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Introduction

I ntroduction

La tomate (Solanum lycopersicum) fait partie de la grande famille des solanacées a coétés de la
pomme de terre, de I'aubergine, du poivron et du piment. Considérée comme premier |égume apres
la pomme de terre et deuxieéme ressource alimentaire mondiale aprés les céréales. Elle est adaptée a
des conditions de culture tres variés et destinée a la consommation en frais ou a la transformation
industrielle (Causse et al., 2000). Elle est I'objet des nombreuses recherches scientifiques servant
comme plante modéle en génétique. Elle a donné naissance a la premiere variété génétiquement
transformée autorisée a la consommation commercialisée aux Etats-Unis dans les années 1990
(Anonyme, 2010).

Deés la levée et pratiquement jusqu’a récolte, la majorité des cultures maraicheéres tel que, la tomate
est confrontée a des nombreuses contraintes d'ordres biotique et abiotique. Parmi les contraintes
biotiques, la pression des parasites constituent la contrainte majeure entrainant une réduction des
rendements. Toutefois, la production de tomate sous serre reste toujours freinée par certaines
maladies dont la fusariose des racines et du collet (Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici)
qui cause d’importantes pertes dans les cultures hors sols. Il est capable d’envahir I’ensemble
vasculaire de la plante provoguant ainsi son obstruction et par la suite I’affaiblissement de la plante

qui finit par mourir (Ozbay et Newman, 2004).

En Algérie, cette maladie rapportée pour la premiére fois par Bouznad et al., (1990), est considérée
parmi les maladies les plus importantes sur les Iégumineuses telles que le pois chiche ou des
prospections réalisées dans les différentes régions du pays, ont révélé la forte présence de cette
maladie.

Par ailleurs, I'utilisation intensive et systématique des pesticides pose des problémes
environnementaux (pollution des nappes, présence des résidus dans les sols et les végétaux) et
affectent aussi la santé humaine et animal. Le développement d'une agriculture durable exige
l'usage des méthodes de protection des plantes alternatives respectueuses de I'homme et de
I'environnement. La lutte biologique, basée sur |'utilisation des organismes naturels antagonistes des

agents phytopathogenes, pourrait constituer une solution prometteuse.

Cette stratégie préventive consiste a stimuler les défenses naturelles des plantes par mycorhization
et par I’utilisation des isolats du genre Trichoderma. Le Trichoderma et les CMA semblent réduire

I'incidence ou la sévérité des effets causes par certains champignons phytopathogenes racinaires tels
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gue Rhizoctonia, Fusarium, Verticillium, Phytophtora et Pythium (Whipps, 2004; Kubicek et al.,
2003)

Ces derniéres annees la lutte biologique par [I’utilisation d’agents antagonistes fongiques,
bactériens, et d’autre part, I’application des mycorhizes sur les plantes renforcent le systéme de
défense chez cette derniére. En outre, cette stratégie a été envisagée contre le Fusarium oxysporum.
Par conséquent, la lutte biologique pourrait offrir des potentialités pour la suppression de la
fusariose en plein champ, particuliérement lorsqu’elle est utilisée en combinaison avec des cultivars

partiellement résistants et un choix adéquat de la date de semis (Landa et al., 2004).

C'est dans cette optique que sinscrit la présente éude dont I'objectif est didentifier une méthode
efficace de lutte biologique qui constitue une alternative suscitant plus d'espoir dans la lutte contre
les pathogénes du sol. De fagon spécifique, il sagit d'évaluer: I'effet des champignons mycorhiziens
arbusculaires (CMA) sur F. oxysporum; |'effet de Trichoderma sur cet agent pathogene ; les effets
combinés des CMA et de Trichoderma viride sur F. oxysporum. Ainsi, notre travail est composeé de
trois parties, la premiére partie porte sur I’étude bibliographique de la plante hote (la tomate),

I’agent pathogéne F. oxysporum et |es agents de biocontrol.

La deuxieme partie représente la partie expérimentale qui comprend : matériels et méthodes, la
troisiéme partie représente les résultats et discussions et enfin terminé par une conclusion et

perspectives.
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Partie | : Synthése bibliographique Chapitre | ; Généralité sur latomate

|.1- Définition de la tomate (Solanum lycopersicum)

La tomate est une plante herbacée de la famille des solanacées, cultivée pour son fruit. Le terme
désigne alafoislaplante et le fruit charnu qui, bien qu’il soit biologiquement un fruit, est considéré
comme un des légumes les plus importants dans I’alimentation humaine (Nguyen et Schwartz,
1998). Latomate est un aliment diététique riche en eau et pauvre en calories. Le fruit renferme aussi
beaucoup d’éléments minéraux et des vitamines, dont la plus importante en quantité est la vitamine
C (Nguyen et Schwartz, 1998).

|.2- L’origine de la tomate

La tomate est originaire d’Amérique du Sud et c’est au Mexique qu’elle a eté cultivée en premier,
puis a été introduite par les Espagnols au 16°™ siécle en Espagne et en Italie. A partir de la fin du
18" siécle, la tomate a été considérée comme un légume (avant ¢’était une plante ornementale), et
guelques milliers des variétés ont été créées dans le passé. De nos jours, nous ne pouvons trouver
couramment que quel ques dizaines des variétés chez les semenciers, et une dizaine des variétés sous
forme de plantons. Lors de I’achat des graines, les informations sur la maturité du Iégume, sur la
résistance aux maladies ou la culture en pleine terre ou sous serre sont généralement indiquées sur

I’emballage. Bien souvent, ces informations utiles font défaut lors de I’achat de plantons.

La tomate (Solanum lycopersicum) appartient a la famille des Solanaceae, a laguelle appartiennent
également le piment, le poivron, I’aubergine et la pomme de terre (Pitrat et Foury, 2004).

|.3- Nomenclature

En 1753, le botaniste Suédois Linnaeus I’a nommée Solanum lycopersicum, mais 15 ans plus tard
Philipe Miller a remplacé le nom donné par Linnaeus, par Lycopersicom esculentum. Bien les
taxonomistes aient récemment réintroduits son nom original Solanum lycopersicum (Heiser et
Anderson, 1999).

Le nom du genre Lycoperessicom est un composite gréco- latin, il signifie «péche de loup». Le nom
esculentum vient du latin, il signifie «comestible». Cette comestible ne concerne ni le feuillage, ni
les jeunes fruits verts, qui contiennent des alcaloides toxiques (tomatine et solanine). Ces

alcaloides disparaissent des fruits au cours de leur développement (Pitrat et Foury, 2004).




Partie | : Synthése bibliographique Chapitre | ; Généralité sur latomate

| .4- Laclassification variétale
|.4.1- Lesvariétésdéterminées

Dans ce groupe, on trouve des variétés dont la tige émet un nombre donné de bouguets a fleurs.
Mais cette tige principale est terminée par un bouquet a fleurs, comme d’ailleurs les rameaux
anticipes, il en résulte que faute de bourgeon terminal la croissance de la tige s’arréte d’elle-méme.

Elles sont utilisées généralement lors de la culture en plein champs (L aumonnier, 1979).

|.4.2- Lesvariéésindéter minées

Ces variétés présentent une tige principale poussant avec régularité et formant un bouquet a fleurs
toutes les trois feuilles généralement. |l en résulte que la production des fruits est prolongée. On
peut I’arrété par un pincement du bourgeon terminal a la hauteur souhaitée. Ce groupe se caractérise

par un rendement important qui s’étale sur une longue période (Laumonnier, 1979).

|.5- Classification botanique de latomate

Cronquist (1981), Gaussen et al. (1982), rappellent que la tomate appartient a la classification

suivante (tableau 1) :

Tableau 1: Laclassification de tomate (Cronquist, 1981; Gaussen et al., 1982)

Régne Plantae

Sous réegne Trachenobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Solonales

Famille Solanaceae

Genre Solanum ou Lycopersicum

| .6- La composition biochimique delatomate

Latomate est le fruit le plus cultivé et le plus consommé parmi les plantes horticoles dans e monde.
Pour sa richesse dans la composition de ces fruits, elle consiste la principale source de nourriture
dans plusieurs pays (Tableau 2) (Anonyme, 1999).
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Tableau 2 : Lateneur de latomate en é éments nutritifs « pour 100g » (Anonyme, 1999)

Eléments Teneur
Vitamine A 600 U.I
Vitamine C 601 mg
Vitamine B, 0.06 mg
Vitamine B, 0.04 mg
Niacine 0.5mg
Calcium 7mg
Sodium 8 mg
Fer 0.6 mg
Potassium 207 mg
Glucides 4mg
Protéines 1 mg
Eau 94 mg

|.7- Morphologie delatomate
|.7.1- L appareil vegétatif

|.7.1.1- Racines

Forte racines pivotantes qui pousse jusqu’a une profondeur de 50 cm ou plus. La racine principale

produit une haute densité des racines latérales et adventices (Naika et al., 2005).

1.7.1.2- Tiges

Elles sont vertes, épaisses aux entre-nceuds. Elles disposent de deux types des poils blanchéatres :

des poils simples et des poils glanduleux qui contiennent une huile essentielle, qui donne I'odeur de

latomate et la coloration verte. Elles portent les feuilles, les fleurs et les fruits. Une tige peut porter

des nombreuses ramifications (appelées axillaires) et a une croissance indéterminée ou déterminée

selon les variétés (Kolev, 1976).
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|.7.1.3- Feuilles

Les feuilles sont composees de (5 a 10) folioles principales. Elles ont une disposition alternée sur la
tige, longues de (10 & 25) cm et d’un certain nombre de petites folioles intercalaires ovales, un peu
dentées sur les bords. Elles sont souvent repliées en forme de cuilléres ou méme a bords roulés en
dessus (Judd et al., 2002).

|.7.2- L’appareil reproducteur
1.7.2.1- Fleurs

Les fleurs de la tomate sont des organes bisexués. Elles sont hermaphrodites et auto fécondes et
regroupées sur le méme pédoncule en bouquet |ache en inflorescence formant des grappes plus ou
moins bifurquées de (3 a 8) fleurs chez les variétés fixées et au-dela chez les hybrides. Le tube du
calice est court et velu, comporte 5 sepales, il est persistant apres la fécondation et subsiste au
sommet du fruit. Androcée comporte 5 étamines latérales, les anthéres allongées forment un cone
resserré autour du pistil ; celui-ci est constitué de deux carpelles soudés formant un ovaire super

biloculaire a2 loges et a placenta central (Judd et al., 2002)  (figure 1).
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Figure 1 : Coupe longitudinale de lafleur de latomate (Rac, 2010)

|.7.2.2- Fruits

Le fruit est une baie plus ou moins grosse, avec épiderme lisse brillant de forme variable (sphérique,
oblongue, allongée), et des couleurs variées (blanche, rose, rouge, jaune, orange, verte, noire) selon
les variétés. La paroi de l'ovaire évolue en péricarpe charnu et délimite des loges. Le placenta
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congtitue la partie centrale du fruit et est al'origine des tissus parenchymateux. Le nombre de loges,
I’épaisseur du péricarpe et I'importance du gel sont dépendants des variétés (Shankara et al.,
2005).

1.7.2.3-Graines

Les graines sont nombreuses, réparties dans des loges remplies de gel en forme de rein ou de poire,
poilues, beiges, de (3 a 5) mm de long et de (2 a 4) mm de large. Elles sont recouvertes d’un
mucilage, L’embryon est enroulé dans I’albumen. Le poids de mille graines est en moyenne de 3 g.
Le cycle de lagraine, est variable selon les variétés et les conditions de culture, il est en moyenne
de (3.5a4) mois (7 a8 semaines delagraine alafleur et 7 a9 semaines de lafleur au fruit) (Naika
et al., 2005) (figure 2).

A

Fleurs

Fruits

Figure 2: Différents organes de latomate

A :laplanteentier B:lesfeuilles C:lafleur D:lesfruits E:lesgraines(Shankaraet al.,
2005)

|.8- lecycle biologique de la tomate

Un cycle végetatif complet de la tomate est comprend 4 phases principales il est différent d’une
variété a I’autre et selon les conditions de culture, il s’étendu en général en moyenne de 3.5 & 4.5
mois (Claude et Yves, 1999), ces phases sont |es suivantes (figure 3) :
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[.8.1- Germination

La graine de tomate peut, si les conditions sont favorables. Germer immediatement aprés sa
dissémination et ne nécessite pas d’étape de vernalisation (culture de tomate). La germination est
épigée dans de bonnes conditions (25 °C), le stade de cotylédons étalés est atteint en une douzaine

des jours (Dégr ément, 2009).
|.8.2- Croissance

La croissance est sympodiale, chaque sympode étant constitué de 3 feuilles et d’une inflorescence.
Elle se poursuit ains de fagon indéfinie, la croissance est dite indéterminée. Des ramifications, elles

aussi a croissance indéterminée, partent de I’aisselle de feuille, mais on les supprime en culture.

Ains latomate, plante herbacée cultivée comme plante annuelle, serait en fait une plante pérenne

si elle n’était pas sensible au gel (Claude et Yves, 1999).
|.8.3- Floraison

La croissance continue. Deux et demi mois environ le semis, la premiéere inflorescence apparait. Les
autres inflorescences vont apparaitre au- dessus de la premiere, avec entre chague inflorescence, un
nombre variable des feuilles: d’une a quatre. La floraison s’échelonne donc de base en haut. La
floraison dure 1 mois a 1 mois et demi, c’est-a-dire de deux mois et demi a trois et demi- quatre

mois aprés le semis (Dégr ément, 2009).
|.8.4- Fructification/maturation

Elle débute durant la phase de floraison. Elle commence par la nouaison des fruits de
I’inflorescence de base et se poursuit par les inflorescences supérieures au fur et a mesure de

I’apparition des inflorescences et de la fécondation des fleurs.

Les fleurs se dével oppent, grossissent et apres avoir atteint leur taille définitive, ils commencent par
perdre leur coloration verte au profite du jaune puis au rouge de plus en plus accentué. Cette phase

dure environ deux mois, soit de quatre a six mois apres le semis.
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Ladurée du cycle végétatif complet de latomate est de 4 a5 mois environ pour les semis direct en
pleine terre et de 5 a 6 mois pour les plants repiqués. En contre saison, le cycle végétatif s’allonge et
il peut atteindre 7 mois (Viron, 2010) (figure 3).
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Figure 3 : Cycle biologique de latomate (viron, 2010)
I.9- Importance économique de latomate

1.9.1- Dansle monde

La tomate est I’une des principales productions légumiéres dans le monde, et particulierement dans
les pays tropicaux et les pays du bassin méditerranéen, elle est cultivée dans plus de 130 pays sur
une surface avoisinante 2,5 millions Ha (Blancard, 2009).

1.9.2- En Algérie

La culture de la tomate en Algérie se place en seconde position apres la pomme de terre. |l est

occupé une place prépondérante dans |'économie agricole algérienne.




Partie | : Synthése bibliographique Chapitre | ; Généralité sur latomate

Pres de 33 000 ha sont consacrés annuellement a la culture de tomate (maraichére et industrielle),
donnant une production moyenne de 11 millions de quintaux et des rendements moyens d’environ
311 Qx/ha (M adr, 2009).

La tomate est principalement cultivée dans les régions Est : Annaba, El Taref, Guelma, Skikda,
avec une superficie agricole utile (SAU) de plus de 60 % (Snoussi, 2010).

|.10- Lesmaladiesdelatomate

Différentes maladies rencontres sur la tomate de la levée et pratiguement jusqu’a leur récolte, les
cultures de tomate sont sujet a des maladies ayant pour cause dives agents pathogenes, nématodes,

virus, bactéries, champignons et insectes.

1.10.1- Les maladies cryptogamiques

1.10.1.1- Pourrituregrise delatomate

Est considérée parmi les maladies les plus redoutables en culture sous serre, elle est causé par
Botrytis cinerea, ce champignon peut attaquer toute les parties de la plante principalement les
feuilles, la tige et le fruit. La maladie se manifeste sous forme de taches beiges en anneaux
centriques par fois en forme de flamme en plus des chancres de couleurs gris beige |égerement
déprimés avec un duvet grisatre constitué des fructifications conidiennes du champignon. Sur fruit,
On observe une pourriture molle avec affaiblissement des tissus qui débute généralement au niveau
des sépales ou pétales desséchés. On peut aussi observer des anneaux blanchétres appelés taches

fantomes.

Une humidité relative de 90% et une température (17 a 23) °C sont les facteurs qui favorisent cette
maladie. Botrytis est un champignon de faiblesse, alors lors de I’effeuillage, ébourgeonnement. Il
y’a une propagation importante de I’infection (El akel et al., 2001).

1.10.1.2- Alternaria solani (Alternariose)

Cette maladie est induite par Alternaria solani provoquant des taches foliaires nécrotiques, de
contour arrondi ou irrégulier, d’une dimension de I’ordre d’un centimétre, présentant une zonation
plus ou moins réguliere, souvent entourées d’un halo jaune. En plus de taches foliaires,
I’alternariose peut aussi provoquer des graves lésions sur les tiges, Sur les fruits, il induit

I’apparition des taches concentriques déprimées a la base du pédoncule.
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Le développement de cette maladie est favorisé par I’humidité élevée et des températures entre (18
et 25) °C. Les plantes mal fertilisées ou trés chargées en fruits seraient plus sensibles. L’alternariose

est transmissible par les semences (Strandberg, 1992).
1.10.1.3- Oidium

Le champignon Leveilula taurica est responsable des taches jaunes sur le dessus des feuilles, des
spores blanches et poudreuses se développent sur ces taches, tant sur le dessus que le dessous des
feuilles. En cas d’infection grave, on constate une sénescence des feuilles et des baisses de
rendement. L’agent pathogene n’infecte ni les fruits, ni les tiges le développement de la maladie est
favorisé par une humidité relative comprise entre (50 et 70)% et une température entre (20 et 25) °C
(El akel et al, 2001).

[.10.1.4- Rhizoctone

Est une maladie causée par Rhizoctonia solani qu’est un champignon tellurique responsable de
fonte des semi, il peut entrainer des Iésions brun rougeétre sur toutes les parties de la graine germeée.

Il produit aussi des chancres situés au collet.

