressivement vers le haut, conférant au limbe I'apparence d'une cuillere. De plus,
le limbe a tendance a durcir et parfois a prendre une coloration violacée notamment
au niveau des nervures en relief sous les folioles. Dans le cas d'infections précoces,

elles restent naines et ne produisent pas de fruits.

Tous les stades
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Tableau 3: Principaux ravageurs d’importance économique de la tomate au Sénégal (PIP, 2014 ; CDH, 2015) avec les principaux symptomes

décrits par Blancard, (2013)

Ravageurs

Symptomes

Stade sensible

Bemisia tabaci (mouche blanche)

Présence de piquetures rougeatres sur la face supérieure des feuilles, croissance ralentie
des plantes, développement de fumagine sur les organes aériens, jaunissement et
nécrose du limbe. La mouche blanche est vectrice de plus d’une vingtaine de virus sur

cultures légumiéres (essentiellement les adultes).

Pépinic¢re — Début plantation

Myzus persicae (pucerons verts)

Provoque un retard de développement de la plante suite a un prélévement de la séve et
I’injection de toxines dans les plantes (réactions allergiques). Les colonies sécrétent un
miellat qui favorise I’installation de fumagine qui freine la photosynthése des parties
recouvertes. Il est aussi vecteur de virus et peut transmettre au moins 100 virus

différents.

Pépiniére — Début plantation

Lyriomyza trifolii (mouche

mineuse)

Présence de minuscules ponctuations jaunatres et de nombreuses galeries sinueuses sur
les feuilles, celles-ci se dessechent ultérieurement. Plus leurs tailles augmentent, plus
les larves causent des dégats importants en ne laissant derri¢re elles que les nervures
des feuilles. Les chenilles plus agées s’attaquent aux fleurs, aux fruits et aux zones de

croissance des plantes. Les fruits ou les tiges peuvent étre perforés.

Pépiniére — Début plantation

Helicoverpa armigera

(noctuelle — chenilles)

Les fruits sont troués, les feuilles rongées, les bouquets floraux coupés. Les fruits
piqués a I’état jeune tombent généralement. Les autres pourrissent sur les plantes ou

sont déformés.

Nouaison a la récolte
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Aculops lycopersici (acariose

bronzée)

Provoquent un desséchement prématuré et assez rapides des plantes. Leurs piqures
entrainent le noircissement et la mort des cellules épidermiques. Ce qui donne a la face
inférieure des feuilles et aux tiges un aspect brillant, huileux et une coloration bronzée.

Finalement, les folioles durcissent, brunissent, se nécrosent et toute la plante séche.

Nouaison a la récolte

Tetranychus spp. (tétranyques)

De minuscules taches chlorotiques plus ou moins dispersées apparaissent sur et sous le
limbe des folioles de tomate. Ce dernier jaunit progressivement et prend une teinte
terne. De telles taches sont aussi visibles sur la tige et les pétioles, mais aussi sur
certains fruits. Lors d’attaques séveres, certaines feuilles peuvent jaunir flétrir et se
dessécher. La croissance des plantes peut étre plus ou moins bloquée. De délicates
toiles soyeuses sont visibles au sein du couvert végétal sur les apex dont la croissance

peut étre bloquée sur les feuilles et les fruits.

Nouaison la récolte

Tuta absoluta

Présence des mines et de taches blanchatres irréguliéres devenant progressivement
brunes et nécrotiques. L'épiderme reste intact mais les tissus du mésophylle sont
affectés. Les feuilles fortement parasitées peuvent se nécroser entierement. Les fruits
verts comme mrs sont parasités et deviennent plus ou moins parsemeés de galeries et
de trous de sortie. Ces derniers permettent parfois a des envahisseurs secondaires de
provoquer diverses pourritures. Des galeries peuvent apparaitre sur les jeunes tiges

perturbant le développement des plantes.

Tous les stades

Meloidogyne spp.

Provoquent la formation de galles sur les racines des plantes. Ces gonflements
irréguliers, souvent de forme globulaire sont dus a I’hypertrophie des cellules des

racines provoquées par les sécrétions enzymatiques du stylet des larves de nématodes.
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(Nématodes a galles)

Les racines principales sont déformées. Ensuite on observe une croissance ralentie, un
feuillage réduit et chlorotique, une diminution de la taille des fruits et de la production.

La mort de la plante peut s’ensuivre en cas d’attaque sévere.

Pépiniére transplantation

Oiseaux (dégats d'oiseaux)

Au cours de leur alimentation, les nombreux coups de bec occasionnent des lésions
plus ou moins profondes dans les fruits. Ces 1ésions constituent des portes d'entrée pour
de nombreux micro-organismes et notamment diverses moisissures qui pourront les
coloniser et entrainer des foyers de pourriture. Les dégats d'oiseaux sont parfois

considérables dans les zones de production ou ils pullulent.

Période de récolte
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II. Généralités sur Fusarium oxysporum de la tomate

Le nom Fusarium vient du latin fusus a cause de la forme en fuseau de ses spores. De nombreux
travaux ont été consacrés a la taxonomie du genre Fusarium depuis sa description par Link en
1809 et la délimitation en son état actuelle par Appel et Wollenweber en 1910 (Booth, 1984).
Le genre Fusarium regroupe beaucoup d’especes phytopathogenes susceptibles d’attaquer un
grand nombre de plantes. L’espéce Fusarium oxysporum se distingue des autres especes par la
production abondante de microconidies, rassemblées en fausse téte a partir de monophialides
courtes. Plus de 120 formes spécialisées ont été décrites chez Fusarium oxysporum (Armstrong
et Armstrong, 1981). De plus d’autres especes sont capables de se développer sur les tissus
végétaux secondaires en tant que pathogénes secondaires. La taxonomie du genre Fusarium est
la suivante (Booth, 1971):

» Reégne : fungi
Division : Ascomycota
Classe : Ascomycetes
Sous classe : Sordariomycetes
Ordre : Hypocreales

Famille : Nectriaceae

YV V V V V V

Genre : Fusarium

II.1 Biologie des champignons du genre Fusarium
II.1.1 Caractéristiques morphologiques

L’aspect morphologique des Fusarium est apprécié a partir des caractéristiques microscopiques
et macroscopiques. Les champignons du genre Fusarium présentent un mycélium septé et
incolore. Sur milieu de culture, les Fusarium présentent un mycélium duveteux ou cotonneux
de couleur variable selon les especes: blanche, jaune, orange, rouge, violette. Si les
sporodochiums (amas de conidiophores provenant d'un stroma ou masse d hyphes) sont
abondants, la culture apparaitra de couleur créme ou orange (Smith ez al., 1988).

Les cellules conidiogenes se forment sur des hyphes aériens ou sur des conidiophores courts et
densément branchés. Les conidies produites par Fusarium sont de trois types: les
macroconidies, les microconidies et les blastoconidies (Figure 3).

Les microconidies peuvent étre de différentes formes: ellipsoides, ovoides subphériques,
pyriformes, claviformes ou allantoidiennes. Elles sont généralement unicellulaires et présentent

une base arrondie ou tronquée. Elles sont produites en séries basipétales sur des mono ou
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polyphialides et accumulées en petites tétes ou en chaines. Elles présentent 0 a 2 septa
agglomérés en fausses tétes par de petits phialides (5-12 x 2,2-3,5Um) (Tivoli, 1988). C’est
aussi le type de spore qui est observé plus fréquemment a 1'intérieur des vaisseaux des plantes
infectées. Les microconidies de F. oxysporum ont souvent la forme d'une virgule ou sont
ellipsoidales (Agrios, 2005; Nelson et al., 1983).

Les macroconidies falciformes avec plusieurs septas transverses, une extrémité apicale crochue
et une base pédicellée sont produites en basipétale (croissance a partir de la base) par les
monophialides et les sporodochia (agrégats de conidiophore) sont légeérement arquées,
présentant 3 a 4 septa. La cellule basale pédicellée et la cellule apicale en crochet sont produites
par des phialides sur des conidiophores ramifiés ou en sporocochine (27-46 x 3-4,5 Um)
(Mesiaen et Cassini, 1968). Ces spores peuvent étre observées dans des sporodochiums a la
surface des plantes qui ont été tuées par le pathogene (Agrios, 2005; Nelson ef al., 1983).

Les chlamydospores sont hyalins, lisses ou rugueuses, terminales ou intercalaires (5-15 pm de
diamétre) (Komi, 1993). Les chlamydospores sont des organes de conservation résultant de
I’accumulation de réserves dans une région qui se dilate quelque peu et s’entoure finalement
d’une épaisse teinte généralement foncée (Dommergues et Mangenot, 1970; Nelson et al.,
1923). Aprées, trois semaines de culture, de nombreuses chlamydospores intercalaires

apparaissent sur le mycélium.

Figure 3: Caractéristiques morphologiques de Fusarium sp. (Roquebert, 1998)
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1I.1.2 Conservation et source d’inoculum

Les Fusarium se conservent dans le sol grace aux débris végétaux hébergeant le mycélium, les
microconidies, les macroconidies et les chlamydospores (Figure 4). Ils sont dotés d'aptitudes a
la vie saprophytique qui leur permet de coloniser et de survivre sur divers composés organiques
et de se maintenir dans les cultures hors sol, méme en présence de variétés résistantes. Ces
champignons sont susceptibles de se développer sur de nombreuses plantes appartenant a des
familles botaniques différentes sans qu'elles expriment toujours les mémes symptomes

(Blancard, 2013).

11.1.3 Pénétration et invasion

Lorsque les conditions sont favorables, une germination des chlamydospores est observée puis
le mycélium pénetre dans les racines de la tomate par l'intermédiaire de blessures
naturelles (point d'émission des racines secondaires) ou accidentelles de I'extrémité des racines.
La pénétration directe dans les cellules épidermiques serait €¢galement possible. Le mycélium
du champignon peut entrer en contact avec le chevelu racinaire, s'entreméler avec lui et finir
par se fixer aux radicelles. Le site préférentiel de colonisation de la surface racinaire semble se
situer au niveau des sillons présents a la jonction des cellules de 1'épiderme (Beckman et
Roberts, 1995). Le champignon envabhit les tissus et finit par coloniser 1'ensemble du systéme
racinaire puis les symptomes de la maladie apparaissent chez la plante (Stover, 1970). A coté
des souches pathogenes, ils existent des isolats non pathogenes qui colonisent les racines des

plantes sans induire des symptomes de maladie.

I1.2 Principaux symptomes de la fusariose

La tomate est sujette a deux maladies fusariennes: le flétrissement fusarien classique (Fusarium
wilt) causé par Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Snyder et Hansen) et la pourriture des
racines et du collet (Fusarium crown and root rot) causée par Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici Jarvis et Shoemaker (Katan et al., 1997) qui sont les maladies les plus dévastatrices
de la tomate dans le monde (Haas et Défago, 2005).

Ce sont deux champignons telluriques dotés d’une spécificité d’hotes stricts capables d’envahir
I’ensemble du systéme vasculaire de la plante provoquant ainsi son obstruction et par la suite

I’affaiblissement de la plante qui finit par mourir (Snissi ef al., 2006).
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La flétrissure fusarienne et la pourriture des racines et du collet présentent différents symptomes
internes et externes sur les différentes parties de la plante et pendant les différents stades de

développement.

I1.2.1 Le flétrissement fusarien classique (Fusarium wilt)

Le flétrissement fusarien causé par Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici Snyder et Hansen est
une des maladies les plus dévastatrice de la culture de la tomate dans le monde. Le champignon
provoque un jaunissement, une flétrissure puis la mort de la plante suite a une pénétration dans
la plante et un envahissement des tissus ligneux (Blancard, 1997).

La maladie évolue ensuite rapidement puis les parties du limbe touchées flétrissement par
manque d’eau: c’est le flétrissement rapide (Quick wilt). Les feuilles asséchées gardent leur
chlorophylle et apparaissent avec un aspect gris verdatre (Laterrot et al., 1978). 1l apparait
ensuite un jaunissement d’une partie ou de la totalité du limbe avec des éclaircissements au
niveau des nervures. Au début, les symptomes (jaunissement et flétrissement) ne sont visibles
que sur une seule partie avant de s’étendre sur I’ensemble de la plante. L’atteinte des feuilles
s’effectue progressivement de bas en haut, ce qui fait que les feuilles se trouvant a la base de la
plante sont déja mortes (Messiaen, 1981).

Au niveau des tiges des plantes atteintes, apparaissent une dépression longitudinale (avec des
tissus devenant bruns) qui part du collet puis remonte unilatéralement (Boubot, 1972). Une
inclinaison progressive vers le sol des pétioles et des limbes (épinastie), le ralentissement de la
croissance et la formation de bourrelets adventifs sur la tige peuvent étre notés (Laterrot et al.,
1978).

Une coupe longitudinale de la tige des plantes atteintes présente dans la partie ligneuse et
adjacente au cortex vert, une coloration brune sombre des tissus conducteurs. Une coupe

transversale montre des tissus brun foncé contenant des fragments mycéliens du champignon.

I1.2.2 La pourriture des racines et du collet (Fusarium crown and root rot)

Causée par Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (Jarvis et Shoemaker, 1978), la
pourriture des racines et du collet est une maladie découverte pour la premiére fois au Japon en
1969 (Menzies et Javis, 1994) puis s’est propagée a travers le monde en 1970 (Yamamoto et
al., 1974). La pourriture des racines encore appelée pourriture commune apparait chez les
plantes agées et se manifeste par une infection des parties souterraines. Elle est causée par la

présence de 1’inoculum dans le sol, les débris végétaux infectés ou les semences contaminées.
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Contrairement aux maladies vasculaires, des flétrissements plus ou moins importants
apparaissent sur les folioles du sommet de la tige.

Les flétrissements peuvent soudainement évoluer trés rapidement vers la nécrose et le
dessechement des folioles et des feuilles pouvant aussi conduire a la mort de la plante.
L’apparition de jaunissements foliaires a la périphérie du limbe des vieilles feuilles suivie de la
nécrose des pétioles et de la chute des feuilles a été également signalée. Certaines plantes
affectées voient leur croissance réduite.

Quelle que soit la gravité des flétrissements, les symptomes primaires sont a rechercher sur les
racines et le collet des plantes. Sur les racines apparaissent de nombreuses l€sions brunes
rougeatre, humides, évoluant rapidement en pourriture. Plus le diamétre des racines est faible,
plus le pourrissement et la décomposition est rapide. Bien que ne s’agissant pas d’une maladie
uniquement vasculaire, le systéme vasculaire peut présenter aussi quelques symptomes. D’une
maniere générale, le cylindre central des grosses racines, les tissus vasculaires du pivot et ceux
situés de part et d’autre de ces derniers révelent des brunissements assez marqués. Le
brunissement peut s’étendre jusqu’a la tige sur plusieurs dizaines de centimeétres au-dessus du
collet. Pour faire face a I’attaque des champignons, des racines adventives se développent

parfois sur la tige (Blancard, 1997).

19



Chapitre 1 : Synthése bibliographique

Figure 4: Cycle général de la maladie de flétrissement vasculaire causée par F.oxysporum
sp. lycopersici chez la tomate (Agrios, 2005)
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III. Généralités sur Sclerotinia rolfsii de la tomate

Sclerotium rolfsii (Télomorphe: Athelia rolfsii) est un basidiomyceéte tellurique, trés polyphage,
qui sévit particuliecrement dans les régions tropicales et subtropicales. Le champignon
Sclerotinia roflsii peut infecter plus de 500 espéces dans environ 100 familles de plantes. Parmi
les légumes susceptibles d’étre attaqués par ce pathogéne nous pouvons citer 1’oignon, le
poivron, la pomme de terre, la patate douce, la tomate et le melon (Blancard, 2013). La maladie
est présente dans le monde entier mais principalement dans les climats chauds (Mullen, 2001).
La taxonomie du genre Sclerotinia est la suivante (Garrett et Barbara, 2014).

» Reégne: Fungi
Division: Basidiomycota
Classe: Agaricomycetes
Sous classe: Agaricomycetidae
Ordre : Agaricales
Famille: Typhulaceae

YV V. V V V V

Genre: Sclerotium

III.1 Biologie des champignons du genre Sclerotinia
III.1.1 Caractéristiques morphologiques

L’aspect morphologique de Sclerotinia est apprécié a partir des caractéristiques microscopiques
et macroscopiques. Sur milieu PDA, la croissance de Sclerotinia rolfsii est trés rapide et peut
atteindre environ 9 cm apres 72h d’incubation. Il présente un mycélium de couleur blanchatre
a croissance radiale avec des hyphes hyalins, minces et septés (Blancard, 2013).

Les hyphes présentent des ramifications dispersées et des fibules caractéristiques. Les hyphes
de la branche principale sont relativement grands (diamétre compris entre 5 et 9 microns)
comparés a de nombreux autres champignons dont le diametre de leurs hyphes est situé entre 2
a4 microns (Figure 5). Ces hyphes de la branche principale sont hyalins a paroi mince avec des
ramifications secondaires peu fréquentes. Des cellules hyphales de plus petit diametre (2 a 4
microns), appelées branches d’alimentation se forment a partir de la branche principale et
pénetrent dans les tissus végétaux (Mullen, 2001). Sur le mycélium du champignon se forment
des structures lisses, plutot sphériques (1 a 3 mm de diametre). Ce sont des sclérotes de couleur
d'abord blanche puis brun clair & brun foncé et ayant un aspect comparable a celui de graines

de moutarde (Nagamani et al., 2006).
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Figure 5: Aspect des hyphes de Sclerotinia rolfsii (Mullen, 2001)
II1.1.2 Conservation et source d’inoculum

Sclerotium rolfsii peut se conserver pendant plusieurs années dans le sol ou sur les débris des
végétaux sous la forme de mycélium agrégé ou de sclérotes qui constituent I'inoculum primaire.
Les sclérotes se retrouvent libres dans le sol ou associés aux débris végétaux et leur persistance
est plus importante dans les premiers centimetres qu'en profondeur. Sclerotinia est aussi capable
de se maintenir sur différents substrats organiques sous sa forme mycélienne a 1'état de
saprophyte (Figure 6). Ce champignon est un pathogéne trés polyphage qui peut s'attaquer et
persister sur plusieurs plantes, cultivées ou non, appartenant a une centaine de familles
botaniques. Parmi les 1égumes sensibles a Sclerotinia nous avons: le piment, l'aubergine,
diverses salades, le melon, le concombre, la pastéque, le haricot, I'artichaut, la betterave, la

carotte, le chou-fleur, le céleri, I'ail, 1'oignon, le radis, le navet, la patate douce (Blancard, 2013).

II1.1.3 Pénétration et invasion

Les premicres contaminations ont lieu par l'intermédiaire du mycélium déja présent dans le sol
ou issu des sclérotes. Elles sont souvent localisées sur les parties des plantes situées au niveau
de la surface, a proximité ou en contact du sol. Sclerotinia rolfsii produit, lorsqu'il est a
proximité d'un hote potentiel, des enzymes lytiques comme des polygalacturonases ainsi que
de 1'acide oxalique, des substances pouvant entrainer la mort cellulaire. Aprés décomposition
des tissus végétaux, il peut les pénétrer directement et les envahir grace a I'action conjuguée des
composés précédents. Son évolution inter et intracellulaire est trés rapide quand les conditions
climatiques sont favorables. Ce processus parasitaire qui peut durer entre 2 et 10 jours (en
fonction des conditions climatiques) est a l'origine des altérations humides et des pourritures
observées sur les différents organes. Sur les tissus 1ésés, la présence d’un mycélium et des

sclérotes sont observés. Ces sclérotes peuvent germer rapidement car ils n'ont pas besoin d'une
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phase de dormance. Ils sont cependant capables de se conserver plusieurs années dans le sol

sans germer (Blancard, 2013).

IIL.2 Principaux symptomes de la sclerotiniose

Sclerotium rolfsii est un phytopathogene qui peut infecter plus de 500 especes de plantes (Punja,
1988; Aycock, 1966). Ce phytopathogéne peut causer plusieurs symptomes dont la fonte des
semis et la pourriture des racines et du collet (Abada, 2003). Il peut attaquer tous les organes
de la tomate situés dans le sol ou a proximité au cours des différents stades de développement
des plants (pépinicre a maturité).

Le plus souvent, Sclerotinia infecte les tiges inférieures situées pres ou a la surface du sol mais
il peut aussi infecter n'importe quelle partie de la plante tant que les conditions
environnementales sont favorables (Figure 6).

Au niveau du collet, une lésion se transformant rapidement en pourriture s'y installe et le
ceinture progressivement sur plusieurs centimetres. Les tissus atteints sont humides et
brunissent plus ou moins intensément. Un dense mycélium blanchatre recouvre les parties
malades assez rapidement. Par la suite, le champignon envahit aussi les racines qu'il fait pourrir
assez rapidement (Mullen, 2001). La destruction du collet et du systéme racinaire des plantes
est a l'origine d’un flétrissement secondaire qui est plus ou moins réversible. Certains pieds de
tomate peuvent retrouver leur turgescence habituelle durant la nuit. Dans d’autres cas, ce
rétablissement n'est qu'éphémeére et les plantes flétrissent de nouveau des que les températures
dans la journée s'élévent (Blancard, 2013).

Sclerotinia rolfsii est aussi capable d'altérer les fruits et les feuilles qui entrent en contact avec
le sol ou des organes déja infectés. Les fruits révelent des altérations légerement jaunatres qui
deviennent rapidement humides et molles. Des formes de creux sont observées puis 'épiderme
se fend. De larges taches humides sont parfois constatées sur les folioles en contact avec le sol
qui s'étendent rapidement sur la feuille entierement. Comme sur le collet, du mycélium et de
nombreux sclérotes recouvrent progressivement les tissus pourris.

Le mycélium de ce champignon basidiomycete est capable de progresser activement a la surface
du sol et de passer ainsi d'une plante a 'autre. Il le fait de fagon saprophytique a partir des bases
nutritives que constituent les débris végétaux. Ce mycélium est relativement caractéristique car

il comporte des anses d'anastomose (Mullen, 2001).
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Figure 6: Cycle de vie de Sclerotinia rolfsii (Mullen, 2001)

24



Chapitre 1 : Synthése bibliographique

IV.Méthodes de lutte contre les maladies de la tomate

Les méthodes de lutte pour le contrdle des maladies fongiques sont généralement limitées. Il
n’existe en ce moment aucun moyen réellement efficace pour contrdler totalement ces maladies.
Pour lutter contre les pathogénes fongiques de la tomate divers moyens sont utilisés: lutte
culturale, physique, mécanique, lutte chimique, lutte génétique et lutte biologique. Les mesures

de contréle demeurent globalement d’ordre préventif (Rouxel ef al., 1979)

IV.1 Lutte physique

Il convient cependant de distinguer deux types fondamentaux de méthodes en lutte physique:
les méthodes actives et les méthodes passives. Les méthodes actives utilisent de I’énergie au
moment de 1’application pour détruire, blesser ou stresser les ennemis des cultures ou pour les
enlever du milieu. Ces méthodes n’agissent qu’au moment de I’application et ne présentent
pratiquement pas de rémanence. Les méthodes passives procedent par une modification du
milieu et ont un caractére plus durable.

En phytopathologie, moins de travaux scientifiques concernant la lutte physique sont
disponibles. Le traitement des semences de bl¢ a I’aide de micro-ondes pour le controle de
Fusarium gramineaum a été évalué. Anchisi et al., (1985) ont développé un traitement a 1'eau
chaude pour protéger les plants dans un sol ou la maladie est présente. La méthode consiste a
traiter les racines avec de 1'eau a 48-49 °C pendant 30 secondes avant le repiquage des plants.
Cela stimule la croissance des racines. La taille des racines améne aussi une protection contre
la fusariose pour la méme raison. La stérilisation ou la solarisation ne sont pas des solutions a
long terme.

La solarisation présenterait aussi une certaine efficacité. Elle serait parfois assez partielle,
car Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici est moins sensible a la chaleur que d’autres
bioagresseurs telluriques comme Pythium spp. et Sclerotium rolfsii par exemple.

L’ozone également employé€e par ionisation d’eau et associée a Trichoderma sp., réduirait les
attaques de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. L’incorporation de certaines plantes
entieres dans le sol, comme du riz, du soja ou de la laitue réduirait 1’incidence de

ce Fusarium sur la tomate (Blancard, 2013).

IV.2 Lutte culturale

Les mesures de lutte culturale contre les maladies de la tomate consistent a éviter les conditions

favorables a son développement: sol 1éger et acide, manque d’azote et de calcium, températures

25



Chapitre 1 : Synthése bibliographique

¢levées supérieures a 28°C. Une des méthodes les plus courantes consiste aussi a chauler afin
de maintenir le pH entre 6,4 et 7 (Scott, 1923). Une rotation de culture permet aussi de diminuer
la densité de I’inoculum dans le sol mais n’élimine pas complétement la maladie. Par exemple
on peut cultiver la laitue en rotation avec la tomate et enfouir les résidus de laitue. Une pratique
commune en Ontario pour lutter contre par Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(FORL) consiste a faire une culture de tomate au printemps, stériliser a la vapeur en aofit, semer
de la laitue comme culture d'automne ou comme engrais vert et commencer une culture de
tomate en janvier sans stérilisation.
Plusieurs mesures de prévention peuvent étre utilisées :

e Transplanter en sol chaud (+ de 20 °C);

e Pailler le plus tard possible de fagon a garder le sol chaud;

e Eviter d'arroser a l'eau froide;

e Butter les plants attaqués;

e Enlever les plants morts au complet, racines et collets compris;

e Enlever la premiere grappe de fruit pour réduire les symptomes par la suite.

IV.3 Lutte chimique

Actuellement, la méthode la plus répandue pour lutter contre les maladies des plantes en général
est la lutte chimique. Les avantages de cette pratique sont liés a son faible coft, a sa facilité de
mise en ceuvre et a la durée de la protection qui se prolonge plusieurs mois, jusqu'a ce que le
niveau de résidus encore actifs ne devienne inférieur au seuil 1étal pour les especes cibles.
Cependant, l'usage régulier des pesticides comporte de sérieux inconvénients, comme la
possibilité de créer des races résistantes et des risques de dépassement des limites de tolérance
pour les résidus de pesticides (LMR) a cause d'applications multiples par différents opérateurs
de la chaine commerciale. Cette situation est difficilement acceptée car les résidus de pesticides
issus d'usages mal maitrisés ont une trés mauvaise image dans l'opinion du consommateur. Il
en résulte, tant de la part de I'industrie de transformation utilisatrice des grains traités, que des
consommateurs avertis, une pression pour que le recours a ce type de moyens de protection soit
limité a l'indispensable et pour une absence de résidus dans les produits finis.

La lutte chimique se fait par une désinfection du sol a I’aide de fongicides. De nos jours, de
nombreux fongicides sont homologués pour la lutte contre les maladies de la tomate en

générale. Le fongicide le plus utilisé reste le triazole et ces dérivés qui sont des composés actifs
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grace a leur noyau qui possede une activité pharmacologique, antibactérienne, antifongique et

hypoglycémique (Hamoir et al., 2001).

IV.4 Lutte génétique

La lutte génétique consiste a introduire des genes de résistance au niveau des plantes. Ces genes
de résistances sont responsables de la production de protéines capables d’¢éliminer les parasites.
Cependant, cette technique a ¢été¢ a l’origine de l’apparition de souches pathogénes plus
résistantes (Henni, 1998). La méthode de loin la plus efficace pour controler les maladies

telluriques dont la fusariose et la sclérotiniose consistera a utiliser des variétés résistantes.

IV.S Lutte biologique

Cette méthode consiste a déposer différents organismes ou leurs produits pour prévenir ou
réduire les dégats causés par les bio-agresseurs. Il s’agit donc d’utiliser les bio-agresseurs et les
ennemis naturels des especes nuisibles (Fernandes, 2005).

Parmi les méthodes de lutte biologique, signalons que ’utilisation d’extrait aqueux d’Oxalis
articulata apporté en arrosage au pied des plantes contrdlerait la fusariose. D’autres extraits de
plantes auraient les mémes effets (par exemple Citrus paradisi). Plusieurs huiles volatiles et
substances non volatiles influenceraient aussi négativement le développement des champignons
pathogenes de la tomate (Blancard, 2013).

La lutte biologique par l’utilisation des microorganismes antagonistes apparait comme une
alternative ou un complément prometteur a 1’utilisation des fongicides synthétiques. Toutefois,
par rapport au nombre de molécules de synthése homologuées dans le monde, le nombre
d’agents de lutte biologique homologués pour le contrdle des maladies reste insignifiant (1 a
2% de marché) (Jijakli et Lepoivre, 1995). Les limites qui freinent le développement de la lutte
biologique quelle que soit la culture a protéger sont: 1’efficacité ou le maintien de celle-ci
pendant une période suffisamment longue, la possibilité d’une production a grande échelle et
la rentabilité économique d’une telle lutte. Ainsi, les marchés ciblés pour le développement de
la lutte biologique doivent étre bien définis, privilégiant ceux ou la réglementation en maticre

de lutte chimique est plus restrictive.
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V. Généralités sur Trichoderma

Le terme Trichoderma a été introduit dans la mycologie en 1794 par Persoon (Roussos, 1985;
Bissett, 1991). Il désigne des microorganismes cosmopolites appartenant a un grand ensemble
de champignons sans reproduction sexuée connue (Roquebert, 1996 ; Genilloud et al., 1994).
Le genre Trichoderma regroupe de nombreuses especes réparties dans différents écosystémes
(terrestre ou aquatique). En milieu terrestre, il joue un réle important dans I’industrie
agroalimentaire et est une matiere de choix pour I’exploitation industrielle de manicre générale.
I1 posseéde une capacité de production d’enzymes, de substances bioactives, d’acides aminés et
un développement rapide (Prieto et al., 1997).