Il est particulierement présent dans les sols maraichéres ayant porté a plusieurs reprises des cultures
légumineuse. || semble pouvoir se développer aussi bien dans les sols humides et lourds que les sols

plus |égers et plus secs a des températures comprises entre (15 et 26) °C (Blancard, 1988).
1.10.1.5- Mildiou

Le mildiou, causeé par Phytophthora infestans, est I'une des maladies les plus dévastatrices trouvées

dans la culture de tomate a travers le monde.

Le pathogene Phytophtora infestans forme sur feuille de larges taches, d’abord jaunatres puis
brunes, si les conditions sont favorables le pourtour reste claire a la face supérieure et couvert d’un

duvet blanchétre alaface inférieure. Et sur fruit on observe des taches brunes marbrées.

Le cycle de vie de I’agent pathogéne, peut étre complété en 3-4 jours, I’accumulation rapide de
I’inoculum se produit généralement dans les champs ou sous abris pendant la saison favorable, soit
température moyenne entre (20 et 22) °C et une humidité relativement élevée, par contre une
atmosphere seche et des températures proches de 30°C détruisent le pathogéne (Céspedes et al.,
2013).
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[.10.1.6- Fusariose

Selon Blancard (2009), la fusariose causée par le champignon tellurique Fusarium oxysporum f.

Sp. est parmi les maladies les plus dévastatrices de tomate.

Les symptdmes extérieures de cette maladie apparaissent d’abord comme un jaunissement des
feuilles du bas, souvent d’un seul c6té de la plante. Celle-ci se fane et meurt lentement. Le tissu
ligneux des plantes malades est coloré en brun rougeétre, en stries longitudinales.

A I’extérieur des tiges, on observe I’apparition des racines adventives avortées. La fusariose est
favorisée par les températures élevées (optimum 28 °C). La fusariose est transmissible par les

semences.
1.10.2- Maladiesvirales
1.10.2.1- Virus de jaunissement et feuille en cuilleredelatomate (TYLC)

Le virus qui est transmis par Bemisia tabaci (Ila mouche blanche) dans les pépiniéres cause un arrét
de croissance, une chlorose marginale et un recroquevillérent en cuillere des feuilles. La production
est fortement réduite lorsque les symptomes apparaissent avant la floraison. La mouche blanche est

surtout présente de septembre a décembre (Trottin-Caudal, 2011).
1.10.2.2- Virus mosaique de latomate (ToM V)

Le symptébme dépendra de la variété, 1'ége de la plante au moment de l'infestation, et I'éat de
I'environnement. Le virus provogue : marbrures et rugosité des feuilles, nanisme. Des rendements
réduits et roussissement des fruits. La transmission se fait par des pucerons (Trottin-Caudal
,2011).

1.10.2.3- Virus de la maladie bronzée de latomate (TSWV)

Les symptébmes du TSWV sont trés variés. Sur les feuilles, on peut observer un symptéme de
mosaique vert clair a vert foncé, des taches chlorotiques a nécrotiques, parfois en anneaux,
apparaissant sur les faces supérieures puis inferieures, des plages rouge brun, plus nombreuses et

confluentes alabase des folioles, qui deviennent |égerement enroulées (Trottin-Caudal ,2011).
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[.10.3- Maladies bactériennes
[.10.3.1- La mouchetur e bactérienne

Est causée par la bactérie Pseudomonas syringae elle s’installe sur les feuilles, la maladie se
manifeste sous forme de minuscules taches noires, entourées d’un halo jaune constituant le

symptéme le plus caractéristique.

Sur fruit, Apparaissent des petites Iésions superficielles brunes circulaires pouvant entrainer sa
déformation est causé par la bactérie Xanthomonas campestris, qui provoque des gales bactériennes,
se manifeste sous forme de taches sur toutes les parties agriennes de la plante. Ces taches sont
souvent plus grosses que celles de la moucheture sur fruit, de petites pustules brunétres d’aspect
liégeux, sont observées. Au grossissement du fruit, ces gales s’entourent d’un halo huileux
(Blancard, 1988).

[.10.3.2- Lechancrebactérien

Est causé par la bactérie Clavibacter michiganensis. La maladie se manifeste souvent par un
flétrissement, souvent unilatéral, qui débute par les feuilles de la base. Les folioles s’incurvent sur

les bords avant de flétrir. Des stries noires apparaissent souvent sur les pétioles et sur les tiges.

Sur tige, une coupe longitudinale permet de montre un fil blanchétre, jaunétre ou brunétre au niveau
des tissus vasculaires. La décoloration de la moelle et son détachement des tissus vasculaires
(Blancard, 1988).

1.10.4- Lesravageurs
1.10.4.1- La mineuse

Leslarves de Tuta absoluta creusent des mines dans les feuilles au point d’avoir les deux épidermes
de la face supérieure et inférieure transparents. Sur fruit, des galeries peuvent étre observées sur les
sépales et au niveau de latige, on observation des perforations et desséchements sur la partie haute
de la plante. Le seuil de développement de Tuta absoluta est de (7 a 9) °C selon les stades du

ravageur.

Toutefois, a 4 °C, ces larves se maintiennent en conditions de laboratoire. Des températures
constantes de 35 °C entrainent un arrét de son développement. Par contre il serait maintenu des
qu’il y a alternance des températures de 25°C a 35°C (Trottin- Caudal, 2011).
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1.10.4.2- Les pucerons

Leurs piqures provoquent crispation ou I’enroulement des feuilles. Ils sont localisés sous les

feuilles. Les pucerons secrétent un miellat sur lequel se développe lafumagine.

Dans les conditions de I’abri, les pucerons se multiplier trés rapidement : & 20 °C le temps moyen
de doublement de la population est de 2,4 a 5,1 jours. La durée de dével oppement et tres influencée

par la temperature, a 20 °C elle est d’environ 8.9 jours (Trottin- Caudal, 2011).




Chapitre 11:
L'agent pathogene

>
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[1.1- Définition du Fusarium

Le genre Fusarium, décrit pour la premiere fois par Linke en 1809, appartient a la famille des
Tuberculariacees, dans le groupe des Hyphomycetes (champignons filamenteux). L’absence de
reproduction sexuée permet de rattacher ces champignons aux Deutéromycétes (champignons
imparfaits), regroupement artificiel de formes asexuées (ou anamorphes) variées, certaines especes
de Fusarium ont une forme sexuée, dite également forme parfaite ou téléomorphe, appartenant aux
genres Nectria ou Gibberella dans I’ordre des Hypocréales, au des Ascomycetes. Comme pour tous
les champignons, la classification originelle des Fusarium est basée sur des criteres culturaux et
surtout morphologiques établis par des observations microscopiques. Le caractere commun aux
Fusarium est la production de macroconidies pluricellulaires en forme de croissant. Leur
rattachement aux Tuberculariacées est lié a la formation des macroconidies sur des fructifications
différenciées appelées sporodochies. D’autres types des spores asexuées peuvent étre produits: des
microconidies unicellulaires ou bicellulaires des formes variées, ains que des chlamydospore,
spores de résistance. Les criteres morphol ogiques utilisés pour la classification des Fusarium sont la
forme et la taille des macroconidies, la présence ou absencedes microconidies et des

chlamydospores ainsi que leur forme, et la structure des conidiophores (Gams et Nirenberg, 1989).
[1.2- Taxonomie de Fusarium

La multitude de systémes taxonomiques proposés n’a pas contribué a simplifier I’identification de
Fusarium. Cependant (Nelson et al., 1983) ont réalisé un travail de synthése basé sur des nouvelles
descriptions morphologiques ainsi que la sélection de criteres communs aux classifications

antérieures. Ces auteurs ont reconnu 30 especes.

Depuis quelques années, les systématiciens ont en effet recours a de nouvelles méthodes,
essentiellement moléculaires. Ces méthodes permettent non pas de remplacer, mais de compléter les
études systématique classique reposant sur des criteres morphologiques basée sur une approche
phylogénétique, la systématique moléculaire présente I’avantage de rendre compte de I’évolution
des organismes, ce qui facilite I’établissement des relations entre espéces et donc leur

positionnement taxonomique (tableau 3) (Mycobank, 2014).
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Tableau 3: Laclassification du Fusarium oxysporum (Mycobank, 2014)

Classe Sordariomycetes
Sous classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreaes

Famille Nectriaceae

Genre Fusarium

Espece Fusarium oxysporum

I1.3- Description mor phologique

Au niveau macroscopique, I’aspect cultural de Fuarium oxysporum sur milieu Potato Dextrose Agar
(PDA) correspond a un mycélium aérien de croissance rapide, et de couleur variable allant du blanc
au rose ou violet. Cependant, I’aspect des souches de F. oxysporum peut fréqguemment varier d’une
culture a I’autre apres des repiquages successifs, voire dans une méme culture ou des sections de

couleurs ou d’aspects différents peuvent apparaitre (Burnett, 1984).

Au niveau microscopique, F. oxysporum se caractérise par: microconidies abondantes
géné&alement monocdlulaires, ovales ou réniformes, produites en fausses tétes sur des

conidiophores monophialides courts.

Macroconidies fusiformes, également abondantes, comportent quatre a six cellules dont une cellule
apicale plus mince que les autres et une cellule basale en forme de pied.

Les chlamydospores sont présentes, solitaires ou en paires, lisses ou rugueuses, globuleuses
terminales ou intercalaires de 5 a 15 ym de diamétre, ce sont des organes de conservation, résultant
de I’accumulation de réserves dans une région conidie qui se dilate quelque peu et s’entoure
finalement d’une membrane épaisse de teinte généralement foncée. Les organes massifs producteurs
de spores; sont deux types. La sporodochie, est un organe fructifere forme d’axes ramifiés porteurs
aleur extrémité les monophialides donnant naissance aux macroconidies. Les sporodochies peuvent
étre dispersées dans le mycélium aérien et invisible a I’eeil nu dans les cultures. Lorsque les
sporodochies sont rassembl ées, elles apparaissent sous forme de pustules des quelques millimétres
de diametre visible a I’eeil nu (Summereél et al., 1992) (figured).
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Microphialides

AR

Figure 4 : L’espéce de Fusarium sous le microscope optique (Summere et al., 1992)
A : Microphialides B : Microconidia C : Macroconidia D : Macrophialides E : chlamydospores

I1.4- L'écologie de F. oxysporium

Chez les végétaux, F. oxysporum est un parasite telluriqgue qui commence son cycle de
développement en infectant les racines et en envahissant les tissus conducteurs induisant une
infection systémique. Le champignon migre dans les vaisseaux via les flux ascendants. Dans un
héte résistant, cette progression est stoppée dans les cribles au niveau desguels on observe des

tyloses obstruants.
I1.5- Fusaruim oxysporum phytopathogéenes

Fusarium oxysporum est une espece fréquente parmi les Fusaruim du sol, elle peut représenter
jusqu’a 70% des isolements de Fusaruim est couramment dénombrée & 10° propagules/g de sol
(Ocamb et Juzwik, 1995) (tableau 4). C’est une espece essentiellement saprophyte, mais elle a
pourtant un réle de premier plan en pathologie végétale. Il infecte les cultures maraicheres sous
serres (tomate, melon, concombre), les palmeraies et bananeraies, et les cultures de coton. Certaines
souches pathogeénes provoquent des symptdmes de pourriture racinaire. Mais la plupart des F.
oxysporum pathogenes sont responsables de trachéomycose, maladie qui affecte le systéme
vasculaire des plantes. On parle aors de fusariose vasculaire. Le mycélium colonise les tissus
corticaux puis pénetre dans le cylindre central des racines, avant d’envahir I’ensemble des

vaisseaux. L’infection entraine un jaunissement des feuilles d’abord unilatéral puis généralisé, et
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aboutit au flétrissement, au dessechement, et enfin & la mort de la plante (Ocamb et Juzwik,
1995).

Tableau 4 : Les plusimportantes formes spéciales de Fusarium oxyspoum (M assiaen et Cassini,

1981)
Champignon Hote
Fusarium oxysporum f.sp. betae Betterave
Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum | Concombre
Fusarium oxysporum f.sp. fabae Féeve
Fusarium oxysporumf.sp. phasioli Haricot
Fusarium oxysporum f.sp. lentis Lentille
Fusarium oxysporum f.sp. melonis Melon
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis Palmier dattier
Fusarium oxysporum f.sp. niveum Pasteque
Fusarium oxysporum f.sp. batatas Patate douce
Fusarium oxysporum f.sp. pisi Pois
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici Tomate

11.6- Le cyclede développement

Les F. oxysporum ne sont pas des parasites obligatoires, en I’absence de la plante-hote, ils menent
une vie saprophyte sur des débris végétaux et les matieres organiques. Les Fusarium sont tres
abondants dans le sol, les isolements effectués indiquent qu’un gramme du sol renferme prés de 10°
propagules (Smith et al., 1965), et les F. oxysporum représentent (40-70)% de la population
fusarienne totale. Ces champignons persistent dans le sol principalement sous forme des spores des

résistances qu’on appelle des chlamydospores ou ils passent dans un état de dormance.

En contacte de I’hote et une fois les conditions favorables, les chlamydospores germent et les jeunes
filaments pénétrent au niveau des racines. Apres pénétration dans une cellule épidermique, le

mycélium se ramifie, colonisant ains toutes les cellules avoisinantes.

Les hyphes mycéliens progressent intra cellulairement puis colonisent le cortex. Arrivé au niveau
du cylindre central, le parasite s’installe dans les vaisseaux du xyleme d’ou il se propagera dans la

tige par I’intermédiaire des microconidies aisement véhiculées par la seve a I’extérieur, ils se
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formant des organes fructiféres a la surface des feuilles appelées sporodochies et développement

des macroconidies qui a leur tour contaminent d’autre plantes (figure 5).
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Figure 5 : Cycle biologique de Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici (Agrios, 2005).

A : Mycélium;

B : Chlamidospores;;

C : Macroconidies;

D : Microconidies;

E : Spores qui germent ;

F : Pénétration au niveau d’une racine latérae;;
G : Pénétration dans la racine au niveau d’une blessure ;

| : Mycélium dans les vaisseaux ;

J : Vaisseaux du xyléme d’une tige saine ;

K=L : Effondrement et distorsion des vaisseaux dans une tige infectée ;
M : Gomme dans les vaisseaux et les cellules adjacentes ;

N : Mycéium et bouchon vasculaire ;

O : Début d’apparition des symptdmes ;

P : Flétrissement et mort de la plante ;

Q : Spores formeées par mycélium dans le sol.
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I1.7- Spécificité parasitaire

Les souches pathogenes de F. oxysporum sont en général inféodées a une seule espéce végétale.
Cette étroite speécificité d’héte a conduit a définir les concepts de formes spéciales et des races
physiologiques, critéres intra spécifique qui différencient par leur plantes hétes des souches
morphologiquement identique. Une forme spéciale rassemble des souches pathogénes d’une méme
espéce végetale. Par exemple, les souches appartenant aux formes spéciales lycopersici ou
meloniss ont responsables de la fusariose vasculaire de la tomate ou de melon, respectivement
(Agrios, 2005).

11.8- Lafusariose causée par F. oxysporum

Chez plusieurs especes végétales, F. oxysporum est responsable des manques a la levée, des
pourritures racinaires suivies de brunissements basaux, des flétrissements entrainant le

desséchement compl et des plantes (Blancard, 2009).

La tomate est sujette a deux maladies fusarienne : la flétrissure fusarienne classique causée par F.
oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL) et la pourriture des racines et du collet causée par F. oxysporum
f. sp. Radicis. Lycopersici (FORL). Cette derniere est connue parmi les maladies les plus
dévastatrices de cette culture atravers le monde (Blancard, 2009).

11.8.1- Fusariose desracines et du collet (pourriture desracines)

La fusariose des racines et du collet est une maladie importante de la tomate de serre; elle a aussi
été signalée sur la tomate de plein champ. La maladie peut affecter sévérement de jeunes plantules
de tomate et les tuer, mais elle attague surtout les plantes qui portent des fruits. Sur la tomate de
serre, les symptdmes apparaissent habituellement justes avant la premiére cueillette. Les plantes
infectées se remarquent souvent par I'amincissement marqué du sommet de leur tige. Le
flétrissement des plantes débute par les feuilles du haut, et les tissus vasculaires prennent une
coloration brun rougeétre qui sétend versle haut delatigesur 5 a25 cm (Alexander, 1945). Par la
suite, les feuilles inférieures deviennent brunes fauve en commencant par la pointe, et finissent par
mourir. Les symptomes de flétrissement diminuent lorsque le temps est frais et nuageux, aprés la
cuelllette des fruits et I'arrosage des plantes. Des racines adventives peuvent se former sur la tige
au-dessus des |ésions. Les racines des plantes infectées montrent des |ésions foncées brun rougeétre
qui rejoignent souvent les Iésions présentes sur les hypocotyles. De petites Iésions brun grisétre
apparaissent sur les racines principales au point d'émergence des racines secondaires. Les fruits des
plantes affectées sont flasques et n'ont pas leur couleur brillante habituelle (Armstrong et
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Armstrong, 1981). Les plantes mortes se couvrent de masses externes bien visibles de mycélium

blanc rosétre ou saumon.
11.8.1.1- Cycle évolutif

On ne sait comment le parasite sintroduit dans les zones et provoque la maladie. Il peut survivre
dans le sol sous forme des chlamydospores, ainsi que dans les grosses racines et les mottes d'argile
qui sont difficiles & stériliser. La fonte des semis survient parfois dans des plateaux de semis ou
chez des plantules gravement atteintes; les symptémes ressemblent alors a ceux que causent les
Pythium. Ceux-ci peuvent sexprimer sous forme d'un flétrissement soudain des plantes adultes
infectées, ce qui entraine une mort précoce, ou sous forme d'un flétrissement graduel qui coincide
avec la mort progressive et acropétale des feuilles. Ces plantes peuvent alors survivre jusqu'alafin
de la saison et faire une poussée de croissance apres que la plupart des fruits ont été cueillis.
L'infection des plantules se produit dans les sols contaminés ou a partir des microconidies présentes
dans I’air et qui proviennent des débris des plants des tomates. Le champignon pénetre dans les
racines et les tissus corticaux de I'hypocotyle par les blessures causées par |'émergence des racines
secondaires, et aussi directement par |I'épiderme. Les macroconidies sont probablement dispersées
par |'eau des systemes d'irrigation mobiles ou par le vent. La température optimale a |'expression
des symptomes se situe entre 15 et 18C° (Alexander, 1945).