Dans la lutte biologique contre les pathogenes fongiques, les Trichoderma utilisent différents
mécanismes dont le mycoparasitisme, la compétition pour I'espace et les nutriments, l'antibiose,

l'inactivation des enzymes du pathogéne et la sécrétion d'antibiotiques (Renio et al., 2008;
Harman et al., 2004; Howell, 2003). De plus, Trichoderma produit des enzymes lytiques
extracellulaires, telles que les chitinases, les glucanases et les protéases (Viterbo et al., 2002).
Certaines souches de Trichoderma peuvent favoriser aussi une stimulation de la croissance des
plantes (Mouria et al., 2007; Roquebert, 1996; Grondona et al., 1997; Kubicek et al., 2003). De
plus, les Trichoderma peuvent coloniser les racines de plantes, décomposer les résidus de
plantes et participer a la biodégradation des engrais et des pesticides (Anand et al., 2006). Ces
propriétés de Trichoderma pourraient contribuer a réduire 1’utilisation abusive des traitements
chimiques contre les champignons pathogénes pour une agriculture durable.

Dans ce contexte de nombreuses especes de Trichoderma ont été isolées partout dans le monde
notamment en Afrique dans des pays comme la Cote d’ivoire (Kebe et al., 2009), la Tunisie
(Daami-Remadi et El Mahjoud, 2001; Hibar et al., 2005), le Kenya (Okoth et al., 2009), la
Lybie (Attitalla et al., 2012), le Cameroun (Tondje et al., 2007).

Les especes de Trichoderma ont été utilisées en lutte biologique pour la protection de certaines
cultures comme la tomate, le concombre (Caron et al., 2002, Mouria et al., 2007) I’oignon,
I’aubergine (Caron et al., 2006). Les especes de Trichoderma les plus utilis€ées comme agents
de lutte biologique sont Trichoderma virens, Trichoderma viride, Trichoderma atroviride,

Trichoderma asperellum et surtout Trichoderma harzianum (Jeger et al., 2009; Grondona et

al., 1997).
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V.1 Classification

Les champignons du genre Trichoderma sont des especes anamorphes et n’ont pas de mode de
reproduction sexuée connu. Ainsi leur classification est basée les aspects culturaux, la
morphologie des appareils sporogénes (Roquebert, 1996) ainsi que sur le matériel génétique en
s'appuyant sur des techniques de biologie moléculaire (Gams et Bissett, 1998). L histoire de la
classification des Trichoderma est caractérisée par de nombreuses controverses. Les espéces de
Trichoderma ainsi que leurs rares formes téléomorphes observées sont classées parmi les
Ascomycetes. Durant 24 ans, toute espéce fongique a spores vertes était considérée comme
étant un Trichoderma sp.

C’est en 1963, que les travaux de Gutter et Monbasher ont mis fin au systéme précédant, en
démontrant la variabilit¢ des espéces de Trichoderma en fonction des conditions
environnementales. Conscient de toute cette polémique a propos de la classification des
Trichoderma, Rifai propose une classification utilisable avec le concept d’«espéces agrégéesy,
basé sur les caractéres microscopiques. «Une espece agrégée est une entité composée de
groupement d’especes tres similaires, difficiles a séparer». Ainsi, neuf espéces agrégées ont été
crées (1. aureoviridae Rifai, T. hamatum Bain, T. harzianum Rifai, T. koningii Oudemans, T.
longibrachiatum Rifai, T. piluliferum Webster et Rifai, T. polysporum Rifai, T pseudokoningii
Rifai et 7. viridae Gray), tout en tolérant une certaine variabilité au sein de chaque espéce
agrégée (Rifai, 1969).

En comparaison avec les nombreux criteres précédents, ce systeme semble étre plus facilement
utilisable pour la communauté scientifique, d'autant plus qu'il a été amélioré par Bissett (1984,
1991aetb).

Pour faire face au nombre croissant d'espeéces nouvelles de Trichoderma sp., sans rapport avec
les especes agrégées, la notion de «section» a été proposée par Bisset en 1991. Se basant sur la
morphologie des conidiophores et des phialides, il regroupe les especes agrégées dans 5
sections: Trichoderma, Pachybasium, Hypocreanum, Longibrachiatum et Saturnisporum
(Leuchtmann, 1996).

Des approches de biologie moléculaire ont aussi appuyé le systéme taxonomique de Bissett
pour répondre au positionnement de nouvelles espéces de Trichoderma identifiées (dont les
formes téléomorphes sont souvent non identifiées) et reste le plus fiable actuellement.

Plus de 200 espéces du genre Hypocrea ont été identifiées, mais sont rarement cultivables, et
de ce fait peu décrites en termes modernes (Gams and Bisset, 1998). Sous certaines conditions,

méconnues, les Hypocrea sp. (t€léomorphes) se transforment définitivement en 7richoderma
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sp. (anamorphes). Il a été suggéré que 1'évolution a conduit a la disparition du mode sexué pour
I'établissement d'un genre a reproduction exclusivement asexuée (Roquebert, 1996).
Au cours des dernieres années, 1'identification stire des nouvelles espéces de Trichoderma a été
considérablement facilitée par I’élaboration d'un code a barres oligonucléotide (TrichOKEY)
et un outil de recherche personnalisé (Tricho BLAST), tous deux disponibles en ligne a
www.is+th.info (Druzhinina et al., 2005).
La biologie moléculaire nous révele aujourdhui que des especes de Trichoderma
génétiquement différentes, présentent des similitudes morphologiques spectaculaires et leurs
caractéristiques se chevauchent. C’est ce qui, d'une part explique la longue controverse connue
par ce genre auparavant et d'une autre part, montre que les seuls critéres morphologiques ne
suffisent plus pour une classification incontestable et rigoureuse des formes anamorphes de
Trichoderma sp. (Cournut, 1984; Sugiyama, 1987).
La taxonomie moderne des champignons a aboli I'embranchement des Deuteromycotina, auquel
appartenait le genre Trichoderma. La position taxonomique actuelle des Trichoderma sp. se
présente comme suit (Bissett, 2004) :

» Embranchement : Amastigomycota et/ou Eumyceétes
Sous embranchement : Ascomycotina
Classe : Sordariomyceétes

Ordre : Hypocréales

YV V V V

Famille : Hypocraceae
» Genre : Trichoderma

Les Trichoderma présentent des caractéristiques morphologiques spécifiques.

V.2 Morphologie

L'aspect macroscopique de Trichoderma sp. est apprécié a partir de cultures sur géloses
nutritives appropriées, réparties en boites de Petri. Les colonies fongiques peuvent étre
légérement floconneuses ou bien compactées en touffes. Entre ces deux extrémes, existent des
aspects intermédiaires. Les colonies sont colorées en fonction de la pigmentation des phialides.
Trois jours apres sa germination, la conidie donne naissance a un mycélium d'abord blanc et
stérile. Deux jours plus tard, une couleur verte en forme de cercle est visible sur les parties
aériennes du mycélium, correspondant a la conidiogenese. D'autres cercles concentriques
réguliers se forment par la suite et entre le 16¢me et le 20€éme jour un feutrage épais se superpose

a la culture. Au microscope optique on peut observer un mycélium composé d'’hyphes jaunes,
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septés, ramifiés a parois lisses. Les conidiophores ont une forme conique ou pyramidale (Figure
7). Tres ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de quilles. A leur tour, les

phialides portent les spores (phialospores ou bien conidies) (Cournut, 1984 ; Landreau, 2001).

V.2.1 Les conidiophores

Les conidiophores sont trés ramifiés et donc difficiles a définir ou a mesurer. Laches ou
compacts, ils sont souvent formés dans différents cercles concentriques ou au niveau de longs
hyphes. Les branches principales des conidiophores produisent des branches latérales qui
peuvent étre appariées ou non. Les plus longues branches éloignées de la pointe et les phialides
sont souvent insérés directement a l'axe principal prés de la pointe. Les branches principales
peuvent étre ramifiées a nouveau en branches secondaires. Les branches principales et
secondaires forment un angle de pres de 90 degrés par rapport a 'axe principal. Le conidiophore
typique du genre Trichoderma est donc ramifié et formé de branches ayant un aspect pyramidal
ou conique. En général, le conidiophore se termine par une ou quelques phialides. Chez
certaines especes (par exemple T. polysporum), les ramifications principales sont terminées par
de longs crochets simples ou ramifiés, droites ou sinueuses avec des cloisonnements a paroi
mince et terminés par des allongements stériles ou fertiles. L'axe principal peut étre de méme
largeur que la base de la phialide ou il peut étre beaucoup plus large. Les conidiophores portent

les phialides en formes de flasques ou de quilles (Samuel et al., 2013).

V.2.2 Les phialides

Les phialides hyalins sont généralement élargis au milieu en forme de bouteilles renflées a la
base mais peuvent étre cylindriques ou presque subglobuleuses. Elles sont souvent disposées
en verticilles suivant un angle de 90 degrés par rapport aux autres membres de la spire ou
diversement pénicilliées. Les phialides peuvent étre solitaires (par exemple T. longibrachiatum)
ou disposées en grappes denses sur 1'axe principal (par exemple, T. polysporum, T. hamatum).
Elles portent a leurs extrémités les spores encore appelées conidies ou phialospores (Samuel et

al., 2013).

V.2.3 Les conidies

Les conidies apparaissent généralement seéches, mais chez certaines especes, elles peuvent étre
détenues dans des gouttes de liquide vert ou jaune clair (par exemple, 7. virens, T. flavofuscum).
Les conidies de la plupart des espéces sont unicellulaires, ellipsoidales de dimensions 3-5 x 2-

4 um (L /1=>1,3). Il existe aussi des conidies de formes globuleuses mais qui sont rares. Les
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conidies sont généralement lisses, mais finement verruqueuses. Cependant on peut observer
aussi des conidies qui ont une forme tuberculée chez certaines espéces de Trichoderma. Elles
ont une couleur verte et une paroi lisse ou rugueuse regroupées dans des tétes collantes a

I’extrémité des phialides (Samuel et al., 2013).

V.2.4 Les chlamydospores

Les chlamydospores peuvent étre produites par toutes les espeéces de Trichoderma lorsque les
conditions du milieu le permettent. Les chlamydospores sont généralement subglobuleuses,
unicellulaires et situées souvent en position intercalaire ou terminale. Elles peuvent également
étre formées dans les cellules des hyphes. Chez certaines espéces de Trichoderma, les

chlamydospores sont multicellulaires (par exemple Trichoderma stromaticum) (Samuel et al.,

2013).

Figure 7: Aspect morphologique d’un conidiophore de Trichoderma (Samuels et al., 1994)

Les Trichoderma présentent une certaine plasticité écologique et se retrouvent donc dans

différents écosystemes.

V.3 Ecologie

Plusieurs facteurs écologiques affectent la distribution de 7Trichoderma dans leurs habitats
naturels. La maitrise de ces facteurs peut conduire a une meilleure compréhension de la

dynamique, de la survie et de la prolifération des populations de ce champignon antagoniste
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dans le sol et la rhizosphere. Pour cette raison, une analyse minutieuse du comportement de ce
champignon dans I'écosystéme du sol est nécessaire.

Le genre Trichoderma est trés répandu dans la nature, grace a sa grande capacité d'adaptation
aux différentes conditions climatiques. Les Trichoderma sp. sont remarquables pour leur
croissance rapide et leur capacité a utiliser différents substrats et sont, par conséquent, 1'élément
majeur dans la microflore terrestre et marine.

Les Trichoderma sp. terrestres se développent quasiment dans tous les sols (forestiers ou
cultivés), en particulier dans ceux contenant une importante quantité en matiére organique et
sur les végétaux en décomposition. Il semble étre un colonisateur secondaire a cause de son
isolement fréquent dans la matiére organique bien décomposée (Danielson et al., 1973).
Trichoderma se trouve également sur la surface des racines de diverses plantes; écorce en
décomposition, surtout quand elle est endommagée par d'autres champignons (Danielson et al.,
1973) et sur les sclérotes ou autres propagules d'autres champignons (Davet, 1979). Ils
contaminent fréquemment le compost de la culture industrielle des champignons comestibles,
mais sont rarement parasites de plantes vivantes.

La répartition de Trichoderma dans les écosystémes varie en fonction des contraintes biotiques
et abiotiques. Lorsque les conditions séches du sol sont maintenues pendant une longue période,
les populations de Trichoderma diminuent (Davet, 1979). Danielson et Davey, (1973)
¢galement ont conclu que certaines souches de 7. hamatum et T. pseudokoningii sont adaptées
a des conditions d'humidité excessive du sol et que T. viride et T. polysporum sont restreints a
des zones ou les températures sont basses. 7. harzianum est plus souvent présent dans les
régions chaudes tandis que 7. hamatum et T. koningii sont largement distribués dans les zones
de conditions climatiques variées. Les déterminants supplémentaires physiques et chimiques
qui agissent sur la répartition de Trichoderma sont le pH du sol, le gaz carbonique (CO»), I’acide
carbonique (HCO:3), le contenu en sel, en matiere organique et la présence ou l'absence d'autres
micro-organismes dans le sol. La teneur en fer du sol peut aussi étre un élément déterminant de
la micro préférence du site de Trichoderma (Papavizas, 1985).

Le genre Trichoderma est I'une des espéces fongiques prédominantes. Il vient a la 3éme position
aprés les genres Penicillium et Aspergillus en importance numérique. La présence des
Trichoderma sp. en milieu terrestre (6% du nombre total des especes fongiques) semble
comparable a celle en milieu marin (6,4% a 10,4%) (Landreau, 2001). L'abondance des

Trichoderma sp. dans les écosystemes est due a leur capacité a produire diverses substances
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bioactives et des enzymes. Ils sont de ce fait un maillon important dans les chaines biologiques

(Mohamed-Benkada, 2006).

V.4 Cycle de vie de Trichoderma

Trichoderma est un champignon asexué. Les Conidiospores (Figure 8) représentent la phase
dominante de la multiplication. Dans des conditions optimales, les spores germent et
’observation microscopique apres 11 h d’incubation montre la formation d’un tube germinatif.
Puis une multiplication active du mycélium et la formation de nombreuses ramifications sont
notées. Quelques jours plus tard, la formation d’un conidiophore portant a ses extrémités des

phialides et de nombreuses conidies est observée (Roussos, 1985).
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Figure 8: Cycle de vie de Trichoderma (Roussos, 1985)

V.5 Aspect de Trichoderma en culture
V.5.1 Milieu Patato Dextrose Agar (PDA)

Sur milieu PDA, les colonies sont a croissance tres rapide et peuvent envahir la boite de Petri
dans les 48h. Le mycélium est de couleur blanche au départ et devient verte plus tard marquant
le début de la conidiation. Le revers de la culture est incolore. Un ou plusieurs cercles
concentriques de couleur verte peuvent se former autour du point d’inoculation. La conidiation

peut se faire du centre vers la périphérie de la boite et les conidies sont ensuite dispersées dans
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toute la boite. Chez certaines espéces, par exemple T. pseudokoningui, il peut y avoir la
formation d’une zone irréguli¢re sans formation de conidies autour du point d’inoculation (Shah
et al., 2012). La présence d’un pigment jaune secrété typiquement sur milieu PDA peut étre

observée (Samuels et al., 2002).

V.5.2 Milieu Malt Extract Agar (MEA)

Sur milieu MEA, des colonies a croissance rapide d’aspect grumeleux, de couleur blanche au
départ et devenant vert foncé par endroit sont observées. Le champignon se répartit de fagcon
hétérogene sur la boite de Petri. Le revers est jaune-orange. La présence de chlamydospore est
possible et leur taille peut aller jusqu’a 14 um. Des cercles concentriques peuvent se former ou
non au niveau du mycélium cotonneux de couleur blanche et des conidies vertes d’aspect

lumineux ou non peuvent se former sur toute la boite. Le pH du milieu augmente 1égérement

mais reste acide (Shah et al., 2012).

V.5.3 Milieu Czapek Dox (Dox)

Sur milieu Czapek Dox, les colonies sont a croissance un peu plus lente que sur les autres
milieux, d’aspect gélatineux presque transparent (légerement blanche). Le revers est de couleur
créme. Les conidies peuvent se former dans toute la boite de Petri au niveau des cercles
concentriques. On peut observer aussi des grappes jaunes formées de conidies autour du point

d’inoculation (Shah et a/., 2012). La croissance de 1’espéce basidifie le pH du milieu.

V.5.4 Milieu Sabouraud (SB)

Sur milieu SB, les colonies compactées en touffes sont a croissance rapide. Le mycélium est
cotonneux de couleur blanche tandis que le revers de la culture est crémeux. Des conidies
peuvent se former dans toute la boite avec la présence de cercles concentriques blanchatres

autour du point d’inoculation (Shah et al., 2012).

V.6 Importance de Trichoderma
V.6.1 Pouvoir antagoniste de Trichoderma

Trichoderma possede plusieurs mécanismes d’attaque potentiellement utilisables mais qui
demeurent toutefois complexes. Il peut employer un ou plusieurs modes d’action en méme
temps pour maitriser un agent pathogene. Le déploiement des modes d’action varie également
selon les microorganismes associés et les conditions physico-chimiques du milieu

(températures, humidité, etc....). Trichoderma est efficace lorsqu’on lui permet de s’installer
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avant ’arrivée des champignons pathogeénes. Son action est donc préventive. Il permet au
niveau des racines, de créer un manchon protecteur autour de celles-ci et ainsi contrer I’entrée
des agents pathogeénes a 1’intérieur des racines. Une fois installée, Trichoderma peut avoir un
effet stimulant pour la plante en absence de champignons pathogénes (Caron, 2002). Pour
Trichoderma, les mécanismes d’action les plus couramment étudiés sont la compétition pour
I’espace et pour les éléments nutritifs, le mycoparasitisme (avec entre autres la production

d’enzymes lytiques) et I’antibiose.

V.6.2 Compétition

La compétition pour l'espace et les nutriments entre les agents de lutte biologique et les
pathogeénes végétaux est importante pour la colonisation efficace de la rhizosphére et ainsi pour
protéger les plantes contre les pathogenes. Il a été suggéré que la compétition jouerait un role
dans le controle biologique des especes de Fusarium et de Pythium par certaines souches de
Trichoderma. Chez Trichoderma, la compétition se manifeste par son aptitude a utiliser les
mémes ressources du milieu (aires d’alimentation, sites de développement) que les
champignons pathogenes. Toutefois, Trichoderma emploie ce mode d’action surtout pour
occuper les lieux avant ’arrivée des indésirables.
Pour étre un compétiteur efficace, I’antagoniste doit posséder les caractéres spécifiques suivants
(Droby et Chalutz, 1994).

v Coloniser rapidement les sites blessés;

v' Utiliser les éléments nutritifs présents en faible quantité dans le milieu plus rapidement

et plus efficacement que le pathogene;
v’ S’adapter aux conditions environnementales et nutritionnelles du site;
v Etre capable de survivre et de se développer sur la surface des fruits et sur le site

d’infection sous des conditions de température, de pH et d’osmose extrémes.

V.6.3 Antibiose

L’antibiose résulte de la production de substances qui agissent comme des « antibiotiques » et
qui inhibent la croissance de 1’agent pathogene (Benitez et al., 2004).

Les antibiotiques sont des métabolites secondaires de faible poids moléculaire produits dans
des conditions limitant pour les nutriments. Les especes de Trichoderma produisent plus de 43
métabolites secondaires qui présentent une activité antibiotique. Parmi ces composés, les
alkylpyrones, les isonitriles, les polycétides, les petaibols, les dicétopipérazines, la viridine, la

gliovirine, les glisoprénines, la 6-penthyl-a-pyrone, les sesquiterpénes et les stéroides se sont
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souvent révélés étre associés a l'activité de lutte biologique (Vey et al., 2001; Raaijmakers et
al., 2009). L'antibiotique volatil produit par Trichoderma harzanium inhibe Rhizoctonia solani
et Macrophomina phaseolina (Denis et Webster, 1971). Les souches de Trichoderma virens
capables de produire de la gliovirine impliquées dans l'antibiose sont des agents de biocontrdle
efficace (Howell, 1998). Un mutant d’une souche de Trichoderma harzianum produisant des
taux ¢élevés d'enzymes extracellulaires et d'a-pyrone augmentait son efficaité contre Rhizoctonia
solani et Botritis cinerea dans différentes conditions environnementales (Rey et al., 2001).
L'application exogene de peptaibols sur des plants de tabac a activé les génes sensibles a la

défense et a montré une sensibilité réduite au virus de la mosaique du tabac (Wiest et al., 2002).

V.6.4 Mycoparasitisme

Le mycoparasitisme survient lorsque l'antagoniste envahit le pathogéne en sécrétant des
enzymes telles que les chitinases, les cellulases, les glucanases, les protéases et d'autres
enzymes lytiques. Le mycoparasitisme est un phénoméne d'un champignon parasite appelé
hyperparasite sur un autre champignon appelé hypoparasite. Le mécanisme de mycoparasitisme
est impliqué par l'interaction des hyphes ou la destruction des propagules. A la suite de
l'interaction entre les champignons se produisent plusieurs événements qui conduisent a
I'enroulement, a la pénétration, a la sporulation, a la formation de barriére et a la lyse du
champignon pathogeéne (Zeilinger et al., 1999). La reconnaissance du pathogéne par
Trichoderma est en partie due a la production séquentielle de protéines liées a la pathogenese,
principalement les protéases, les glucanases et les chitinases (Harman et al., 2004). La sécrétion
d'exochitinases qui dégradent les parois des cellules fongiques libérant des oligomeres joue un
role central dans l'inhibition de la croissance de souches fongiques pathogenes (Gajera ef al.,
2013). Trichoderma spp. peuvent s’attacher aux pathogenes (Sclerotinia rofsii ou Rhizoctonia
solani) par le mycelium, les crochets ou I’appressoria. Des sites lysés et des trous de pénétration
ont été trouvés dans les hyphes du pathogene apres I'élimination des hyphes parasites (Elad et
al., 1983). Trichoderma peut s’enrouler sur Pythium entrainant la lyse de la paroi cellulaire, la

vacuolisation et la coagulation du protoplasme (Lifshitz et al., 1986).

V.7 Induction de la résistance des plantes

La présence de Trichoderma spp. peut stimuler chez les plantes l'induction de la réponse
hypersensible, de la résistance acquise systémique (SAR) et de la résistance systémique induite
(ISR) (Benitez et al., 2004; Vinale et al., 2008). La résistance acquise systémique (SAR) est

induite par la voie de l'acide salicylique (SA voie) et la résistance systémique induite (ISR) par
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celle de I’acide jasmonique et de I’éthyléne (voie JA / Et) (Harman et al., 2008). Les métabolites
produites par Trichoderma induisent la résistance des plantes en stimulant la synthése de
différentes molécules et I’expression des génes des protéines telles que les chitinases, les
glucanases et les peroxydases contre les microorganismes pathogenes (Yedidia et al., 2003;
Hanson et Howell, 2004; Harman, 2004b).

Des plants de tomate colonisés par Trichoderma hamatum ont activement induits des
changements systémiques dans la physiologie des plantes et la résistance aux maladies (Alfano
etal., 2007). De méme, I’inoculation de Trichoderma asperellum chez des plants de concombre
a induit une réponse systémique par I’expression des deux geénes de défense codant pour la
phénylalanine et I'hydroperoxidase lyase mais aussi par I’accumulation de phytoalexines contre
Pseudomonas syringae pv. Lacrymans (Yedidia et al., 2003). Une résistance induite des feuilles
de haricot aux maladies causées par Botritis cinerea et Colletotrichum lindemuthianum a été
¢galement observée avec I’isolat de Trichoderma harzianum T-39 (Bigirimana et al., 1997).
L’utilisation de Trichoderma spp. dans la lutte contre les maladies implique ainsi une
interaction complexe entre la plante hote, 1'agent pathogéne, I'agent de bio contréle et plusieurs

facteurs environnementaux (Harman, 2004a; Hoitink et al., 2006; Alfano et al., 2007).

V.8 Stimulation de la croissance de la plante

La production d’Agents de Lutte Biologique (ALB) a base de Trichoderma date depuis
longtemps et a été révisée au cours des dernieres décennies par plusieurs scientifiques qui lui
ont attribuée une importance en agriculture pour la lutte contre les maladies causées par les
pathogenes. Les Trichoderma sont caractérisés par une croissance rapide, une grande capacité
a la compétition saprophytique et parasite le mycélium d’autres champignons (Mouria ef al.,
2005). Les Trichoderma sont tres efficaces pour la lutte contre les maladies telluriques et pour
la dégradation de composés toxiques présents dans les sols. Les sols inoculés protegent les
cultures et garantissent un milieu sain pour un développement normal de la végétation (Harman,
2000). En effet, ce champignon secrete de multiples enzymes, antibiotiques, hormones qui sont
utiles a la croissance des plantes et leur confeérent une protection contre les pathogenes. Il en
résulte aussi une amélioration du contenu du sol en nutriments. La présence de Trichoderma
dans le sol joue a la fois un role préventif et curatif (Harman et al., 2004; Singh et al., 2007). 1
a été prouvé que la souche T-22 de Trichoderma est capable d’augmenter le développement des
racines chez le mais et chez d’autres plantes (Harman, 2000; Harman et al., 2004). Cet effet

peut durer toute la vie des plantes annuelles et peut €tre induit par [’ajout de petites quantités
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de bioinoculants a base de Trichoderma appliqués sur les semences. Les recherches récentes
ont prouvé que les Trichoderma sont des opportunistes qui vivent en association bénéfique avec
des plantes autant qu’ils sont des parasites pour quelques champignons. Certaines souches de
Trichoderma peuvent établir une colonisation robuste et durable au niveau des surfaces
racinaires des plantes; ce qui permet une amélioration de la croissance racinaire, de la
productivité, de la résistance au stress abiotique et 1’assimilation et I’utilisation des nutriments
(Harman et al., 2004).

Trichoderma a été¢ connu comme producteur de substances antibiotiques et parasite d’autres
champignons (Chang et al., 1986). Le parasitisme de Trichoderma viride, par exemple, est
défini par la sécrétion d’un type d’enzyme incluant les cellulases, les chitinases et des
antibiotiques comme les gliotoxines, les thrichodermin et les viridin (Haran et al., 1996, Vyas
et Mathur, 2002 ; Sivasithamparam et Ghisalberti, 1998 ). Des récentes recherches ont montré
que T. viride est un améliorateur de croissance chez le soja (Harman, 2001), il protége la tomate,
le piment (Verma, 2007) et quelques cucurbitacées contre les phytopathogeénes. Harman et al.,
(2004) ont ajouté que la colonisation des racines par Trichoderma améliore la croissance et le
développement de ces derniers, la productivité, la résistance au stress abiotique et le

prélévement et I'utilisation des nutriments.
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isolats des Trichoderma

Une partie de ce chapitre a fait 1’objet de trois articles dont deux déja publiés et d’un article

soumis dans Indian Journal of Phythopathology (Annexe 4):

Ndiogou Gueye, Dienaba Sall Sy, Tahir A. Diop, M Raghu Ram. 2018. Screening for multiple
enzymes activities of Trichoderma strains isolated from agriculture field soil in Senegal.

International Journal of Current Research. Vol. 10, Issue, 07, pp.71895-71897.

Ndiogou Gueye, Kranthi Kumar G., Adiouma Dangue, Mame Arama Fall Ndiaye, Tahir A.
Diop and M. Raghu Ram. 2018. Bioproduction of Indole 3-acetic acid by 7richoderma strains
agriculture isolated from agriculture field soils in Senegal. World Journal of Pharmaceutical

Research. Volume 7, Issue 17, 817-825.