[1.8.2- Fusariose vasculaire

La fusariose vasculaire de la tomate est une maladie répandue et particuliérement dévastatrice dans
les serres chaudes. Le parasite peut survivre sur des especes déférentes, et comme saprophyte en

association avec les racines fibreuses d'autres plantes (Alexander, 1945).
11.8.2.1- Symptdmes

Sur les jeunes plantes, les premiers symptémes qui apparaissent sont la décoloration des nervures et
la chlorose des feuilles inférieures suivies de I'épinastie des feuilles plus agées causée par
|'affai ssement des pétioles. Souvent, les plantes infectées au stade plantul e flétrissent et meurent peu
aprés. Les plantes plus &gées qui sont severement affectées peuvent flétrir et mourir subitement si
le temps est favorable au développement du parasite. En général, les premiers symptémes
Sintensifient jusqu'a ce que la plante entiere montre des symptdmes. Les plantes demeurent
rabougries et montrent parfois des symptébmes tels la formation des racines adventives, le
flétrissement des feuilles et des tiges, la défoliation, la nécrose marginale des feuilles restantes
jusgu'a la mort de la plante .Un changement de couleur sur un c6té seulement de la tige peut se
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produire durant les stades ultimes de la maladie et de nouvelles pousses apparemment saines sont
produites a partir de la base, dors que le sommet de la tige présente des symptomes graves. Les
tissus ligneux des plantes atteintes présentent une coloration brunétre. Les fruits peuvent parfois
étre infectés, pourrir et tomber. Les racines peuvent aussi étre infectées et rabougries, et des racines

secondaires plus petites pourrir complétement (Armstrong et Armstrong, 1981).
11.8.2.2- Cycle évolutif

La dissémination sur de grandes distances peut se faire par la semence, par des plants sans
symptémes ou par le sol qui adhére aux plants lors du repiquage. Une fois établi, le champignon
survit sous forme de chlamydospores dans le sol et dans les débris des racines. Une faible intensité
lumineuse, un pH bas, des tissus végétaux carencés en potassium et des températures du sol
avoisinant 28 °C, des jours courts, sont favorables alamaladie. L'augmentation des niveaux d'azote
sous forme de nitrates réduit la sensibilité au flétrissement. Les blessures causées au systéme
racinaire des plants par des manipulations brutales favorisent la maadie (Armstrong et
Armstrong, 1981).

I1.9- Lesméthodes de lutte contre F. oxysporum
[1.9.1- Lalutte chimique

Il sagit de I'utilisation des fongicides a action systémique ou endothérapique. Ainsi, I'utilisation
d'un mélange de bromure de méthyle et de chloropicrine permet de désinfecter un sol contaminé par
F. oxysporum. En effet, e bromure de méthyle possede une forte capacité de pénétration dans le sol
et assure une bonne stérilisation. Mais ces produits sont peu stables dans le sol et risquent de
favoriser la sélection des souches résistantes. De plus, en les utilisant de fagon répétitive et pendant
de longues années, ces produits chimiques risquent de nuire a I'environnement. C'est ains que
['utilisation de chloropicrine fut totalement interdite ces derniéres années (Dubost et Hethener,
1968).

[1.9.2- Lalutteculturale

La lutte culturale est un ensemble de mesures prophylactiques visant a réduire le potentiel
d'inoculum et a limiter la dissemination du Fusarium oxysporum. Ces mesures consistent a arracher
et a brdler toutes les plantes infectées, a utiliser des semences saines, a observer une rotation des

cultures permettant de réduire I'inoculum de F. oxysporum (Davis et Aegerter, 2010). La
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solarisation du sol permet également d'éiminer la plupart des propagules des espéeces du genre de

Fusarium.
11.9.3- Lalutte biologique

Au regard de l'intérét accordé a la préservation de I'environnement, a la pérennité des ressources
naturelles et surtout a la réduction de I'utilisation des substances chimiques, |a lutte biologique est
tres intéressante, mais son application sur le terrain reste faible. Par exemple, les recherches ont
montré que I’utilisation de genre Trichoderma peut é&re un moyen de contrdle biologique efficace,
capable de limiter la propagation et la sévérité de la fusariose dans la tomate (Davis et Aegerter,
2010). De méme, la mycorhization de tomate par CMA permet une bonne croissance et une

résistance de latomate aux attaques de F. oxysporum (Besserer et al., 2008).




Chapitre I11:
les agents de biocontrol
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[11.1- Les mycorhizes
[11.1.1- Définition des mycor hizes

Les plantes vasculaires terrestres sont capables d'établir des symbioses avec des nombreux micro-
organismes. Au niveau des racines, les champignons mycorhiziens pour donner ce qu'on appelle
une association mycorhiziennes. Trois principaux types d'associations mycorhizienes sont
repertories: les ectomycorhizes, les endomycorhizes et les ectendomycorhizes. Les formes les plus
répandues sont les endomycorhizes a arbuscules. En effet, ces symbioses ont été recensées chez
80% des plantes terrestres (Smith et Read, 2008).

L'interaction mycorhizienne se caractérise par un transfert bi-directionnel de nutriments. Les
substances carbonées sont nécessaires a ses besoins énergétiques proviennent de la plante.
L'estimation du carbone transféré de la plante vers le champignon mycorhizien varie de 4 a 20% du
carbone total chez la plante. Les CMA, en échange du carbone fourni par la plante, anéiorent la

nutrition hydrique et minérale de celle-ci.

La grande mgjorité des végétaux terrestres vivent en étroite collaboration avec des nombreux
organismes du sol parmi lesquels existent les champignons mycorhiziens jouent un réle primordial.
Ces champignons biotrophes obligatoires sont capables de coloniser prées de 90% des plantes
terrestres (Smith et Read, 2008) et sont présents dans différents milieux. Cette symbiose
mycorhizienne est observable chez de nombreuses espéces végétales, qu’il s’agisse des mousses,
des fougéres, des gymnospermes et des angiospermes (monocotylédone et dicotylédone). Cette
symbiose est d’ailleurs retrouvéee chez des plantes cultivées a grande echelle, comme le blé, le malis,
leriz et le soja. Parmi |es espéces végétales formant peu ou pas ce type d’association, nous pouvons
distinguer les plantes qui appartiennent aux familles des Brassicaceae, Chenopodiaceae et
Urticaceae, sans oublier le genre Lupinus (Smith et Read, 2008).

Les CMA produisent un grand nombre des spores rondes a paroi épaisse, d'un diameétre de 50 a 100
um contenant environ 2.10° noyaux par spore et stockant de grandes quantités d'él éments carbonés,
principalement sous forme de lipides de réserve (Jeffries et al., 2007).

[11.1.2- Classification classique

Lataxonomie des CMA était basée sur la morphologie des spores ; celles qui ont une morphologie
similaire et forment un seul type de paroi sporale sont apparentées phylogénétiquement (Auger,
2001).
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Azcon-Aguilar et Barea (1996); ont classé les CMA dans I’ordre des Glomales, subdivisé en deux

sous ordres Glominées (formant des vésicules) et les Gigasporinees.

A) les Glominées regroupent deux grandes familles, les Glomacées représentées par les genres

Glomus et Sclerocystys et |es Acaulosporacées par Acaulospora et Entrophospora.

B) les Gigasporinées comprennent trois familles, les Gigasporacées représentées par Gigaspora et
Scutellospora, les Archaeosporacées représentées par le genre Archaeospora et les Paraglomacées

par le genre Paraglomus.

Actuellement, les CMA appartiennent au phylum des Glomeromycota, ce dernier est constitué
d’une seule classe, celle des Gloméromycétes qui est subdivisee en quatre ordres, dix familles et
treize genres (figure 6). Cette classification, basée sur celles de Schubler et al. (2001), a été
modifiée par des nombreux auteurs (Walker et Schubler, 2004 ; Palenzuela et al., 2008).

Régne : Champignon

Phylum : Gglomeromycota

!

Classe: Cigl omeromycota

Ordre J
Archa?sporales Divers sporale Glomérales  Paraglomale
Yy 7
Archaeosporacées l l
Rami
! Gloméracées i}
Archaeospora intraspor . ' Paraglomacées
Entrophosporac Acaul ospo Dévr,céep Gi gaspor Paci sporacé
oracées
Genre Géosiphonacées
l Gi gospora
Acaulospora K kjospora Scutellospora v v
Ambistoni Géosi Dhon Entrophospora Pacispora Glamus Pomglomus

divercispora Orosoora

Figure 6 : Classification de CMA selon Schubler et al., (2001) modifiée par
Walker et Schubler, 2004 ;Palenzuela et al.,(2008)
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[11.1.3- Lesdifférentstypes des mycorhizes

111.1.3.1- L es ectomycor hizes

Ces champignons supérieurs se retrouvent dans le sous-bois parce que, sauf exception, ils ne
forment des mycorhizes qu’avec les plantes ligneuses, arbres ou arbustes. Beaucoup de ces
champignons produisent des carpophores sur le tapis forestier. La symbiose ectomycorhizienne ne

concerne gue 3 % des especes vegétales (M ousain, 1991) (Figure?).
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Figure 7: Ectomycorhize et endomycorhize (Mousain, 1991)

111.1.3.2- Les endomycor hizes

Les champignons endomycorhiziens ne sont pas specifiques et sont normalement associés aux
plantes comme les plantes forestieres agricoles et horticoles. Ces symbiotes a colonisation
intracellulaire corticale, forment des arbuscules, des vésicules ou des hyphes, ne se cultivent pas et
ne sont pas visibles qu’aprés coloration. Les champignons mycorhiziens de type arbusculaire
(CMA), regroupés dans le phylum Glomeromycota, sont des champignons filamenteux
coenocytiques qui colonisent alafoisle sol et les racines en éablissant un pont entre la rhizosphére
et la plante. Les hyphes extra-racinaires augmentent le volume de sol (eau et minéraux) accessible a
la plante alors que les hyphes intra-racinaires se propagent dans les espaces intercellulaires, se
gonflent en vésicules selon leur génotype et forment des arbuscules intracellulaires créant une

importante zone interface entre les cellules des deux partenaires. (Mousain, 1991) (figure7).
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[11.1.3.3- L es ectendomycohizes

Il arrive que les ectomycorhizes et les endomycorhizes soient présents en méme temps sur une
racine, on parle alors d’ectendomycorhizes, le premier type est minoritaire et concerne surtout les
arbres, le second est majoritaire et concerne presgue tous les végétaux. 11s montrent simultanément,
un manteau réduit ou absent qui possede un réseau de Hartig bien développé, des structures des
ectomycorhizes et des hyphes qui pénétrent dans les cellules racinaires, des structures des

endomycorhizes (Mousain, 1991).
[11.1.4- EcologiedesCMA

Par leur biotrophie obligatoire, les CMA acquiérent des sites écologiques tres contrastés. Ils
maintiennent la fertilité des sols, la finesse des arbres et I’absorption des nutriments (Jeffries et al.,
2007).

L’absence de spécificité du partenaire végétal des CMA a été souvent démontrée par (Smith et al.,
1988), en dépit de la trés forte association entre les deux partenaires. Des études moléculaires ont

confirmé qu’aux champs les especes de CMA sont spécifiques a leur plante.
111.1.5- Les stades de contactes mycor hize-plante

[11.1.5.1-Phase asymbiotique

La germination de la spore et ramification de I'hyphe germinatif. Dans des conditions favorables,
les spores peuvent germer spontanément et produire un hyphe germinatif et quelques ramifications
primaires sans stimulus exogene. Lorsqu’un partenaire vegétal est a proximité, les hyphes
germinatifs se cloisonnent et le cytoplasme se rétracte dans la spore (Bonanomi et al., 2009) (figure
8). Les spores des CMA sont capables de germer et d’entrer & nouveau en dormance de nombreuses
fois s des signaux racinaires ne sont pas percus (Bonanomi et al., 2009). Dans tous les cas,

I’essentiel des réserves énergétiques des spores initiales est conserve.
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Figure 8 : Germination d’une spore (Dalpé et al., 2005)
TG : tube germinatif sortant de la paroi de I’hyphe suspenseur (Susp)

[11.1.5.2- Phase pré-symbiotique

C’est le dialogue entre une plante et un champignon mycorhizien. Avant le premier contact
physique, les deux partenaires de la symbiose émettent des signaux dans le sol qui leur permettent
d'ére informés de leur présence respective. Un certain nombre de génes impliqués dans

I’établissement de la symbiose seront alors activés (Bonfante et al., 2009).

[11.1.5.2.1- Signaux émis par lesvégétaux

Les plantes produisent des exsudats racinaires capables de stimuler la germination, d’induire une
ramification des hyphes et de modifier I’activité métabolique du CMA, dénommées «branching
factors», ces molécules ont éé identifiees comme éant des strigolactones, un dérivé des
apocaroténoides (Besserer et al., 2008). Les strigolactones provoquent chez le champignon
I’oxydation des acides gras et la production d’ATP, ces réponses étant dépendantes d’une NADH

déshydrogénase et d’une oxydase alternative dans la chaine respiratoire (Besserer et al., 2008).

En plus des strigolactones, d'autres molécules ont été décrites comme potentiellement pergues par
lesCMA, mémesi leur role reste encore a définir. Différents flavonoides ou polyamines ont montré
un effet sur la germination des spores ou laramification des hyphes (Bonanomi et al., 2009) (figure
9).
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Figure 9: Les différents signaux moléculaires synthétises par les deux symbiotes durant 4 phases
(1, 2, 3 et 4) de I’association (Bonanomi et al., 2009)

1: Germination de la spore et croissance des hyphes ; 2 : Ramification des hyphes ;

3 : Développement des appressoria; 4 : Croissance intra-racinaire et formation des arbuscules.

111.1.5.2.2- Signaux émis par lesCMA

De méme que pour les signaux «Nodfactors» émis par les Rhizobiums, les CMA produisent des
molécules diffuses qui leur permettent d’étre reconnus par les plantes. Ces molécules appelées «
Mycfactors » induisent I’activation de genes chez la plante héte (Bonfante et al., 2009). Parmi ces
molécules sécrétées par le champignon (LCO : lipochito-oligosaccharides) ont été récemment
décrites comme jouant un role dans la préparation de la plante a la colonisation mycorhizienne
arbusculaire. Ces composés favorisent la mycorhization des plantes lorsqu’ils sont ajoutés de
maniére exogene, et induisent également la formation des racines latérales (Bonfante et al., 2009).
Une fois ces premiers signaux échangés, les deux partenaires mettent en place une régulation

génique propre a I’établissement de la symbiose.
111.1.5.3- Phase symbiotique (colonisation des racines de 1’hote)

Le champignon forme une structure renflée au contact de I’épiderme appelée hyphopode. Les
cellules végétales réorganisent leur cytosguelette et forment un systéme membranaire de pré-
pénétration (PPA) pour (pré-pénetration apparatus), qui va permettre au champignon d’entrer dans
la racine et d’atteindre la zone corticale de la racine pour y développer des structures hyper-
ramifiées appelées arbuscules, lieu d’échanges entre les partenaires (Genre et al., 2005). Ces
structures sont entourées d’une membrane plasmique péri-arbusculaire séparant le champignon du
cytoplasme végétal et assurant les échanges entre le champignon et la plante gréace a des

transporteurs spécifiques. Les arbuscules ont une durée de vie limitée estimée en moyenne a 5- 8
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jours. Actifs pendant 4 a 5 jours, les arbuscules entrent ensuite en sénescence et sont complétement
éliminées de lacellule végétale qui retrouve son éat initial (Javot et al., 2007).

De maniere concomitante au dével oppement dans laracine, le champignon va se développer dans le
sol. Le mycélium extra-racinaire s'organise en un réseau trés dense d’hyphes, qui peut former
jusqu’a plusieurs métres d’hyphes par cm® de sol (Genre et al., 2005). Ces structures vont puiser
eau et sels minéraux puis les transporter vers la racine. C’est aussi a ce moment-la que le
champignon va former de nouvelles spores, structures de reproduction et de dissémination des

CMA, complétant ainsi son cycle devie.
[11.1.6- M écanismes d’action

Les premiéres investigations relatives au potentiel des CMA comme agent de lutte biologique
datent des années 1960 alors qu’on réalisait a peine I’impact bénéfique de ces organismes sur la
croissance et la survie des plantes. Plusieurs des mécanismes d’action répertoriés jusqu’a
maintenant agissent de maniére indirecte sur les affections parasitaires. Ils concernent
I’amélioration de la nutrition de la plante, la transformation de la morphologie végétale, la
modification de la microflore et de la composition des sols. D’autres actions plus directes
impliquent la stimulation des mécanismes de défense par la plante et la compétition entre
mycorhizes et parasites pour I’espace, les sites d’infection et les éléments nutritifs (Singh et al.,
2000).

[11.1.6.1- Croissance et nutrition

Connaissant le fonctionnement général des mycorhizes, I’augmentation de la croissance et de la
santé générale des plantes colonisees se traduit par une vigueur accrue qui leur permet de mieux
tolérer les stress environnementaux dont ceux causes par diverses maladies. Cette réduction de la
susceptibilité aux infections n’est géneralement efficace que lorsqu’une symbiose fonctionnelle
s’établit préalablement a I’attaque du parasite car, dans la majorité des cas, ces derniers, une fois en
contact avec leur héte, envahissent nettement plus rapidement les tissus végétaux que les

champignons mycorhiziens (Azcon-Aguilar et Barea, 1996) (figure 10).
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Figure 10 : Actions des hyphes extra-radical aires des champignons mycorhizogene sur I’apport en

eau et nutriments ala plante (Azcon-Aguilar et Barea, 1996)

[11.1.6.2- Morphologieracinaire

Chez certaines plantes, la colonisation mycorhizienne entraine une ramification accrue du systeme
racinaire, un raccourcissement des racines adventives, une augmentation des racines fines ou une
transformation de I’architecture racinaire liée aux proportions respectives des catégories des racines.
C’est le cas pour les especes ligneuses : peuplier, platane, prunier, ains que pour des plantes
herbacées telles que le poireau, la tomate (Gamalero et al., 2004) et le fraisier. La ramification
intense des racines induite par la mycorhization s’accompagne d’une intensification des exsudats
racinaires qui serait responsable de modifications de la microflore et d’interactions directes avec les

parasites (figure 11).