Ndiogou Gueye, Kranthi Kumar G., Malick Ndiaye, Dienaba Sall Sy, Mame Arama Fall
Ndiaye, Tahir A. Diop and M. Raghu Ram. Factors affecting chitinase production by
Trichoderma asperellum isolated from agriculture field soil. Soumis dans /ndian Journal of

Phytopathology.
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Chapitre 2 : Caractérisation morphogénétique et biochimique des isolats des
Trichoderma

Introduction

Les Trichoderma sont des champignons cosmopolites caractérisés par leur croissance rapide et
leur capacité d’utiliser divers substrats (Klein et Eveleigh, 1998). Ils constituent les ¢léments
prédominants de la microflore des sols de divers écosystemes (Danielson et Davey, 1973;
Roiger et al., 1991; Smith, 1995). Le genre Trichoderma renferme les especes les plus utilisées
comme agents de lutte biologique et comme source d’enzymes et de métabolites secondaires
d'intéréts biotechnologiques (Kubicek et Penttild, 1998; Sivasithamparam et Ghisalberti, 1998).
De nombreuses espéces de Trichoderma sont des agents de lutte biologique efficaces contre de
nombreux champignons pathogenes (Abo-Elyousr et al., 2014; Kim et Knudsen, 2013; Saber
et al., 2009; Zhang et al., 2013). La capacité de Trichoderma spp. a lutter contre les maladies
des plantes est généralement attribuée a leurs effets antagonistes sur le pathogene fongique et
en particulier leur capacité a produire des enzymes lytiques comme les chitinases, les B-1,3-
glucanases, les protéases et les pectinases (Benitez et al., 2004; Viterbo et al., 2002). Ces
enzymes hydrolysent la paroi cellulaire de l'agent pathogéne pour limiter leur croissance.
Depuis quelques années, de nombreuses formulations a base de Trichoderma sont
commercialisées (biopesticides et biofertilisants). Ces formulations ont permis de lutter contre
les pathogenes des cultures et contribuer a I’augmentation des rendements (Harman et al., 2004;
Mukherjee et al., 2012). Cependant quelques limites ont été notées sur leur efficacité en
conditions naturelles. Par conséquent, la recherche de nouvelles souches de Trichoderma plus
efficaces avec des potentialités antagonistes élevées sont nécessaires pour des systémes de
contrdle biologique plus efficients. Toutes fois, la majorité des especes de Trichoderma étant
morphologiquement trés semblables et difficiles a distinguer, il est nécessaire d’étudier la
variabilité génétique des isolats ainsi que leurs activités biologique et biochimique (Consolo et
al., 2012; Sharma et al., 2009). Les méthodes moléculaires, basées sur le polymorphisme des
séquences de I’ADN se sont montrées treés utiles dans la caractérisation des isolats de ce genre,
tant dans des études d'identification (Hjeljord et Tronsmo, 1998) que dans 1'élaboration de
classifications phylogénétiques (Kullnig-Gradinger et al., 2002). L'analyse des séquences ITS
de ’ADNr a été utile dans des études taxonomiques de plusieurs espéces de Trichoderma
(Gams et Meyer, 1998; Lieckfeldt et al., 1999; Samuels et al., 2002).

A notre connaissance aucune ¢étude rapportant la diversité des especes de Trichoderma isolées

du Sénégal n’a été jusque-la effectuée. Ainsi I’objectif de cette étude est de faire la
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caractérisation des souches indigénes de Trichoderma pour sélectionner des isolats
potentiellement utilisables dans la lutte contre les champignons pathogénes des cultures
maraichéres en particulier la tomate.
I1 s’agira plus spécifiquement de :

» Isoler des souches de Trichoderma a partir de différents sites de la zone des Niayes;

» Faire la caractérisation morphologique et biochimique des souches;

» Etudier la diversité génétique des souches sélectionnées.

I. Matériel et Méthodes

I.1 Isolement des Trichoderma
I.1.1 Présentation du site d’échantillonnage

Les Niayes constituent une zone agro-écologique qui joue un role trés important dans
I’économie du Sénégal. Cette zone, située le long du littoral nord du Sénégal s’étend sur une
longueur de 181 Km du sud au nord (de Dakar a St-Louis) et sur 10 a 30 Km d’Ouest en Est.
Elle fournit I’essentiel de la production maraichére du Sénégal (60% de la production nationale
et 50% des exportations horticoles) pour un chiffre d’affaire d’environ 215 milliards de francs
(PADEN, 2013). Cette zone est caractérisée par une succession de série de dunes d’ages, de
textures et de couleurs différentes depuis la cote jusqu’a ’intérieur des terres (Gueye et al.,
2005). On distingue les dunes littorales; les dunes semi-fixées et les dunes continentales. Entre
ces dunes se trouvent des dépressions et des couloirs inter dunaires (ou affleure la nappe
phréatique) qui sont des vestiges d’anciennes vallées. Les sols sont a texture dominante
sablonneuse variant des types Dior, Deck Dior a Deck avec un degré dégressif de lessivage des
argiles et une teneur en mati¢res organiques et minérales généralement faible (PADEN, 2013).
Ainsi on distingue :

- des sols «dior» sablonneux, brun-jaune, ferrugineux non lessivés, localisés au sommet
des dunes. Ils sont perméables mais faiblement structurés car leur teneur en argile est
quasiment nulle;

- des sols «deck-dior» argileux, bruns sur les versants. Ces sols sont constitués d’un
mélange d’argile et de sable et sont localisé€s en bas de pente. Ils sont saisonnierement
marécageux et peuvent étre assez riches en ¢éléments minéraux avec une faible
profondeur;

- des sols «deck» constitués de terres 1égerement argileuses, hydromorphes et noires. La

teneur en maticres organiques de ces sols est variable.
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Les Niayes sont caractérisées par leur hydromorphie permanente ou temporaire et par des sols
trés propices pour la production maraichére (Gueye ef al., 2005).

Elle bénéficie d’un microclimat assez particulier caractérisé par des températures modérées du
fait de la circulation des alizés maritimes soufflés par les courants froids des Acores. Les
températures moyennes dépassent rarement 30 °C. Cependant, la présence de 1’harmattan
faiblement ressentie dans cette partie du pays, €léve la température a un maximum de 31 °C en

mai et juin.

I.1.2 Echantillonnage

Les prélévements de sol ont été effectués au niveau de 5 sites différents dans cette zone des
Niayes (jardin botanique UCAD, Sangalkam, Gorom, Notto Gouye Diama et Mboro) (Figure
9). L’échantillonnage a ¢été effectué au niveau de la rhizosphére des plants sains de tomate.
Ainsi, la surface du sol a été d’abord débarrassée des feuilles mortes et des débris des végétaux.
Puis a I’aide de spatules préalablement désinfectées a 1’alcool, le sol a été prélevé a des
profondeurs allant de 10 a 30 cm correspondant a la rhizosphére. Pour chaque parcelle, un
échantillon composite a été prélevé a partir de 5 endroits différents. Ensuite le sol ainsi prélevé
a ¢t¢ mis dans des sachets en plastique stériles puis ramenés au laboratoire. Le sol a été ensuite

séché puis immédiatement utilisé pour I’isolement des champignons du genre Trichoderma.

A Zones de prélevement
Figure 9: Sites d’échantillonnage
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I.1.3 Technique d’isolement

La technique utilisée pour I’isolement des Trichoderma est celle dite de «suspension dilutiony.
Le principe consiste a mettre le sol en suspension dans de I’eau physiologique stérile, puis a
effectuer une série de dilutions de cette suspension qui seront incorporées dans le milieu
d’isolement. Cette technique comprend plusieurs étapes, allant de la préparation des dilutions
jusqu’a I’interprétation des résultats (Rapilly, 1968). La préparation des dilutions consiste tout
d’abord a ajouter 10g de sol a 90 ml d’eau physiologique stérile, puis a agiter pendant 30 mn.
L’agitation permet d’homogénéiser le milieu et de libérer les microorganismes des différentes
particules. Des prélévements successifs de 10 ml de cette suspension, puis dans les suivantes
ont été ajoutés chaque fois 4 90 ml d’eau stérile et ont constitué les dilutions 102, 1073, ... jusqu’a
10°. Au moment de ’analyse, 0,5 ml de chacune des dilutions 10 4 10 a été étalé a la surface
des boites de Petri préalablement coulées avec du PDA supplémenté avec du sulfate de
streptomycine préalablement stérilisé a 1I’autoclave a 121°C pendant 20 mn. Les boites ont été
ensuite recouvertes de parafilm puis incubées dans une étuve a 28 °C. Trois boites ont été
ensemencées pour chaque dilution. Apres 2 a 4 jours d’incubation, les colonies individuelles
présentant une couleur verdatre et un aspect circulaire ont été repiquées dans de nouvelles

boites.

I.1.4 Caractérisation morphologique des Trichoderma

Apres purification, nous avons procédé a I’identification des différentes souches par une
observation des caractéristiques macroscopiques et microscopiques avec 1’aide des clés de
détermination de Samuel et al., (2004) et de Nagamani ef al., (2006). L’identification est basée
sur les structures du mycélium notamment les conidiophores et les phialides, les éléments de la
reproduction asexuée, (conidies: forme, cloisons, couleur, taille...) et sur les formes de

résistance (chlamydospores solitaires, en paires ou en chaines),

I.1.4.1 Caractéristiques macroscopiques.

Les souches ont été cultivées sur milieu PDA et incubées a 28 °C. Les criteres utilisés pour
identifier les Trichoderma des autres especes fongiques au plan macroscopique sont: la couleur
des colonies recto et verso, la vitesse de croissance du mycélium et I’aspect du mycélium aérien.
Les colonies présentant les caractéristiques suivantes ont été retenues: vitesse de croissance
mycélienne treés rapide, croissance cyclique du mycélium sous forme de cercles réguliers,
colonies légerement floconneuses ou compactées en touffes (ou bien présentant les 2 aspects

précités en méme temps), couleur des colonies qui varie du blanc au vert foncé ou au jaune.

44



Chapitre 2 : Caractérisation morphogénétique et biochimique des isolats des Trichoderma

I.1.4.2 Caractéristiques microscopiques

Un échantillon du mycélium aérien a été prélevé superficiellement d’une boite de Petri apres
trois jours d’incubation a la température ambiante, a I’aide de ’anse de platine. L’échantillon a
été ensuite déposé sur une lame de verre, puis une goutte de lactophénol est ajoutée a la
préparation et le tout est bien homogénéisé afin d’éviter la formation d’un précipité dense et
inobservable. Puis la lame est couverte par une lamelle sans laisser des bulles d’air. Ensuite des
observations microscopiques des différentes préparations ont été réalisées sous différents
grossissements (Botton et al., 1990). Les observations ont été faites sur la structure et la

morphologie des conidiophores, des conidies et des phialides.

1.1.5 Conservation des souches de Trichoderma

Une suspension sporale de chaque culture pure de Trichoderma a été préparée apres raclage des
spores en présence d’eau distillée stérile. Aprés une série de dilutions et étalement sur milieu
PDA puis incubation pendant 48h a 28 °C, les conidies germées sont repiquées
individuellement sur milieu PDA et incubées pendant une semaine. Les souches obtenues sont

cultivées dans des tubes inclinés contenant du PDA et incubées 4 °C jusqu’a utilisation.

1.2 Caractérisation biochimique des souches de Trichoderma

La caractérisation biochimique des Trichoderma sp. a consisté d’abord a faire un screening des
souches possédant la capacit¢ a produire des enzymes (pectinase, protéase, cellulase et
chitinase) et de 1I’Acide Indole Acétique (AIA). Ensuite, une estimation de la quantité¢ d’AIA et
d’enzymes produites par les souches présentant un diametre d’inhibition trés important a été

effectuée.

I.2.1 Criblage des souches productrices d’enzymes

La sélection des souches de Trichoderma productrices d’enzymes a été réalisée sur des milieux
solides spécifiques a chacune des 4 enzymes extracellulaires étudiées (cellulase, protéase,

pectinase et chitinase).

1.2.1.1 Pectinase

La sélection des souches possédant une activité pectinolytique a été réalisée sur milieu Pectine
Agar Medium (PAM). Apres 4 jours d’incubation, les boites de Petri ont été inondées avec une

solution contenant de 1’iodine (1g) et de I’1odine de potassium (5g) dans 330 ml d’eau distillée.
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L’apparition d’une zone d’inhibition au revers de la boite de Petri traduit une réaction positive

a la production de pectinase (Figure 11).

1.2.1.2 Chitinase

La recherche de I’activité chitinolytique des isolats de Trichoderma a été effectuée sur milieu
Chitine Agar Medium modifié¢ (Agrawal et Kotasthane, 2012). Aprés 4 jours d’incubation, une
zone d’inhibition autour du mycélium traduit une réaction positive a la production de chitinase
(Figure 11). La chitine colloidale utilisée a été préparée selon la méthode décrite par Roberts
and Seletrenikoff, (1988). Pour cela, 175 ml de HCI concentré ont été ajoutés dans un flacon
contenant 10 g de chitine commerciale. Aprés 3h d’incubation la solution a été filtrée puis le
filtrat complété a 2 1 avec de I’eau distillée. La solution a ét¢ ensuite bien mélangée puis laissée
au repos pour la formation d’un précipité blanc. Ce dernier a été ensuite recueilli apres
centrifugation a 1000 tr/min pendant 10 minutes a 4 °C. Une série de lavage a été réalisée sur
ce précipité constituant la chitine afin d’aboutir a un pH neutre. La chitine ainsi obtenue est

séchée a I’étuve a 50 °C puis conservée au frais jusqu’a utilisation.

1.2.1.3 Cellulase

Pour la recherche de I’activité cellulolytique des souches de Trichoderma, le milieu Czapek-
Mineral Salt Agar Medium (Hankin et Anagnostakis, 1975) a ¢été utilisé. Aprés 4 jours
d’incubation, une solution d’iodine (1 g) et d’iodine de potassium (5 g) dans 330 ml d’eau
distillée a été versée dans chaque boite de Petri. L’apparition d’une zone d’inhibition au revers

de la boite de Petri traduit une réaction positive a la production de cellulase (Figure 11).

1.2.1.4 Protéase

La recherche de I’activité protéolytique des souches de Trichoderma a été réalisée sur milieu
Casein Agar Medium (Vijayaraghavan et Samuel, 2013). Apres 4 jours d’incubation, du Bromo
Cresol Green dye a été versé au niveau des différentes boites de Petri. L’apparition d’une zone

d’inhibition indique une réaction positive a la production de protéase (Figure 11).

1.2.2 Estimation de la production des différentes enzymes

Les 10 souches de Trichoderma ayant un diametre d’inhibition plus important ont été
sélectionnées pour 1’évaluation de la quantité d’enzyme produite. Les données obtenues ont été
soumises a une analyse de variance avec le logiciel Xlstat (version 2016) a 1’aide du test de

student Newman Keuls au seuil de 5%.
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1.2.2.1 Estimation de la production de pectinase

L'activité pectinolytique a été¢ déterminée en utilisant de I'acide 3,5-dinitrosalicylique (DNS)
avec de la pectine comme substrat (Jonaina et al., 2010). Les différentes souches de
Trichoderma ont été inoculées dans des flacons de 250 ml contenant chacun 100 ml du milieu
Pectine Both. Apres 6 jours d’incubation, le filtrat a été recueilli et utilisé pour 1’évaluation de
I’activité pectinase. 1 ml d’enzyme brute (filtrat) a été ajouté dans une solution contenant 1 ml
de pectine a 1% préparé dans du tampon d’acétate de sodium (0,1 M; pH 5.5). L’ensemble a
¢été incubé a 40 °C dans un bain marie pendant 20 mn. La réaction a été arrétée par ajout de 3
ml d’une solution d’acide 3, 5- dinitrosalicylique (DNS). Elle a été ensuite chauffée pendant 5
mn puis 1 ml de tartarate de sodium potassium (KNaCsH4Os-4H20) a été ajouté a cette derniere.
L’absorbance a ¢été mesurée a 540 nm grace a un spectrophotomeétre. La quantité de pectinase
produite par chacune des souches de Trichoderma a été ensuite estimée a 1’aide d’une courbe

standard.

1.2.2.2 Estimation de la production de chitinase

La production de chitinase a été estimée par la méthode décrite par Vyas et Desh Pande, (1989).
Apres fermentation dans du milieu Chitine Both Medium pendant 6 jours, 1’activité
enzymatique a été déterminée en incubant 1 ml d’enzyme brute avec 1 ml de chitine colloidale
a 1 % dans 0, 05 M d’une solution tampon phosphate a 35 °C pendant 1 h. Apres centrifugation,
1 ml d’eau distillée a été ajouté a 1 ml de la solution de départ et chauffé dans un tube de
centrifugeuse recouvert de billes de verre pendant 10 minutes. Le surnageant a été recueilli et
0,1 ml de tetraborate de potassium a ¢été ajouté a 0,3 ml de la réaction et chauffé pendant 3 mn
dans un bain Marie. Apres refroidissement, 3 ml du réactif Dimethyl Amino Benzaldehyde (P-
DMAB) ont été enfin ajoutés a la solution. L’absorbance du mélange réactionnel a été
déterminée grace au spectrophotometre a 585 nm en utilisant comme blanc une solution
préparée sans chitine. La quantité de N-Acetyl D-Glucose Amine libérée dans le surnagent a
été déterminée en utilisant du N-Acetyl D-Glucosamine comme standard. Une unité (U/ml) de
I’activité chitinolytique est définie comme la quantité d’enzyme produite par 1 pmole de N-
Acetate glucosamine dans 1 ml de la réaction dans des conditions standard (Mathirannan et al.,

1998).

1.2.2.3 Estimation production de cellulase

Les différentes souches de Trichoderma ont été inoculées dans des erlenmeyers de 250 ml

contenant chacun 100 ml du milieu Mendel’s Salt Both. Les erlenmeyers ont été incubés dans
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un agitateur a 30 °C pendant 6 jours. Apres incubation, le contenu des erlenmeyers a été filtré
et le filtrat centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes a été utilis¢é comme enzyme brute.

L’activité cellulolytique a été déterminée par la méthode 3-5, dinitrosalicytic acid (DNS) de
Miller, (1959). Pour cela 0,5 ml d’une solution de carboxymethyle cellulose (CMC) a 1%
contenu dans 0,05 M d’une solution tampon citrate a été ajoutée dans 0,5 ml d’enzyme (filtrat)
puis incubée a 50 °C pendant 15 mn. Ensuite, 3 ml du réactif DNS ont ét¢é ajoutés a la réaction
puis chauffés pendant 5 mn. Apres refroidissement, 1’absorbance a été mesurée a 600 nm a
partir du spectrophotometre. L’activité enzymatique de cellulase est exprimée en International
Units/ml (U/ml) qui définit la quantité d’enzyme. Une unité d’enzyme est définie par la quantité

d’enzyme que libéré 1 umol de sucre réduite par ml et par minute.

1.2.24  Estimation production de protéase.

Les souches sélectionnées ont été d’abord fermentées dans un flacon de 250 ml contenant 100
ml du milieu Casein Both Medium. Aprés 6 jours d’incubation, les contenus ont été filtrés avec
du papier filtre whatmann N°1 puis les filtrats ont été centrifugés a 8 000 rpm a 4°C pendant
10 mn. Le surnageant recueilli a été utilis€ comme source d’enzyme brute (Manczinger et al.,
2001).

Pour la détermination de I’activité protéolytique, 0,2 ml d’extrait d’enzyme a ét¢ mélangé avec
0,5 ml d’une solution de 1% de caséine et 0,3 ml d’un Tampon phosphate (0,2 M ; pH 7) suivi
d’une incubation a 30 °C pendant 10 mn. La réaction a été arrétée par ajout de 1 ml d’une
solution de 10% d’acide trichloroacétique. Le mélange réactionnel est ensuite incubé a 30 °C
pendant 30 minutes afin de s'assurer de la précipitation totale de la caséine non hydrolysée
(Sandhya et al., 2005). Par la suite, une filtration est réalisée avec du papier whatman N°1 pour
enlever le précipité de caséine non hydrolysé. Une mesure directe de 1’absorbance est réalisée
a 275 nm. L’activité protéolytique est déterminée par référence a une courbe étalon de la
tyrosine comme standard. Une unité (U) de protéase correspond a 1 pg de tyrosine libérée

pendant 1h de temps par 1 ml de la solution d’enzyme (Gajera et Vakharia, 2012).

1.2.3 Screening et estimation de la production d’AIA

La production d’ AIA par les différentes souches de Trichoderma a été réalisée selon la méthode
décrite par Patten et Glick, (2002). Pour cela, 100 ul d’une suspension sporale de chacune des
souches ont été inoculés sur milieu PDB supplémenté avec 0,2% du filtrat de L-Trypthophane.
L’ensemble a été incubé a 28 °C sous agitation a 120 rmp. Apres 7 jours d’incubation, le filtrat

obtenu a été centrifugé a 1000 rmp pendant 15 min. 1 ml du surnageant receuilli a ét¢ mixé avec
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2 ml du réactif de Salkowski (1ml de 0.5M FeCl3 dans 50ml de 35% HCIO4) et ’ensemble a
¢té incubé pendant 1h. L’apparition d’une couleur orange est un indicateur de la production
d’AIA. L’absorbance a été mesurée a 540 nm grace a un spectrophotometre UV-Vis. La
quantité d’ AIA produite par chacune des souches de Trichoderma a été ensuite estimée a 1’aide

d’une courbe standard. Cette quantité d’AIA produite a été exprimée en pg/ml (Gordon et

Weber, 1951).

1.3 Caractérisation moléculaire des souches de Trichoderma

L’identification moléculaire et I’étude de la diversité¢ génétique des souches de Trichoderma
sélectionnées pour 1’estimation de leurs activités enzymatiques ont été faites en se basant sur le
séquencage des régions ITS1 et ITS4 et par la RAPD. Pour I’identification moléculaire, les
souches ont été envoyées 8 MACROGEN (Corée du Sud).

I.3.1 Extraction de I'ADN génomique des isolats fongiques

Les différentes souches de Trichoderma ont été cultivées sur milieu PDB pendant 3 jours.
Ensuite le mycélium a été récolté¢ apres filtration avec du papier whatman N°1. L'ADN
génomique a été extrait du mycélium fongique avec le protocole de Raeder et Broda, (1985)

(annexe 3).

1.3.2 Amplification PCR du géne de I'ARNr 18s

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une réaction biochimique catalysée par une
enzyme dans laquelle une petite quantité de séquence d'ADN spécifique est amplifiée en de
grandes quantités d'ADN linéaire double brin; ceci entre deux séquences connues. Le geéne de
I'"ARNTr 18S des Trichoderma a été ainsi amplifié en utilisant des amorces (amorces directes et
inverses) complémentaires des séquences connues ajoutées a la solution mere d’ADN et placées
dans un Thermocycleur. Cette amplification se fait en plusieurs cycles et chaque cycle
comprend les étapes suivantes:

e La dénaturation (1 mn a 95 °C) : c’est la phase ou les brins d’ADN se
séparent pour former des ADN simples brins.

e [’hybridation (1 mn a une température généralement située de 2 degrés en
dessous du Tm (température de fusion) le plus faible des deux amorces): cette phase est marquée
par la fixation des deux amorces spécifiques. La premiere se fixe sur I'un des brins d’ADN,
’autre sur le brin complémentaire. Les sites de reconnaissance des amorces sont choisis pour

initier la synthése d’ADN dans la région d’intérét pendant 1’¢élongation.
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e L’¢longation (environ 1 mn 30 s a 72 °C): c’est la phase de synthése de

I’ADN par I’incorporation de nucléotides grace a I’ADN polymérase (Taq polymérase) en
respectant la régle de complémentarité des bases azotées.

Environ 30 cycles d'amplification de ' ADN ont été effectués et cela a entrainé une trés grande
amplification de 'ADN. La composition du mélange réactionnel de PCR est la suivante: 100
ng d'ADN fongique, 10X Taq tampon, 10 mM dNTPs, 25 mM de MgCl2, 1U d'ADN
polymérase Taq, 1,5 pl d'amorce directe, 1,5 pl d'amorce reverse et de I'eau dé-ionisée pour
aboutir a un volume final a 20 pl.

Le programme PCR est le suivant :

Etapes Température (°C) Durée
Pré dénaturation 94 °C 2 mn
Dénaturation 94 °C 1 mn
Hybridation 56 °C 1 mn
Elongation 72 °C Imn 30 s
Extension 72 °C 10 mn
Extension finale 4°C -

Les produits de la PCR sont séparés par électrophorése dans un gel d’agarose.

1.3.3 Vérification des produits PCR sur gel d'agarose

Environ 2 pl des produits de PCR ont €té chargés sur un gel d'agarose a 1,2% avec une échelle
pour confirmer I'amplification du gene de 'ARNr 18S. Pour ce faire, 0,8 g d'agarose a été
mélangé avec 100 ml de tampon TBE 1X puis chauffé dans un four a micro-ondes jusqu'a
dissolution compléte et 1 pl de bromure d'éthidium y a été ajouté. La solution d'agarose a été
ensuite versée dans une cuve a ¢€lectrophorése en présence d’un peigne approprié. Apres la
polymérisation du gel, le peigne a été retiré puis la cuve a ét¢ immergée avec le gel dans du
Tampon TAE 0,5X. Ensuite un mélange constitué¢ de 2 pl de bleu de charge et 2 ul des produits
de PCR a été déposé au niveau des puits. Puis la migration a été effectuée pendant une a deux
heures a 90 volts apres ajout de 5 pul d’un marqueur de poids moléculaire dans 1’un des puits

dont le role est d’étalonner le gel d’agarose.

1.3.4 Purification du produit PCR sur gel d’agarose

La purification du produit de PCR sur gel d’agarose a été effectuée en utilisant la méthode du
thiocyanate de guanidine. La bande du produit PCR correspondant a la taille du gene ciblé a été

excisée du gel sous fluorescence UV et transférée dans un tube Eppendorf de 2 ml. 500 pl de la
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solution de fixation ont été ajoutés et le tout a été incubé a 45 °C pendant 10 minutes. Le
mélange a été centrifugé 10.000 tr/min pendant 5 secondes puis transféré dans des mini-
colonnes placées dans des tubes collecteurs. 500 ul d’une solution de thiocyanate de guanidine
ont été ajoutés au précipité puis I'échantillon a été centrifugé a 10 000 tr/min pendant 10
secondes et 1 ml de propanol a été ajouté au culot pour lavage. L'échantillon a été de nouveau
centrifugé a 10 000 tr/min pendant 10 secondes suivi d’un ajout de 1 ml d'éthanol au culot et
d’une nouvelle centrifugation pendant 10 secondes a 10 000 tr/min. Le surnageant a été jeté et
le culot a été séché afin d’éliminer toute trace d’éthanol. 50 ul de tampon TE ont été ajoutés et
le mélange a été maintenu a 65 °C pendant 10 minutes. L'échantillon a été centrifugé a nouveau
a 10 000 tr/min pendant 10 secondes pour obtenir de ' ADN pur. Le surnageant a été pris comme
échantillon et chargé sur un gel d'agarose a 1,2 % contre une échelle de 100 pb pour analyser

I'"ADN.

I.3.5 Séquencage du produit purifié et identification des souches

Le séquencgage d'ADN a pour but de déterminer l'ordre des nucléotides dans la séquence. Le
séquencage des produits purifiés a été réalis€é avec des analyseurs génétiques Applied
Biosystems série 3500 en utilisant le kit Big-Dye Terminator et les amorces appropriées
suivantes.

Forward Primer- 5'-CGGCCCTTAAATAGCCCGGTC-3'

Reverse primer- 5'-ACCCCCCTGAGCCAGTCCG-3'
Pour D’identification des souches, leurs séquences nucléotidiques ont été comparées par
alignement a 1’aide du programmeur BLAST a celles de séquences d'ARNr 18S fongiques
disponibles dans la base GENBANK.

1.3.6 Amplification aléatoire de ' ADN polymorphe (RAPD)
1.3.6.1 Optimisation de la réaction en chaine de la polymérase

Le mélange réactionnel utilisé pour la PCR a été optimisé en prenant différentes quantités ou
concentrations des différents composants : ADN matrice (25, 50, 75 et 100 ng), ADN
polymérase taq (0,5, 1,0 et 1,5 unité) et concentration de MgCl, (3,5 et 7,5 mM).

Le test d'amplification normalisé était le suivant: 25 ng d’ADN matrice, 0,5 unités de taq ADN
polymérase (Genei); 3,5 mM de MgCl; 100 pul de dANTP (Genei) chacun; 1pm d’amorce

(technologie d'opéron), 1X de tampon (Genei) dans un volume de réaction de 25 pl.
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1.3.6.2 Sélection des marqueurs

20 marqueurs de 10 pb chacun de la série OPA (technologie Operon) ont été préalablement
testés pour 'amplification de I’ADN génomique des isolats. Les marqueurs qui ont donné une
meilleure amplification et reproductible ont été utilisés dans l'analyse de la variabilité génétique

des souches de Trichoderma.

1.3.6.3 Notation des bandes et analyse des données

Chaque produit d'amplification a été considéré comme marqueur RAPD et enregistré dans tous
les échantillons. Les données ont été saisies a I'aide d'une matrice dans laquelle toutes les bandes
ou tous les caractéres observés ont été répertoriés. Une notation a été réalisée pour les produits
amplifiés de chaque isolat, en attribuant le caractére «1» a toutes les bandes pouvant étre
détectées dans le gel et «O» pour I'absence de bande. La matrice de données ainsi générée a été
utilisée pour calculer le coefficient de similarité de Jaccard pour chaque comparaison par paire
basée sur la proportion de bandes partagées produites par les amorces. Les coefficients ont été
calculés en utilisant la formule de Jaccard (1908) :

Coefficient de similarit¢ =a/n

a =nombre de bandes correspondantes pour chaque paire de comparaisons

n = nombre total de bandes observées sur deux échantillons

Les coefficients de similarité ont ét¢ soumis a une analyse par groupes de méthodes de
moyennes arithmétiques (UPGMA) afin de regrouper les isolats en fonction de leurs similitudes
globales. Les paquets SPSS 10.0 ont été utilisés pour l'analyse et la préparation du

dendrogramme.

I1. Résultats

II.1 Identification des Trichoderma

Une collection de 20 isolats de Trichoderma (Tableau 4) a été établie a partir des échantillons
de sol collectés dans différents sites de la zone des Niayes du Sénégal.

Tableau 4: Nombre d’isolats de Trichoderma par site

Site souches isolées

UCAD (jardin botanique) TUI, TU2, TU3

Sangalkam TS1, TS2, TS3, TS4

Gorom TG1, TG2, TG3, TG4, TGS, TG6, TG7
Notto Gouye Diama TNI, TN2, TN3

Mboro TM1, TM2, TM3
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II.1.1 Caractérisation morphologique

L’identification préliminaire du genre est effectuée par I’analyse des caractéres morphologiques
(aspects macroscopiques et microscopiques) basés sur la vitesse de croissance de la colonie, la
pigmentation et I’aspect du conidiophore, des phialides et des conidies.

Cette analyse a permis de subdiviser la collection des 20 souches de Trichoderma en 3 groupes
(Figure 10).

» Le groupe 1 : présente une croissance rapide sur milieu PDA avec un mycélium
blanchatre au départ et devenant vert foncé trés compact. Ce groupe est constitué par les souches
TUI1, TU2, TU3, TS1, TS2, TS3, TS4, TG2, TG3, TG4, TGS, TG6, TN1, TN2 et TN3. Les
souches présentent des conidiophores larges, droites, trés ramifiés et ayant une structure
pyramidale au sommet. Il porte a leurs extrémités des phialides insérés directement sur 1’axe
principal du conidiophore formant des angles de 90 °C avec ces derniers. De trés nombreuses
conidies vert clair de forme arrondie sont aussi observées.

» Le groupe 2 : constitué¢ des souches TG1, TG7 et TM2 présente un mycélium blanchatre
au début puis devient vert clair plus ou moins compact. Ces souches présentent un conidiophore
flexueux et trés ramifié. Il porte de trés nombreuses phialides insérées directement sur I’axe
principal du conidiophore a intervalle régulier. Ces phialides ont la forme de quilles ou de
bouteilles renflées a la base et portent a leurs extrémités des conides de couleur vert-claire ayant
une forme subglobuleuse.

» Le groupe 3 : constitué des 2 souches TM1 et TM3 présentant un mycélium blanchatre
de couleur verdatre aux extrémités des boites de Petri aprés 5 a 7 jours d’incubation. Les
souches présentent de long conidiophores flexueux avec quelques ramifications secondaires.
Des phialides sont insérées sur 1’axe principal du conidiophore et formant a ses extrémités une
structure pyramidale. Les phialides portent a leurs extrémités des conidies de formes

globuleuses
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TS3 TS2 TS1 TU3 TN1 TUl
TU2 TB2 TG6 TG4 TG3 TG2
T™M3 TM1 TM2 TG7 TG1 TN3

Figure 10: Aspect macroscopique des isolats de Trichoderma
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I1.1.2 Screening production d’enzyme

Le tableau 5 représente la réaction des différentes souches de Trichoderma a la production
d’enzyme. Apres 5 jours d’incubation, 15 souches ont été positives pour la production de
pectinase, 17 souches pour cellulase, 5 souches pour la chitinase et 15 pour la production de
protéase. Pour I’activité pectinolytique, 5 souches (TS4, TU2, TN3, TM2, TG7) ont montré un
diamétre d’inhibition inférieur a 25 mm et 3 isolats (TM1, TM3, TG4) un diamétre supérieur a
50 mm. Parmi les souches positives a la production de cellulase, 6 isolats (TS1, TG3, TM3,
TNI1, TS2) ont montré un diamétre d’inhibition supérieur a 50 mm. Concernant le screening
pour la production de protéase, 3 souches ont présenté un diamétre d’inhibition supérieur a 50
mm et 7 avec un diamétre compris entre 25 et 50 mm. Parmi les 5 souches de Trichoderma
positive a la production de chitinase, les isolats TS1 et TG4 ont présenté un diametre
d’inhibition supérieur 50 mm. L’analyse de ce tableau montre également que 5 isolats (TSI,
TG3, TUIL, TNI1, TG4) ont été positifs a I’ensemble des enzymes testées. En plus de ces 5
souches, 5 autres isolats de Trichoderma ont été positifs a la production de pectinase, de
cellulase et de protéase en présentant un diamétre d’inhibition supérieur ou égale a 25 mm.
L’estimation de la quantité d’enzyme produite a été réalisée sur ces 10 souches puis elles ont

été envoyées 8 MACROGEN (Corée du Sud) pour identification.
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Tableau 5: Screening de la production d’enzyme par Trichoderma

Souches de Enzymes
Trichoderma Pectinase Cellulase Protéase Chitinase
TS1 ++ +++ ++ +++
TS4 + ++ - -
TG6 - + - -
TU2 + - + -
TB2 ++ ++ ++ -
TM1 +++ ++ +++ -
TG3 ++ +++ ++ ++
TN3 + + - -
TM3 +++ +++ ++ -
TU1 ++ ++ ++ ++
TN1 ++ +++ +++ ++
TG4 +++ ++ ++ +++
TS2 ++ +++ +++ -
TU3 - ++ - -
TS3 - + + -
T™2 + ++ - -
TG1 ++ +++ ++ -
TG2 - - + -
TGS - + - -
TG7 + - + -

- : absence de production d’enzyme, + . diamétre d’inhibition inférieur & 25mm ; ++ : diamétre
d’inhibition comprise entre 25 et 50mm ; +++ : diamétre d’inhibition supérieur a 5S0mm

Figure 11: Aspect des souches positives : A : positive a chitinase, B : positive a pectinase, C .
positive a la cellulase et D : positive a la protéase
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I1.1.3 Estimation de la production d’enzyme

L’analyse du tableau 6 montre un effet hautement significatif de la production d’enzyme par
les différents isolats de Trichoderma. Cette production d’enzyme est variable en fonction des
souches.

L’activité pectinolytique par les différentes souches de Trichoderma varie entre 0,75 et 2,52
U/ml. Les souches TU1, TM3 et TG4 ont montré les plus importantes activités liée a la
production de pectinase avec des valeurs respectives de 2,50; 2,52 et 2,67 U/ml. La souche TG4
présente une activité pectinolytique environ 3 fois plus importante que celles des souches TB2

et TG1 ayant les activités les plus faibles avec des teneurs respectives de 0,75 et 0,80 U/ml.
Aucune différence significative n’a été notée pour la production de pectinase par les souches
TN1 et TG3 de méme que les isolats TS1 et TS2.

La variation de I’activité cellulolytique se trouve entre 0,96 et 3,07 U/ml. Une importante
activité de la production de cellulase par toutes les souches de Trichoderma a été observée. La
souche TN1 montre une plus importante activité cellulolytique suivie des souches TS1, TU1 ou
aucune différence significative n’a été notée. La plus faible activité cellulolytique a été notée
avec la souche de Trichoderma TG1 comme pour I’activité pectinolytique.

Les isolats TG4, TS1, TN1 et TM1 ont montré une activité protéolytique trés ¢levée avec
respectivement 12,13 U/ml, 11,17 U/ml, 7,01 U/ml et 6,78 U/ml. Les souches TB2 et TG1
présentent les activités protéolytiques les plus faibles.

Pour I’estimation de la production de chitinase, la plus importante activité a été obtenue avec
la souche de Trichoderma TG3 (3,67 U/ml) suivie de la souche TN1 (3,62 U/ml) ou aucune
différence significative n’a été notée. De méme aucune différence n’a été observée avec les
souches TS1 (2,22 U/ml) et TG4 (2,29 U/ml). La souche de Trichoderma TU1 présente la plus

faible activité chitinolytique.
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Tableau 6: Quantité d’enzymes produites par les différentes souches de Trichoderma

Souches de Enzyme (U/ml)

Trichoderma Pectinase Cellulase Protéase Chitinase
TS1 1,84cd 2,84b 11,17b 2,22b
TS2 1,80d 2,54c¢ 4,10e -
T™1 1,89¢ 1,05f 6,78c -
TM3 2,52b 2,53¢ 5,82d -
TG1 0,80f 0,96f 3,85¢ -
TG3 1,27¢ 2,67c 5,67d 3,67a
TG4 2,67a 2,50d 12,13a 2,29b
TN1 1,34°¢ 3,07a 7,01c 3,62a
TB2 0,75f 1,78¢ 3,51f -
TU1 2,50b 2,78b 5,91d 1,91c
Ddl 20 20 20 10

F 871,20 307,63 964,08 1059,11
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Pour chaque colonne les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au test de Newman Keuls

au seuil de 5%

I1.1.4 Screening et production d’AIA par les isolats de Trichoderma

Apres 7 jours d’incubation, 8 isolats de Trichoderma (TS1, TS2, TB2, TUI, TN1, TM1, TG4,

TG1) ont été positifs a la production d’AIA. La variation de cette production d’AIA par les

souches de Trichoderma se situe entre 50 et 90 pg/ml (Figure 12). La souche TG4 présente la

plus importante production d'AIA (90 pg/ml) suivie des souches TS1 (78 pg/ml), TS2

(76pg/ml) et TU1 (72 pg/ml). Les isoltas TS1, TS2 et TU1 n’ont présenté aucune différence

significative pour la production d’AIA; de méme que les isolats TB2 et TN1. La production

d'AIA la plus faible a été observée avec la souche Trichoderma TM1 (50 pg/ml).

IAA production (png/ml)

100

80

6

o

4

o

N
o

o

™1 TS1 TG4 TG1 TB2 TN1 TS2 TUl

Souches de Trichoderma

Figure 12: Production d'AIA par les souches de Trichoderma

Les barres verticales représentent les écarts-types a la moyenne
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I1.1.5 Caractérisation moléculaire des isolats de Trichoderma
I1.1.5.1 Séquencage des régions ITS1 et ITS4

L’identification moléculaire des souches de Trichoderma basée sur 1’analyse du Blast des
séquences des régions ITS1 et ITS4 de I’ADN ribosomique a montré la présence de deux
especes, Trichoderma asperellum et Trichoderma virens (annexe 1). Parmi les 10 souches
envoyées 8 isolats ont pu étre identifiés dont 7 appartiendraient a I’espece Trichoderma
asperellum et une souche a I’espece Trichoderma virens. Le pourcentage d’identité des souches
par rapport aux séquences de GENBANK varie entre 99 et 100 % (Tableau 7). Les régions ITS
de tous les isolats amplifiés ont donné des amplicons avec des tailles variant entre 500 et 600
pb.

Tableau 7: Numéro des accessions des isolats de Trichoderma dans GENBANK

Isolats Espéces Numéro d’accession dans | E value | Pourcentage
GENBANK de similarité
TS-1 Trichoderma asperellum KF737410.1 0.0 99
TS-2 | Trichoderma asperellum KU896306.1 0.0 100
TB-2 | Trichoderma asperellum KU896306.1 0.0 100
TG-1 Trichoderma virens KY225664.1 0.0 100
TG-4 | Trichoderma asperellum JN108925.1 0.0 99
TM-1 | Trichoderma asperellum KX620957.1 0.0 99
TU-1 | Trichoderma asperellum KF737411.1 0.0 99
TN-1 | Trichoderma asperellum KY225658.1 0.0 100

I1.1.5.2 Analyse de la diversité génétique des souches sélectionnées (RAPD)

L'ADN a été extrait a partir de 9 isolats fongiques (8 souches identifiées + souche TG7 non
identifiée) a été purifié, quantifié et stocké a 4°C en petites aliquotes dans de 1'eau distillée
stérile. L'ADN de chaque isolat a été soumis a une réaction de polymérisation en chaine en
utilisant 10 amorces aléatoires (Operon Technology Inc. USA). Les conditions de PCR ont été
optimisées en utilisant différentes concentrations d'ADN matrice, d'ADN polymérase Taq et de
MgCl,. Pour la variation de la concentration de 'ADN matrice de 25 ng a 100 ng dans un
volume de réaction de 25 pl; 25 ng d'ADN a donné le nombre maximum de bandes
reproductibles et a donc été considéré comme idéal et utilisé dans toutes les analyses suivantes.
Un dosage de différentes concentrations d'ADN polymérase de Taq et de MgCl, a montré que
0,5 unité¢ de Taq (ADN polymérase) et 3,5 mM de MgCl, dans le mélange réactionnel final
donnaient des résultats optimaux, reproductibles avec une bonne résolution. Une concentration
plus élevée ou plus faible se traduit par une amplification incompléte. Le test d'amplification

final contenait 25 ng d'ADN génomique, 0,5 unité¢ d'ADN polymérase (Taq), 100 mM de chacun
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des dNTp, 3,5 mM de MgCl, une amorce 0,6 uM et du tampon 1XTaq dans un volume de
réaction de PCR de 25 pl.
L'étude des amorces a été réalisée en utilisant 10 amorces de la série OPA d'Operan technology
Inc., USA. Apres le criblage des 10 amorces, 5 ont donné des produits d'amplification sous-
optimaux ou non-distincts. Par conséquent, elles ont été rejetées et les 5 restantes ont été
utilisées pour 1'amplification par PCR et ont donné des bandes reproductibles et évaluables avec
un pourcentage ¢levé de polymorphisme. Ainsi, I'analyse numérique finale comprenait un
nombre total de 32 bandes avec 98,2% de polymorphisme résultant de I'amplification par les 5
marqueurs.
Les profils RAPD de 9 isolats fongiques ont été comparés individuellement pour chaque amorce
puis une analyse plus approfondie a été réalisée. Ces profils ont été comparés séparément pour
découvrir les différences entre eux par l'apparition de bandes polymorphes. L'amplification par
PCR avec ces amorces a été faite deux fois avant de valider la présence ou l'absence de chaque
bande. L'amplification par PCR de 'ADN isolé a partir des 9 isolats fongiques a donné un total
de 32 produits amplifiés, dont 28 étaient polymorphes et 4 ¢taient monomorphes (Tableau 8).
- Pouvoir discriminatoire des amorces:
Les valeurs du pouvoir de discrimination (%) calculées pour chaque marqueur sont présentées
dans le tableau 8. Les cinq marqueurs, OPA 3, OPAS, OPA 7 et OPA 13 ont produit un
pouvoir de discrimination de 100% tandis que OPA 15 a un pouvoir de discrimination de 53
%.

Tableau 8: Liste des primers avec leurs séquences et le pourcentage de polymorphisme

Nombre Total Nombre
. Séquences des Total | Pourcentage de
S. No Primers . de bandes .
primers Polymorphiques de polymorphisme
bandes
1 OPA 3 | 5'AGTCAGCCAC3! 6 7 100.00%
2 OPA 5 | 5'AGGGGTCTTG3! 7 7 100.00%
3 OPA 7 | 5'"GAAACGGGTG3! 5 7 100.00%
4 OPA 13 | 5'CAGCACCCAC3! 7 8 100.00%
5 OPA 15 | 5'TTCCGAACCC3! 3 3 53.00%
Pourcentage
Total de - - 28 32 98.2%
polymorphisme
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- Relation génétique entre les souches de Trichoderma

Les données des marqueurs RAPD a partir des 9 isolats fongiques avec les 5 marqueurs
reproductibles ont été utilisées pour calculer les coefficients de similarité. L'analyse du
dendrogramme (Figure 14) a montré que les isolats fongiques étaient généralement classés en
groupes. Ainsi, les 9 souches de Trichoderma ont été regroupées en un seul groupe majeur
subdivisé en 4 sous-groupes. Ainsi, la premiére séparation entre TG7 et le groupe formé par
toutes les autres souches indique un pourcentage de similarité 77 %. Une valeur de similarité
de 83% a été aussi observée entre 3 isolats fongiques a savoir TB2, TS1 et TS2. Un autre
groupe constitué des souches TM1, TN1 et TUI indique une valeur de similarité de 82% suivi

de TG4 et TG1 avec 89% de similarité.

Figure 13: Profil RAPD amplifié avec le marqueur OPA 15 : M : marqueur moleculaire ; I :
1G4,2:7TG1;3:TMI1;4:TNI1;5:TUl;6:TS1,;7:1TS2;8:TB2,;9:TG7

Figure 14: Dendrogramme montrant la relation entre les Trichoderma basée sur le profil
RAPD
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I11.Discussion

III.1 Caractérisation morphologique

Vingt souches de Trichoderma ont été isolées a partir de la rhizosphere de tomate de différents
sites de la zone des Niayes. Une variabilité du nombre de souche en fonction des différents sites
a été observée. Le plus grand nombre de souche a été observé au niveau du site de Gorom avec
7 1solats de Trichoderma. Au plan morphologique, les isolats ont été regroupés en trois groupes
basés sur I’aspect du mycélium aérien. Le groupe 1 est constitué de souches a croissance rapide
et d’'un mycélium verdatre trés compact et d’un long condiophore trés ramifié avec des phialides
insérés directement sur 1’axe principale du conidiophore. Le groupe 2 renferme des souches
avec un mycélium vert clair légérement compact et des condiophores flexueux avec des
phialides portant a leurs extrémités des conidies vert clair de forme globuleuse. Le groupe 3 est
constitué de souches a croissance rapide avec un mycélium cotonneux et des phialides insérées
sur I’axe principal du conidiophore. Les résultats obtenus montrent que nos sols d’étude
renferment des champignons imparfaits caractéristiques des Trichoderma. Ceci confirme le
caractere ubiquiste décrit dans la littérature (Domsch ef al., 1980; Danielson et Davey, 1973).
Le nombre de souche isolé confirme I’influence des propriétés physico chimiques sur la
biologie des Trichoderma. En effet, leur répartition et leur abondance varient en fonction des
localisations géographiques, du type de sol, du mode d’utilisation des terres (Domsch ef al.,
1980; Muya et al, 2005; Garbeva et al., 2004) et des techniques et milieux d’isolement (Okoth
et al., 2009). Hinde et al., (2009) ont montré que les Trichoderma sont plus abondants dans les
milieux riches en matieres organiques, a faible teneur en éléments nutritifs en particulier en
phosphore et faiblement minéralisés.

L’observation des caractéristiques macroscopiques (colonies a croissance rapide sous forme de
cercles concentriques réguliers, légérement floconneuses ou compactées en touffes, a surface
lisse, translucide ou blanc aqueux, de couleurs variant du vert foncé au jaunatre ou jaune) et
microscopiques (mycélium constitué d’hyphes ramifiées a parois lisses et hyalines portant des
conidiospores de formes pyramidales et des phialides en forme de flasques ou de quilles portant
a leurs extrémités des phialospores de formes ellipsoidales) confirme les caractéristiques
typiques des Trichoderma décrites par Nagamani et al., (2006) et Samuels et al., (2004). Ces
caractéristiques taxonomiques sont aussi en accord avec celles obtenues par Bissett, (1984) et

Cournut, (1984).

62



Chapitre 2 : Caractérisation morphogénétique et biochimique des isolats des Trichoderma

III.2 Caractérisation biochimique

Un screening a ¢été réalisé sur les différentes souches de Trichoderma pour la production
d’enzymes telles que les pectinases, les cellulases, les protéases et les chitinases. Les isolats ont
été regroupés en fonction du diametre d’inhibition. Aprés screening, une estimation de la
quantité d’enzyme produite par les différentes souches de Trichoderma a été réalisée en utilisant
des milieux spécifiques pour chacune des enzymes extracellulaires étudiées. Les résultats
montrent que 15 souches ont été positives pour la production de pectinase, 17 souches pour
cellulase, 5 souches pour la chitinase et 15 pour la production de protéase. Concernant
I’estimation de la production de chacune des enzymes extracellulaires étudiées, nos résultats
ont montré une variabilité en fonction des souches de Trichoderma. Cette variation de la
production d’enzyme en fonction des souches de Trichoderma a été aussi rapportée par
Satyavani and Satyaprasad, (2009) en utilisant différentes souches de Trichoderma (T.
harzianum, T.viridel, Tv2 and Tv3) pour la production de chitinase et de B-1, 3 glucanase. De
méme, Gajera et al, (2012) ont montré une variabilit¢ de la production de 4 enzymes
extracellulaires avec différentes souches de Trichoderma en utilisant des cellules du pathogene
Macrophomina phaseolina comme substrat.

Pour I’estimation de 1’activité pectinolytique, les souches de Trichoderma TM3, TG4 et TU1
ont montré une activité ¢élevée de la production de pectinase. Ces enzymes extracellulaires
produites par les champignons dont Trichoderma peuvent entrainer la décomposition de la
matiere organique. En effet les Trichoderma produisent ces enzymes pour décomposer la
lamelle moyenne des plantes afin d'extraire les nutriments des tissus végétaux et d'insérer des
hyphes fongiques. Nos résultats sont en accord avec ceux de Claudia et al., (1997) qui ont
démontré les capacités de lutte biologique des Trichoderma spp. contre Aspergillus et Fusarium
moniliforme par la libération d'enzymes extracellulaires telles que les pectinases.

Les especes de Trichoderma sont des producteurs bien connus de protéase. Les souches TSI,
TMI1, TG4 et TN1 ont montré une activité de protéase trés €levée, tandis que les isolats TB2,
TS2 et TG1 ont montré une faible activité de cette enzyme. Il a été démontré que l'activité
protéolytique de Trichoderma viride était impliquée dans le controle biologique de la
sclérotiniose. La sérine protéase produite par Trichoderma harzanium a joué un role important
dans le mycoparasitisme des pathogenes des plantes (Geremia et al., 1993). La paroi cellulaire
fongique filamenteuse contient également des lipides et des protéines (Hunsley et al., 1970).
Les protéases permettent la dégradation des parois cellulaires des pathogénes et les protéines

libérées par la lyse, rendent ainsi les nutriments disponibles pour la mycoparasite (Goldman et
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al., 1994). La lutte biologique contre Botrytis cinerea par T. harzianum a ét¢ attribuée a l'action
des protéases produites par l'agent de lutte biologique qui inactivent les enzymes hydrolytiques
produites par le pathogéne (Howell, 2003; Kapat et al., 1998). Les protéases fongiques jouent
un role important dans les lyses des parois cellulaires en catalysant le clivage des liaisons
peptidiques dans les protéines (Mata et al., 2001). Les protéases sécrétées par 7. harzianum ont
été efficaces pour réduire la sévérité de la maladie des taches brunes et la sporulation des
pathogenes sur les feuilles de féveroles inoculées avec Botrytis fabae (Haggag et al., 20006).
Les souches TG3 et TN1 ont montré une activité chitinase trés élevée. Les chitinases sont des
protéines PR qui hydrolysent la chitine, un composant majeur de la paroi cellulaire de 3 a 10%
des champignons supérieurs. La chitinase établit une liaison entre C1 et C4 de deux N-acétyl
glucosamine consécutives (GlcNAc) soit par des mécanismes endolytiques ou exolytiques. Un
grand nombre de chitinases végétales a été purifié et caractérisé comme étant des endochitinases
avec des poids moléculaires allant de 25 a 36 KDa. La relation entre les enzymes mycolytiques,
les chitinases et les B-1,3 glucanase produites par les champignons mycoparasites, leur
importance dans la lyse et la dégradation des parois cellulaires fongiques ont été bien établies
(Elad et al., 1983). La dégradation compléte des parois mycéliennes des champignons
pathogénes dépend en grande partie de la chitinolyse et par conséquent, la capacité¢ de
dégradation de la chitine par Trichoderma spp. prend une plus grande importance dans le
processus antagoniste que les autres mécanismes/enzymes impliqués dans le processus. Benitez
et al., (2004) ont démontré que les souches de Trichoderma qui produisent plus de chitinases
se sont révélées tre des agents de lutte biologique efficaces contre divers pathogénes. Comme
le squelette des parois cellulaires pathogenes contient de la chitine, du glucane et des protéines,
les enzymes qui hydrolysent ces composants doivent €tre présents chez un antagoniste efficace
pour jouer un rdle significatif dans la lyse de la paroi cellulaire du pathogeéne. Il est bien
documenté que les chitinases et les glucanases jouent un role clé dans 'activité mycolytique de
Trichoderma spp. contre plusieurs pathogenes fongiques (Elad et al., 1982). Le role possible
des enzymes chitinolytiques dans le controle biologique est soutenu par le travail de Lorito et
al., (1998) qui ont transféré le géne codant I'endochitinase de 7. harzianum dans le tabac et la
pomme de terre et ont obtenu un haut niveau de résistance contre de nombreux pathogénes
végétaux.

Les isolats TS1, TG3, TN1 et TU1 ont montré une activité cellulolytique trés importante tandis
que les souches TG1, TB2 et TM1 ont montré une faible production de cellulase. Le milieu
spécifique a favorisé la croissance des Trichoderma en utilisant la cellulose comme source de

carbone (Khalid ef al., 2006). L'apparition de la zone claire autour de la colonie apres 'addition
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de la solution d’iodine et d’iodine de potassium était une preuve évidente de la sécrétion des
enzymes cellulases. Les especes de Trichoderma sont des agents de lutte biologique potentiels
et de puissants producteurs de cellulases (Papavizas, 1985). Baker, (1991) a trouvé une
corrélation parfaite entre l'augmentation de la production de cellulase et la compétence
rhizosphérique par des mutants de 7richoderma. 1l est suggéré que les mutants utilisent le
mucigel sur les racines comme substrat. Les mutants possédant une compétence rhizosphérique
¢taient des agents de lutte biologique plus efficaces et induisaient des réponses de croissance
accrues du traitement des semences que les parents non irradiés (Cuevas et al., 1994). Les
cellulases font partie des enzymes responsables du clivage des liaisons B-1,4-glycosidiques
dans la cellulose. Les cellulases et les B-1,3-glucanases sont les deux enzymes qui jouent un
role important dans la dégradation enzymatique des parois cellulaires des champignons
phytopathogenes tels que Pythium ultimum au cours de l'interaction mycoparasitaire (Kamala
et Indira, 2014). Benhamou et Chet, (1997) ont rapporté que de grandes quantités d'enzymes
cellulolytique sont produites et jouent un role clé dans la rupture des parois cellulaires hotes au
niveau des sites de tentative de pénétration de Trichoderma dans les parois cellulaires des
pathogenes. Vinit Kumar Mishra, (2010) a observé une souche de T. viride qui présentait une
activité de cellulase élevée (3,6 U/ml) s'est avéré inhiber la croissance mycélienne de Pythium
aphanidermatum.

Parmi les 20 isoltas de Trichoderma testés, 8 souches ont été positives a la production d’AIA.
Une varaition de la quantit¢ d’AIA produite en fonction des isolats de Trichoderma a été
également notée. La souche TG4 a montré une production d’AIA plus importante (90 pg/ml).
La capacité des Trichoderma a produire de I’ AIA a été aussi rapportée par Nieto-Jacobo ef al.,
(2017). Comparativement a nos résultats, Kumar et al., (2017) de méme que Wesam et al.,
(2017) ont obtenu une production d’AIA plus importante en utilisant respectivement des isolats
de Trichoderma viride et de Trichoderma harzanium. Contrairement a Gravel ef al., (2007) qui
ont obtenu une production d’AlIA tres faible (6,2 pg/ml) par des souches de Trichoderma
atroviride. Les hormones telles que I’AIA produites par les Trichoderma étaient impliquées
dans I’amélioration de croissance des racines et du développement des plantes (Harman et al.,
2004; Gravel et al., 2007; Shayakhmetov, 2001) mais aussi dans la modification du mécanisme

de défense des plantes (Fu ef al., 2015).
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III.3 Caractérisation moléculaire des isolats de Trichoderma

Apres isolement et caractérisation biochimique des souches de 7richoderma, 10 isolats ont été
envoyés a MACROGEN (Corée du Sud) pour une identification basée sur le séquengage des
régions ITS1 et ITS4. Ensuite une étude de la diversité génétique par RAPD a été réalisée sur
les souches identifiées. Parmi les 10 souches envoyées, 8 ont été identifiées dont 7
appartiendraient a 1’espéce Trichoderma asperellum et une souche a 1’espéce Trichoderma
virens. Le pourcentage d’identité des souches par rapport aux séquences de GENBANK varie
entre 99 et 100% et les régions ITS de tous les isolats amplifiés ont donné des amplicons avec
des tailles variant entre 500 et 600 pb. Des résultats similaires ont été obtenu par plusieurs
auteurs dont Monirul Islam, (2016) qui a isolé 30 souches de Trichoderma a partir de
différentes zones du Bengladesh et a noté la présence de 3 especes dont 14 souches appartenant
a I’espece Trichoderma asperellum, 3 a Trichoderma virens et 3 a Trichoderma harzanium.
Gherbawy et al., (2004) ont obtenu seulement deux espéces de Trichoderma dans un total de
23 souches. Kullnig et al., (2000) ont isolé 76 isolats a partir de la Russie, du Népal et du nord
de 1'Inde et ont signalé la présence de 7 especes (7. asperellum, T.atroviride, T. ghanense, T.
hamatum, T. harzianum, T. virens et T. oblongisporum). De méme, Migheli et al., (2009) ont
isolé 482 souches et seules 14 especes ont pu étre identifiées dans 15 sols différents de I'ile de
Sardaigne.