Observation microscopique
racines  mycorhizées
N (3) Développement fongique
extracellulaire (hyphes) et

(b) Intracellulaire (arbuscules)

Racine Cellule végétale
contenant un arbuscule

Figure 11 : Observation microscopique des racines mycorhizées colorées au bleu trypan : (a)
développement fongique extra cellulaire (hyphes) et (b) intracellulaire (arbuscules) (Azcon-Aguilar
et Barea, 1996)




Partie | : Synthése bibliographique Chapitre l11 : Les agentes de |utte biologique (CMA)

[11.1.6.3- M écanismes de défense

La colonisation mycorhizienne prédispose les plantes a réagir rapidement aux attagues des
parasites. Cette protection indirecte se traduit au niveau cellulaire par des réactions anatomiques,
métaboliques et physiologiques, ainsi que par I’induction ou la suppression de divers mecanismes
de défense liés aux phytoalexines, phénols, peroxydases, chitinases, [-glucanases, lignification,
déposition de callose et diverses autres protéines liées a la pathogenese. Les plantes colonisées
produisent davantage d’éthylene dans leurs racines (Harrier et Watson, 2004). Ils ont constaté que
chez certains couples « plante - mycorhize» une augmentation du taux de lignification des parois
cellulaires de I’endoderme et des tissus vasculaires, et un dépét de callose, ce qui peut expliquer la
restriction des propagules mycorhiziennes au seul cortex racinaire. Cette lignification accrue
constitue une barriere de protection pour la racine contre la pénétration des parasites et
s’accompagne d’une accumulation de composés phénoliques (Gamalero et al., 2004). En ce qui
concerne I’effet des phytoalexines et aux genes codant des processus de défense, leur induction
varie selon les complexes plante - mycorhize — parasite ; leur activité augmente généralement en
début de colonisation pour disparaitre une fois la symbiose établie. Les phytoalexines peuvent étre
induites a la fois localement chez des cellules colonisées par les arbuscules mais aussi dans les
tissus racinaires non colonisés. L’activité des peroxydases et I’accumulation des phénols mises en
place lors d’une infection parasitaire se retrouvent genéralement inhibés au fur a mesure de
I’établissement de la colonisation mycorhizienne, mais ne sont jamais détectées au niveau des
cellules corticales habitées d’arbuscules (Harrier et Watson, 2004), alors qu’elles peuvent étre
localement stimulées dans I’épiderme de la plante. Les enzymes hydrolytiques chitinase et R-
glucanase jouent un réle de protection, étant impliguées dans la dégradation des parois cellulaires.
A ce titre, eles sont reconnues pour leur activité antifongique. En résumé, une colonisation
mycorhizienne bien établie entraine des changements considérables des mécanismes de défense de

la plante pour contrer I’action des certains parasites (Auger, 2001).
111.1.6.3.1- Résistance aux stress abiotiques

Une meilleure croissance des plantes mycorhizées a été observée dans des conditions de sécheresse
de sainité et sur des milieux pollues par les éléments traces métaliques, les fongicides et les
polluants organiques persistants. La tolérance des plantes mycorhizées a ces différents stress
abiotiques serait attribuée a un ensemble des processus physiologiques dont, une meilleure nutrition
minérale et hydrique conduisant a un meilleur développement de la plante (Auger, 2001). Le

mycélium pouvant explorer un volume de sol beaucoup plus important que les racines et ayant
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acceés a un réservoir hydrique plus important, peut ainsi aider au maintien de I'équilibre hydrique et
minéra de laplante (Auger, 2001).

Il a également été rapporté que la protection des plantes par 1a mycorhization contre le stress salin
résulterait d'une augmentation et/ou d'une meilleure sélection dans le prélevement des nutriments,
de I'accumulation de composés osmorégulateurs, d'une augmentation de I'activité photosynthétique
ou encore d'une limitation de la déshydratation des feuilles (Auge, 2001; Ruiz-Lozano et al.,
1995). De plus, une accumulation plus élevée de proline (molécule d'gjustement osmotique) et de
glucides solubles a éé décrite chez les plantes mycorhizées (Ruiz-Lozano et al., 1995). Ces
molécules sont connues pour protéger les structures subcellulaires, pour maintenir les activités
enzymatiques et limiter les dommages oxydatifs induits par les radicaux libres en condition de

stress.

Quant a la survie des plantes mycorhizées par des CMA dans des milieux pollués, une plus faible
accumulation des polluants dans ces plantes ou une diminution de leur transport des racines vers les
parties aériennes peuvent étre a I’origine de cet effet protecteur. Il a été démontré que les élements
traces méaliques, par exemple, étaient séquestrés dans les vacuoles et les parois fongiques,
préservant ainsi les tissus végétaux (Rivera-Becerril et al., 2002). D'une fagon générale, il a été
suggéré que la symbiose mycorhizienne a arbuscules diminuerait les effets de divers stress
abiotiques (salinité, secheresse, pollution ...) chez les plantes en atténuant le stress oxydant par
induction des systémes antioxydants enzymatiques ( superoxyde dismutase, ascorbate-peroxydase,
guai col-peroxydase, catalase) et non enzymatiques ( ascorbate et glutathion) (Rivera-Becerril et
al., 2002). Ces systemes antioxydants permettent I’élimination des espéces réactives de I'oxygene
généres en condition de stress et par conséquent, la protection des lipides membranaires et de

I’ADN contre les dommages oxydatifs.

111.1.6.3.2- Résistance aux stress biotiques

La protection des plantes apportée par la colonisation mycorhizienne résulterait d'une combinaison
de cing principaux mécanismes d'action (Wehner et al., 2010):

» Lastimulation de la croissance de la plante par une meilleure nutrition, une meilleure santé
végétale et la compensation par la symbiose des dommages causés par I’agent
phytopathogene.

> Lacompétition directe ou indirecte entre les CMA et les organismes phytopathogenes, liées

aladisponibilité des nutriments.
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La transformation morphologique et architecturale de la racine, ce qui peut atérer la dynamique
infectieuse du pathogéne. La déposition de callose et de pectine et I’activation de la voie des
phenylpropanoides résultant en I’accumulation de lignine chez les plantes mycorhizées seraient
impliquées dans la protection de la plante (Pozo et al., 2007). De plus, les CMA induisent la

formation des racines |latérales plus épaisses (Rivera-Becerril et al., 2002).

» Lamodification de la microflore et de I'augmentation du taux de matiére organique dans les
sols. Ces changements peuvent mener a la stimulation de la production de composes par la
microflore avec une activité antagoniste contre certains pathogénes racinaires. lla éé
montré, par exemple, que des souches de Pseudomonas fluorescens rhizosphériques,
produisent plus de 2,4-diacetyl-phloro-glucinol, antibiotique conférant une protection chez
les plantes contre Gaeumannomyces graminis, dans un sol contenant Glomus intraradices
(Pozo et al., 2007).

» L'induction ou la suppression de certains mécanismes de défense des plantes, notamment les
meécani smes enzymatiques. I'accumulation de protéines de défense, notamment des protéines
PR (pour « Pathogenis Related») et I'implication des voies de signalisation de I'acide
jasmonique, de I’ ’ethylene et de I'acide salicylique, connus pour jouer un rle majeur dans la
régulation des mécanismes de défense des plantes, semblent étre al' origine de ces processus
de protection (Pozo et al., 2007).

[11.1.6.4- Interactions mycor hize — parasite

Lors d’infections parasitaires diverses, lls ont noté que dans 50 % des cas les CMA réduisent la
croissance de parasites, aors que dans 32 % des cas €lles suppriment leur action néfaste et dans
seulement 16 % des cas le dével oppement des mycorhizes est négativement affecté par le parasite
(Pinochet et al., 1996).11 est reconnu que le pouvoir protecteur des mycorhizes dépend de la nature
du parasite (bactérie, champignon, virus) et diminue d’efficacité proportionnellement a
I’augmentation de la virulence du parasite et a la concentration des propagules de ce dernier. De
plus, une réduction de I’incidence d’une maladie peut dépendre d’une résistance accrue de la plante
et la baisse d’activité mycorhizienne peut impliquer une compétition directe des antagonistes pour
les éléments nutritifs et la disponibilité des sites d’infection. Par le biais de techniques
d’immunofluorescence, il a été démontré que les virus se concentrent de préférence dans les cellules
colonisées par les arbuscules, sites d’activité métabolique élevée. Le virus y bénéficie des échanges
intensifs de minéraux, de protéines et d’acides nucléiques entre la plante et ses symbiotes

mycorhiziens (Smith et Gianinazzi-Pear son, 1988).
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[11.1.6.5- Microfloredu sol

L’activité microbienne des sols contribue considérablement a sa fertilité par le biais de synergies
entre microorganismes, des compétitions et des parasitismes. Les hyphes extra-racinaires des
mycorhizes & arbuscules peuvent constituer & eux seuls jusqu’a 80 % de la masse d’hyphes/ cm® de
sol (Kabir et al., 1997). Cette microflore influence I’environnement physicochimique de la

rhizospheére et contréle diverses interactions microbiennes du sol.

L’activité mycorhizienne se traduit géneralement par une augmentation de la diversité et de
I’abondance des microorganismes du sol, notamment les antagonistes des parasites. Ces
modifications de la microflore varient selon les paramétres éco-physiologiques et les souches
mycorhiziennes testées, et peut affecter I’ensemble de la microflore ou encore I’une ou I’autre des

ses composantes (Jeffries et al., 2007).

Il a également été mis en évidence que les mycorhizes peuvent stimuler I’exsudation d’antibiotiques
par les racines et les bactéries du sol. Contrairement aux pesticides qui possedent généralement un
large spectre d’action envers la microflore, les multiples implications des mycorhizes dans la
rhizosphére peuvent modeler la microflore microbienne de fagcon a remédier au déséquilibre causé
par la prolifération excessive d’un parasite. Certaines bactéries du sol secretent des métabolites
capables d’altérer la perméabilité des parois des cellules racinaires, d’en augmenter I’exsudation, de
stimuler le développement des symbiotes mycorhiziens et la colonisation des racines (Jeffries et
al., 2007).

Certaines composantes de cette microflore interagissent avec les CMA a la maniére d’agents de
lutte biologique. C’est le cas du Gliocladium virens Mill. et du Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn
qui, lorsqu’appliqués a une plante colonisée parasitée, stimulent a la fois la colonisation racinaire et

réduisent I’incidence de la maladie (Kabir et al., 1997).
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[1.2- Trichoderma
[11.2.1- Données sur le genre Trichoderma

Le genre Trichoderma Pers. :Fr. décrit par Persson en 1874, est utilisé depuis les années 1930 dans
la lutte biologique appliquée en agriculture. Différentes especes de ce genre ont montré leur
efficacité dans la lutte contre des agents phytopathogenes aériens et telluriques. Depuis, différents
travaux sur la taxonomie de ce genre basés sur les criteres morphologiques, biochimiques et

moléculaires, sur les mécanismes impliqués dans I’antagonisme.

L’efficacité de la protection chimique n’est pas toujours satisfaisante, et ses effets sur
I’environnement ne sont pas négligeables. Cependant la possibilité d’une protection par des
auxiliaires biologiques devient une solution aternative envisageable. Durant ces dernieres années,
un grand nombre de bactéries et des champignons antagonistes des Pythium spp. ont ainsi été mis
en évidence, mais les résultats les plus intéressants et les plus solidement établis ont été obtenus

avec des Trichoderma spp. (Harman et al., 1989).

La résistance des sols a d’autres parasites est presque toujours attribuée au genre Trichoderma,
capable de posséder toutes les armes du parfait antagoniste : antibiose, compétition,
mycoparasitisme, interviennent selon les circonstances : T. viride Pers., T. harzianum Rifai, T.
hamatum (Bon.), T. pseudokoningii Rifai.

Il se trouve par ailleurs que certaines souches de Trichoderma spp .semblent exercer une action
stimulatrice sur la croissance des plantes, aussi bien in- vitro, dans des conditions contrélées et en

I’absence de tout agent pathogéne, que dans des substrats de culture (Harman et al., 1989).
I11.2.2- Taxonomie de Trichoderma

Ladivision du genre Trichoderma en especes a fait I’objet de nombreuses études et de beaucoup de
discussions. Or, les champignons anamorphes du genre Trichoderma, en tant que tels, n’ont pas de
reproduction sexuée connue, et ce caractere ne peut donc étre utilisé pour leur systématique. On se
base alors sur les aspects culturaux et la morphologie des appareils sporogenes, ainsi que sur le
matériel génétique en s’appuyant sur des techniques de biologie moléculaires (Gams et Bissett,
1998).

Le systeme taxonomique de Bissett est aussi appuye, entre autres, par des approches de biologie

moléculaire (PCR), pour répondre au positionnement de nouvelles especes de Trichoderma
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identifiées (dont les formes téléomorphes sont souvent non identifiées) et reste le plus fiable
actuellement (Gams et Bissett, 1998 ; Bissett, 1991).

Les espéces de Trichoderma ains que leurs rares formes téléomorphes observées sont classees

parmi les Ascomycétes du genre Hypocrea.

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, 1991) (figure 12).

Régne Fungi
Embranchement Ascomycota
Classe Sordariomycetes
Ordre Hypocreales
Famille Hypocreaceae
Genre Trichoderma

Espéce T.viride
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SECTION]
Trichoderma

Il

T. vivide*

T. koningii*
T. auramdride®
T. afroviride

Trichoderm
SECTION 2 SECTION2 SECTIONA
Pachvbasium Hiypocrean um Lorgibrochiotum
T.virems T. lacren T. Longibrachiorum®*
T hamarm Comprends T. prevdefoningii*
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T piluliferum hicgoe
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T oblongiporum
T 5Eigesum
T sericeiviliv
T pubescens
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i1

T. saurnisperim
T. gharense

Figure 12 : Les cing sections systématiques de Trichoderma sp. et quel ques-unes des especes y

appartenant, selon Bissett (1991)

[11.2.3- Morphologiede T. viride

L’aspect macroscopique des Trichoderma est apprécié a partir de cultures sur géloses nutritives

appropriées, réparties en boites de Pétri. Les colonies fongiques peuvent étre |égérement

floconneuses ou bien compactées en touffes. Les colonies sont colorées en fonction de la

pigmentation des phiaides. Cing jours apres sa germination, la conidie donne naissance a un

mycélium d’abord blanc et stérile en forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est

visible sur les parties aériennes du mycélium.

D’autres cercles concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16 e et |e 20 émejour un

feutrage épais se superpose alaculture.

Au microscope optique on peut observer un mycélium composé d’hyphes jaunes, septés, ramifiés a

parois lisses. Les conidiophores ont une forme conique ou pyramidale.
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Trés ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de quilles. A leur tour, les phiaides
portent les spores (Bissett, 1991) (figure 13).

PACHYBASIUM TRICHODERMA

KONINGII AUREOVIRIDE VIRIDE ATRAVIRIDE
HAMATUM  POLYSPORUM PILULIFERUM HAZIANUM

Figurel3: Illustration des deux sections parmi les cing reconnus par Bissett (1991)
[11.2.4- Emploi de Trichoderma
[11.2.4.1- Les promesses de I’antagonisme dansle sol

Les propriétés antagonistes de Trichoderma sont connues depuis longtemps mais leur intervention,
mise en évidence dans plusieurs sols suppressifs, a recemment relancé leur intérét contre certains
parasites classiques. D’apres Liu et Baker, (1980), la résistance a Rhizoctonia solani Kuhn,
persistante en sols acides, serait imputable a T. harzianum produisant de la 3-1,3-glucanaseet de la
chitinase, il attaque et lyse le mycélium.

Le genre Trichoderma a été expérimenté avec succes contre des Fusarium, des Pythium (Liu et

Baker, 1980).

[11.2.4.2- L antagonisme de Trichoderma horsdu sol

Bien qu’il soit un partenaire exceptionnel des microbiocénoses d’organes aériens, le Trichoderma y
a été introduit comme auxiliaire de lutte contre certains parasites, avec des suspensions des spores
de T. viride. Pour le pécher, le traitement est curatif, alors qu’aucun fongicide n’est actif, si I’on

injecte les spores dans |e tronc sous forme liquide ou pateuse (Dubos et Ricad, 1974).
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L’hyperparasitisme de T. viride est clairement établi sur des cibles telles que Botrytis cinerea Pers.
et Sphaeropsismalorum Peck ; son mycélium est capable de s’enrouler autour des hyphes et méme
de les perforer pour s’installer a I’intérieur. En fin, il faut signaler que T. viride protége les souches
d’arbres abattus de I’envahissement par Heterobasidium (Fomes) annosum (Fr.) Cke. Différentes
espéces de Trichoderma se comportent donc en puissants antagonistes lorsqu’on les introduit dans

la biocénose du sol ou des sites d’infection aériens (Bulit, 1978).
111.2.4.3- Stimulation dela croissance dela plante

Les souches de Trichoderma peuvent influencer la croissance de la plante, augmenter la
disponibilité des nutriments, améliorer la production au champ et augmenter larésistance vis- & vis
de la maladie. Cutler et al., (1993), ont travaillé sur I’activité biologique des métabolites
secondaires produits par T. koningii et T. harzianum. lls ont trouvé qu’ils fonctionnent comme des
régulateurs pour la croissance de la plante. Trichoderma produit aussi des acides organiques
(gluconic, citric et fumaricacids) qui diminuent le pH du sol et permet |la solubilisation des
phosphates, des micronutriments comme le fer et le magnésium. Plusieurs autres effets bénéfiques
pour la plante, tels que la résistance aux stress abiotiques, I’amélioration de [I’efficacité

photosynthétique et la meilleure utilisation de I’azote, sont déclenchés.
[11.2.4.4- Induction delarésistante systémique

Trichoderma se limite a une implantation sur les premiéres couches des cellules des racines.