L’identification génétique des Trichoderma basée sur le séquencage des régions ITS n'a pas
permis une différenciation claire des especes de Trichoderma. Cela peut étre dii a un
phénoméne de variation parmi les isolats, a un faible rapport de transition / transversion et a
une divergence évolutive. Un résultat similaire a été rapporté par Hoyos-Carvajal et al., (2009)
qui ont suggéré que 'ADNr de la région ITS ne pouvait pas différencier certaines especes en
raison de la présence de copies non orthologues de la région ITS dans certains isolats de
Trichoderma.

Pour I’étude de la diversité génétique par RAPD, 10 primers de la série OPA ont été utilisés
dont 5 ont donné des résultats montrant des bandes claires et reproductibles. L'amplification par
PCR de I'ADN isolé a partir des 9 isolats fongiques a donné un total de 32 produits amplifiés,
dont 28 polymorphes et 4 monomorphes. Concernant le pouvoir discriminatoire des marqueurs
utilisées, OPA 3, OPA 5, OPA 7 et OPA 13 ont donné un pouvoir de discrimination de 100%
tandis que OPA 15 a un pouvoir de discrimination de 53 %. Une valeur de similarité de 83% a
¢été observée entre les isolats fongiques TB2, TSI et TS2 ; 89% entre TG1 et TG4 puis 82%,
entre TM1, TN1 et TUL.
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Zimand et al., (1994) ont utilis¢ 9 marqueurs RAPD pour identifier 10 souches de Trichoderma
harzianum présentant des similitudes. Ainsi, il a été possible de distinguer 1'isolat T-39, utilisé
commercialement comme agent de lutte biologique contre Botrytis cinerea. Pour une sélection
des souches de Trichoderma a des fins taxonomiques, Fujimori et Okuda, (1993) ont examiné
les profils RAPD de 74 souches et les résultats étaient conformes aux données morphologiques,
physiologiques et écologiques de ces souches. Ce qui suggere que la technique peut aider a
¢liminer les souches dupliquées dans un programme de sélection microbienne. En utilisant la
technique du RAPD, Schlick et al., (1994) ont analysé des souches de 7. harzianum et des
mutants induits par le rayonnement gamma pour différencier toutes les souches des mutants
avec au moins une amorce. Plus récemment, Gopal et al., (2008) ont étudié les marqueurs
RAPD pour estimer la variabilité génétique entre 17 isolats de Trichoderma et ont trouvé une
similarité avec 91,8% de polymorphisme.

La technique RAPD a révélé un certain degré de polymorphisme pour I'étude de variation de
35 isolats de Trichoderma et les résultats obtenus ont montré une variation moléculaire
significative entre les isolats par rapport aux caractéres morphologiques. Chakraborty et al.,
(2010) aussi ont trouvé la variabilité génétique par RAPD entre 19 isolats de 7. viride et T.
harzianum obtenus a partir de sol rhizosphérique de plantation, de sol forestier et des champs
agricoles du nord du Bengale. De méme Gurumurthy et al., (2013) ont étudié la variation
génétique par RAPD des isolats de Trichoderma en utilisant un ensemble de 20 amorces et ont
trouvé 12 amorces montrant une variabilité génétique entre différentes souches isolées des
champs de pois chiches (Cicer arietinum) de 1'Uttar Pradesh. L’étude de la variabilité génétique
entre des isolats de Trichoderma atroviride, par Mukesh et al., (2014) a montré la présence de
74 bandes amplifi¢es dont 65 étaient polymorphes et 19 étaient monomorphes. D'un autre coté,
Chandulal et al., (2016) ont analysé la diversité génétique de 10 isolats de Trichoderma sp.
obtenus a partir du sol de la rhizosphere des champs de tomate en utilisant 5 marqueurs RAPD
et ont obtenu un pourcentage de polymorphisme variant entre 60,00% et 83,33% avec une
variabilité intra et interspécifique parmi les isolats de Trichoderma examings.

Pour I’étude de la variabilité génétique de 30 isolats de Trichoderma asperellum, E1 Komy et
al., (2015) ont utilisés 20 marqueurs dont 8 ont donné un niveau de polymorphisme variant
entre 65 et 100%. Le niveau élevé de variation génétique obtenu par RAPD peut étre di @ un
phénomene de recombinaison qui pourrait se produire au cours du stade de reproduction des
champignons (Chaverri et al., 2003; Sharma et al., 2009). Les marqueurs RAPD sont un outil
puissant pour I’identification des Trichoderma car ils permettent de déceler le niveau de

similarité entre les différentes souches obtenues. Par conséquent, ils peuvent étre utilisés pour
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¢liminer des isolats en double et également surveiller la stabilité génétique des isolats de
Trichoderma antagonistes (Avis et al., 2001). La technique RAPD a plusieurs avantages par
rapport aux autres techniques moléculaires car elle est plus simple et nécessite de tres petites
quantités d'ADN radioactives En outre, il existe une grande variété d’amorces disponibles, ce
qui augmente la possibilité de détecter le polymorphisme de I'ADN pour des souches trés

proches.

Conclusion

La présente ¢étude a attest¢ de la présence des souches de Trichoderma au niveau de la
rhizosphére des plants de tomate. Au total, 20 souches de Trichoderma ont été isolées a partir
de différents sites de la zone des Niayes dont 3 au jardin botanique de ’'UCAD, 4 a Sangalkam,
7 a Gorom, 3 a Notto Gouye Diama et 3 au niveau de la zone de Mboro. L’identification de ces
souches au plan morphologique a donné trois grands groupes. Pour I’estimation de la production
d’enzymes lytiques, les souches TG3, TS1, TG4, TNI1 et TU1 ont montré une bonne activité
enzymatique. Seuls 8 isolats ont été positfs au test de la production d’AIA. Ensuite, ces 8
souches de Trichoderma ont été identifiées en se basant sur le séquencage des régions IT1 et
IT4 dont 7 appartenant a I’espece Trichoderma asperellum et 1 a Trichoderma virens. L’ analyse
de la diversité génétique de ces isolats par RAPD en utilisant 5 primers a révélé un pourcentage
de polymorphisme élevé (98.2%). Une combinaison de caractéristiques morphologiques,
moléculaires et biochimiques est donc importante pour une identification précise des
Trichoderma spp. Cette approche permet aussi de mieux comprendre leur role écologique dans
la rhizosphére et leur utilisation comme agent de lutte biologique contre les pathogénes des

cultures.
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CHAPITRE 3 :
Influence in vitro de divers facteurs abiotiques (milieux de culture,
T°, pH, salinité, source de carbone et d’azote) sur la croissance

mycélienne des isolats de Trichoderma sp.

Une partie de ce chapitre a fait I’objet d’une publication (Annexe 4) et de présentation sous
forme de poster lors de la 3 eme journée du LAPSE, 1-2 Avril 2015, UCAD2, Dakar, Sénégal
et des doctoriales de I’Ecole doctorale SEV, 8-9 Décembre 2015 (Annexe 5).
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Chapitre 3 : Influence in vitro de divers facteurs abiotiques (milieux de culture, T, pH,
salinité, source de carbone et d’azote) sur la croissance mycélienne des isolats de
Trichoderma sp.

Introduction

Au Sénégal, les champignons pathogénes causent d’importantes pertes de rendements
dans le domaine des cultures maraichéres. Les méthodes conventionnelles utilisées pour lutter
contre ces pathogeénes sont basées sur 1’utilisation abusive de produits chimiques nuisibles a
I’environnement. Afin de pallier a ces pratiques néfastes sur la durabilité de la fertilité des sols,
les champignons antagonistes du genre Trichoderma peuvent étre utilisés pour lutter contre ces
pathogenes et réduire 1’utilisation des pesticides. Les Trichoderma sont tres efficaces pour la
lutte contre les maladies racinaires et aériennes des plantes mais aussi pour la dégradation de
composés toxiques présents dans les sols (Singh et al., 2014; Kamala et Indira Devi, 2012). La
présence de Trichoderma dans le sol joue a la fois un role préventif et curatif (Harman et al.,
2004; Singh et al., 2007). Les sols inoculés par ces champignons protégent les cultures et
garantissent un milieu sain pour un développement normal de la végétation (Harman, 2000;
Mouria et al., 2007). En effet, diverses souches de Trichoderma secrétent de multiples enzymes,
antibiotiques et hormones qui sont utiles pour la croissance des plantes. Grace a leurs
nombreuses propriétés antagonistes vis-a-vis des champignons pathogeénes (antibiose,
mycoparasitisme, compétition), 1’utilisation de ces microorganismes peut permettre une
réduction de I’utilisation abusive des traitements chimiques pour une agriculture durable.
Cependant, I’efficacité de ces agents de lutte biologique dont Trichoderma est parfois limitée
par certaines contraintes environnementales qui limitent leur croissance (Betina et Farkas, 1998;
Kubicek- Pranz, 1998). Les facteurs physico-chimiques qui agissent sur I’efficacité¢ et la
répartition des Trichoderma dans le sol sont: le pH, la température, la teneur en sel, en matiére
organique et la présence ou l'absence d'autres micro-organismes dans le sol (Landreau, 2001;
Monika et al., 2016; Montoya-Gonzalez et al., 2016). La connaissance de ces facteurs
environnementaux peut mener a une meilleure compréhension de la dynamique des populations
de Trichoderma dans le sol. Ainsi, des études in vitro sur les facteurs affectant la croissance et
la sporulation de Trichoderma sont nécessaires pour bien maitriser la technologie de production
a grande échelle de la biomasse a des fins de lutte biologique. Plusieurs auteurs dont Harman
et al., (1991), Mehta et al., (2012), Rajput et al., (2014), Rajput et Shahzad, (2015) ont étudié

les effets des facteurs environnementaux tels que les sources de carbone et d'azote, le pH et la
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température sur la production et la viabilité des spores de certaines souches de Trichoderma.
Cependant, pour des souches nouvelles ou locales, ces effets devraient étre étudiés parce que
chaque souche a ses propres caractéristiques et réponses a ces différents facteurs (Rai et Tewari,
2016). L utilisation de ces champignons exige donc une bonne connaissance de 1’écologie des
souches et de leurs différents mécanismes d’action.

Ainsi, I’objectif général de cette étude a été d’évaluer in vitro I’effet de facteurs abiotiques sur
la croissance mycélienne de huit isolats de Trichoderma sp. en vue de leur utilisation dans des
itinéraires techniques agricoles. Les objectifs specifiques consistent a déterminer le milieu de
culture le plus favorable pour les Trichoderma sp. puis d’évaluer 1’effet des facteurs abiotiques

(pH, T°, salinité, source de carbone et d’azote) sur la croissance mycélienne de ces souches.

I. Matériels et Méthodes

I.1 Matériel fongique

L’effet des différents facteurs abiotiques sur la croissance des Trichoderma a été réalisé
avec les 8 souches de Trichoderma qui ont été sélectionnées et identifiées comme Trichoderma
asperellum TS1-KF737410.1, TS2-KU896306.1, TB2-KU896306.1, TN1-KY225658.1, TU1-
KF737411.1, TG4-JN108925.1 et TM1-KX620957.1 et de la souche de Trichoderma virens
TG1-KY225664.1.

1.2 Effet des milieux de culture

Quatre milieux de cultures de compositions chimiques différentes ont été testés: Patato
Dextrose Agar (PDA), Malt Extract Agar (MEA), Sabouraud (SB) et Czapek Dox (Dox).
Les différents milieux ont été stérilisés a I’autoclave a 121°C pendant 20 mn puis coulés dans
des boites de Petri stériles de 90 mm de diametre. Apres solidification sous la hotte, un disque
mycélien de 8 millimetres (mm) de diameétre provenant d’une culture pure de chacune des
souches de Trichoderma a été déposé au centre de chaque boite de Petri. Pour chaque milieu
de culture, trois boites de Petri ont été inoculées avec les huit isolats de Trichoderma. Les boites

ainsi ensemencées ont été incubées a la température ambiante.

1.3 Effet de la température d’incubation

L’¢tude de l’effet de la température d’incubation sur les différentes souches de

Trichoderma a porté sur les parametres de croissance. Cinq températures d’incubation
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différentes ont été choisies: 20, 25, 30, 35 et 40°C. Le milieu de culture PDA a ét¢é utilisé pour
cette ¢tude et un disque mycélien de 8 mm de diamétre de chaque souche de Trichoderma a
été déposé au centre des boites de Petri. Pour chaque température d’incubation, trois répétitions

ont été effectuées.

1.4 Effet du pH

L’effet du pH sur la croissance des Trichoderma a été étudié sur milieu liquide Patato
Dextrose Both (PDB). Ainsi quatre pH différents ont été étudiés: 3, 5, 7 et 9. Apres préparation
du milieu, les différents pH ont été ajustés par ajout de NaOH ou de HCI (1 M). Les milieux
ont ¢ét¢ mis dans des erlenmeyers de 250 ml contenant chacun 100 ml de milieu avec les
différents pH. Apres stérilisation chaque flacon a été inoculé avec une pastille de 8 mm de
diametre prélevé a partir de chacune des souches de Trichoderma. Pour chaque isolat de

Trichoderma et pH, trois erlenmeyers ont été inoculés.

1.5 Effet du NaCl

Afin de déterminer I’effet de la salinité sur la croissance des différentes souches de
Trichoderma, cinq concentrations de NaCl ont été utilisées : 0%, 2%, 4%, 5% et 6%. Ces
concentrations ont été ajoutées au milieu PDA et I’ensemble a été autoclavé a 121°C pendant
20 mn. Le milieu a été ensuite coulé dans des boites de Petri et solidifi¢ sous la hotte. Une
pastille de 8 mm de diamétre de chaque souche de Trichoderma a été déposée au centre de la
boite de Petri contenant le milieu de culture. Trois boites ont été ensemencées pour chaque

souche et pour chaque concentration de NaCl.

1.6 Effet de la source de carbone

Quatre sources de carbone ont été utilisées pour €tudier leurs effets sur la croissance
mycélienne des Trichoderma: dextrose, sucrose, mannitol et amidon. Les différentes sources
de carbone ont été ajoutées au milieu PDA a raison de 20g/1. Les boites ont été inoculées avec
des explants mycéliens de 8 mm de diamétre de chacune des souches de Trichoderma apres

stérilisation et coulage des milieux dans les boites de Petri.

1.7 Effet de la source d’azote

Cing sources d’azote différentes ont été utilisées pour étudier leur effet sur la croissance

mycélienne des huit souches de Trichoderma sélectionnées: nitrate de sodium (NaNOs3), sulfate
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d’ammonium (NH2SOs4), nitrate de potassium (KNOs3), urée (CH4N>O) et de la glycine
(CoHsNO»). Les différentes sources d’azote ont été ajoutées au milieu Czapek Dox Agar
Medium a raison de 10g/1, stérilisées a 1’autoclave a 120 °C pendant 20 mn et coulées dans

boites de Petri stériles de 90 mm de diamétre.

1.8 Parameétres mesurés

Pour chacun des parameétres (milieu de culture, température, salinité, source de carbone
et d’azote), I’évolution de la croissance mycélienne a été évaluée quotidiennement par la mesure
des diametres perpendiculaires de chaque colonie (Botton et al., 1990). Pour I’effet du pH sur

la croissance des Trichoderma, la biomasse mycélienne a été évaluée apres six jours de culture.

1.9 Analyse statistique

Les données obtenues ont été¢ soumises a une analyse de variance (ANOVA) avec le
logiciel Xlstat 2016 (version 4.07 addinsoft). Le test de Fischer LSD au seuil de 5% a été réalisé
afin d’identifier le niveau de probabilité de la différence observée entre les moyennes lors des

différents tests.

I1. Résultats

II.1 Effet des milieux de culture

Le Tableau 9 montre 1’effet des 4 types de milieux de culture sur la croissance des huit
isolats de Trichoderma. L’analyse de la variance montre un effet significatif des différents
milieux de culture sur la croissance mycélienne des souches de Trichoderma au test de Fischer
LSD. Les différents milieux (PDA, MEA, SB, DOX) permettent une bonne croissance de toutes
les souches. Cependant cette croissance varie selon le milieu de culture. Ainsi, apres 24h
d’incubation, une croissance plus importante sur le milieu PDA pour toutes les souches de
Trichoderma a été notée. Cependant, aucune différence n’a été observée par les souches TU1
(P =0,32) et TB2 (P = 0,06) sur les milieux DOX et SB. Les souches TG1 (P = 0,74) et TS2
(P=0,73) n’ont pas montré de différence significative sur les milieux MEA et SB. Pour les
souches TM1, TN1 et TG4, la croissance la plus faible a été observée sur le milieu DOX. Aprées
48h d’incubation, un envahissement de toute la surface de chaque boite de Petri par les
différentes souches sur le milieu PDA a été observée. Les souches TU1, TS1 et TG4 ont montré
une croissance plus importante sur milieu MEA suivi respectivement des milieux SB et DOX

tandis que les souches TN1, TS2 et TB2 n’ont pas montré une différence significative au niveau
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de ces deux derniers milieux. Aucune différence n’a également pas été observée sur les milieux
MEA, DOX et SB pour I’isolat TM1 (P = 0,10). Le milieu de culture a base de pomme de terre
(PDA) est plus favorable pour la croissance de toutes les souches et permet un envahissement
mycélien total des boites de Petri seulement aprés 48h d’incubation. 11 est suivi du milieu MEA.
La plus faible croissance a été observée sur le milieu DOX. Il est a noter aussi que la présence

de pigment verdatre plus prononcé sur milieu PDA signe d’une sporulation intense par rapport

aux milieux MEA, SB et DOX (Figure 15).

Tableau 9: Effet du milieu de culture et du temps d’incubation sur la croissance des souches
de Trichoderma sp.

Diametre des souches de Trichoderma en (mm)
Milieux de culture | TU1 [TM1 |TG1 |[TN1 |[TS1 |[TS2 |TG4 |TB2

24h d’incubation

PDA 36,03a | 41,10a | 40,67a | 37,17a | 40,37a | 34,87a | 41,23a | 30,10a

MEA 30,30b | 33,97b | 33,03b | 30,67b | 34,53b | 29,17b | 36,07b | 25,87b

SB 2547c | 32,73¢ | 32,87b | 28,13¢c | 33,83bc | 28,47b | 33,73¢ | 24,83¢

DOX 25,07¢ | 30,70d | 23,13¢ |27,13d | 33,03¢c |22,87c |32,23d | 24,13c
48 h d’incubation

PDA 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a

MEA 76,10b | 79,00b | 80,33b | 78,03b | 80,03b | 76,60b | 79,80b | 70,17b

SB 69,00c | 78,90b | 79,93b | 76,43¢c | 77,83¢c | 64,20c | 78,50c | 69,27c

DOX 67,70d | 78,17b | 65,77c | 75,47¢c | 76,40d | 63,70c | 73,87d | 68,80c

Pour chaque colonne et pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement

différentes au test de Fischer LSD au seuil de 5%.

I1.2 Effet de la température d’incubation

L’effet de la température sur la croissance mycélienne des différentes souches de
Trichoderma, a été réalisé sur le milieu PDA (Tableau 10). Ainsi, une inhibition totale de la
croissance myceélienne est observée a 40 °C. La croissance est ralentie a 20 et 35 °C et maximale
a 25 et 30 °C pour toutes les souches et varie selon la durée d’incubation. Aprés 24h
d’incubation, une croissance maximale a été observée a 25 et 30 °C. Ces deux températures
d’incubation (25 et 30 °C) ne présentent pas de différence significative a ce niveau d’incubation
(P =0,28). De méme, aucune différence significative n’a été observée aux températures de 20
°Cet 35 °C (P =0,99). Apres 48 h d’incubation, un envahissement mycélien total de toutes les
boites de Petri par tous les isolats de Trichoderma a été noté également a 25 °C et a 30 °C.
Cependant, la croissance mycélienne observée a 20 °C devient significativement plus

importante que celle notée a 35 °C. Ce méme phénomene est observé apres 72h d’incubation.
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Tableau 10: Effet de la température et du temps d’incubation sur la croissance mycélienne
des souches de Trichoderma sp.

Température Diamétre des souches de Trichoderma (mm)
d’incubation |[TGl |[TM1 |[TN1 |[TG4 |[TS1I |[TS2 [TB2 |TUI

24h d’incubation

20 °C 14,33b | 13,00b | 11,33b | 13,00b | 11,67b | 13,00b | 12,67b | 11,33¢c

25°C 38,33a | 43,33a | 33,00a | 33,67a | 38,67a |32,00a |35,33a | 36,33a

30 °C 37,33a | 42,67a | 31,33a | 32,00a | 36,67a | 30,33a | 33,67a | 28,67b

35°C 13,67b | 12,67b | 11,00b | 12,67b | 11,65b | 12,67b | 12,67b | 11,00c

40 °C 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00d 0,00d
48h d’incubation

20°C 40,67b | 41,33b |37,33b | 42,33b | 39,00b |41,33b | 39,00b | 34,33b

25°C 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a |85,00a | 85,00a | 85,00a

30 °C 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a

35°C 27,67¢ |29,33c |23,33¢c |25,67c |26,33c |28,67c |28,33c |21,33c

40 °C 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d
72 h d’incubation

20°C 68,33b | 70,33b | 64,33b | 63,67b | 63,67b | 65,67b | 64,33b | 62,00b

25°C 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a

30 °C 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a

35°C 58,00c | 59,33¢ | 52,00c | 56,33c |53,00c |57,33¢ |56,33¢c | 54,00c

40 °C 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d 0,00d

Pour chaque colonne et pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement

différentes au test de Fischer LSD au seuil de 5%

I1.3 Effet du pH

L’effet de différents pH sur la biomasse mycélienne des souches de Trichoderma a été

réalisé sur milieu liquide PDB (Tableau 11, Figure 16). L’analyse de la variance au test de

Fischer LSD montre un effet significatif de ’action des différents pH sur la biomasse

myceélienne des huit isolats de Trichoderma. Apres 6 jours d’incubation, la meilleure croissance

a été observée au pH 5 pour toutes les souches et est suivie du pH 7. Cependant aucune

différence significative n’a été observée entre les pH 5 et 7 pour les isolats TN1 (P = 0,12),

™1 (P = 1,16), TB2 (P = 0, 08) et TSI (P = 0,08). Aucune différence significative de la

biomasse mycélienne des souches n’a pas été observée aux pH 3 et 9 entre les souches TN1

(P=0,73), TG1 (P=0,16), TM1 (P =0,64) et TS2 (P =0, 89). La biomasse myc¢lienne la plus

faible a été observée au pH 3 pour tous les isolats de Trichoderma. Les pH faiblement acide a

neutre (5 et 7) permettent donc une meilleure croissance des souches de Trichoderma.
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Tableau 11: Effet du pH sur la biomasse mycélienne des souches de Trichoderma sp.

Biomasse mycélienne (g)
pH TN1 TG1 TG4 T™1 TU1 TB2 TS1 TS2
3 3,60b 2,27c 2,53d 3,83b 2,57d 2,33¢c 2,13b 1,77c
5 4,87a 5,13a 4,30a 6,10a 4,73a 4,00a 4,77a 3,70a
7 4,53a 4,9b 3.83b 5,77a 4,00b 3,77a 4,53a 2,37b
9 3,53b 2,43c 3,20c 4,00b 3,60c 3,13b 2,20b 1,67c

Pour chaque colonne, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au test de Fischer LSD au

seuil de 5%.

1I.4 Effet de la salinité

Un effet significatif de la salinité est observé sur la croissance mycélienne des différents
isolats de Trichoderma (Tableau 12). En effet, les concentrations élevées de sel diminuent
considérablement la vitesse de croissance des différentes souches obtenues de méme que la
pigmentation du mycélium (Figure 17). Apres 24h d’incubation a 2 % de salinité, seule la
souche TUI a montré une différence significative (P = 0,007) par rapport au témoin (0%) avec
une diminution de la croissance mycélienne d’environ 6 mm. Cette diminution de la croissance
mycélienne s’accentue a 4 et 6% pour tous les isolats. Cependant les souches TB2, TS1, TS2,
TN1 et TG1 n’ont pas montré de différence significative a 4 et 6% de NaCl. Apres 48h
d’incubation, un envahissement mycélien totale de toute la surface de la boite de Petri a été
observé par tous les isolats de Trichoderma a 1’absence de NaCl. Seule la souche TM1 a montré
une croissance maximale avec un envahissement mycélien total de la boite de Petri a 2% de
NaCl. Une diminution progressive de la croissance mycélienne est observée en fonction de
I’augmentation du pourcentage de sel. Entre 4 et 6% de sel, les souches TB2 (P= 0,17) et TM1
(P =0, 70) n’ont pas montré¢ de différence significative. Ce phénomene de diminution de la

croissance mycélienne est aussi observé aprés 72h d’incubation.
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Tableau 12 : Effet de la salinité sur la croissance mycelienne des Trichoderma (souche TG4)

% de Diameétre des souches de Trichoderma (mm)
NaCL |TB2 [TUl [TSI |[TG4 [TS2 [TM1 [TN1 |TGl
24 h d'incubation
0 33,25a | 30,75a | 35,50a |31,50a |31,25a | 40,50a | 31,50a | 33,50a
2 30,75a | 24,75b | 28,75a |29,75a |29,00a | 39,25a | 31,00a |29,25a
4 19,50b |22,00b |17,25b | 18,50b | 18,25b | 24,00b | 25,00b | 16,75b
6 17,25b | 15,75¢ | 14,00b | 16,25¢ | 16,50b | 16,75¢ | 17,00b | 16,25b
48h d'incubation
0 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a |85,00a | 85,00a |85,00a | 85,00a
2 66,00b | 59,25b | 67,50b | 67,25b | 62,00b | 85,00a | 73,75b | 81,25b
4 39,75¢c | 48,50c |41,25¢ | 37,75¢c | 44,50c 46,25b | 58,25¢ | 31,00c
6 26,00c | 35,25d |23,00d |28,50d |32,75d |44,75b |38,00d |21,25d
72h d'incubation
0 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a |85,00a |85,00a | 85,00a | 85,00a
2 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a |85,00a |85,00a | 85,00a | 85,00a
4 64,75b | 71,25b | 62,00b | 61,75b | 67,75b | 68,00b | 71,25b | 52,25b
6 47,50c | 60,50c | 35,50c | 50,00c |45,75¢ 57,50c | 56,75¢c | 34,25¢

Pour chaque colonne et pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement

différentes au test de Fischer LSD au seuil de 5%.

II.5 Effet de la source de carbone

Le tableau 13 représente 1’effet de quatre sources de carbone (dextrose, sucrose, mannitol,
amidon) sur la croissance mycélienne des huit isolats de Trichoderma. Les différentes sources
de carbone ont permis un bon développement mycélien et une bonne sporulation des différents
isolats de Trichoderma (Figure 18). Aprés 24h d’incubation, la meilleure croissance a été notée
avec les sources de carbone dextrose et mannitol pour toutes les souches de Trichoderma. Les
souches TS2 (P = 0,68), TG4 (P = 0,25) et TG1 (P = 0,11) n’ont pas montré de différence
significative sur dextrose et mannitol. Pour la souche TM1, aucune différence significative n’a
été notée entre les trois sources de carbone: dextrose, sucrose et mannitol. La plus faible
croissance a €té observée avec 1’amidon pour tous les isolats de Trichoderma. Apres 48h
d’incubation, un envahissement mycélien totale a été observé avec le dextrose et le mannitol
comme source de carbone pour tous les isolats de 7richoderma. Seule la souche TM1 a montré
une croissance maximale avec le sucrose. Les souches TN1 (P = 0,82), TG4 (P = 0,10), TU1
(P =0, 40) et TS1 (P =0, 52) n’ont pas montré de différence significative avec le sucrose et
I’amidon comme source de carbone. Les sources de carbone, dextrose et mannitol permettent

donc une meilleure croissance des Trichoderma.
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Tableau 13: Effet de la source de carbone et du temps d’incubation sur la croissance
mycélienne des Trichoderma sp.

Source de Diamétre des souches de Trichoderma en (mm)

carbone |TS2 |[TB2 [TM1I |TNI [TG4 |TUl [TGl |TSI

24h d’incubation

Dextrose | 32,00a | 35,00a | 44,50a | 33,75a | 33,25a | 36,25a | 38,75a | 38,25a

Sucrose | 30,25ab | 32,50ab | 40,75a | 30,75b | 30,50ab | 27,50bc | 36,00ab | 36,25ab

Mannitol | 31,75a | 33,25ab | 42,25a | 32,00ab | 31,75a | 28,75b | 37,25a | 36,25ab

Amidon | 28,50b | 31,75b |34,50b | 30,75b |27,25b |24,75¢ |33,75b | 34,50b

48h d’incubation

Dextrose | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a

Sucrose | 65,75b | 75,50b | 85,00a | 73,50b | 70,25b | 67,25b | 81,00a | 77,75b

Mannitol | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a

Amidon | 56,50c | 68,75c | 70,50b | 72,25b | 75,25b | 63,50b | 76,00b | 74,75b

Pour chaque colonne et pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement

différentes au test de Fischer LSD au seuil de 5%.

11.6 Effet de la source d’azote

L’effet de différentes sources d’azote sur la croissance mycélienne des huit isolats de
Trichoderma est observé sur milieu Czapek Dox Agar Medium (Tableau 14). Toutes les sources
d’azote testées permettent une bonne croissance des isolats de Trichoderma sauf 1’urée ou un
début de croissance mycélienne est observé apres 72h d’incubation. Apres 24h d’incubation,
seules les souches TN1 et TU1 (P< 0, 001) ont montré une différence significative entre les
différentes sources d’azote. Pour la souche TN1, aucune différence n’a été observée entre
NH>SO4et NaNO; (P =0, 32) de méme entre la glycine et le KNOs (P = 0, 15). Pour la souche
TU1, la plus faible croissance est notée avec la glycine. Apres 48h d’incubation, les isolats TS1,
TNI et TG1 ont montré une différence significative entre les sources d’azote ou une croissance
a été observée avec une plus faible croissance notée avec la glycine. Apres 72h d’incubation,
une croissance maximale marquée par envahissement mycélien de toute la boite de Petri est
observée pour tous les isolats avec quatre sources d’azotes: NH2SO4, Glycine, KNO3, NaNOs.
Un début de croissance avec I'urée est aussi noté pour tous les isolats. Les différentes sources
d’azote sauf I’urée ont donc permis un bon développement mycélien des différentes souches de

Trichoderma.
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Tableau 14: Effet de la source d’azote et du temps d’incubation sur la croissance mycélienne
des Trichoderma sp.

Source Diamétre des souches de Trichoderma en (mm)

d’azote [TS2 |TM1 |TG4 [TS1 [TB2 |[TN1 |TU1 [TG1
24h d’incubation

NH:SOq4 | 25,75a | 29,50a | 27,25a | 21,00ab | 20,00a | 24,25a | 29,75a | 27,50a
Glycine | 21,00b | 26,50a |20,25b | 19,00b | 16,75a | 16,75b | 24,00b | 24,00a
KNOs 23,75ab | 26,50a | 25,75ab | 24,00a | 15,75a | 18,75b | 28,25a | 25,50a
NaNOs | 25,25a | 28,75a | 25,75ab | 17,75b | 16,75a | 25,50a | 27,75a | 25,25a
Urée 0,00c 0,00b 0,00c 0,00c 0,00b 0,00c 0,00c 0,00b
48h d’incubation
NH:SO04 | 69,00a | 75,25a | 71,25a | 62,00a | 61,50a | 71,00a | 67,00a | 70,00a
Glycine | 59,75b | 67,75b | 59,50b | 48,75¢ |49,25b | 34,25b | 65,25a | 54,00c
KNO;3 65,75a | 73,25ab | 65,75ab | 55,25b | 56,50ab | 61,25a | 69,75a | 70,25a
NaNOs | 64,25ab | 71,75ab | 66,25ab | 52,50bc | 52,75ab | 64,50a | 65,50a | 64,50b
Urée 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00c 0,00b 0,00d
72h d’incubation
NH:SOg4 | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a
Glycine | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a
KNO:s 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a
NaNOQOs; | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a | 85,00a
Urée 14,00b | 21,25b | 16,75b | 16,00b | 13,50b | 14,00b | 15,75b | 11,00b

Pour chaque colonne et pour chaque temps d’incubation, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement

différentes au test de Fischer LSD au seuil de 5%
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PDA MEA SB DOX
Figure 15: Effet des milieux de culture sur la croissance mycélienne des Trichoderma
(souche TG4)
pH3 pHS pH7 HS

P
Figure 16: Effet des pH sur la biomasse mycélienne des Trichoderma (souche TG4)

0% 2% 4% 6%

Figure 17: Effet des différentes concentrations de NaCl sur la croissance mycélienne
des Trichoderma (souche TN1)

Dextrose Mannitol Saccharose Amidon

Figure 18: Effet des différentes sources de carbone sur la croissance mycélienne des
Trichoderma (souche TS1)
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IIL. Discussion

L’effet de différents facteurs abiotiques a été étudié sur la croissance mycélienne de huit
isolats de Trichoderma: milieux de culture, température d’incubation, pH, salinité, source de
carbone et d’azote.

Pour I’effet des milieux de cultures sur la croissance mycélienne des Trichoderma, les

milieux PDA, MEA, DOX, SB ont ét¢ utilisés. Ces milieux sont trés utilisés pour la culture des
champignons et permettent le développement d’un large spectre de champignons. Les
différentes souches de Trichoderma sp. se sont bien développées sur les différents milieux de
cultures testés (PDA, MEA, DOX, SB). Toutefois I’importance de la croissance des souches a
varié d’un milieu a un autre. Ainsi, la meilleure croissance a été observée sur le milieu PDA.
Donc le milieu naturel a base de pomme de terre (PDA) se révéle étre le milieu le plus adéquat
pour la culture de Trichoderma. Les avantages de ce milieu sont dus aux composés complexes
qui le constituent. En effet les autres milieux synthétiques (MEA, SB, DOX) qui en sont
dépourvus se sont révélés moins favorables a la croissance des souches. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Ubalua et OtiE, (2007); Verma, (2007); Moussaoui, (2010); Jahan
et al., (2013); Srivastava et al., (2014) qui ont montré que les Trichoderma poussent mieux sur
le PDA que les autres milieux de culture.
En plus d’un bon milieu de culture, la croissance et le développement des Trichoderma exigent
un certain nombre de facteurs abiotiques comme le pH, la salinité, la température et la source
de carbone et d’azote. En effet, I’étude de ces différents facteurs a montré un impact sur la
croissance mycélienne des différentes souches de Trichoderma sp.

L’étude de I’effet des températures d’incubation sur la croissance des différentes souches
de Trichoderma montrent que les souches pouvaient se développer jusqu’a une température de
35 °C avec un optimum de croissance entre 25 et 30 °C et une inhibition a 40 °C. Ces résultats
sont en accord avec ceux trouvés par Moussaoui, (2010); Srivastava et al.,, (2014) qui ont
démontré que les Trichoderma sont des champignons filamenteux mésophiles qui tolérent les
bases températures voisines de 10 °C mais leur mycélium est trés sensible a des températures
supérieures a 35 °C. Nos résultats concordent aussi avec les conclusions de Sharma et al.,
(2005) et Singh et al., (2011) qui ont indiqué que la température avait un effet profond sur la
croissance fongique et qu’aucune des especes de Trichoderma ne pouvait se développer au-dela
de 40 °C. Cet optimum de croissance des souches de Trichoderma a été précedemment constaté
par Singh et al., (2014). Cependant, Srivastava et al., (2014) ont montré une croissance

mycélienne et une sporulation tres faible sur une souche de Trichoderma harzianum incubées
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a40 °C. Au Bengladesh, Monirul Islam, (2016) a trouvé sur 10 souches de Trichoderma testées,
4 isolats pouvant croitre et sporuler a 40 °C. Ceci confirme que les souches de Trichoderma
présentent une grande capacité d'adaptation aux différentes conditions de température (Kubicek
et al., 2003, Zhang et al., 2005, Mulaw et al., 2010, Skoneczny et al., 2015).

Le pH a fortement influencé la croissance des souches de Trichoderma sp. Les résultats
ont montré que toutes les souches se sont bien développées et la formation de conidies a été
observée aux différents pH. Toutefois la meilleure croissance des souches a été observée aux
pH 5 et 7. Ces résultats sont en accord avec ceux de Bandyopadhyay et al., (2003) qui ont
montré que les Trichoderma se développent mieux dans des pH acide a neutre (5 et 7). De
méme plusieurs auteurs dont Moussaoui, (2010), Srivastava et al., (2014), Steyart et al., (2010)
ont montré que les souches de Trichoderma peuvent croitre a des pH allant de 1 a 9 mais leurs
pH optimums de croissance se situent entre 4.5 et 6.5. Pour Singh et al., (2014) I’intervalle de
pH le plus favorable pour Trichoderma se situe entre 5,5 et 7,5. Les études de Limoén et al.,
(2004) ont montré que les pH acides favorisent mieux la croissance fongique que les pH
alcalins. Bitton et Boylan, (1985) ont rapporté que la croissance de Trichoderma est plus
efficace dans les sols acides que dans les sols alcalins. Cependant Verdin et al., (2004) ont
signalé que la plupart des champignons ne poussent pas a des pH trés faibles. El Badawy ef al.,
(2016) ont montré la préférence des souches de Trichoderma isolées du Quatar pour un pH
¢élevé (pH 8). Ces observations indiquent que les isolats de 7Trichoderma d'un écosysteme donné
peuvent avoir des exigences propres a leur survie en relation avec les conditions du milieu. Les
mémes especes de Trichoderma provenant d’un milieu différent peuvent avoir des exigences
différentes concernant leur performance, leur croissance et leur capacité d’inhiber les
pathogenes. Joshi ef al., (2010) ont démontré ces effets de 1'écosysteme, y compris le pH du sol
sur la performance de 62 isolats de Trichoderma provenant de 1'ouest de I'Himalaya.

L’effet des différentes concentrations de sel a montré un ralentissement de la croissance
et une suppression de la conidiation a des doses de NaCl supérieures a 4%. Contrairement aux
résultats obtenus par Regragui et Lahlou, (2005) ou les souches tolérent des concentrations
¢levées de NaCl (6%). Cependant, ils ont montré que ces concentrations ¢levées de NaCl
peuvent entrainer chez certaines souches un ralentissement de 1’extension mycélienne, une
sporulation réduite et une absence de coloration typique du recto des colonies de Trichoderma.

Tous les isolats étaient capables de croitre et de se sporuler sur les milieux contenant
du dextrose, du saccharose, du mannitol et de ’amidon comme unique source de carbone.

Cependant, le dextrose et le mannitol ont montré les meilleurs résultats avec un envahissement
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mycélien total seulement apres 48h d’incubation. Mehta et al., (2012) ont montré une croissance
mycélienne plus importante en utilisant le dextrose comme source de carbone par rapport au
lactose et au fructose. Monirul Islam, (2016) avec divers isolats de Trichoderma a montré que
toutes les souches étaient capables de se développer sur le sucrose et le glucose mais seule trois
isolats étaient capables de se développer et sporuler sur les milieux contenant de I’amidon et du
mannitol. Chattannavar et al., (2006) ont rapporté que le maltose et le dextrose €taient les
meilleures sources de carbone comparées au glucose, au galactose, au maltose, au saccharose,
au fructose et au mannitol testé pour la croissance et la sporulation de Trichoderma harzianum.
Pour Sebran Haida, (2008), les isolats de Trichoderma se développent et sporulent bien dans
un milieu liquide amendé avec du dextrose, du glucose, du fructose et saccharose en tant que
source carbone. Grondona ef al., (1997) ont constaté que tous les isolats de Trichoderma étaient
capables d'assimiler le glucose et le lactose en tant que source de carbone unique, bien que les
réponses des souches a d'autres sources de carbone variaient. Ces variations pourraient étre dues
a des différences dans les conditions de dosage telles que le pH, la température et le milieu de
culture utilisé (Manczinger et Polner, 1987).

Concernant I’effet de la source d’azote sur la croissance mycélienne des Trichoderma,
tous les isolats étaient capables de croitre sur des milieux contenant du nitrate de sodium
(NaNQO3), du sulfate d’ammonium (NH2SO4), du nitrate de potassium (KNO3), de 1'urée
(CH4N20) et de la glycine (C2HsNO2). Mehta et al., (2012) en utilisant différentes sources de
carbone avec une souche de Trichoderma viride ont obtenu une meilleure croissance avec le
sulfate d’ammonium contrairement au nitrate de sodium et au nitrate de potassium. Les résultats
obtenus par Monirul Islam, (2016) ont montré que toutes les souches de Trichoderma étaient
capables de bien se développer et sporuler sur le milieu liquide Czapek Dox contenant du nitrate
de potassium et du nitrate de sodium comme source d’azote. Cependant seules trois isolats
pouvaient croitre sur milieu contenant de 1’urée. Rain et Tewari, (2016) ont obtenu une
croissance mycélienne et une sporulation plus importante sur milieu contenant du sulfate
d’ammonium suivie du nitrate de sodium comme source d’azote Nos résultats rejoignent
partiellement les conclusions de Jayaswal et al., (2003) qui ont indiqué que la croissance et la
sporulation étaient grandement affectées par diverses sources d'azote; cependant, elles ont été
favorisées par les formes d'azote ammoniacal par rapport aux formes nitrite ou nitrate alors que
l'urée ne favorise ni la croissance ni la sporulation. Abiodun et al., (2012) ont signalé que la
croissance et la sporulation de Trichoderma étaient grandement favorisées par les milieux

amendés avec NaNOs, peptone et NH4SO4 comme source d'azote. Shirsole et Mishra, (2014)
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ont signalé que le sulfate d'ammonium était la source d'azote la plus appropriée en terme de
sporulation parmi les sources d'azote testées telles que 1'urée, le nitrate de potassium, le chlorure
d'ammonium, le nitrate d'ammonium et le nitrate de sodium. Les différences de croissance des
isolats de Trichoderma en fonction des sources d’azote peuvent s’expliquer aussi par
I’augmentation du pH du milieu due a I’accumulation d’ammoniaque, ce qui suggere que les
isolats sont susceptibles de souffrir d’autolyse provoquée par les composés d’ammonium
(Bridge, 1985). Les résultats obtenus montrent que les Trichoderma sont capables d’utiliser une
large gamme de sources de carbone et d’azote pour stimuler leur croissance en accord avec les

travaux de Srivastava et al., (2014).

Conclusion

Les résultats obtenus montrent que nos souches de Trichoderma peuvent se développer
facilement en condition in vitro. Ce développement nécessite un milieu de culture adéquat et
certaines conditions de pH, de température, de salinité et d’'une bonne source de carbone et
d’azote. Ces différents parameétres ont eu des effets variables sur la croissance mycélienne des
souches de Trichoderma sp. L’effet des milieux de culture sur la croissance des Trichoderma a
montré que le milieu de culture a base de pomme de terre (PDA) est plus adéquat pour la culture
des souches a des pH basiques a neutres (pH 5 et pH 7). Parmi les différentes températures
testées, I’optimum de croissance obtenu se situait aux températures de 25 et 30 °C. L’effet de
salinit¢ a montré une diminution importante de la croissance mycélienne en fonction de
I’augmentation de la concentration de NaCl avec une tolérance allant jusqu’a 2% par les
différentes souches testées. Concernant 1’effet de la source de carbone sur la croissance
mycélienne des Trichoderma, les résultats ont montré une bonne croissance de tous les isolats
sur les différentes sources de carbone testées avec un meilleur développement avec le dextrose
et le mannitol. Les différentes sources d’azote testées ont permis un bon développement
myceélien de tous les isolats de Trichoderma. Ces résultats obtenus suggerent que les différentes

souches de Trichoderma testées pourront étre utilisées dans des itinéraires techniques agricoles.
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Chapitre 4 : Evaluation de Pactivité antagoniste des isolats de 7Trichoderma sur deux
agents pathogénes de la tomate : Fusarium oxysporum et Sclerotinia rolfsii.

Introduction

Au Sénégal, les cultures maraichéres ont connu une forte expansion a cause de leurs
importances économiques et nutritionnelles. Cependant, elles sont confrontées a plusieurs
problémes tels que la disponibilité de 1'eau, les difficultés d'écoulement de la production et
surtout la surveillance phytosanitaire.
Les problémes phytosanitaires se posent avec plus d'acuité chez les espéces cultivées en saison
pluvieuse. En effet, les conditions climatiques (température et humidité) favorisent la
prolifération des maladies cryptogamiques sur de nombreuses espéces comme la tomate
(Solanum lycopersicum L.), la pomme de terre (Solanum tuberosum), I’oignon (Allium cepa).
Parmi les maladies d’importances économiques de la tomate rencontrées au Sénégal, on note la
fusariose due a Fusarium oxysporum et la sclérotiniose causée par Sclerotinia rolfsii (PIP,
2014). La fusariose et la sclérotiniose font parties des maladies les plus dévastatrices de la
tomate dans le monde (Hanaa et al., 2011; Mullen, 2001). Pour lutter contre ces maladies de
nombreux produits chimiques sont utilisés avec souvent des résultats mitigés et des effets
néfastes sur la santé humaine et I’environnement.
Pourtant de nombreux agents biologiques peuvent induire efficacement la résistance des plantes
contre divers pathogénes (Bokhari et Perveen, 2012). Les agents de bio controle comme
Trichoderma spp. ont la capacité de promouvoir la croissance des plantes, améliorer
I'absorption des nutriments, induire la défense des plantes contre divers stress biotiques et
abiotiques (Harman ef al., 2004; Shoresh et al., 2010). Selon Jonathan, (2013) et Jijakli, (2003)
les caractéristiques in vitro d’un bon agent de lutte biologique sont: une efficacité antagoniste
in vitro, une croissance et une sporulation rapide sur milieu artificiel et une efficacité sur un
grand nombre de pathogénes. L’objectif général de ces travaux est d’étudier les performances
des Trichoderma contre Fusarium oxysporum et Sclerotinia rolfsii, deux agents pathogénes de
la tomate.
Il s’agira spécifiquement de:

» Isoler des souches pathogénes de Fusarium oxysporum et de Sclerotinia rolfsii sur

culture de tomate;
» Etudier in vitro les propriétés antagonistes des souches de Trichoderma contre ces deux
pathogenes ;
» Evaluer ’efficacité des Trichoderma sur la virulence de ces deux pathogeénes en serre.
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I. Matériel et méthodes

I.1 Isolement et identification des souches pathogénes (Fusarium et Sclerotinia)
I.1.1 Prélévement des échantillons

Les souches de Fusarium et de Sclerotinia ont été isolées a partir des échantillons de plants
infectés provenant de la station expérimentale de Sangalkam de I’ISRA/CDH sur culture de
tomate. Des prélévements ont été effectués sur des plants de tomate présentant des symptomes
de fusariose et de sclerotiniose. Les échantillons ont été mis dans des sachets en plastiques

stériles maintenus a une température de 4 °C jusqu’au moment de I’isolement.

I.1.2 Isolement et purification des pathogénes

Les parties infectées ont été découpées en fragments d’environ 0,5 centimeétres. Les fragments
ont ¢été lavés avec de 1’eau courante puis désinfectés superficiellement par trempage dans une
solution d’hypochlorite de sodium (10 %) pendant 3 minutes. Ensuite, ils ont été rincés avec de
I’eau distillée stérile (3 fois) et séchés sur du papier filtre stérile. Une fois séchés, les fragments
ont été déposés dans un milieu PDA (Potato Dextrose Agar) a raison de 4 fragments par boite
de Petri (Davet et Rouxel, 1997). Le milieu PDA a ét¢ amend¢ avec du sulfate de streptomycine
(200 mg/1) afin d’éviter la prolifération des bactéries. Les boites ont été ensuite incubées a
I’obscurité a une température de 25 °C pendant 2 a 4 jours. Des repiquages successifs ont été
réalisés apres apparition du mycélium afin d’obtenir des isolats pures de Fusarium sp. et de

Sclerotinia sp.

I.1.3 Identification des pathogénes

L’identification des souches de Fusarium et de Sclerotinia obtenues a ét¢ réalisée par
observation des caractéristiques macroscopiques et microscopiques avec 1’aide de la clé de
détermination de Roquebert, (1998) et de Nagamani et al., (2006).

Au plan macroscopique les caracteres culturaux suivant ont été observés: aspect des colonies
recto-verso, la pigmentation, la couleur des colonies et la présence ou non de sclérotes.

Au niveau microscopique, des observations ont été faites sur la structure et la morphologie des

macros et microconidies et des hyphes aprés montage entre lame et lamelle.
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1.1.4 Conservation des isolats

Une culture monosporale a été d’abord réalisée pour chacun des isolats ensuite les souches ont
été repiquées dans des tubes inclinés contenant du milieu PDA pendant 7 jours. Les souches

isolées ont été conservées a 4 °C (Botton ef al., 1990).

.2  Vérification du pouvoir pathogene des souches de Fusarium et de Sclerotinia

Apres isolement des pathogeénes (Fusaium et Sclerotinia), une vérification du pouvoir
pathogéne des différentes souches a été réalisée pour observer la capacité des souches isolées

a parasiter les plantes.

1.2.1 Matériel végétal

Des plantes saines de tomate de la variété Heinz agés de 20 a 30 jours ont été utilisées. Les
graines de tomate ont été d’abord désinfectées par trempage dans une solution d’eau de javel
(1%) pendant 3 mn puis rincées abondamment avec de 1’eau distillée stérile. Ensuite les graines
ont été semées dans des plateaux placés en serre contenant du sol stérile (Bounknabel, 2002;

Malick, 2008).

1.2.2 Inoculation des plantules

Les souches de Fusarium et de Sclerotinia ont été cultivées sur milieu PDA pendant 10 jours.
Ensuite une suspension de spores a été préparée en raclant la surface de chaque boite de Petri
aprés ajout de 10 ml d’eau distillée stérile. La suspension recueillie a été ajustée a 10° spores/ml
par estimation de la densité sur cellule de Malassez (Cherrab ef al., 2002; Colella ef al., 2008).
Les plants de tomate au stade vrai feuilles ont été ainsi déterrés délicatement et les racines ont
¢été rincées avec de 1’eau distillée stérile puis trempées pendant 30 mn dans les suspensions de
spores des pathogenes (Henni, 1998). Ensuite les plants ont été repiqués dans des pots en
plastique contenant du sol stérile. Les témoins ont subi un traitement par trempage dans de ’eau
distillée stérile (Khan et al., 2004). Pour chacun des traitements (Fusarium, Sclerotinia et

témoin), 3 pots ont été inoculés.

I.2.3 Ré-isolement des agents pathogénes

Un ré-isolement des agents pathogenes (Fusarium et Sclérotinia) a été réalisé sur milieu PDA
30 a 40 jours apres repiquage. Les champignons pathogénes sont recherchés a partir des
fragments de tige découpés a partir du collet et au niveau des racines des plants. Le protocole

d’isolement est le méme que celui décrit par Davet et Rouxel, (1997).
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1.3 Etude in vitro des propriétés antagonistes des Trichoderma sur Fusarium

oxysporum et Sclerotinia rolfsii

Pour I’étude des propriétés antagonistes des Trichoderma contre les souches de Fusarium et de
Sclerotinia, deux techniques ont été utilisées: le test de confrontation directe et le test de
confrontation a distance. Les huit isolats de Trichoderma sélectionnés apres étude de leurs
propriétés biochimiques et identifiés aprés séquengage des régions IT1 et IT4 (chapitre 1) ont
¢t¢ utilisés dans cette partie. Il s’agit des souches de Trichoderma asperellum: TS1-
KF737410.1, TS2-KU896306.1, TB2-KU896306.1, TN1-KY225658.1, TU1-KF737411.1,
TG4-JN108925.1 et TM1-KX620957.1 et de la souche de Trichoderma virens TGI-
KY225664.1. Ensuite les 5 souches présentant les meilleurs taux d’inhibition ont été utilisées

pour un test d’efficacité en serre.

1.3.1 Tests de confrontation directe

Cette méthode appelée encore « technique des cultures opposées » (Figure 19), consiste a
déposer dans des boites de Petri contenant 15 ml de milieu PDA a 3 cm I’un de ’autre, deux
explants de 8 mm de diamétre provenant des cultures des deux champignons (pathogéne et
antagoniste). Au cours de cette expérimentation, trois répétitions ont été retenues pour chaque
test. Les témoins sont représentés par des boites de Petri contenant uniquement le champignon

pathogene (Fusarium ou Sclerotinia). Les boites ont été incubées a 28 °C pendant 6 jours.

. _ <«——— Pathogene
Trichoderma

Figure 19: Confrontation directe entre Trichoderma et souche de Fusarium
1.3.2 Tests de confrontation indirecte (confrontation a distance)

Le principe de cette technique consiste a déposer au centre de chaque boite de Petri contenant
le milieu PDA un explant de 8mm de diametre préleveé a partir des colonies de Trichoderma et
des souches de Fusarium ou de Sclerotinia (Figure 20). Aprés 24 heures d’incubation, la partie
inférieure contenant le Trichoderma est scellée avec une autre contenant le pathogene, par une
bande de para film de fagon a éviter toute contamination et toute perte de gaz. Comme pour la

premicre expérimentation, trois répétitions ont été réalisées. Les témoins sont représentés par
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des boites contenant a la face inférieure uniquement le milieu de culture et la face supérieure

I’agent pathogeéne (Fusarium ou Sclerotinia).

<+—— Pathogene

—— Tyrichoderma

Figure 20: Confrontation a distance entre Trichoderma et souche de Fusarium
1.3.3 Parametres mesurés

L’évolution de la croissance mycélienne des pathogeénes a été¢ déterminée apreés 6 jours
d’incubation par la mesure du diametre du mycélium du champignon pathogene.

Ensuite, dans les deux cas de tests d’antagonisme, I’évaluation de 1’inhibition exercée par le
Trichoderma a été estimée par le calcul du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne
selon la formule suivante :

I (%) = (1- Dn/Do) x 100 (Hmouni et al., 1996).

Dn : diametre moyen des colonies de Fusarium en présence de 1’antagoniste

Do : diametre moyen des colonies témoins.

Pour les tests de confrontation directe, 1’activité mycoparasitaire des isolats de Trichoderma a
été déterminée apres 21 jours d’incubation en utilisant 1’échelle de Belle ef al., (1982) pour
estimer la capacité des souches a envahir ou non les pathogénes.

1 = antagoniste a envahi le pathogene et a recouvert la totalité du milieu ;

2 = antagoniste occupe au moins 2/3 de la surface du milieu ;

3 = antagoniste et pathogene colonise chacun environ la moiti¢ de la surface du milieu ;

4= agent pathogene colonisé au moins les 2/3 de la surface du milieu et a résisté a 'empiétement
par ’antagoniste ;

5 = agent pathogene a compleétement envahi I'antagoniste et a occupé toute la surface du milieu.

1.4 Effet des souches de Trichoderma sur la virulence de Fusarium oxysporum et

Sclerotinia Rolfsii sur culture de tomate en serre

L'efficacité des cinq souches de Trichoderma sélectionnées apres les tests d’antagonisme contre
Sclerotinia rolfsii et Fusarium oxysporum sur les plants de tomate a été testée en serre. Deux
expérimentations ont été réalisées. La premiere a consisté a traiter les semences de tomate en

les imbibant dans une suspension sporale de chacun des isolats de Trichoderma et la seconde
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expérimentation, a faire une inoculation au sol au moment du repiquage avec les souches de

Trichoderma.

1.4.1 Traitement des semences
1.4.1.1 Production des inocula

Les souches de Sclerotinia et de Fusarium ont été cultivées sur milieu PDA pendant 10 jours.
Ensuite, 10 ml de suspension de spores ajustés 10° spores/ml de chaque pathogéne ont été
inoculés dans des sachets contenant 100 g de Sorgho bien stérilisés. Les sachets sont ensuite
incubés pendant 15 a 20 jours pour permettre une bonne colonisation des graines de sorgho par
les deux pathogénes.

En ce qui concerne les Trichoderma, les suspensions sporales ont été ajustées a 7 10® spores/ml
de solution a I’aide d’un hémocytométre au microscope optique apres 10 jours de culture sur

milieu PDA.

1.4.1.2 Inoculation et semis

Une semaine avant semis, du sable provenant du jardin botanique de ’'UCAD a été stérilisé a
I’étuve, mis dans des pots de 1 kg. Chacun des pots est inoculé avec 10 g de graines de sorgho
colonisées avec les deux pathogenes.

Des semences de tomate de la variété Henz ont été traitées avec les 5 souches de Trichoderma.
Les graines de tomate ont été désinfectées dans une solution d’eau de javel (1%) pendant 3
minutes et rincées soigneusement dans de I'eau distillée stérile. L'inoculation avec les souches
de Trichoderma a ensuite été effectuée en trempant les graines dans la suspension fongique
pendant 1 h. Les graines témoins ont été trempées dans un volume égal d'eau distillée stérile.
Les semences traitées et témoins ont été directement semées dans des pots de 1 kg remplis de
sol du jardin botanique stérile en raison de 5 graines par pot. 15 jours aprés germination, un

démariage a été effectué afin de laisser une plante par pot.