L’ implantation de Trichoderma est arrétée par le dépbt de callose qui sert de barriére ala plante. La
synthése de substance chimique par Trichoderma peut provoquer I’induction de la résistance
systémique des plantes (Enkerli et al., 1999). Les molécules libérées par Trichoderma induisent la
résistance des plantes en stimulant la synthése des différentes molécules tel que I’hydroperoxyde

lyase, la peroxydase et 1a xylanase (figure 14).
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Figure 14 : Modes d’actions de Trichoderma (Enkerli et al., 1999).

111.2.4.5- Effetsdela colonisation desracines sur le métabolisme de la plante (effet bénéfique)

Plusieurs études ont montré que la colonisation des racines résulte de I’augmentation des enzymes
de défense incluant différentes peroxidases, chitinases, 3-1,3-glucanase et la voie de lipoxygenase
hydroperoxide lyase (Harman et al., 2004). Lafixation de Trichoderma sur les racines des plantes
favorise I’absorption et la concentration de quelques éléments nutritifs (cuivre, fer, phosphore,
manganese et le sodium) & partir de la solution du sol. Cette augmentation de I’absorption des
éléments nutritifs indique une amélioration du mécanisme actif d’absorption des éléments nutritifs.
Yedidia et al., (2000), ont prouvé que I’association de Trichoderma avec les racines réduit les
maladies des racines par I’activation de la réponse de la défense des plantes. En plus de son
efficience vis-a-vis de I’azote, cet organisme aide & assimiler différents éléments présents dans la
solution du sol tels que le cobalt, le nickel, le plomb, le magnésium, le manganese, le cuivre, le

bore, le zinc, I’aluminium et le sodium (figure 15).
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Figure 15 : Photomicrographies de Trichoderma viride (Y edidia et al., 2000)

[11.2.5- Mode d’action

Le genre Trichoderma a été expérimenté avec succes contre des Fusarium, des Pythium et des
Phytophthora (Duboset Ricard 1974).

[11.2.6- Mycopar asitisme et enzymes lytiques

L’abondance de Trichoderma sp. dans les écosystéemes est due a leur production élevée d’enzymes
hydrolytiques et leur mycoparasitisme base sur la sécrétion d’un ensemble complexe dégradant la
paroi cellulaire de divers hétes. Un systéme multi-enzymatique important a été décrit chez des
espéces de Trichoderma : les cellulases, les chitinases, -1,3-glucanases, -1,6-glucanases et des
protéases (Howell 2003).

[11.2.6.1- La Stimulation

Trichoderma sp. percoit la présence de son hote, ses hyphes se dirigent directement vers lui par
chimiotropisme. Différentes especes peuvent suivre différents modeles d’inoculation, mais en
général, il catalyse la libération des oligomeéres de la paroi fongique du champignon cible, et aleur
tour en induisent I’expression des endochitinases qui attaqueront le champignon cible avant le
contact (Brunner et al., 2003).

[11.2.6.2- La Reconnaissance et I’Enroulement

L’ attachement se fait par la liaison des glucides de la paroi fongique du Trichoderma a des lectines
sur le champignon cible. Une fois que le Trichoderma est attaché, il s’enroule autour de I’agent
pathogéne et forme des appressoriums contenant des concentrations élevées des solutés osmotiques
telsque le glycérol (Benitez et al., 2004) (figure 16).
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Figure 16 : Mécanismes de mycoparasitisme exercés par les souches de Trichoderma
(D’aprés Druzhizinina et al., 2011)
[11.2.6.3- Lapénétration et lalyse

La production des enzymes lytiques et des peptaiboles permet I’entrée des hyphes de Trichoderma
dans les hyphes du parasite et facilite ainsi I’assimilation du contenu cellulaire de I’h6te (Howell,
2003).

I11.2.7- Antibiose et métabolites secondaires

L’antibiose est le processus de sécrétion des composés antimicrobiens par des champignons
antagoniste pour lutter contre les agents pathogenes dans leurs zones de croissance. Les
Trichoderma sp. produisent des antibiotiques potentiels mais aussi plus de 100 métabolites avec une
activité antibiotique, y compris de Pyrones, Terpénes et des Polypeptides utilisés dans la chimio-

taxonomie des espéces (Keszler et al., 2000).
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111.2.8- Compétition pour les nutriments et I’espace

La compétition pour le carbone, I’azote et d’autres facteurs de croissance, ainsi que la celle pour
I’espace ou les sites spécifique d’infection, sont utilisees par les agents de lutte biologique.
Trichoderma sp. a une forte capacité a utiliser et métaboliser les nutriments du sol, qui le rend plus
compétitif a de nombreux micro-organisme du sol (Benitez et al., 2004). T. harzianum est capable
de contréler Botrytis cinerea agent de la pourriture gris chez le raisin en colonisant les floraux et

éliminant le pathogéne de son site d’infection.
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1- Matériesbiologiques utilisés
1.1- Matériel végétal

Nous avons utilisé la variété de tomate : Super strain (Agreto vegetable seeds), elle nous a été
procurée par des distributeurs de semences, leurs caracteres sont résumeés dans le tableau suivant
(tableau 5) :

Tableau 5 : Quelques caractéres de variété étudiée

Variété Super strain

Pureté 99%

Taux de germination 89%

Type Traditionnelle

L’origine de la variété USA

Traitement de semence Thiram

Cdlibre 100g- 2509

Résistance aux maladies Moyennement résistante

1.2- L’agent antagoniste

L'agent de lutte biologique Trichoderma viride a été isolé du sol provenant de larégion agricole de
Jijel, a été utilisé dans des tests de confrontation directe et a distance in- vitro afin de prouver leur
activité inhibitrice contre différents agents phytopathogenes. Identifier au laboratoire de Mycologie
Appliquée et Biotechnologie Microbienne le guide de déermination (Botton et al.,
1990).Université Constantine 1.

1.2.1- La préparation del'inoculum de Trichoderma viride

La multiplication de Trichoderma viride a été réalisée dans des boites de Petri contenant un milieu
de culture PDA (Potato Dextrose Agar, 200g pomme de terre, 20g D-glucose, 20g agar ,1L eau
distillé, gjuster le pH a 6 et stérilisé le milieu (Davet et Rouxel, 1997)) préalablement autoclavée
pendant 25 mn sous une pression de 1 bar et une température de 120 °C. Ces boites sont ensuite
incubées a latempérature de 25 °C pendant 6 jours. A lafin de I'incubation, pour préparer la
suspension conidienne (figure 17), 10 ml d'eau distillée stérile a été versée a la surface de chague

colonie. A I'aide d'une pipette pasteur coudee, la surface mycélienne est raclée |égerement afin de
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libérer les conidies. La concentration conidienne a été évaluée a I'aide d'une cellule Thoma, puis

ajusté & 10° conidies/ml avec de I’eau distillée stérile (Davet, 1979).

Figure 17 : Préparation de I'inoculum de Trichoderma viride
1.3- Les champignons mycor hziens arbusculaires (CMA)

Les champignons mycorhziens arbusculaires sont constitués de deux souches: la souche 1 (Glomus

sp.) et de la souche 2 (Acaulospora sp.) extraites du sol provenant de la région agricole de
Bouhamdoune. Jijel (figurel8), clé de référence (Dalpé, 2005 ; Fortin et al., 2011). Identifiés au
laboratoire de contréle de qualité. Université Mohamed Seddik Benyahia. Jijel.

Figure 18 : Sporesdes CMA (A : Glomus sp. et B : Acaulospora sp.) Sous microscope optique
1.3.1- Lapréparation del'inoculum deCMA

La production d'inoculum consiste a multiplier les deux souches de CMA au laboratoire de controle
de laqualité et de conformité (laboratoire Normalys « 06, Rue Ibn Khaldoune 18000. Jijel — en face
du siege de la Daira de Jijel »). Cette pré-mycorhization a pour but d’enrichissement de la terre en

inoculum mycorhizien.

m
—
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A cet effet, des plantes de mais (Zea mays), sont cultivées dans des pots contenant 500 g du sol
stérile, inoculés par 20 ml d’inoculum pour chaque souche de CMA. Ces pots sont arrosés
régulierement par de I’eau robinet. La multiplication d'inoculum est obtenue apres deux (2) mois de
culture, et il est constitué d'un mélange des spores, des fragments des racines mycorhizées de mais
et du sol (figure 19) (Haro, 2011).

Racine de mais mycorhizée

Figure 19: Lamultiplication des CMA avec laplante de mai's (Zea mays)
1.4- L’agent pathogene

L’isolat de F. oxysporum a été obtenu sur base d’isolement réalisé a partir des palmes du palmier
dattier présentant des symptémes de la fusariose, prélevée de la région d’Oumache. Biskra.
L’identification de I’agent pathogene a été reéalisee microscopiquement et ce, d’aprés les
caractéristiques des macroconidies, des phialides et des chlamydospores, selon la clée de
détermination présentée par (Nelson et al., 1983).

1.4.1- Multiplication du F. oxysporum

La multiplication de I'inoculum a été réalisée en ensemencant des fragments d'isolat pur dans des
boites de Petri contenant chacune un milieu PDA. Les boites de Petri sont ensuite incubées a une
température de 25°C pendant 8 jours. Pour la préparation de la suspension conidienne, 10 ml d’eau
distillée stérile sont versés a la surface de chaque colonie (figure 20). A I'aide d'une pipette Pasteur
coudée, la surface mycélienne est raclée légerement afin de libérer les conidies. La concentration
conidienne a été évaluée a I'aide d'une cellule Thoma, puis gjustée & 10° conidies /ml avec de I'eau
distillée stérile (Benhamou et al., 1997).
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Figure 20 : Préparation de I'inoculum de Fusarium oxysporum

Le test rapide de pathogénicité a consisté ainoculer des graines de tomate (Super strain) sur milieu
gélosé avec I’isolat de F. oxysporum identifier en raison de montrer la capacité de cet isolat

d'induire des symptodmes de la fusariose sur les plantes de latomate.

Le test rapide de pathogénicité sur les graines a consisté a tremper des graines de tomate (Super
strain), prealablement desinfectées a I'eau d’javel 1% pendant cing (05) mn, dans une suspension
conidienne de F. oxysporum & 10° conidies/ml. Puis ces graines infestées sont ensemencées sur un
milieu gélosé contenu dans deux boites de Petri araison de dix graines par boite. Une boite de Petri
contenant un milieu gélosé et dix graines de tomate non inoculées a servi de témoin. Sept jours plus
tard, le taux de germination a été évalué a 50% de germination pour les graines infestées contre

100% de germination pour le témoin (Hajlaoui et al., 2001).
1.5- Mise en place de I’expérience

Notre expérience menée du 03 mars 2019 dans la localité d’Emir Abdelkader, le but est d’évaluer
le bénéfice potentiel de I’application des mycorhizes et T. viride sur la croissance des plantules de
tomate (Super strain). L’expérience a été réalisée en plein champ. La température de jour était de 18
°C et latempérature de nuit 6 °C, I’humidité relative de 80% et la photopériode de 12 heures.

1.5.1- Désinfection et pré-germination des graines detomate (Super strain)

Les graines de tomate (Super strain) sans défauts physiques visuels ont été sélectionnées. Celles-ci
ont été désinfectées superficiellement par trempage dans I’eau d’javel a 1% pendant cing (05)
minutes, puis rincées abondamment a I’eau distillee stérile afin d’éliminer les traces de I’eau
d’javel. Apres séchage, les graines étaient mises aseptiquement dans des boites de Petri stériles
contenant des papiers filtres imbibés d’eau distillée stérile, a raison de 20 graines réparties
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uniformément sur toute la surface de la boite. La germination des graines était assurée par
incubation de ces boites dans une étuve réglée a 20 °C pendant 4 a5 jours (figure 21). Une fois pré-
germeées, les graines étaient repiquées dans des pots contenant de la tourbe préal ablement stérilisée
par autoclavage pendant 30 min sous une pression de lbar et une température de 120 °C
(Benhamou et al., 1997).

Figure 21 : Les différentes étapes de préparation des graines (dés ladésinfection jusqu’a la

germination)
1.5.2- Lapréparation du sol

La préparation du sol a été réalisée en effectuant un volume équilibré a raison de 50% du sol, et
50% de fumier. Le sol et le fumier ont été tamisés pour éliminer les gros débris pouvant empécher
la germination. Le mélange a été stérilisé dans une étuve a une température de 150 °C pendant une
heure. Apreés refroidissement, le mélange a servi a remplir les sachets en polyéthyléne (7,5 cm de
diametre et 12 cm de hauteur); puis arrose pour stabiliser le sol. Ce dernier a été laissé au repos
pendant 10 jours pour permettre la reprise de sont activité biologique du sol. Dix (10) jours aprés
stabilisation du sol, le repiquage des plantules de tomate était réalisé lorsque ces derniéres
atteignaient le stade de deux feuilles bien étalées (Elad et al., 1980). La transplantation des
plantules était réaisée dans le mélange préparé. Les plantules de tomate sont arrosées
réguliérement chaque deux (2) jour par de I’eau normale. Les pots (sachets) sont arrosés chaque
quinze (15) jours avec une solution nutritive par litre de KH,PO4: 1 g ; MgSOs- 7H,0: 0,5 g ;
NaNos: 1g; FeSos-7H, : des traces; ZnSO, - 7H,0: 1g préparé selon la méthode de Hoagland et
Arnon (1950), avec une L égére modification.

M
—
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1.5.3- Ledispositif expérimental de|'essai

Ledispositif expérimental est composé de sept (7) traitements et en quatre (4) répétitions
TO: Témoin négatif sain ;

T1: Témoin positif Fusarium oxysporum;

T2: Témoin de CMA ;

T3: TémoindeT. viride;

T4 : Test d’infection F. oxysporum traité par T. viride seul ;

T5: Test d’infection F. oxysporum traité par CMA seul ;

T6: Test de combinaison CMA et Trichoderma viride.

1.6- Moded'inoculation

Les plantules de tomate variété ont été inoculées par injection au niveau du systéme racinaire, selon
la technique de Souna et al., ( 2010), dans la suspensions des conidies de 10° spore/ml pour T.
viride et F. oxysporum pour chaque isolat, par I’ajout de 40 g du sol contenant les racines de Zea
mays associees avec les CMA. Le témoin négatif a subit uniguement un trempage des racines dans

I’eau distillée stérile pendant une heure (figure22).

Figure 22 : Témoin négatif sain
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1.6.1- L'inoculation desCMA

L'inoculation des CMA a été faite juste avant le repiquage et chaque poquet de repiquage des
traitements T2 et T6 arecu 40 g dinoculum de CMA (figure 23).

Figure 23 : Témoin de CMA
1.6.2- L'inoculation de Trichoderma viride

L'inoculation de Trichoderma viride a été faite juste apres le repiquage par injection de la zone
rhézosphérique des racines des plants de tomate par une suspension conidienne de 10° conidies/ml;
(chagque poquet de repiquage des traitements T3 et T6 a recu 10 ml d'inoculum de Trichodenna
viride) selon laméthode de Davet en 1979 (figure 24).

T %

oy

Figure 24 : Inoculation de Trichoderma vivide
1.6.3- L’inoculation de F. oxysporum

L’inoculation de F oxysporum a été faite apres repiquage. Ainsi, chaque plant de tomate T1, T4, T5
a recu au niveau du collet et des racines 10 ml dinoculum de F. oxysporum & 10° conidies/ml

(figure 25).
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Figure 25 : Inoculation de F. oxysporum

1.6.4- Test de combinaison

Chaque plant de tomate T6 a recu avant le repiquage, les souches de CMA (40 g d’inoculum
mélangé avec le sol et les racines de Zea mays), et 10 ml d’inoculum de Trichoderma viride & 10°

spore/ml injecté au niveau des racines (figure 26).

Figure 26 : Inoculation du poquet de traitement T6 par T. viride

1.6.5- Traitement

Apres gquinze jours (15) dinfection, le poquet qui a ayant subi I'inoculum juste apres le repiquage
(T4), est traité par T.viride. Alors que, les poquets T5 et T6 sont subi un traitement préventif apres
repiquage selon laméthode de (Woo et al., 1996).

1.7- Lacollecte desdonnées

La notation des symptomes de la fusariose a éte réalisée quinze jours (15) aprés I’infection par F.
oxysporum a partir de la date d'inoculation (18/03/2019). La mesure de |'état sanitaire des plants est




Partie |l : Matériel et méthode

basée sur une échelle de notation des symptomes de la fusariose (Vakalounakis et Fragkiadakis,
1999) (tableau 6) comprenant quatre val eurs.

Tableau 6 : Les symptdmes de lafusariose (Vakalounakis et Fragkiadakis, 1999)

Valeurs Symptémes
1 plante saine;
2 léger jaunissement, légere pourriture du collet et des racines secondaires et

pourriture du collet ;

3 jaunissement important des feuilles avec ou sans flétrissement, rabougrissement des
plantes, pourriture sévere du pivot et des racines secondaires, pourriture
importante du collet et brunissement des vaisseaux de latige;

4 mortalité de la plante.

Sur la base de ces notations, on a calculé I’incidence de la maladie (%) en utilisant la formule
suivante (Song et al., 2004) :

(Le nombre des plantsinfecté / Le nombre totale des plantes inocul és) * 100

La réduction de I’incidence de la maladie (%) a été calculée selon laformule suivante (Song et al.,
2004) :

ﬁnei dence de lamaladie du témoin inoculé — incidence de lamaladie des plants traités

*100

L (Incidence de la maladie du témoin inocul é)
1.7.1- Mesure des parameétres de croissance des plants de tomate (Super strain)

Les parties aérienne et racinaire des plantes de chaque pot ont été prélevees afin d’évaluer I'effet de
chague isolat fongique. Différents parametres de croissance ont é&té mesures : la taille, le nombre
des feuilles et folioles. Ces mesures ont été effectuées sur un plant de tomate par pot et quatre pots
par condition (témoin négatif sain, témoin positif de F. oxysporum, témoin de T. viride, témoin des
mycorhizes, test d’infection par F. oxysporum traité par T. viride seul, test d’infection par F.
oxysporum traité par CMA seul et le test de combinaison (T. viride et les CMA)) (Caron et al.,
2002).
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a Lataille a été mesurée a partir du collet jusqu'a I'apex de la derniére feuille du brin principal.
Ainsi que, on mesurant lalongueur des racines et des feuilles et leur largeur.

b- Le nombre desfeuilles et folioles.

c- Les poids secs et frais des parties aérienne et racinaire de chague plant ont été pesés avant et
apres sechage dans I'étuve a 60 ° C pendant 48 h et pendant 4 jours. Le pourcentage de matiére

seche pour la parte aérienne et |e systéme racinaire a été calculé avec laformule suivante :
% matiere seche = 100 — ((poids frais — poids sec)/poids frais)* 100.

Le pourcentage en eau a été calculé avec laformule suivante :

% en eau = 100 — (% matiére séche).

1.7.2- La vérification de la présence de I’agent pathogene, de Trichoderma et desCMA
1.7.2.1- Leré-isolement de F. oxysporum

Le ré-isolement de F.oxysporum a été fait conformément a la méthode d'isolement a partir du sol
par la méhode de dilution et a partir des fragments du différents organes de la plante donc,
différentes parties (racine, tiges et feuilles) des échantillons des plants de tomate présentant des
symptébmes de la fusariose ont é&é coupés en fragments denviron 1 cm, puis désinfectés
superficiellement par trempage dans de |'eau de javel & 1% pendant cing (05) minute. Les fragments
sont ensuite rincés avec de I'eau distillée stérile et seché entre 2 papiers filtre stérile. Une fois
sechés, les fragments sont déposés dans des boites de Petri contenant le milieu PDA. Les boites de
Petri ont é&té mises en incubation a une température de 25 °C pendant six (06) jours. La purification
de F. oxysporum a été réalisee en repiquant successivement des fragments de colonie fongique.
L'identification de |'agent pathogéne a été réalisée au microscope, d'aprés les caractéristiques des
macroconidies, des phialides et des chlamydospores la forme €l la couleur rose des colonies (Woo
et al., 1996) (figure 27).
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Figure 27 : Les étapes de ré-isolement de Fusarium oxysporum
1.7.2.2- Leré-isolement de Trichoderma viride

Un gramme (1 g) de I'échantillon du sol de chaque traitement (T3, T4 et T6) ayant recu la souche de
Trichoderma viride a été introduite dans un tube a contenant 10 ml d'eau distillée stérile. A
I’aide d'une pipette Pasteur, cinq (05) gouttelettes de la solution du sol ont été déposées dans des
boites de Petri contenant un milieu PDA. Ces boites de Petri ont été mises en incubation sous une
température de 25°C pendant six (06) jours. A lafin de I'incubation, I'identification est faite sur la
base des caractéres culturaux du champignon et des organes de fructifications (colonie, phialides et
conidies) (Mcgovern et al., 1992).

1.7.2.3- Lavéification dela présence desCMA

A lafin del'expérimentation, un prélévement aéatoire d'environ 1 g des racines fines de chacun des
traitements modalité (T2, T5 et T6) ayant recu les souches de CMA a été fait. Ces racines ont été
colorées au laboratoire de controle de qualité. Université Mohamed Seddik Benyahia. Jijel.

1.7.2.4- Mise en évidence dela colonisation mycor hizienne

Pour la détection de la colonisation des racines par les CMA, un traitement et une coloration
préalable des racines sont nécessaire. Pour cela, la méthode de Phillips et Haymann (1970) est
utilisée avec une légére modification. Les racines sont d’abord lavées sous I’eau du robinet pour
éliminer les débris et les particules du sol, ces racines sont coupées en morceaux, de 1cm de long,
placées dans un bain de potasse ( KOH ) (10%) et chauffée a une température de 90 °C durant 30
mn  pour vider les cellules, rincées dans I’eau distillée stérile trois (03) fois successives afin
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d’éliminer toute trace de KOH, et placées dans une solution de bleu coton a 0,05% pendant 30

mn a une température de 90 °C (figure 28).

Rincage a I"eau Bleu de coton Rincage a I'ean
KOH (10%) distillée sterile (0.05%) distillée sterile

Chauffage a 90 °C Chauffagea 90°C
pendante 30 min pendante 30 min

Figure 28: Schéma de coloration des échantillons racinaires

Les fragments des racines d’environ 1 cm de longueur prélevés de chaque échantillon coloré ont été
disposés parallélement entre lame et lamelle. La mycorhization s’observe a I’examen au microscope

photonique (X40) par une coloration bleue foncée des structures fongiques dans les racines.
1.7.2.5- Les parameétres d’évaluation

L’importance de la mycorhization est appréhendée a I’aide des parametres suivants:

* Frégquence de la mycorhization F(%) :

F(%) = (nombre de fragments mycorhizés /nombre total) x 100

C’est le paramétre le plus utilisé.

* |ntensité globale de la mycorhization (%) :

1(%) = (95n5+70n4 +30n3 +5n2+ n1)/ nombre total des fragments.

n5, n4, n3, n2 et nl : représentent les nombres de fragments mycorhizés notés respectivement 5, 4,
3, 2 et 1 (Giovannetti et Gianinazzi-Pear son, 1994).
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1.7.2.6- Extraction des sporesde CMA a partir du sol

Les spores, qui sont un inoculum, ont éte extraites et comptées dans le sol étudié. Un échantillon de
40 g a éé prélevé. Les spores ont été séparées des particules des sols selon une méthode de
tamisage par voie humide, adaptée de Gerdemannet Nicholson (1963) est utilisée avec une légere
modification (figure 29). Le sol, dispersé dans 5 litre d’eau de robinet, a été verse sur le haut d’une
serie des tamis superposes du bas en haut selon la valeur grandissante de leur ouverture de maille
(100 mm, 1 mm et 500 um). L’eau obtenue sera filtrée par des papiers filtres stériles, chaque
fraction retenue a été observée a la loupe binoculaire afin de déterminer les spores. Dans un
deuxieme temps, les spores ont éte triées sur |a base de leur forme, de leur texture et de leur couleur
afin d’identifier les différents morphotypes présents. Pour ce faire, nous avons utilisé des
spécimens-types référenceés sur le site INVAM [International Culture Collection of (Vesicular)

Arbuscular Mycorrhizal Fungi] (http://invam.wvu.edu/the-fungi/species-descriptions).

Tamisage humide Filtration d’eau Spores des CMA
du sol obtenue

Figure 29 : Méthodes de tamisage et de filtration des spores de CMA
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|- Développement de la maladie apreés quinze jours d’infection
|.1- EffetsdeF. oxysporum sur le développement des plantules detomate (Super strain)

De trés nombreux moyens ont été proposés pour estimer |'action du Fusarium en tant que parasite
vasculaire de la tomate. Le plus généralement, on utilise des ééments d'observations liés a
I'expression d'un ou plusieurs des symptomes externes induits par le champignon qui sont : des

taches chlorotiques, jaunissement, nécrose et mort de la plante.

Il est a noter que les plantules de tomate (Super strain) inoculées par F. oxysporum ont montré un
démarrage difficile (T1 et T4). Il semble donc que Fusarium oxysporum peut étre considéré comme

le principal auteur des perturbations enregistrées chez les plantules de tomate.

De plus, La progression de la maladie a été plus rapide et plus forte au niveau de (T1 et T4) par
rapport aux autres poquets de traitements (T5 et T6) qui ont connu une faible progression de la
maladie (figure 45, annexe 1). Le témoin négatif comportant des plantules préalablement trempées
dans I’eau distillée stérile, n’ont montré aucun symptéme de maladie sur aucune partie des plantes,

qui sont par consequent intactes (figure 44, annexe 1), (tableau 9, annexe 2).

|.1.1- Effet sur lahauteur et poidsdesplantsdetomate (Super strain) inoculés

Alors que, Les mesures des paramétres de croissance (lalongueur, lalargeur, le poids frais et sec, le
nombre des feuilles et des folioles) (figure 46 et 47 ; annexe 1), (tableau 11 et 12 ; annexe 2)
apparaissent faibles, des différences dans la réaction des plantules a I’inoculum de F. oxysporum
apparaissent nettement quand on examine leur effet sur les hauteurs et les poids. Donc, la longueur
des tiges du plants inocul és reste inférieure a 8.3 cm des poquets (T1 et T4) avec un diamétre plus
faible de (9 - 6.5et 8) cm et (9.5 - 8.3 et 10.5) cm correspond aux racines, tiges et feuilles
respectivement, de plus, on a mesuré la largeur des feuilles, le nombre des feuilles et des folioles
pour les méme poquets qui est de 1.5 cm, (6 et 7), est de 2 cm, (5 et 6) respectivement. Les
poquets qui sont subis un traitement préventif (T5 et T6) ont présenté des longueurs des racines,
tiges et feuilles important, de largeur et nombre des feuilles et folioles qui sont des (9 - 7.5-9 et
25)cm, (5e7); (25-175- 20 et 5.6) cm et de (9 et 11). Alors que, les plants témoins ont
présenté la plus forte croissance variant de (19.5 - 11 et 10) cm, et la largeur des feuilles atteint 2
cm avec un nombre des feuilles et folioles qui est de (9 et 9) respectivement (tableau 11 ; annexe
1), (figure 30).
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30

25

M longueur de la tige

B Longueur des racines

m Longueur des feuilles

M Largeurs des feuilles
m N° des feuilles

m N° des folioles

(em) (em) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)

Figure 30 : Parametres de croissance des plantules de tomate aprés quinze (15) jours d’infection

Les plantules de tomate ont montré des réductions importantes de poids frais et sec des partie
aérienne et racinaire des poquets (T1, T4) qui atteint (3.5t 0.38; 0.2 et 0.02) get de (1.9 et 0.21;
0.2 et 0.02) g respectivement comparativement au témoin sain (TO et T3) qui atteint (6.2 et 1.21 ;
09et0.02) getde (5.1 et 0.65; 1.2 et 0.12). Les poquets qui sont subis un traitement préventif (T5
et T6) ont présenté un poids frais et sec plus important des deux parties végétatives qui atteint (2.9
et 0.35; 0.2 et 0.03) g et (20.6 et 6.06 ; 3.5 et 0.83) g respectivement. Le témoin sain (TO) et (T2)
présentent un poids frais et sec important pour les mémes parties végétatives (6.2 et 1.21; 0.9 et
0.13) get de (19.8 et 5.95 ; 3.29 et 0.80) g respectivement (figure 44 et 45 ; annexe 1), (tableau 12;
annexe 2), (figure 31).

25
20 M Poids frais des racines
15 M Poids frais des parties
aériens
10 poids sec des racines
5 - . .
B Poids sec des parties
aériens
O .
TO(g) T1(g) T2(g) T3(g) T4(g) T5(g) T6(g)

Figure 31 : Evaluation du poids frais et sec des paramétres de croissance des plantul es de tomate

apres quinze (15) jours d’infection
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1.1.2- Effet de F. oxysporum sur les pour centages de la matiére séche et en eau

Concernant la concentration de la matiere seche des parties aériennes et racinaires des poquets (T1
et T4), il y aun effet de I’agent pathogene qui se traduit par les dommages causés sur les organes
végétatifs des plants. Cependant, les pourcentages enregistré était de (10.85% et 10%) et (11.05%
et 10%) que le témoin sain et T3 était de (19.51% et 14.44%) et (12.74% et 10%) respectivement.
En effet, les pourcentages en eau des deux poquets (89.15% et 90%) et (88.95% et 90%)
respectivement, était plus proche que le témoin sain et T. viride (TO et T3), soit respectivement
(80.49% et 85.5%) et (87.26% et 90%) ce qui prouve que les plantes apparaissent résistantes au
début de I’infection. Par ailleurs, les pourcentages en matiere seche des parties aériennes et
racinaires des poquets (T5 et T6) été plus grands que le témoin sain, (12.06% et 15%) et (29.41% et
23.71%) respectivement, alors que, le témoin sain qui a enregistré une valeur de (19.51% et
14.44%) respectivement. En outre, on a enregistré une variabilité des pourcentages en eau selon les
poquets et I’état de chaque traitement qui sont de (87.94% et 85%) et (70.59% et 76.29%)
respectivement comparativement au témoin (80.49% et 85.56%) (figure 32), (tableau 13 ; annexe
2).

100,00%
0,

90,00% H (MS%) des
80,00% - Partie aérienne
70,00% -
60.00% - B (E%) des Partie

e aérienne
50,00% -
40,00% - (E%) des Partie
30.00% - i aérienne
20,00% - m (MS%) des
10,00% - parties

0.00% - racinaires

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6

Figure 32 : Estimation de la matiére seche et |e pourcentage en eau des parties agriennes et

racinaires aprés quinze (15) jours d’infection
1.1.3- L’incidence de la maladie de F.oxysporum

Les résultats obtenus confirment la pathogénicité de F. oxysporum qui produit de décoloration au
niveau des feuilles et du collet des plantules de tomate (Super strain). Cependant, 1’incidence dela

maladie apres (15) jours d’infection était de 50%, alors que, on a enregistré une diminution de cette
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incidence aprés (22) jours de traitement, car les plantules ont récupere leurs activités de résister
contre ce pathogene, qui est de 25% pour les poquets de traitement (T4, T5 et T6). Par ailleurs, les
résultats obtenus ont révélé que I’incidence de la maladie de poquet T1 est plus forte qui est de 75%
apres (15) jours d’infection. Cette incidence augmente avec le temps parce que la maladie se
progresse graduellement est atteint 100% apres (37) jours d’infection. (tableau 17; annexe 2),
(figure 33).

120%

100%

80%

B Incidence de la maladie
apres (15) jours

60% d’infection

H Incidence de la maladie
apres (22) jours de
traitement

40%

20%

0%
T1 T4 T5 T6

Figure 33 : Incidence de lamaladie de fusariose

Certaines plantules (T4, T5 et T6) sévérement atteinte montrent une prolifération des racines
adventives (figure 48 ; annexe 1), cela est surement di & un mécanisme de défense mis en place par
la plante pour remplacer son systéme racinaire endommagé et assurer sa survie et son

approvisionnement en eau et sels minéraux.
I1.1- Réduction dela maladie apréstraitement par T. viride
11.1.1- Effet de T.viridesur I’incidence de la maladie

Les résultats obtenus ont révéelé une réduction de I’incidence de la maladie qui atteint (50%) pour
chague poquet de traitements (T4 et T6). La comparaison des plants traités par T.viride (T4 et T6),
par rapport a celles des plantes témoins sain n’a révélé aucune différence. Mieux encore, les plants
traités par I’agent de biocontrol ont eu une croissance végetative plus importante (Figure 38 ;
annexe 1). Ces réesultats montrent ainsi I’efficacite de T. viride qui a put arréter et méme éliminer la
maladie. Cela s’explique par une activation du systeme de défense de la plante. La comparaison du
systéme racinaire des plants traités par T.viride (T4 et T6) a celui des plants témoins inoculés (T1)
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(Figure 50 et 51 ; annexe 1), montre une nette différence entre les deux. En effet, pour les plants
traités par T.viride, le systéme racinaire se développe normalement et aucun brunissement ou
pourriture ne sont observeés. Cette résistance se traduit par un développement normal des plants de
tomate présentant un systéme racinaire vigoureux en le comparant au témoin sain (figure 34),

(figure 52 ; annexe 1).

Réduction de la maladie

60%

50% -
40% -
30% -
H Réduction de la maladie

20% -

10% -

0% -

T4 T6

Figure 34 : Réduction de I’incidence de la maladie apreés traitement par T. viride

I1.1.2- EffetsdeT. viride sur lesparamétresde croissance (longueur et le poidsfrais et sec)
desplantules detomate (Super strain)

Selon les résultats obtenus la croissance en longueur des plantules des poquets (T3, T4 et T6) ont
une meilleure croissance des racines, tiges et feuilles qui est de (24.9 - 36.8 et 26.1), (25 - 43.6 et
23.4) et (37.4 - 48 et 34.5) cm respectivement. De méme, lalargueur, le nombre desfeuilles et des
folioles était de 18.4 cm (10 et 10), 22 cm (11 et 9) et 24.7 cm (11 et 11), comparativement de ceux
enregistré chez le témoin sain qui est de (18.2- 28 et 25.8) cm et de 14.5cm (10 et 9) (figure 35)
,(tableau 14 ; annexe 1), (figure 49 ; annexe 1).
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Figure 35 : Amédlioration des parameétres de croissance des plantul es de tomate apres vingt-deux

(22) jours de traitement

En effet, I’estimation du poids frais et sec des parties racinaires et aériennes a montré un grand
poids qui est de (11.48 et 3.01 ; 39.47 et 17.38), (14.16 et 4.73 ; 46.21 et 21.25) et (19.6 et 8.28;
76.83 et 38.49) g respectivement comparativement au témoin sain qui est représenté par (5.13 et
1.18; 20.99 et 12.09) g respectivement (figure 36) (figure 50 et 51 ; annexe 1) (tableau 15 ; annexe
2).

90

80
70

60

B Poids frais des racines
50

20 M Poids frais des parties aériens

M poids sec des racines

30
M Poids sec des parties aériens

10 A

0 .
TO(g) Ti(g) T2(g) T3(g) T4(g) T5(g) T6(g)

Figure 36 : Evaluation du poids frais et sec des deux parties végétatives des plantules de tomate

aprés vingt deux (22) jours de traitement
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11.1.3- Evaluation des pourcentages de la matiére séche et en eau apreés traitement par T.

viride

Les résultats obtenus ont révélé que les pourcentages en matiére séche des parties aériennes et
racinaires du poquet (T4) est de (45.98% et 33.40%) respectivement comparativement au témoin
sain et de T. viride (TO et T3) qui ont révélé plus grand (61.45% et 23%) et (44.03% et 26.21%)
respectivement. Par conséquent, les pourcentages en eau des deux parties végétatives sont
importante dans le poquet (T4) est de (54.07% et 66.60%) respectivement et comparativement au
témoin sain et T. viride (TO et T3) qui sont de (38.55% et 77%) et (55.97% et 73.79%)
respectivement. (figure 37), (tableau 16 ; annexe 2).