1.4.2 Traitement du sol
1.4.2.1 Production des inocula

Comme pour le traitement des semences, 1’inoculum des pathogenes (Sclerotinia et Fusarium)
est constitué¢ de graines de sorgho colonisées avec le mycélium des champignons. De méme
pour les Trichoderma, les graines de sorgho préalablement imbibées dans de 1’eau puis
stérilisées ont été inoculées avec les différentes souches. Aprés 15 jours d’incubation, les

graines colonisées ont €té broyées et constituent ainsi I’inoculum de 7richoderma.
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1.4.2.2 Inoculation et repiquage

Apres désinfection comme précedemment, les graines de tomate ont été semées dans des
plateaux contenant du sable stérile pendant 20 jours. Une semaine avant repiquage, les pots
contenant le sable stérile provenant du jardin botanique ont été inoculés chacun avec 10 g de
I’inoculum de chaque pathogene.

Ensuite les plantules ont été repiquées dans des pots de 1 kg contenant du sable stérile
préalablement inoculés avec les pathogénes. Au moment du repiquage, les pots ont été¢ inoculés
avec I’inoculum de Trichoderma constitué de la poudre des graines de sorgho colonisées avec

les différentes souches a raison de 10 g par pot (Farkhondeh et Masoud, 2012).

1.4.3 Dispositif expérimental

Pour chaque test (traitement des semences ou traitement du sol), 7 traitements ont été effectués
avec chaque pathogene: pathogene seul; pathogenes associé a chacune des souches de
Trichoderma et Témoin absolu (sans pathogene ni Trichoderma). Les différents traitements
sont les suivants :
v' Traitements avec Fusarium (FO1) : TS1 + FOl; TG4 + FO1; TUI + FOl; TNI1 +
FO1; TM1 + FO1; FO1 seule
v' Traitement avec Sclerotinia (SR1) : TS1+ SR1; TG4 + SR1; TUI + SR1; TN1 + SR1;
TM1 + SR1; SR1 seule
v Traitement sans Fusarium ni Sclerotinia: TA (t¢moin absolu)
Pour chaque traitement, trois répétitions ont été effectuées. Un dispositif complétement

randomisé a été mis en place pour chaque test avec chacun des pathogenes.

1.4.4 Paramétres mesurés

Deux semaines apres semis, le pourcentage de germination a été évalué. L’effet des souches de
Trichoderma sur la croissance des plantes a été déterminé. Les paramétres suivants ont été
mesurés: hauteur des plants, diametre au collet, poids frais et sec des racines et des parties
aériennes. L'incidence de la maladie a été déterminée 45 jours apres repiquage selon le modele
d'évaluation de la maladie utilisé par Chandra et al., (1983) (Tableau 15). Les données ont été
calculées selon la formule suivante: Incidence de la maladie en pourcentage = (nombre de

plantes infectées / nombre total de plantes) x 100.
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Tableau 15: Modele d’évaluation des maladies (Chandra et al., 1983).

Symptomes % incidence de la maladie Echelle
Plante saine 0 0
Jaunissement des anciennes feuilles 10 0
Jaunissement et flétrissement des anciennes feuilles 25 2
Flétrissements de deux ou plusieurs branches 50 3
Jaunissement de toutes les branches excepté les feuilles 75 4
apicales

Flétrissement et mort de la plante 100 5

I.5 Analyse statistique

Les données obtenues ont ¢té soumises a une analyse de variance (ANOVA) avec le logiciel
Xlstat 2016 (version 4.07 addinsoft). Le test de Newman Keuls au seuil de 5% a été réalisé afin
d’identifier le niveau de probabilit¢ de la différence observée entre les moyennes lors des

différents tests.

II. Résultats
II.1 Isolement des pathogénes

Apres purification et observation des caractéristiques macroscopique et microscopique, des
souches pathogenes de Fusarium oxysporum et de Sclerotinia rolfsii ont été isolées a partir des

fragments provenant du collet et des racines des plants de tomate.
II.1.1 Aspects morphologiques des souches de Fusarium oxysporum

Les 1solats de Fusarium présentent une vitesse de croissance moyenne sur milieu PDA avec un
mycélium aérien blanc coloré de violet, le revers €tant violet intense. Ils produisent des
macroconidies et des microconidies (Figure 21). Ces derniers sont fusiformes a réniformes,
présentant 0 a 2 septa, agglomérées en fausses tétes, produites par de petites phialides
lagéniformes dans le mycelium aérien. Les macroconidies sont Iégerement arquées, présentant
3 septa, cellule basale pédicellée, cellule apicale en crochet, produites par des phialides sur des
conidiophores ramifiés ou en sporodochies. Les caractéristiques morphologiques observées

confirment les caractéristiques des Fusarium décrites par Roquebert, (1998).

91



Chapitre 4 : Evaluation de ’activité antagoniste des isolats de Trichoderma sur deux agents pathogénes de la
tomate : Fusarium oxysporum et Sclerotinia rolfsii

a b

Figure 21: Aspect morphologique des isolats de Fusarium : a : aspect du mycélium, b :
aspect des microconidies

I1.1.2 Aspects morphologiques des isolats de Sclerotinia rolfsii

Les isolats de Sclerotinia présentent une vitesse de croissance rapide sur milieu PDA. Ils ont
un mycélium dense blanchatre. Des sclérotes de structures lisses, plutdt sphériques (1 a 3 mm
de diametre) de couleur d'abord blanche, puis brun clair & brun rouge ayant un aspect
comparable a ceux de graines de moutarde se forment au sein du mycélium 5 a 7 jours apres
repiquage (Figure 22). Au plan microscopique, des hyphes de 5 a 9 microns de diameétre sont
observées. Ces hyphes de la branche principale sont hyalins (incolores) et a parois minces avec
des parois transversales et des connexions peu fréquentes. Les caractéristiques macroscopiques

et microscopiques correspondent aux descriptions de Nagamani et al., (2006).

Figure 22: Aspect morphologique de Sclerotinia rolfsii : aspect du mycelium avec les
sclerotes
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II.2 Vérification du pouvoir pathogene des souches de Fusarium et de Sclerotinia

Environ 30 jours apres inoculation des pathogeénes, des caractéristiques typiques de la fusariose
et de la sclerotiniose ont €té observées au niveau des plantes de tomate inoculées avec Fusarium
oxysporum et de Sclerotinia rolfsii.

Pour les plants de tomate inoculés avec Fusarium oxysporum, un flétrissement et un
léger pourrissement du collet ont été notés (Figure 23A). Chez ces plantes, un jaunissement
foliaire a la périphérie du limbe des vieilles feuilles a été aussi observé. Cet état foliare est suivi
d’une nécrose des pétioles, de la chute des feuilles et d’une réduction de la croissance.

Concernant les plants inoculés avec Sclerotinia rofsii, une masse d’hyphes apparait
blanche et les grosses cellules hyphales épaisses sont abondantes sur les tissus infectés pour
former un tapis fongique blanc sur les tiges inférieures et a la surface du sol. Ensuite, une Iésion
qui s’est transformée rapidement en pourriture a été progressivement notée sur plusieurs
centimétres au niveau du collet (Figure 23B). Les tissus atteints deviennent humides et
brunissent plus ou moins intensément. Un mycélium dense blanchatre recouvre rapidement les
tissus malades. Des sclérotes de couleur brun rouge ont été aussi observés au sein du mycélium.

Le ré-isolement des pathogenes au niveau du collet des plants infectés a encore montré

les caractéristiques typiques de Fusarium oxysporum et Sclerotinia rolfsii d’écrites par

Roquebert, (1998) et Nagamani et al., (2006).

Figure 23: Symptomes respectivement de fusariose et de Sclerotiniose observées apres ré-
inoculation des pathogenes (A : Fusarium oxysporum, B : Sclerotinia rolfsii)
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I1.3 Etudes in vitro des propriétés antagonistes
I1.3.1 Tests de confrontation directe

L’activité antagoniste des différentes souches de Trichoderma sur la croissance et I’inhibition
des souches Fusarium oxysporum (FO1) et de Sclerotinia roflsii (SR1) est représentée au niveau
du Tableau 16. L’analyse des résultats montre que la croissance mycélienne des souches
témoins est plus importante que celle obtenue avec les différentes confrontations (Figure 24).
Apres 6 jours d’incubation, une action inhibitrice exercée par les différentes souches de
Trichoderma vis-a-vis de la croissance mycélienne des pathogenes a été observée. L’analyse
statistique avec le test de Student Newman Keuls montre une différence significative au seuil

de 5% et confirment ces résultats.
- Confrontation directe Trichoderma-Sclerotinia

Le test de confrontation directe entre les isolats de Sclerotinia (SR1) et de Trichoderma révéle
une croissance mycélienne significative entre les traitements. Le témoin (SR1 seul) présente
une croissance mycélienne deux fois plus importante que les traitements associant Trichoderma
et SR1. Il faut aussi noter que c’est en confrontation directe avec la souche de Trichoderma
TB2 que l’isolat SR1 a présenté une croissance mycélienne plus importante (4,13 cm). La
croissance la plus faible de SR1 a été obtenue avec la souche TNI1 (3,43 cm). Le calcul du
pourcentage d’inhibition entre Trichoderma et Sclerotinia montre un pourcentage d’inhibition
allant de 51,07% a 59,26%. La souche de Trichoderma TN1 présente une capacité d’inhibition
plus importante (59,26%) suivie respectivement des isolats TU1, TG4 et TM1. Les souches
TG1, TB2 et TS2 présentent les pourcentages d’inhibition les plus faibles ne dépassant pas 55%
avec des valeurs respectives de 52,63%, 51,07% et 53,80%.

- Confrontation directe Trichoderma-Fusarium

Le test de confrontation directe entre Trichoderma et Fusarium (FO1), révele également une
croissance mycélienne plus importante chez le témoin (7,67 cm) deux fois supérieure a celle
des autres traitements. En confrontation directe avec TS2, I’isolat FO1 a présenté la croissance
mycélienne la plus importante (3,00 cm). Le calcul du pourcentage d’inhibition montre que la
souche TM1 présente une capacité d’inhibition plus importante (73,49%) suivie respectivement
des isolats TS1 (70,45%) et TN1 (70,01%). Ces trois isolats ont inhib¢ a plus de 70% la souche
FO1. Les souches TS2 et TB2 présentent les capacités d’inhibition les plus faibles. I1 est a noter

que tous les isolats de Trichoderma ont inhibé a plus de 60% FOI.
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Tableau 16: Confrontation directe entre Trichoderma et souches pathogenes de Fusarium et
de Sclerotinia

Souches de Pathogénes
Trichoderma Sclerotinia rolfsii (SR1) Fusarium oxysporum (FO1)
Croissance % d’inhibition Croissance % d’inhibition
mycélienne mycélienne
(cm) (cm)
TB2 4,13b 51,07¢ 2,97b 61,32b
TGI 4,00bc 52,63bc 2,73bc 64,36ab
TS2 3,90bc 53,80abc 3,00b 60,89b
TS1 3,83cd 54,58abc 2,27bc 70,45ab
T™1 3,60de 57,31ab 2,03¢ 73,49a
TG4 3,57de 57,70ab 2,47bc 67,84ab
TUI 3,53e 58,09ab 2,53bc 66,97ab
TN1 3,43¢ 59,26a 2,30bc 70,01ab
Témoin 8,50a - 7,67a -

Pour chaque colonne les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au test de Fischer LSD au

seuil de 5%.

I1.3.2 Tests de confrontation indirecte (distance)

Les résultats du test de confrontation indirecte (Tableau 17) montrent un ralentissement de la
croissance des souches de Fusarium et de Sclerotinia exercé par Trichoderma comparativement
au témoin (Figure 24). Contrairement au test de confrontation directe, I’inhibition de la
croissance mycélienne des pathogeénes est moins importante que pour le test de confrontation a

distance.
- Confrontation indirecte Trichoderma-Sclerotinia

Pour la confrontation a distance entre Trichoderma et Sclerotinia (SR1), la croissance
mycélienne des souches témoins est plus importante que celle des traitements. En confrontation
avec les souches TMI1 et TG4, SR1 présente la croissance mycélienne la plus faible
respectivement de 5,97 cm et 5,83 cm. Les souches TN1, TGI1, TSI, TB2, TS2 et TUI ne
présentent aucune différence significative en présence de SR1 en confrontation indirecte. Le
pourcentage d’inhibition obtenu varie entre 13,73 et 31,37 % (Tableau 17). Aucune des souches
de Trichoderma n’a inhibé a plus de 50% la souche de Sclerotinia. Les souches TM1 (29,80%)
et TG4 (31,37%) présentent la capacité d’inhibition la plus importante et ne présentent pas de

différence significative.
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- Confrontation indirecte Trichoderma-Fusarium

En confrontation indirecte entre les isolats de Trichoderma et de Fusarium oxysporum (FO1),
les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne des souches témoins est plus
importante que celle en présence de Trichoderma. Avec la souche TM1, I’isolat FO1 présente
la croissance la plus faible (4,57 cm) en confrontation indirecte. Concernant le calcul du
pourcentage d’inhibition, une différence significative a été notée entre les différents traitements.
La souche TM1 (39,11%) présentant le pourcentage d’inhibition le plus important est suivie
respectivement par les souches TN1 (30,67%) et TU1 (30,22%) avec un pourcentage
d’inhibition qui tourne autour de 30% (Tableau 17). Aucune des souches de Trichoderma n’a

inhibé a plus de 50% la souche FO1 lors du test de confrontation indirecte.

Tableau 17: Confrontation a distance entre souche de Trichoderma et pathogenes

Souches de Pathogénes
Trichoderma Sclerotinia rolfsii (SR1) Fusarium oxysporum (FO1)
Croissance % d’inhibition Croissance % d’inhibition
mycélienne mycélienne
(cm) (cm)
TNI 7,33b 13,73¢ 5,20cd 30,67b
TGl 7,07b 16,86bc 5,93b 20,89d
TSI 7,00b 17,65bc 5,50bc 26,67bc
TB2 6,80b 20,00bc 5,77bc 23,11cd
TS2 6,67b 21,57b 5,67bc 24, 44cd
TUI 6,63b 21,96b 5,23cd 30,22b
T™MI1 5,97¢ 29,80a 4,57d 39,11a
TG4 5,83¢ 31,37a 5,40bc 28,00bc
Témoin 8,50a - 7,50a -

Pour chaque colonne les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au test de Fischer LSD au
seuil de 5%.

Ces résultats montrent que le test de confrontation directe permet une inhibition de la croissance
mycélienne des pathogeénes plus importante que le test de confrontation a distance. Les souches
de Trichoderma TM1, TN1, TS1, TG4 et TU1 sont les plus performantes pour les deux tests

d’antagoniste.
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Tests de confrontation directe Trichoderma-Sclerotinia rolfsii (SR1)

TM1-SR1 TS2-SR1 SR1
Tests de confrontation indirecte Trichoderma- Sclerotinia rolfsii (SR1)

Tests de confrontation Trichoderma-Fusarium oxysporum (FO1)

TN1-FO1 TG1-FO1 FO1

Tests de confrontation indirecte Trichoderma-Fusarium oxysporum (FO1)

TU1-FO1 TM1-FO1 TS2-SR1 TG4-SR1

Activité mycoparasitaire avec Fusarium OXySporum Activité mycoparasitaire avec Sclerotinia rolfsii

Figure 24: Tests d’antagonisme entre isolats de Trichoderma et souches pathogene
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I1.4 Effet des Trichoderma sur la virulence des champignons pathogénes en serre

Apres les tests d’antagonisme, cinq isolats de Trichoderma ont été sélectionnées pour étudier
leurs effets sur la virulence de Fusarium oxysporum et de Sclerotinia rolfsii en serre: il s’agit
des souches de Trichoderma asperellum TS1, TG4, TU1, TM1 et TN1. L’étude a été effectuce

par traitement des semences et par inoculation directe du sol au moment du repiquage.

I1.4.1 Traitement des semences
11.4.1.1 Effets des isolats de Trichoderma sur la virulence Fusarium oxysporum

- Effet sur ’incidence de 1a maladie

L’effet des différents isolats de Trichoderma sur I’incidence de la souche de Fusarium
oxysporum FO1 est représenté par la Figure 25. Les résultats obtenus montrent un effet
hautement significatif de I’impact des Trichoderma sur la virulence du pathogene. Le traitement
avec FOI seul présente une incidence plus importante que les autres traitements. Le témoin
absolu n’a présenté aucun symptome de la maladie. Parmi les traitements avec les différents
isolats de Trichoderma, la souche TM1 (10%) a présenté I’incidence la plus faible suivie de la
souche TN1 (13,33%). Comparés aux plants inoculés avec FOI1 seul, tous les isolats de
Trichoderma ont permis une réduction significative de ’incidence de la fusariose des plants de

tomate.

60,00
50,00
40,00

30,00

20,00
- ' I ' I
0,00

TS1+FO1 TUI+FO1 TNI1+FO1 TG4+FO1 TMI+FO1 TA
Traitement
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Figure 25: Effet du traitement des semences par les isolats de Trichoderma sur ['incidence de
Fusarium oxysporum (FOI)

Les barres verticales représentent les écarts-types a la moyenne
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- Effet sur la croissance des plants de tomate

Les résultats obtenus ont montré une variation des différents paramétres de croissance des
plants de tomate en fonction des traitements. Pour les plants inoculés avec FOI1 seul, une
réduction importante de la hauteur de 20,07 cm; du diamétre au collet de 2,8 mm; de la biomasse
aérienne de 17,67 g et racinaire de 10,87 g est notée par rapport au témoin non inoculé (TA)
(Tableau 18). Pour les plants traités avec les différents isolats de 7Trichoderma, la hauteur et la
biomasse racinaire n’ont pas montré de différences significatives.

Tableau 18: Effet du traitement des semences avec les isolats de Trichoderma sur la
croissance des plants de tomate

Traitements | Hauteur des Diamétre au Biomasse Biomasse
plants (cm) collet (mm) aérienne (g) racinaire (g)

FO1 34,83b 4,57b 19,13c¢ 6,90b
TS1+FO1 47.83a 5,85ab 23,37bc 11,97ab
TU1+FO1 49.33a 6,18ab 28.,23abc 12,67ab
TN1+FO1 54,67a 6,46ab 31,33ab 15,90ab
TG4+FO1 49,83a 5,91ab 21,57bc 12,60ab
TM1+FO1 52,33a 7,57a 29,80ab 14,70ab
TA 54,90a 7,37a 36,80a 17,47a

Pour chaque colonne les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au test de Newman Keuls

au seuil de 5%.

11.4.1.2 Effets des isolats de Trichoderma sur la virulence Sclerotinia rolfsii

- Effet sur ’incidence de 1a maladie

Les résultats obtenus montrent que I’inoculation avec les Trichoderma a significativement
réduit ’incidence de la sclérotiniose sur les plants de tomate (Figure 26). Le traitement avec
SR1 seule présente 1’incidence la plus élevée (83,33%) au moment ou cette incidence est nulle
pour les plants non inoculés (témoins absolus). La différence de I’incidence entre les plants
inoculés avec les différentes souches de Trichoderma et celle de SR1 seule est de 60% pour
TNT1; 55% pour TM1; 46,67% pour TG4; 41,67 pour TU1 et 16,67% pour TS1 (Figure 26). Les
différentes souches de Trichoderma ont donc permis une réduction significative de 1’incidence

de la sclérotiniose. Toutefois cette réduction est variable en fonction des isolats.
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Figure 26: Effet du traitement des semences avec les isolats de Trichoderma sur l’incidence
de Sclerotinia rolfsii (SR1)

Les barres verticales représentent les écarts-types a la moyenne
- Effet sur la croissance des plants de tomate

L’inoculation avec Sclerotinia rolfsii (SR1) a entrainé une réduction importante de la croissance
des plantes par rapport aux témoins non inoculés (TA). Cette réduction par rapport TA est de
28,55 cm pour la hauteur ; 4,79 mm pour le diamétre au collet, 28,34 g pour la biomasse
aérienne et 10 g pour la biomasse racinaire (Tableau 19). L’application des Trichoderma a
considérablement réduit cette diminution des parameétres de croissance due a la présence de
SR1 dans le sol. En présence de ’isolat de 7Trichoderma TNI1, la réduction des parameétres de
croissance la plus faible due a la présence de SR1 par rapport au TA a été obtenue (la hauteur
de 0,9 cm, le diametre au collet de 1,13 cm; la biomasse aérienne de 10,6 g et la biomasse
racinaire 0,3 g).

Tableau 19: Effet du traitement des semences avec les isolats de Trichoderma sur la
croissance des plants de tomate

Traitements | Hauteur des Diameétre au Biomasse Biomasse
plants (cm) collet (mm) aérienne (g) racinaire (g)
SR1 26,33b 2,50b 6,83b 2,17b
TS1+SR1 34,00ab 4,01ab 11,93b 5,37ab
TU1+SR1 39,50ab 4,59ab 14,50ab 5,47ab
TN1+SR1 54,00a 6,46a 24,57ab 11,87ab
TG4+SR1 36,17ab 4,77ab 19,13ab 6,90ab
TM1+SR1 42.83ab 6,24a 19,67ab 7,60ab
TA 54,90a 7,59a 35,17a 12,17a

Pour chaque colonne, les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au test de Newman Keuls

au seuil de 5%.

100



Chapitre 4 : Evaluation de ’activité antagoniste des isolats de Trichoderma sur deux agents pathogénes de la
tomate : Fusarium oxysporum et Sclerotinia rolfsii

I1.4.2 Traitement du sol
11.4.2.1 Effet des isolats de Trichoderma sur la virulence de Fusarium oxysporum

- Effet sur ’incidence de 1a maladie

L’impact des différentes souches de Trichoderma aprés inoculation au sol sur 1’incidence de
Fusarium oxysporum (FO1) est représenté par la Figure 27. Une réduction significative de
I’incidence de la fusariose sur les plants de tomate a été observée par I’inoculation des différents
isolats de Trichoderma. Le traitement avec FO1 seul a montré 1’incidence la plus importante
(66,67%). Concernant les plants inoculés avec les différents isolats de Trichoderma, les souches
TN1 et TM1 ont présenté la plus faible incidence (6,66%) de la maladie sur les plants de tomate
suivie respectivement des isolats TS1 (11,67%), TU1 et TG4 (15% chacun). Comme pour les
autres tests aucun symptome n’a été observé pour les plants non inoculés (TA).

90,00

80,00

Incidence (%)

i B i i )

0,00
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Figure 27: Effet de l'inoculation au sol des isolats de Trichoderma sur l'incidence de
Fusarium oxysporum (FOI)

Les barres verticales représentent les écarts-types a la moyenne
- Effet sur la croissance des plants de tomate

L’inoculation de Fusarium oxysporum (FOl) a entrainé une réduction importante des
parametres de croissance des plants par rapport aux témoins non inoculés (TA) (Tableau 20).
Cette réduction est de 24,5 cm pour la hauteur; 3,73 mm pour le diamétre au collet; 23,63 g
pour la biomasse aérienne et 15,47 g pour la biomasse racinaire. Cette réduction des parametres
de croissance due a I’inoculation de FO1 est tres faible pour les plants inoculés avec les

différents isolats de Trichoderma. Aucune différence significative n’a été notée entre les
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traitements avec différentes souches de Trichoderma par rapport au TA. Parmi les différents

traitements avec Trichoderma, 1’isolat TM1 a donné les meilleurs résultats pour tous les

paramétres de croissance (hauteur 58,83cm, diamétre au collet 7,08 mm, biomasse aérienne

42,07 g et biomasse racinaire 21 g) suivi de la souche TNI1.

Tableau 20: Effet de ['inoculation au sol des isolats de Trichoderma sur la croissance des

plants de tomate

Traitements | Hauteur des Diameétre au Biomasse Biomasse
plants (cm) collet (mm) aérienne (g) racinaire (g)
FO1 34,50b 4,15¢ 20,10b 6,90b
TS1+FO1 55,67a 6,39ab 36,27ab 16,80ab
TU1+FO1 56,83a 6,33ab 33,90ab 16,73ab
TN1+FO1 58,33a 6,37ab 38,67ab 17,03ab
TG4+FO1 53,00a 5,15bc 25,87ab 15,30ab
TM1+FO1 58,83a 7,08a 42,07ab 21,00a
TA 59,00a 7,88a 43,73a 22,37a

Pour chaque colonne les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au test de Newman Keuls

au seuil de 5%.

11.4.2.2 Effets des isolats de Trichoderma sur la virulence Sclerotinia rolfsii

- Effet sur ’incidence de 1a maladie

Les résultats obtenus de I’effet des isolats de Trichoderma aprés inoculation au sol sur

I’incidence de Sclerotinia rolfsii (SR1) a montré une différence hautement significative (Figure

28). L’incidence de la sclerotiniose est nulle pour les plants non inoculés (TA) et treés élevée

avec SR1 seule (75%). Pour les plants inoculés avec les différentes souches de Trichoderma,

TMI a présenté 1’incidence la plus faible (10%) suivi respectivement de TN1 (15%), TU1 et
TN1 (31,67%) et TS1 (58,33%).
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Figure 28: Effet de I’'inoculation au sol des isolats de Trichoderma sur l'incidence de

Les barres verticales représentent les écarts-types a la moyenne

Incidence %

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

R1 TU1+SR1 TS1+SR1 TN1+SR1 TG4+SR1 TM1+SR1 TA

Traitement

Sclerotinia rolfsii (SR1)

- Effet sur la croissance des plants de tomate

L’inoculation des plants avec Sclerotinia rolfsii (SR1) a entrainé une réduction importante des

parametres de croissance par rapport au témoin non inoculé (TA) (Tableau 21). Avec

I’application des différentes souches de Trichoderma, la réduction des parametres de croissance

est trés faible. Bien que n’ayant pas de différence significative, les isolats TN1 et TM1 ont

présenté les plus importantes valeurs pour tous les parameétres de croissance concernant les

différents traitements avec Trichoderma.

Tableau 21: Effet de ['inoculation au sol des isolats de Trichoderma sur la croissance des

plants de tomate

Traitements Hauteur des Diameétre au Biomasse Biomasse
plants (cm) collet (mm) | aérienne (g) racinaire (g)
SR1 18,67b 2,16¢ 11,27b 4,87b
TS1+SR1 28,33ab 3,09bc 12,03b 6,57ab
TU1+SR1 42,00ab 3,70abc 24,67ab 6,90ab
TN1+SR1 54,90ab 6,46ab 28,23ab 14,47ab
TG4+SR1 40,50ab 4,63abc 20,10b 10,80ab
TM1+SR1 51,00ab 6,24ab 29,83ab 15,30ab
TA 61,00a 7,41a 44,27a 18,83a

Pour chaque colonne les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes au test de Newman Keuls

au seuil de 5%.
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SR1 TG4 Ts1 TA ™1 TN1

Figure 29: Aspect de ’appareil végétatif et racinaire des plants de tomate lors du test sur la
virulence de Sclerotinia rolfsi
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Figure 30: Aspect de ’appareil végétatif et racinaire des plants de tomate lors du test sur la
virulence de Fusarium oxysporum
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I11.

Discussion
III.1 Etudes in vitro des propriétés antagonistes

Les tests de confrontation directe et indirecte ont montré la capacité des Trichoderma a inhiber
le développement de Fusarium oxyporum (FO1) et de Sclerotinia rolfsii (SR1). Cette capacité
d’inhibition varie en fonction des souches de Trichoderma et du pathogéne en présence. Les
résultats obtenus ont montré une capacité d’inhibition plus importante sur Fusarium oxysporum
que sur Sclerotinia rolfsii lors des différents tests d’antagonisme.

Des résultats similaires montrant 1’effet antagoniste des especes de Trichoderma contre
plusieurs agents pathogénes ont été rapportés par Reddy et al., (2013); Sundara Moorthy et
Balabaskar, (2013); Hanan et Mohamed (2014) avec des pourcentages d'inhibition variant d'une
souche a l'autre. Conformément a nos résultats, Pakkala et Harison, (2018) ont montré un
pourcentage d’inhibition qui varie entre 64 et 71 % lors des tests de confrontation directe et 14
a 45 % pour le test de confrontation a distance entre des souches de Trichoderma viride et de
Fusarium oxysporum. De méme Hasan et Nada, (2016) ont montré que des isolats de
Trichoderma asperellum présentaient une inhibition de la croissance mycélienne d’Alternaria
alternata et de Fusarium semitectum avec des moyennes pouvant aller respectivement jusqu’a
69,23 et 64%. Les résultats de Amin et al., (2010) ont montré une activité volatile des isolats
de Trichoderma spp. contre différents phytopathogeénes fongiques et ont obtenu des résultats
similaires avec une inhibition de la croissance mycélienne de 41,8% pour Fusarium oxysporum,
40,68 % pour Sclerotinia rolfsii et 30,58% pour Rhizoctonia solani. En utilisant différents
isolats de Trichoderma harzanium et de Trichoderma viride, Rehman et al., (2013) et
Cherkupally et al., (2017) ont obtenu des pourcentages d’inhibition plus importants qui tournent
autour de 80% en confrontation directe avec différentes especes de Fusarium oxyporum. De
méme, Monirul islam, (2016) a montré une capacité d’inhibition de Trichoderma plus
importante contre des isolats de Sclerotinia rolfsii avec des pourcentages d’inhibition pouvant
aller jusqu’a 76,9%. Comparativement a nos résultats, Bardia et Rai, (2007) ont obtenu des
pourcentages d’inhibition plus faibles des Trichoderma contre des isolats de Fusarium
oxyporum (inférieurs a 60%).