70,00% 90%
60,00% - 80%
70%
50,00% - m (MS%) des 60% H (MS%) des
i ’ arties
40,00% - parties c0% parties
aeriennes racinaires
30,00% - 40%
o H (E%) des
20,00% - = (E%) des zg; parties
10,00% - parties ’ racinaires
! aériennes 10%
0,00% - 0%
T0 T3 T4 T0 T3 T4

Figure 37 : Estimation de lamatiere seche et le pourcentage en eau des parties aériennes et
racinaires aprés vingt deux (22) jours de traitement

I1.2- Effet desCMA sur le développement des plantules de tomate

A cejour, le potentiel des CMA dans la protection des plantes a été decrit le plus souvent dans le
cas d’infections racinaire, mais trés peu dans les maladies foliaires. De plus, I’effet protecteur des
CMA a été rapporté dans le cadre d’interactions plantes/champignons nécrotrophe comme Botrytis,

mais pas du tout dans le cas des agents fongigues biotrophes comme oidium.

[1.2.1- Estimation des parametres de croissance des plants de tomate (Super strain)

mycor hizés

Les résultats des mesures des paramétres de croissance des plants de tomate (la longueur des
racines, des tiges, longueur et largeur des feuilles, le nombre des feuilles et des folioles, poids frais

et sec des parties racinaires et aériennes) sont présentés dans le (tableau 14 et 15; annexe2).

M
—
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Les résultats montrent que la mycorhization stimule la croissance des plantules de tomate (Super
strain) inocul ées par apport au témoin sain ; son effet se manifeste par :

» L’augmentation des parameétres de croissance des plants mycorhizés par apport au témoin
sain e,

» L’importance du chevelu racinaire chez les plants inocul és.

Les résultats obtenus montrent une différence de croissance entre les plants de tomate mycorhizés
(T2, T5 et T6) et le témoin sain. Donc, les plantules inoculées par CMA ont une longueur des
racines plus importante qui atteint (27.2 - 35.2 et 37.4) cm respectivement que celle des plantules
de témoin sain non mycorhizées est de 18.2 cm (figue 49 et 51 ; annexe 1). Par ailleurs, la longueur
des tiges et des feuilles des méme poquets de traitement représente (47.9 et 33.8), (47.2 et 32.2) et
(48 et 34.5) cm respectivement. De plus, on a constaté que les feuilles des plants mycorhizés
apparaissent trés large avec (22 ; 24.2 et 24.7) cm et un stade de 11 feuilles pour chaque poquet et
un nombre des folioles de (10; 9 et 11) (tableau 14; annexe 2). Trois mois de croissance, les poids
de la matiere séche et fraiche aérienne et racinaire des plants inocul és été plus grands que le témoin,
une augmentation a été enregistrée (27.46 et 57.71 ; 6.38et 16.73), (38.2 et 76.83; 7.04 et 18.5) et
(38.49 et 76.83 ; 8.28 et 19.6) g. Alors que, chez le témoin est de (12.09 et 20.99; 1.18 et 5.13) g
respectivement (figure 50 et 51 ; annexel), (tableau 15 ; annexe 2).

Les résultats obtenus ont révélé que la combinaison entre I’inoculum des CMA et de T.viride aeu
des effets sur les parametres de croissance des plants de tomate (Super strain) inoculés (T6), qui
s’est manifesté par une croissance vigoureuse et un systéme racinaire plus développé. De cet essai
il en ressort que la meilleure croissance des plants de tomate a été obtenu apres inoculation par
combinaison entre les CMA et T. viride, suivi par des plants inoculés par les CMA seul (T5), et
enfin le test d’inoculation par T. viride seul (T4), comparativement aux témoins sain (TO) et témoin
inoculée (T1) (figure 49, 50 et 51; annexe 1), (tableau 14 et 15 ; annexe 2). Les résultats révélent
gue le traitement des plantules de tomate par CMA et T.viride ont eu un effet synergique pour le
controle de F.oxysporum. En effet, le traitement avec ces deux agents de biocontrol séparément ont
un effet inferieur qu’en synergie.

11.2.2- Estimation des paramétres d’inoculation mycor hizienne des plantes de tomate

On constate gque la fréquence de mycorhization (F) atteint un niveau de 68.75%. Quant I’intensité

de colonisation du cortex racinaire (1) est faible, elle est de 26.75%. Ceci est di a la courte durée de
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vie des arbuscules (une a trois semaines) qui dégénérent ensuite pour étre remplacés par les hyphes
et des vésicules qui persistent jusqu’a la mort de la cellule.

[1.2.3- Effets des CMA sur I’incidence de la maladie

La mycorhization des plants de tomate permet une bonne croissance et une réduction de la sevérité
des attagues dues a F.oxysporum. Alors que, la réduction de I’incidence de la maladie était de 50%
pour les poquets (T5 et T6). La comparaison des plants traités avec les CMA a celles de témoin
sain ont eu une croissance végétative plus importante (tableau 17 ; annexe 2), (figure 38). Ces

résultats montrent ainsi I’efficacité des mycorhizes qui ont pu arréter et méme éliminer la maladie.

réduction de la maladie
60%

50% -
40% -
30% -
B réduction de la maladie

20% -

10% -

0% -

T5 T6

Figure 38 : Réduction de I’incidence de la maladie apres traitement par les CMA

I1.2.4- Evaluation des pourcentages dela matiere seche et en eau apréstraitement par CMA

Alors que, les pourcentages en matiéere séche des parties aériennes et racinaires des poquets (T2, T5
et T6) sont atteint (47.42% et 40.82%), (49.98% et 38.05%) et (50.36% et 42.24%) respectivement
comparativement au témoin sain (61.45% et 23%) respectivement. De plus, on a constaté que les
pourcentages en eau sont plus grands que ce du témoin, ce qui indique le réle majeur des CMA
d’améliorer I’absorption en eau qui est de (52.58% et 59.18%), (50.02% et 61.95%) et (49.64 et
57.76%) respectivement et par rapport au témoin (38.55% et 77%) (figure 39), (tableau 16 ; annexe
2).
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Figure 39 : Estimation de la matiére seche et |e pourcentage en eau des parties aériennes et
racinaires aprés vingt deux (22) jours de traitement

I1.3- Lestestsde vérification de la présence de I’agent pathogene, de Trichoderma et des
CMA

[1.3.1- Test deré-isolement de F. oxysporum

Leré-isolément a partir des fragments des racines, tiges et feuilles des plants de tomate présentant
les symptébmes de fusariose, ainsi que a partir du sol. D'aprés, les caractéristiques de
macroconidies, microconidies, des phiaides, de chlamydospore, la forme et la couleur rose des

colonies, ce ré-isolement prouve la présence de F. oxysporum (figure 40).
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Figure 40 : Lesrésultats de ré-isolement du F. oxysporum

11.3.2- Test deré-isolement de Trichoderma viride

Leré-isolement a partir d’échantillons du sol prélevé dans les traitements de I'expérimentation sur
F. oxysporum. D'aprés les caractéres culturaux du champignon et des organes de fructification
(colonie, phialides et conidies), ce ré-isolement prouve la présence du Trichodcrma viride (figure
41).
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Sporesde T viride

MAMycélium cloisonné

Figure 4l : Aspect macroscopique et microscopique de T. viride apres ré-isolement

11.3.3- Vérification dela présencedesCMA

Les racines observées apres coloration ont montré la présence des champignons mycorhiziens
arbusculaires. Plusieurs formes (mycélium extra-racinaire et intra-racinaire, arbuscules, vésécules et

spores) ont été observées, ce qui prouve la présence des CMA (figure 42).

My célimm extracellalaire

Figure 42 : Vérification de la présence des mycorhizes au niveau des racines
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[1.3.4- Test deré-isolement des sporesdesCMA

L’examen microscopique du tamisat du sol inoculé avec les CMA, monté entre lame et lamelle dans
une goutte de glyceérol, a permis de prouver la présence des spores qui ont une morphologie a ceux

inoculées du sol d'éude (figure 43).

Spores de CMA de gpenre Spores de CAIA de genre
Aeanls
pora 5g Glomus 5

Figure 43 : résultats de ré-isolement des spores des CMA
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[11- Discussion

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer I’effet de chaque souche fongique (CMA et
T.viride) sur les parametres de croissance des plantules de tomate (Super strain) et leur pouvoir de

[utter contre le F.oxysporum.

Les symptdomes engendrés sur les plantules de tomate correspondent donc a une situation de
privation d’eau extréme liée a un envahissement massif des vaisseaux conducteurs dans lesquels
Fusarium oxysporum sporule abondamment. Donc, nos résultats se rapprochent a ce lui démontrés
par (Agrios, 2005), selon la plante, les symptémes sont trés variables. 1ls se manifestent par un
eclaircissement de la nervure, nécrose, brunissement et la chlorose des feuilles suivie de leur
dessechement. En cas d’attaque sévere, la plupart des plantes flétrissent et meurent rapidement,

tandis gque les plantes les moins affectées deviennent chétives et non productives.

Du méme, (Nelson et al., 1983) ont décrit les événements structuraux chez la plante infectée
correspondant aux symptémes primaires (pourriture des racines et du collet), et seront responsables
des symptdmes secondaires de flétrissements de |a partie aérienne de la plante. En effet, la présence
de mycélium et des microconidies, éventuellement aggravées par les réponses locales de défenses
de la plante (notamment avec |a formation de tyloses, et la sécrétion de gommes), vont occasionner

un blocage du transport d’eau dans les vaisseaux infectes.

Dans la majeure partie des cas, ces symptémes traduisent différents états d'évolution de la maladie
qui, par l'intermédiaire d'une échelle de notation, conduisent a établir un indice de gravité
(Summerdl et Rugg, 19920).

Les effets des traitements sur la progression de la fusariose en plein champ montrent que la souche
de Trichoderma viride a eu un effet antagoniste sur F. oxysporum ralentissant ainsi |'apparition et la
progression de la fusariose. Cet effet antagoniste pourrait sexpliquer par une inhibition de la
croissance mycédienne et un hyper-parasitisme de F. oxysporum par Trichoderma viride. Ces

résultats sont en accord avec ceux de Howell (2003).

Deméme, Harrier et Watson (2004) ont prouvé que les plantes inocul ées avec des CMA sont plus
résistantes aux attagues des champignons pathogenes. Selon Fortin et al., (2011), les CMA peuvent
intervenir dans la rhizosphere ou dans les tissus racinaires pour protéger les racines contre les
champignons pathogenes. Ainsi, dans la rhizosphere, les agents pathogenes sont confrontés a la
compétition et a |'antagonisme; tandis que dans les tissus racinaires, les plantes agressées par les
agents pathogenes réagissent en produisant des substances antibiotiques grace aux CMA.
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Les effets des traitements sur I'évolution du diamétre de croissance en hauteur, largeur et la
biomasse racinaire et aérienne révelent que les CMA et T.viride ont eu un effet synergique pour le

contréle de F. oxysporum.

Nos résultats sont en accord avec ceux d'autres auteurs comme Caron et al.,(2002), Souna et al.,
(2010) ayant montré que T. harzianum a un pouvoir d'inhibition de la croissance mycélienne de F.
oxysporum et permet au niveau des racines, de créer un manchon protecteur autour de celles-ci et
contrer ainsi I'entrée des agents pathogenes al'intérieur des racines. Par ailleurs, Mousain (1991), a
montré que les souches de CMA ont de nombreuses vertus telles que I'amélioration de la surface

absorbante du systeme racinaire, la sélectivité de |'absorption.

On a constaté que les plantes mycorhizées ont une teneur en eau plus élevée et une meilleure
efficacité d’utilisation de I’eau. Ceci est en concordance avec les résultats qui ont été obtenus pour
la teneur en eau dans la partie aérienne de la plante. Par contre, le fait d’avoir une augmentation du
pourcentage d’eau dans le systéme racinaire en présence du CMA peut étre d0 a une augmentation

de la conductivité hydraulique des racines (Gamalero et al., 2004).

Des résultats similaires ont montré que presque toutes les souches du Trichoderma sont parvenues
a stimuler les paramétres de croissance des plants de tomate a des degrés variables. Cette
stimulation sest traduite essentiellement par une meilleure croissance axiae et une biomasse plus
importante. La stimulation de la biomasse a été observée non seulement dans les parties aériennes,
mais aussi dans les parties racinaires par rapport au témoin. Cette augmentation a été notée aussi
bien pour le poids frais que pour le poids sec, ce quil sagit dun accroissement général du

métabolisme et non seulement d'une absorption excessive d'eau (Brunner et al., 2003).

Dans cette étude la souche de Trichoderma viride inoculée a réduit la gravité des lésions sur les
feuilles de tomate par rapport au témoin, ce qui confirme que cette réduction est en partie
responsable de la stimulation de croissance chez ces plantes. Cependant, (Harman et al., 2004) ont
cité des recherches récentes montrant que les effets du Trichoderma sur les plantes incluent
I'induction d'une résistance systémique ou localisée. Les Trichoderma colonisent I'épiderme des
racines et les couches corticales externes et liberent des molécules bioactives. En conséguence, en
plus de I'induction de la résistance chez les plantes, |a croissance des plantes et |'approvisionnement

en nutriments sont améliorés.

Nos résultats d’utilisation de T. viride afin de protéger les plantules de tomate sont plus proche a

ceux qui ont démontré par Keszler et al., (2000) qui prouvé le pouvoir de lutte biologique de T.
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viride contre les phytopathogénes de luzerne. De plus, il est connu comme agent d’amélioration de
croissance chez la plupart des plantes.




Conclusion



Conclusion

Conclusion et per spectives

Ce travail avait pour objectif de contribuer a I’amélioration de la production de la tomate par
I’usage des champignons mycorhiziens et la souche de T. viride. Pour cela, Notre éude visait a
évaluer les effets des souches de CMA et de T. viride pour le contrdle de F. oxysporum sur la
tomate a travers un en plein champ. L’essai de lutte in- vivo a permis de prouver I’efficacité
des agents de lutte biologiques du fait qu’avec ces derniers la reduction de I’incidence de la maladie
est de 50% avec T. viride pour les poquets (T4, T5 et T6), et elle atteint 50% avec les CMA pour
chaque poquet de traitement. Par conséguent, les plantules de tomate testée ont récupére leurs
activité morphologique, qui se traduit par la couleur verte, la longueur des parties aériennes et
racinaires ainsi que, le poids frais et sec de différents organes des plantes. On a noté que
I’incidence de la maladie avant traitement est de 50% et apres traitement est de 25%. Ce qui prouvé

lagravité de F. oxysporum.

Alors, nous pouvons conclure de ces résultats que Fusarium oxysporum est responsable de la
fusariose. En outre, les résultats obtenus ont montré |'effet de cet agent pathogene sur les plants de
tomate inoculée, ce qui a entrainé une croissance réduite des plantes testées ainsi qu'un faible poids

(frais et sec) dans différentes parties des plantes.

Cependant, pour étre plus affirmatif, il serait plus intéressant de tester ces agents de biocontrol en
plein champ afin de voir leur potentiel pour une utilisation en stratégie de lutte contre F. oxysporum.
De plus, il est plus avantageux d’utiliser les CMA et T. viride et d’éviter ceux les produits de
synthése qui poseront des problémes néfastes sur I’environnement et la santé humaine et animale.

Les examens microscopiques des fragments racinaires de tomate ont révélé la présence de
mycorhizes arbusculaires de type « Glomus sp. et Acaulospora. ». Ces champignons forment des
structures caracteéristiques des CMA : arbuscules, vésicules et spores intra-racinaires. Un mycélium
septé a été observé. En outre, on a constaté que la fréquence de mycrhization (colonisation de
systéme racinaire) est la plus élevés (68.75%) avec une intensité de mycorhization tres importante
de 26.75%. Les résultats obtenus ont révélé que les plantes amendées par les CMA et T. viride ont

présenté une croissance optimale que ce soit au niveau des parties aériennes ou racinaires.

Par ailleur, les résultats de ré-isolement ont confirmé la présence de T.viride au niveau de la zone
rézosphérique des racines, ains que la présence de I'agent pathogene dans le sol, les tiges et les
feuilles des plants infectes.

En perspective, il serait également intéressant de poursuivre ce travail :
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- En compl étant la caractérisation des especes fongiques testés par |a biologie moléculaire ;

- En isolant et caractérisant d’autres espéces de CMA de la rhizosphére des vergers des régions
arides et semisarides;;

- Et enfin, en inoculant des plantes annuelle ou des boutures des plantes perénne avec les CMA et

T. viride que ce soit séparément ou en combinaison et suivre leur développement en pépiniere et au
champ.
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Annexe 01

Témoin mycorhize TestavantI. viride Testapres mycorhization

Testcombinaison

Figure 44 : Aspect morphologique des plantules de tomate (Super strain) testées avant infection

Testapres infection, Testapres infection, Apres infection du
poguetde mycorhizes poquet du test
combinaison

Poquetde I. viride

Figure 45 : Les plantules de tomate (Super strain) aprés quinze (15) jours d’infection
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Figure 46 : Témoins des plantules de tomate (Super strain) testées

Test aprésinfection F.

i Test avant infection Test combinaison
oxyspor.|u_m par T. F. oxysporium par
viride mycor hizes

Figure 47 : Comparaison entre I’aspect morphologique et les paramétres de croissance des
plantules inoculées (T4, T5 et T6) apres quinze (15) jours d’infection
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Des taches brunes de la

Des racines adventives

Figure48: Diversité des symptdmes dela maladie de fusariose (T1, T4, T5 et T6) aprés quinze
(15) jours d’infection

Poguet de plantules de Poguet des plants Poguet du test

tomate aprés traitement mycorhizés aprés combinaison aprés
par I. viride infection infection

Figure49 : Aspect généra des plantules de tomate (Super strain) T4 apres vingt deux (22) jours de
traitement et T5 et T6 apresinfection
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Figure 50 : Témoins des plantules de tomate (Super strain) aprés vingt deux (22) jours de
traitement

Figure51 : L’aspect morphologique et les paramétres de croissance des plantules de tomate (Super
strain) testées aprés vingt deux (22) jours de traitement
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Racines du témoin Racines du témoin Racines du témoin
sain T. viride mycor hize

Figure 52 : Comparaison des racines des plantules de tomate (Super strain) TO et T2 aprés (22)
jours de traitement
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Annexe 02

Tableau 7 : Les symptdmes qui apparaissent sur les plantes apres (15) jours de I’infection (poquets

infectés par F. oxysporum (T1, T4 et T5)

Inoculation

L es symptomes

TO (Témoin négatif

Unetaille normale et une couleur vert.

sain)

Tl Les plantes sont de faible poids avec une petite taille de tige
(Témoin positif | mince avec une couleur rouge foncé au niveau du collet. le
Fusarium 1% symptéme de la maladie de fusariose se manifeste par un
OXysporum) jaunissement des feuilles du bas, on a révéé que leurs

surfaces sont réduites.

T2 (témoin de CMA)

Les plantes sont bien développe avec des tiges normale les
feuilles sont vert fonce.

T3 (témoin de T.

viride)

Les plantes sont de taille moyenne avec un couleur vert.

T4

(test d’infection F.
oxysporum traité par
T. viride seul)

stade de 6 feuilles, la tige de taille moyenne, les symptémes
de la maladie appariassent apres une semaine d’infection et
progressent avec le temps, qui se manifeste par des taches
marron. Les tissus desseches aprés quelque jours, on observé
un enroulement des feuilles infectées; les limbes de cette
derniere se mottent, la distribution des symptémes est
systémique, la formation des racines adventifs sur la surface
du sol.

T5
(test d’infection F.

oxysporum traité par

stade de 7 feuilles, la tige a une taille moyenne, la surface
foliaire est normale, les symptémes apparaissent au 1%¢ lieu

sur les feuilles de bas qui se manifesté par des taches

CMA seul) nécrosée brun foncé, les nervure centrale prient un couleur
rouge. Laformation de racines adventives.

T6 (test de | stade de8 feuilles, |a taille de tige moyenne la largeur des

combinaison CMA | feuilles est moyenne, les symptdbmes de la maladie

et T. vivide)

apparaissent sur lesfeuilles de bas, les taches sont claire.
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Tableau 8: Les symptdmes qui apparaissent sur les plantes apres (22) jours de traitement poquets
traité par CMA et T. viride T2, T3, T4, T5 et T6)

Traitements | Lessymptomes

TO (Témoin | Stade de floraison, la tige de taille normale les feuilles sont larges

négatif sain) | avec un couleur vert.

T1 Stade de 5 feuilles, la tige est mince, des taches Iégéres avec un

(Témoin couleur jaune sur la surface des feuilles du bas sont noircissent et

positif mort. Un nécrose au niveau du collet prendre un couleur rouge

Fusarium avec un affaiblissement des feuillages, la surface des feuilles est

OXysporum) petit.

T2 (témoin de | Stade de floraison les plants prenants un couleur fonce, les feuilles

CMA) sont trés larges. La tige épaisse avec une ramification aucune ne
signesdelamaladie.

T3 (témoin de | Stade de floraison absent des symptomes de la maladie. Les plants

T. viride) sont de taille normale, la surface des feuilles est large.

T4 Stade de floraison les plantes avec de tige et feuille moyenne, on a

(test constaté une réduction de la maadieet la disparition des

d’infection F. | symptomes.

oxysporum

traité par T.

viride seul)

T5 Stade de floraison la tige est épaisse, les feuilles sont généralement

(test larges, on a constaté que la maladie est réduite et la régression des

d’infection F. | symptdémes.

oxysporum

traité par

CMA seul)

T6 (test de | Stade de floraison la tige avec une épaisseur moyenne, les feuilles

combinaison | sont larges, on a constaté que lamaladie est réduite.

CMA et

Trichoderma

vivide)




Tableau 9 : Paramétres de croissance des plantul es de tomate apres quinze (15) jours d’infection

longueur |[Longueur |Longueur |Largeurs |N°des N° des
delatige |des des des feuilles folioles
racines feuilles feuilles

TO (cm) 11 19,5 10 2 9 9
T1 (cm) 6,5 9 8 15 6 7
T2 (cm) 12 17 185 5 8 11
T3 (cm) 115 14 15 25 8 8
T4 (cm) 8,3 9,5 10,5 2 5 6
T5 (cm) 7,5 9 9 25 5 7
T6 (cm) 17,5 25 20 5,6 9 11

Tableau 10 : Evaluation du poids frais et sec des paramétres de croissance des plantules de tomate
aprés quinze (15) jours d’infection

Poids Poidsfrais |poids |Poidssec

fraisdes |desparties |[secdes |desparties

racines aériens racines |aériens
TO(0) 0,9 6,2 0,13 1,21
T1(0) 0,2 35 0,02 0,38
T2(0) 3,29 19,8 0,80 5,95
T3(0) 1,2 51 0,12 0,65
T4(g) 0,2 1,9 0,02 0,21
T5(0) 0,2 2,9 0,03 0,35
T6(0) 35 20,6 0,83 6,06

Tableau 11 : Estimation de la matiere seche et |e pourcentage en eau des parties aériennes et

racinaires apres quinze (15) jours d’infection

(MS%) (E%) (MS%) (E%) des

desPartie desPartie desparties parties

aérienne aérienne racinaires | racinaires
TO 19,51% 80,49% TO 14,44% 85,56%
T1 10,85% 89,15% T1 10% 90%
T2 30,05% 69,95% T2 24,31% 75,69%
T3 12,74% 87,26% T3 10% 90%
T4 11,05% 88,95% T4 10% 90%
T5 12,06% 87,94% T5 15% 85%
T6 29,41% 70,59% T6 23,71% 76,29%
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Tableau 12 : Parameétres de croissance des plantul es de tomate apres vingt deux (22) jours de
traitement

longueur |[Longueur |Longueur |Largeurs |N° des N° des
delatige |des des des feuilles folioles
racines feuilles feuilles

TO (cm) 28 18,2 25,8 14,5 10 9
T1 (cm) 18,1 16,8 15,5 9,7 7 7
T2 (cm) 47.9 27,2 33,8 22 11 10
T3 (cm) 36,8 24,9 26,1 184 10 10
T4 (cm) 43,6 25 234 22 11 9
T5(cm) 47,2 35.2 32,2 24,2 11 9
T6 (cm) 48 37,4 34,5 24,7 11 11

Tableau 13 : Evaluation du poids frais et sec des paramétres de croissance des plantules de tomate
apres vingt deux (22) jours de traitement

Poids Poidsfrais |poids |Poidssec

fraisdes |desparties |[secdes |desparties

racines aériens racines |aériens
TO(0) 5,13 20,99 1,18 12,09
T1(0) 0,58 6,38 0,1 1,96
T2(0) 16,73 57,71 6,38 27,46
T3(0) 11,48 39,47 3,01 17,38
T4(g) 14,16 46,21 4,73 21,25
T5(0) 18,5 76,42 7,04 38,2
T6(0) 19,6 76,83 8,28 38,49

Tableau 14 : Estimation de la matiere seche et |e pourcentage en eau des parties aériennes et
racinaires apres vingt deux (22) jours de traitement

(MS%) des | (E%) des (MS%) (E%)

Partie Partie desPartie | desPartie

aérienne aérienne aérienne | aérienne
TO 61,45% 38,55% T0 23% 7%
Tl 30,72% 62,28% T1 17,24% 82,76%
T2 47,42% 52,58% T2 40,82% 59,18%
T3 44,03% 55,97% T3 26,21% 73,79%
T4 45,98% 54,07% T4 33,40% 66,60%
T5 49,98% 50,02% T5 38,05% 61,95%
T6 50,36% 49,64% T6 42,24% 57,76%
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Tableau 15 : I’incidence et la réduction de la maladie aprés (22) jours de traitement

Incidence dela maladie

Incidencedela maladie

Réduction dela maladie

apres (15) jours apres (22) joursde
d’infection traitement
T1 75 % 100% /
T4 50 % 25% 50 %
T5 50 % 25% 50 %
T6 50 % 25% 50 %
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Résumé

C'est pour contribuer a limiter I'utilisation des produits chimiques par le développement des méthodes de Iutte
biologique que cette étude a été réalisée sur I'utilisation des souches des champignons mycorhiziens arbusculaires
(Acaulospora sp. et Glomus sp.) et de Trichoderma viride comme moyen de controle de F. oxysporum. Les résultats
ont révélé que F.oxysporum est un agent pathogene pour les plants de tomate (Super strain), en provocant la fusariose
vasculaire de cet hote, qui se manifeste par un jaunissement, flétrissement et nécrose des parties aériennes, et une
réduction des parametres de croissance chez les plantes. Par conséquent, I’incidence de la maladie apres (15) jours
d’infection et aprés (22) jours de traitement est de 50% et 25% respectivement pour chaque poquet (T4, T5 et T6).
Alors que, les résultats ont montré que les CMA et la souche de T. viride se sont associées aux racines des plants de
tomate. Ils ont réduit le taux de I'incidence de la maladie de fusariose 50% pour chaque poquet. De plus, ils
améliorent la croissance des plantules de tomate (Super strain) qui se manifeste par un systéme racinaire vigoureux et
un développement trés important des parties aériennes. Ces résultats indiquent que les champignons mycorhiziens
arbusculaires et T.viride en combinaison ou séparément peuvent contribuer efficacement a la gestion écologique de
champignon tellurique qui provoque des maladies vasculaire pour les plantules de tomate, et constituent de ce fait une
alternative a I’utilisation des agents de biocontrol.

Motsclés: F. oxysporum, tomate, mycorhizes, T. viride, compétition.

Abstract

To contribute for avoiding the usage of chemical products by developing biological control methods so that, this study
was carried out on the use of strains of arbuscular mycorrhizal fungi (Acaulospora sp. and Glomus sp.) and
Trichoderma viride as a control method for F. oxysporum. The results revealed that F. oxysporum is a pathogen for
tomato plants (Super strain), causing vascular disease of this host, which manifests by yellowing, wilting and necrosis
of the aerial parts, and areduction in growth parameters in plants. Therefore, the incidence of the disease after 15 days
plants attack and 22 days after cure is 50% and the second results is 25% particularity (T4, T5 and T6). While, the
results showed that CMA and the T.viride strain associated with the roots of tomato plants. They have reduced the
incidence rate of fusariose disease by 50%. In addition, they improve the growth of tomato plants, which is manifested
by a vigorous root system and very important development of the aerial parts. These results indicate that arbuscular
mycorrhizal fungi and T. viride in combination or separately can effectively contribute to the ecological management
of soil fungi that cause vascular disease in tomato plants, and thus provide an aternative to the use of biocontrol
agents.

Key words: F. oxysporum, tomato, mycorrhizae, T.viride, competition.
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Introduction

I ntroduction

La tomate (Solanum lycopersicum) fait partie de la grande famille des solanacées a coétés de la
pomme de terre, de I'aubergine, du poivron et du piment. Considérée comme premier |égume apres
la pomme de terre et deuxieéme ressource alimentaire mondiale aprés les céréales. Elle est adaptée a
des conditions de culture tres variés et destinée a la consommation en frais ou a la transformation
industrielle (Causse et al., 2000). Elle est I'objet des nombreuses recherches scientifiques servant
comme plante modéle en génétique. Elle a donné naissance a la premiere variété génétiquement
transformée autorisée a la consommation commercialisée aux Etats-Unis dans les années 1990
(Anonyme, 2010).

Deés la levée et pratiquement jusqu’a récolte, la majorité des cultures maraicheéres tel que, la tomate
est confrontée a des nombreuses contraintes d'ordres biotique et abiotique. Parmi les contraintes
biotiques, la pression des parasites constituent la contrainte majeure entrainant une réduction des
rendements. Toutefois, la production de tomate sous serre reste toujours freinée par certaines
maladies dont la fusariose des racines et du collet (Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici)
qui cause d’importantes pertes dans les cultures hors sols. Il est capable d’envahir I’ensemble
vasculaire de la plante provoguant ainsi son obstruction et par la suite I’affaiblissement de la plante

qui finit par mourir (Ozbay et Newman, 2004).

En Algérie, cette maladie rapportée pour la premiére fois par Bouznad et al., (1990), est considérée
parmi les maladies les plus importantes sur les Iégumineuses telles que le pois chiche ou des
prospections réalisées dans les différentes régions du pays, ont révélé la forte présence de cette
maladie.

Par ailleurs, I'utilisation intensive et systématique des pesticides pose des problémes
environnementaux (pollution des nappes, présence des résidus dans les sols et les végétaux) et
affectent aussi la santé humaine et animal. Le développement d'une agriculture durable exige
l'usage des méthodes de protection des plantes alternatives respectueuses de I'homme et de
I'environnement. La lutte biologique, basée sur |'utilisation des organismes naturels antagonistes des

agents phytopathogenes, pourrait constituer une solution prometteuse.

Cette stratégie préventive consiste a stimuler les défenses naturelles des plantes par mycorhization
et par I’utilisation des isolats du genre Trichoderma. Le Trichoderma et les CMA semblent réduire

I'incidence ou la sévérité des effets causes par certains champignons phytopathogenes racinaires tels
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gue Rhizoctonia, Fusarium, Verticillium, Phytophtora et Pythium (Whipps, 2004; Kubicek et al.,
2003)

Ces derniéres annees la lutte biologique par [I’utilisation d’agents antagonistes fongiques,
bactériens, et d’autre part, I’application des mycorhizes sur les plantes renforcent le systéme de
défense chez cette derniére. En outre, cette stratégie a été envisagée contre le Fusarium oxysporum.
Par conséquent, la lutte biologique pourrait offrir des potentialités pour la suppression de la
fusariose en plein champ, particuliérement lorsqu’elle est utilisée en combinaison avec des cultivars

partiellement résistants et un choix adéquat de la date de semis (Landa et al., 2004).

C'est dans cette optique que sinscrit la présente éude dont I'objectif est didentifier une méthode
efficace de lutte biologique qui constitue une alternative suscitant plus d'espoir dans la lutte contre
les pathogénes du sol. De fagon spécifique, il sagit d'évaluer: I'effet des champignons mycorhiziens
arbusculaires (CMA) sur F. oxysporum; |'effet de Trichoderma sur cet agent pathogene ; les effets
combinés des CMA et de Trichoderma viride sur F. oxysporum. Ainsi, notre travail est composeé de
trois parties, la premiére partie porte sur I’étude bibliographique de la plante hote (la tomate),

I’agent pathogéne F. oxysporum et |es agents de biocontrol.

La deuxieme partie représente la partie expérimentale qui comprend : matériels et méthodes, la
troisiéme partie représente les résultats et discussions et enfin terminé par une conclusion et

perspectives.
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|.1- Définition de la tomate (Solanum lycopersicum)

La tomate est une plante herbacée de la famille des solanacées, cultivée pour son fruit. Le terme
désigne alafoislaplante et le fruit charnu qui, bien qu’il soit biologiquement un fruit, est considéré
comme un des légumes les plus importants dans I’alimentation humaine (Nguyen et Schwartz,
1998). Latomate est un aliment diététique riche en eau et pauvre en calories. Le fruit renferme aussi
beaucoup d’éléments minéraux et des vitamines, dont la plus importante en quantité est la vitamine
C (Nguyen et Schwartz, 1998).

|.2- L’origine de la tomate

La tomate est originaire d’Amérique du Sud et c’est au Mexique qu’elle a eté cultivée en premier,
puis a été introduite par les Espagnols au 16°™ siécle en Espagne et en Italie. A partir de la fin du
18" siécle, la tomate a été considérée comme un légume (avant ¢’était une plante ornementale), et
guelques milliers des variétés ont été créées dans le passé. De nos jours, nous ne pouvons trouver
couramment que quel ques dizaines des variétés chez les semenciers, et une dizaine des variétés sous
forme de plantons. Lors de I’achat des graines, les informations sur la maturité du Iégume, sur la
résistance aux maladies ou la culture en pleine terre ou sous serre sont généralement indiquées sur

I’emballage. Bien souvent, ces informations utiles font défaut lors de I’achat de plantons.

La tomate (Solanum lycopersicum) appartient a la famille des Solanaceae, a laguelle appartiennent
également le piment, le poivron, I’aubergine et la pomme de terre (Pitrat et Foury, 2004).

|.3- Nomenclature

En 1753, le botaniste Suédois Linnaeus I’a nommée Solanum lycopersicum, mais 15 ans plus tard
Philipe Miller a remplacé le nom donné par Linnaeus, par Lycopersicom esculentum. Bien les
taxonomistes aient récemment réintroduits son nom original Solanum lycopersicum (Heiser et
Anderson, 1999).

Le nom du genre Lycoperessicom est un composite gréco- latin, il signifie «péche de loup». Le nom
esculentum vient du latin, il signifie «comestible». Cette comestible ne concerne ni le feuillage, ni
les jeunes fruits verts, qui contiennent des alcaloides toxiques (tomatine et solanine). Ces

alcaloides disparaissent des fruits au cours de leur développement (Pitrat et Foury, 2004).
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| .4- Laclassification variétale
|.4.1- Lesvariétésdéterminées

Dans ce groupe, on trouve des variétés dont la tige émet un nombre donné de bouguets a fleurs.
Mais cette tige principale est terminée par un bouquet a fleurs, comme d’ailleurs les rameaux
anticipes, il en résulte que faute de bourgeon terminal la croissance de la tige s’arréte d’elle-méme.

Elles sont utilisées généralement lors de la culture en plein champs (L aumonnier, 1979).

|.4.2- Lesvariéésindéter minées

Ces variétés présentent une tige principale poussant avec régularité et formant un bouquet a fleurs
toutes les trois feuilles généralement. |l en résulte que la production des fruits est prolongée. On
peut I’arrété par un pincement du bourgeon terminal a la hauteur souhaitée. Ce groupe se caractérise

par un rendement important qui s’étale sur une longue période (Laumonnier, 1979).

|.5- Classification botanique de latomate

Cronquist (1981), Gaussen et al. (1982), rappellent que la tomate appartient a la classification

suivante (tableau 1) :

Tableau 1: Laclassification de tomate (Cronquist, 1981; Gaussen et al., 1982)

Régne Plantae

Sous réegne Trachenobionta

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe Asteridae

Ordre Solonales

Famille