Cette inhibition observée lors des tests d’antagonisme peut s'expliquer par plusieurs
mécanismes dont: le mycoparasitisme (Howell, 2003), la compétition pour l'espace et les
nutriments (Elad et al., 1999), I’antibiose (Howell, 1998), I’inactivation des enzymes du

pathogene (Roco et Perez, 2001), la sécrétion de certains antibiotiques non volatils diffusibles
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par les especes de Trichoderma (Hajieghrari et al., 2008) et/ou la sécrétion de la paroi cellulaire
des enzymes dégradantes (Harman et al., 2004).

Pour le mycoparasitisme, Trichoderma attaque directement le phytopathogeéne en excrétant des
enzymes lytiques, telles que les chitinases, les -1,3 glucanases et les protéases (Haran et al.,
1996). Les squelettes des parois cellulaires des pathogénes fongiques contiennent de la chitine,
du glucane et des protéines. Les enzymes qui hydrolysent ces composants doivent étre
présentes dans un antagoniste efficace pour qu'elles jouent un réle important dans la lyse de la
paroi cellulaire du pathogeéne (Lorito et al., 1994; Carsolio et al., 1999). L’envahissement des
souches de Fusarium sp. par Trichoderma et la sporulation trés abondante de ce dernier traduit
son pouvoir hautement mycoparasitaire (Daami-Remadi et EI Mahjoub, 2001).
L’envahissement du mycélium du pathogéne par 7. harzianum a également été observé par
Benhamou et Chet, (1997) en réalisant une confrontation directe sur milieu de culture entre une
souche de Trichoderma et un autre champignon tellurique Pythium ultimum et ce au bout de
quatre a cinq jours apres inoculation. Des observations microscopiques réalisées par Hibar et
al., (2005) au niveau de la zone de contact entre 7. harzianum et F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici, montrent une modification profonde au niveau du mycélium du pathogéne se
traduisant par une lyse importante, une transformation en cordons des filaments mycéliens et
un enroulement du mycélium de 7. harzianum autour du pathogéne.

Le phénomeéne de compétition se manifeste par une croissance importante et trés rapide des
Trichoderma qui leur permet de coloniser rapidement le milieu de culture et de mobiliser tous
les éléments nutritifs a leur profit (Alabouvette et al., 1983; Davet, 1996). Ce phénomene réduit
considérablement la croissance de 1’agent pathogene.

Cette inhibition de la croissance des souches peut étre aussi due a la capacité des Trichoderma
de produire des antibiotiques empéchant la croissance des pathogenes. Ce qui explique la
présence des zones d’inhibition et 1’arrét de la croissance des souches de Fusarium et de
Sclerotinia. Dennis et Webster, (1971) ont mis en évidence des antibiotiques secrétés par les
Trichoderma, solubles dans le chloroforme et extractibles a partir du milieu de culture qui
permettent une inhibition a distance de la croissance des pathogenes. Meslouhi, (1989) et Davet
(1983a et 1983b) ont montré que I’action inhibitrice observée avec les tests de confrontation a
distance est due a des substances de nature chimique libérées par les souches de Trichoderma
(phénomeéne d’antibiose). La capacité a produire de telles substances varie selon les isolats
d’une méme espeéce ou d’especes différentes. Vey et al., (2001) et Bhagat et al., (2014) ont

signalé que de grandes variétés de métabolites secondaires volatils produits par Trichoderma,
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tels que 1'éthyleéne, le cyanure d'hydrogene, les aldéhydes et les cétones, jouent un role important

dans le contrdle des agents phytopathogénes .

II1.2 Effet in vivo des Trichoderma sur la virulence des pathogénes (Fusarium

oxysporum et Sclerotinia rolfsii)

Cette ¢tude a montré une réduction de I’incidence de la fusariose et de la sclérotiniose
en serre apres traitement des semences de tomate. L ’inoculation avec les isolats de Trichoderma
a aussi entrainé une amélioration significative des paramétres de croissance (hauteur, diamétre
au collet, biomasse aérienne et racinaire des plants) par rapport aux plants inoculés avec les
pathogénes seuls. Les isolats de Trichoderma asperellum TN1 et TM1 étaient plus efficaces
pour controler les maladies testées et ont permis une réduction de 1’incidence de la fusariose
respectivement de 36, 67 et 40% et de la sclérotiniose de 60 et 55%. Des résultats similaires
montrant ’effet des Trichoderma sur la réduction de I’incidence des maladies fongiques et
I’amélioration de la croissance des plantes ont été obtenus par plusieurs auteurs. Des souches
de Trichoderma viride et Trichoderma harzianum ont été signalées comme les meilleurs
antagonistes de plusieurs agents pathogeénes des plantes transmis par le sol et les semences
(Poddar et al., 2004). Certains chercheurs ont signalé que Trichoderma pouvaient augmenter la
croissance et la productivité des plantes (Harman, 2006; Manju et Mall, 2008). Des applications
de Trichoderma viride et Trichoderma harzianum se sont révélées tres efficaces dans la gestion
de Fusarium oxysporum dans différentes cultures telles que la tomate et le coton (Sharma, 2011;
Linda, 2000). Différentes études ont montré D’efficacit¢ des Trichoderma spp. sur de
nombreuses cultures comme la laitue, 1’oignon, le coton, le raisin, le pois, la pomme de terre,
la tomate, la carotte pour controler divers agents pathogénes appartenant aux genres
Phytophthora, Pythium, Sclerotinia, Rhizoctonia, Colletotricum, Fusarium, etc. (Benitez et al.,
2004; Nirupama Devi et al., 2013). Les travaux de Monirul Islam, (2016) ont montré que les
inoculations avec les isolats de Trichoderma asperellum TROS, TR06 et TRO8 non seulement
suppriment les maladies de pourriture du collet due a Sclerotinia rolfsii, mais augmentent
¢galement le pourcentage de germination, la croissance des racines et des pousses, le poids sec
et la vigueur des plants de tomates par rapport au controle infecté. Dans une étude similaire, Lo
et Lin, (2002) ont également étudié différentes souches de Trichoderma pour la croissance de
la courge amére, du luffa et du concombre et ont constaté que les isolats augmentaient de
maniere significative la hauteur des plantules de 26 a 61%, la surface foliaire de 27 a 38% et le
poids sec de 38 a 62%. Comparativement a nos résultats, une réduction plus importante de
I’incidence de la fusariose par 7. harzianum a été obtenue par Sivan et al, (1987) apres
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enrobage des semences de tomate avec des pourcentages qui tournent autour de 80%. De méme,
Hjeljord et al. (2001) ont montré que I’application de 7. harzianum sur le fraisier permettait
une réduction de plus de 85% des attaques de Botrytis cinerea. Contrairement a ces résultats,
Ghazalibiglar et al., (2016) a obtenu sur 11 souches de Trichoderma, un seul isolat qui permet
une réduction significative de I’incidence de Fusarium oxysporum et une augmentation
significative des paramétres de croissance comme la hauteur des plants et la longueur des
racines.

Cette réduction de I’incidence des maladies et de I’amélioration de la croissance des plantes est
due a la capacité des Trichoderma a produire pour les plantes des molécules utiles, telles que le
glucose oxydase et des composés stimulant la croissance et pouvant entrainer une résistance
contre les agents pathogenes (Brunner et al., 2005). Trichoderma peut également produire des
antibiotiques, tels que la gliotoxine, la viridine et des enzymes dégradant les parois cellulaires,
ainsi que des métabolites biologiquement actifs thermostables, tels que l'acétate d'éthyle qui
sont des substances impliquées dans la suppression des pathogénes fongicides.

L’inoculation directe au sol au moment du repiquage des plants, est basée sur le
développement d’une stratégie de gestion pour I’élimination ou la réduction des inocula des
pathogenes fongiques. Les résultats obtenus ont montré que les formulations de traitement du
sol par les isolats TN1 et TM1 réduisent significativement I’incidence de la fusariose et de la
sclérotiniose et permettent une amélioration des parametres de croissance par rapport aux
traitements individuels avec les pathogenes seuls. Des résultats similaires ont été obtenus par
Monirul Islam, (2016) lors de I’inoculation au sol de différents isolats de Trichoderma
asperellum en présence de Sclerotinia rolfsii. lls ont ainsi montré que I’inoculation au sol par
les isolats de Trichoderma permettrait une meilleure colonisation de la rhizosphere en inhibant
la communauté des microorganismes pathogénes (Bennett et Whipps, 2008). En outre, de
nombreux mécanismes pourraient aussi expliquer le role des champignons antagonistes dans la
suppression de la croissance des agents pathogenes et dans le contréle des maladies fongiques.
Cette capacité de contrdle biologique pourrait étre due au mycoparasitisme (Haran et al., 1996),
a l'antibiose (Ghisalberti et Rowland, 1993), a l'induction d'une résistance chez les plantes
(Yedidia et al., 1999) ou a la compétition pour les nutriments et/ou l'espace (Inbar ef al., 1994).
Ces mécanismes peuvent avoir un effet stimulant sur la croissance des plantes car ils modifient
les conditions du sol. En plus de fournir des actions antimicrobiennes, ils stimulent également
l'activité biologique des populations microbiennes antagonistes résidentes, favorisant ainsi la

croissance des plantes (Harman et al., 2004).
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Conclusion

L’effet nettement antagoniste des isolats de 7Trichoderma vis-a-vis de Fusarium oxysporum et
de Sclerotinia rolfsii a été montré. En effet, les tests de confrontations directe et indirecte ont
révélé une inhibition de la croissance mycélienne des deux pathogeénes. Pour le test de
confrontation directe, une importante inhibition de la croissance allant de 60,89% a 73,49%
pour Fusarium et 51,07% a 59,26% pour Sclerotinia a été obtenue. Une diminution du
pourcentage d’inhibition a été constatée lors du test de confrontation indirecte avec des valeurs
d’inhibition plus faibles et comprises entre 20,89 et 39,11% pour Fusarium et 13,73 a 31,37%
pour Sclerotinia. Les cinq isolats présentant les meilleurs propriétés antagonistes (TM1, TS1,
TG4, TN1 et TUI) ont été sélectionnés pour étudier en serre leurs effets sur la virulence des
pathogenes. Les résultats obtenus ont montré une réduction importante de I’incidence des deux
maladies apres traitement des semences et inoculation directe au sol. Une amélioration
significative des parametres de croissance (hauteur, diametre au collet, biomasse aérienne et
racinaire) a été obtenue avec les plants traités avec les isolats sélectionnés comparativement
aux plants inoculés avec les pathogenes seuls. Toutefois cet effet varie d’un isolat & un autre.
En effet, les deux isolats de Trichoderma asperellum TN1 et TM1 ont donné des pourcentages
d’inhibition plus importants lors des tests d’antagonisme et une meilleure réduction de
I’incidence des deux maladies sur les plants de tomate en serre. Ces souches pourraient donc
étre proposées comme agent de lutte biologique contre les pathogénes fongiques des cultures
maraicheéres au Sénégal aussi bien pour le traitement des semences dans le cadre de la

production des pépinieres ou bien pour une inoculation directe au sol.
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Conclusion générale et perspectives

Conclusion générale et perspectives

La caractérisation des souches de Trichoderma indigénes et I’évaluation de leurs potentialités
antagonistes contre deux pathogeénes fongiques de la tomate a savoir Fusarium oxysporum et
Sclerotinia Rolfsii ont ét€ menées au laboratoire et en serre. 20 souches de Trichoderma ont été
isolées a partir du sol de différents sites de la zone des Niayes dont 3 a partir du jardin botanique
de ’'UCAD, 4 a Sangalkam, 7 & Gorom, 3 a Notto Gouye Diama et 3 au niveau de la zone de
Mboro. Le screening pour la production d’enzymes extracellulaires (pectinase, protéase,
chitinase et cellulase) et d’AIA a permis de sélectionner 10 souches de Trichoderma.
L’estimation de la production des enzymes lytiques des souches a montré une importante
activité enzymatique é€levée par les isolats de Trichoderma. Ensuite, 8 de ces isolats ont été
identifiés en se basant sur le séquengage des régions IT1 et IT4 dont 7 souches appartenant a
I’espece Trichoderma asperellum et 1 a Trichoderma virens. L’analyse de la diversité génétique
de ces isolats par RAPD en utilisant 5 primers a révélé un pourcentage de polymorphisme élevé
(98.2%).

Ensuite plusieurs facteurs abiotiques dont le milieu de culture, le pH, la température
d’incubation, la teneur en sel, la source de carbone et d’azote ont été évalués sur la croissance
mycélienne des 8 isolats de Trichoderma identifiés. A la suite de ces expériences, il est apparu
que le milieu de culture a base de pomme de terre PDA est plus adéquat pour la culture des
souches a des pH acides a neutres (pH 5 et pH 7). Parmi les différentes températures testées,
I’optimum de croissance obtenu se situait aux températures de 25 et 30 °C. L’effet de salinité a
montré une diminution importante de la croissance mycélienne en fonction de 1’augmentation
de la concentration de NaCl avec une tolérance allant jusqu’a 2% par les différentes souches
testées. Concernant I’effet de la source de carbone sur la croissance mycélienne des
Trichoderma, les résultats ont montré une bonne croissance de tous les isolats sur les différentes
sources de carbone testées avec un meilleur développement pour le dextrose et le mannitol. Les
différentes sources d’azote testées ont aussi permis un bon développement myceélien de tous les
isolats de Trichoderma.

Enfin I’étude des propriétés antagonistes des Trichoderma a été réalisée a travers des tests
d’antagonistes in vitro et de virulence en serre contre Fusarium oxysporum et Sclerotinia
Rolfsii. Les deux champignons pathogeénes utilisés ont été isolés au niveau de la station
expérimentale de Sangalkam de ’ISRA/CDH sur culture de tomate. Les résultats obtenus ont
montré un effet antagoniste net des isolats de Trichoderma vis-a-vis des deux pathogenes. En

effet, les tests de confrontation directe et indirecte ont révélé une inhibition de la croissance
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mycélienne des deux pathogénes. Pour le test de confrontation directe, une importante
inhibition de la croissance allant de 60,89 a 73,49 % pour Fusarium et 51,07 a 59,26 % pour
Sclerotinia a été obtenue. Une diminution du pourcentage d’inhibition a été constatée lors du
test de confrontation indirecte. Cette diminution tourne entre 20,89 et 39,11 % pour Fusarium
et 13,73 a 31,37 % pour Sclerotinia. Ensuite les cinq isolats présentant les meilleurs propriétés
antagonistes (TM1, TSI, TG4, TN1 et TU1) ont été sélectionnés pour étudier en serre leurs
effets sur la virulence des pathogenes. Le traitement des semences et 1’inoculation directe au
sol semblent donc réduire de fagon significative 1’incidence des deux maladies. Une
amélioration significative des parametres de croissance (hauteur, diamétre au collet, biomasse
aérienne et racinaire) par rapport aux plants inoculés avec les pathogenes seuls a été notée. Les
deux isolats de Trichoderma asperellum TN1 et TM1 ont donné des pourcentages d’inhibition
plus importante lors des tests d’antagonisme et une meilleure réduction de I’incidence des deux
maladies

Les résultats obtenus dans le cadre de ces études in vitro et en serre ne sont pas suffisants, car
en milieu réel les conditions expérimentales sont sous I’influence des facteurs du milieu, du
comportement de la plante-hdte et des interactions multiples avec les autres micro-organismes
du sol. En conséquence, il est parfois difficile de répéter une expérience dans des conditions
réelles et a grande échelle. Pour cette raison, il est donc indispensable de poursuivre les
recherches pour aboutir a I’utilisation de ces souches de Trichoderma contre plusieurs agents
pathogenes fongiques des cultures maraicheres transmis par le sol. Il devrait étre possible de
réaliser des essais a plus grande échelle dans de véritables conditions naturelles. Ces études
pourraient ainsi participer a la préservation des sols de cultures et a la valorisation des

microorganismes telluriques comme les Trichoderma.
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Annexe 1 : Rapport MACROGEN sur la caractérisation moléculaire des isolats
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Annexe 2 : Composition des milieux de culture
1. Patato Dextrose Agar (PDA)

Pomme de terre
Dextrose

Agar

Eau distillée
pH

2. Pectine Agar Medium (PAM)

Citrus Pectin
(NH4)>HPO4
MgSOg4
Agar

Eau distillée
pH

3. Chitine Agar Medium

Colloidal chitin
MgSO4
NH4SOq4
KH>PO4

Agar

Eau distillée

4. Czapek-Mineral Salt Agar Medium

KH2PO4
MgS0O4.7H20
NaNO3
KCl
Peptone
Agar
Carboxy Methyl Cellulose (CMC)
Eau distillée
pH
5. Casein Agar Medium

Peptone

Extrait de beeuf
Extrait de levure
NaCl

Annexes

200g.
10g
15¢g
1000ml
5,6

10.00g,
3.00g,
0,1g,
20.00g
1000 ml,
55

10, 00g,
0,3g
3.00g
2.00g
20.00 g
1000ml

1.00 g
0.50 g
2.00¢g
0.50 g
2.00¢g
20.00g
5.00g
1000ml
6

S5g
1,5g
1,5g
5g

ix



Casein
Agar
pH

6. Milieu Malt Extract Agar (MEA)

Extrait de Malt
Glucose

Agar

Eau distillée
pH

7. Milieu Sabouraud (SB)

Peptone
Agar
Glucose
Eau distillée

8. Milieu Czapeck Dox

NaNO3

KCl

MgSO,
KH,PO,
FeSO,, 7TH,0O
Saccharose
Agar

Eau distillée
pH

Annexes

10g
20g

20g

S5g
20g
1000ml
6

10g
20g
20g
1000 ml

10g
0,5¢
0,5g

lg
0,001g
30g

20g
1000 ml
6
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Annexe 3 : Protocole d’extraction de ’ADN génomique

Le protocole d’extraction comporte les étapes suivantes:

>

Broyage de 5 g du mycélium dans un mortier en présence d'azote liquide. Le broyat
obtenu a été recueilli dans des tubes Eppendorf. 500 pl du tampon TES (Tris-HCI 250
mM (pH 8,0), EDTA 50 mM (pH 8,0), Nacl 100 mM et SDS 2%) sont ajoutés au broyat
et le mélange est incubé pendant 1 heure a 65 °C.

50 a 100 pg de protéinase K ont été ajoutés et le mélange est incubé pendant 30 mn a 1
h entre 55-60 °C. La concentration en sel a été ajustée a 1,4 M avec du NaCl 5 M (= 140
ul) et 1/10 volumes de CTAB a 10% (bromure de cétyltriméthylammonium) a été
ajouté; le tout est incub¢é pendant 10 minutes a 65 °C.

Un volume de chloroforme est ajouté [alcool isoamylique (24: 1 (v / v)] et le mélange
est incubé pendant 30 minutes a 0 °C avant d’étre centrifugé pendant 10 minutes a 4 °C.
Le surnageant est prélevé et transféré dans un tube de 1,5 ml contenant 225 pl d'acétate
d'ammonium 5 M (NH4 COOCH3). L’ensemble est mélangé doucement puis placé sur
de la glace pendant 30 minutes avant centrifugation a 4°C a 10000 tr/min. II faut noter
que 15 pl de ARNase ont été ajoutés au surnageant.

Le surnageant a été transféré dans un tube frais. Puis 0,55 volume d'isopropanol (~ 510
pl) a été ajouté a I'ADN précipité et centrifugé immédiatement pendant 5 minutes a
10000 tr/min. Le surnageant a été jeté et le culot a été lavé deux fois avec de I'é¢thanol
glacé a 70% puis dissous dans 50 pi de tampon TE.

Le mélange réactionnel a été centrifugé a 12 000 tr/min pendant 15 minutes. Au
surnageant recueilli, est ajouté un volume égal de phénol saturé d'eau. Une nouvelle
centrifugation a été réalisée a 12 000 tr/min pendant 15 minutes.

Le surnageant est de nouveau recueilli et un volume égal de phénol: chloroforme: alcool
isoamylique a été ajouté dans un rapport de 25: 24: 1. Le mélange est de nouveau
centrifugé a 12 000 tr/min pendant 15 minutes.

La phase aqueuse prélevée est mise dans un nouveau tube auquel du chloroforme est
ajouté dans le rapport de 1: 4 v/v.

L’Ajout de 1'isopropanol au mélange ci-dessus (0,7 fois le volume final) est suivi d’une
centrifugation. L'ADN est alors précipité en ajoutant de 1'éthanol 100% refroidi et
granulé par centrifugation a 12 000 tr/min pendant 15 minutes.Une série de lavage a
I'éthanol a 70% de ’ADN est effectuée par centrifugation a 12 000 tr/min pendant 15

minutes.
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» Les pastilles ainsi obtenues sont séchées a I'air puis mises en suspension pour dissolution
dans du tampon TE ayant un pH de 8,0. En outre, 2 ul de RNase et sans DNase (MBI,
Fermentas AG) ont été ajoutés a 'ADN dissout. Le mélange est incubé dans un bain-
Marie a 37 °C pendant 1 heure puis a 60 °C pendant 10 minutes pour l'inactivation des

enzymes. Les échantillons d’ADN purifiés sont été conservés a -20 °C.
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Annexe 3 : Profils RAPD des 5 marqueurs polymorphes

OPA 3 OPA S

OPA 7 OPA 13

OPA 15

M : marqueur molécilaire ; 1: TG4 ;2 : TG1;3:TM1;4:TN1;5:TU1;6:TS1;7:
TS2;8:TB2;9:TG7
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Annexe 4 : Articles publiés

methodologies that allowed to process and select antagonistic

"Corresponding author: Raghu Raw, M., ) ) . potential against fungal plant pathogens or which can be used in
Department of Botany and Microbiology, Acharya Nagarjuna University, Nagarjuna industrial N licati - =

Nagar, Guntur, Andhra Pradesh 522510, India. Industrial applications.

DOI: hitps://doi.org/10.24941 fijer. 31464.07.2018
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Annexes 5 : Communications affichées

Poster, 3°™¢ journée du LAPSE, 1-2 Avril 2015, UCAD2, Dakar, Sénégal.

CONCLUSION

Cette étude montre que les souches de Trichoderma sont capable d'utiliser une large gamme de substrats pour leur croissance. La température optimale pour la croissance des
souches en culture est de 20°C. Cette étude a avssi montré ['effet antagoniste des trois souches de Trichoderma sur les iselats de Fusarium sp. responsable de la pourriture des
racines et du collet chez 1a tomate. Le test de confrontation directe se révéle étre plus efficace pour I'inhibition de la croissance des souches que le test de confrontation a distance.

REFERENCES
Collingwood E. F., Bourdoushe L., Defrancg M., (1984). Les principaux ennemis des cultures maraicheres au Senegal. Cenfre pour le developpement de [ horticulture Camberene — Dakar. 2eme Edition.
Hibar Khaled , Daami-Remadi Mejda, Khiareddine Haifa, El Mahjoub Mohamed (2005). Effet inhibiteur in vitro et in vive du Trichoderma harziann s Fusarium oxysporum £ sp. Radicisiycopersici
Bigtechnol. Agron. Soc. Environ (3), p. 163-171
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Poster doctoriales : 8-9 Décembre 2015, UCAD?2, Dakar, Sénégal

Figure 2: Inhibition de 1a crod

ssance nyeelienne en confl

Ton a distance

Apres 6 jours d’incubation (Figure 1 et 2), une action inhibitrice exercée par les souches de Irichoderma vis A vis de 1a croissance mycélienne des Fusarium a été observée. La souche

T3 se montre l1a plos efficace avec un taux d'inhibition de 73.05% pour F1 et 39.21% pour F2 lors des tests de confrontation directe. Ce résultat est confirmé par les tests de
confrontation 3 distance ou une inhibition de 64.18% est observée pour F1 et 46.68% pour F2 qui est Ia souche 1a plus résistante.
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Auteur : Ndiogou GUEYE

Résumé :

Au Sénégal, la tomate (Solanum Ilycopersicum L.) constitue le légume le plus consommé aprés 1’oignon.
Cependant, sa culture est aujourd’hui dépréciée par de nombreux agents pathogenes dont Fusarium oxysporum et
Sclerotinia rolfsii qui causent des pertes économiques importantes. Ainsi, dans la recherche de nouvelles méthodes
de lutte efficaces et respectueuses de I’environnement, notre étude se fixe comme objectif général de caractériser
puis d’évaluer les potentialités antagonistes des souches de Trichoderma indigénes contre deux agents pathogénes
de la tomate: Fusarium oxysporum et Sclerotinia rolfsii. Suivant les caractéristiques morphologiques, un isolement
de 20 souches de Trichoderma est réalisé a partir de différents sites de la zone des Niayes. Parmi ces isolats, 10
souches montrent une activité enzymatique importante liée a la production de chitinase, cellulase, pectinase et
protéase et 8 souches de Trichoderma produisent de I’Acide Indole Acétique (AIA). L’identification des isolats
basée sur le séquencage des régions ITS1 et ITS4 atteste que 7 souches appartiennent a 1’espece Trichoderma
asperellum et une a Trichoderma virens. L’étude de la diversité génétique des isolats par RAPD révéle un
pourcentage de polymorphisme élevé (98.2%) avec 5 primers. Pour I'influence des facteurs abiotiques sur la
croissance des 8 isolats de Trichoderma choisis, les résultats obtenus prouvent que le milieu PDA est plus adéquat
pour la culture des souches. Les pH acides a neutres (pH 5 a pH 7) ainsi que les températures d’incubations se
situant entre 25 et 30 °C sont plus favorables pour la croissance mycélienne des souches. Pour I’é¢tude des
propriétés antagonistes, une inhibition de la croissance mycélienne des deux pathogénes est notée pour les tests de
confrontations directe et indirecte. Le pourcentage d’inhibition obtenu lors du test de confrontation directe et plus
importante que celui du test de confrontation indirecte. La souche de Fusaium oxysporum est plus sensible aux
différentes souches de Trichoderma que Sclerotinia rolfsii. Les cinq isolats présentant les meilleures propriétés
antagonistes (TM1, TS1, TG4, TN1 et TU1) montrent une réduction importante de 1’incidence des deux maladies
apres traitement des semences et inoculation directe au sol en serre. Une amélioration significative des paramétres
de croissance (hauteur, diamétre au collet, biomasse aérienne et racinaire) par rapport aux plants inoculés avec les
pathogénes seuls est aussi observée. Ces souches pourraient donc étre proposées comme agent de lutte biologique
contre les pathogénes fongiques des cultures maraichéres au Sénégal.

Characterization of indigenous Trichoderma spp and evaluation of their antagonistic potentialities against two
pathogens of tomato in Senegal: Fusarium oxysporum and Sclerotinia rolfsii.

Abstract:
In Senegal, tomato (Solanum lycopersicum L.) is the most consumed vegetable behind onion. However, its
cultivation is now depreciated by many pathogens including Fusarium oxysporum and Sclerotinia rolfsii which
cause significant economic losses. Thus, in the search for new efficient and environmentally friendly methods of

control, our study sets the general objective of characterizing and evaluating the antagonistic potential of
indigenous Trichoderma strains against two tomato pathogenic fungus: Fusarium oxysporum and Sclerotinia
rolfsii. According to morphological characteristics, 20 strains of Trichoderma are isolated from different sites in
Niayes zone. Among theses isolates, 10 strains show significant enzymatic activity related to the production of
chitinase, cellulase, pectinase and protease and 8 strains of Trichoderma are postive to AIA production. Based on
the sequencing of ITS1 and I'TS4 regions, 7 strains are identify as Trichoderma asperellum and one as Trichoderma
virens. The study of the genetic diversity of isolates by RAPD show a high percentage of polymorphism (98.2%)
with 5 primers. Studies on effect of abiotic factors on the growth of the 8 selected Trichoderma isolates, reveal
that PDA medium is more suitable for strain culture. Acid to neutral pH’s (pH 5 to pH 7) as well as the incubation
temperatures between 25 and 30 °C are more favorable for the mycelial growth of the isolates. Antagonistic studies
by direct and indirect confrontation tests reveal the mycelial growth inhibition of the two pathogens. The
percentage of inhibition obtained in the direct confrontation test is greater than that of the indirect confrontation
test. The strain of Fusaium oxysporum is more sensitive to different strains of 7richoderma than Sclerotnia rolfsii.
The five isolates (TM1, TS1, TG4, TN1 and TU1) with the best antagonistic properties show a significant reduction
in the incidence of both diseases after seed treatment and direct soil inoculation in greenhouse. A significant
improvement of growth parameters (plant height, collar diameter, shoot and root biomass) compared to inoculated
plants with pathogens alone is also observe. These strains could therefore be proposed as a biocontrol agent against
fungal pathogens in vegetable crops in Senegal.

Mots clés : Trichoderma, champignons pathogenes, tomate, lutte biologique









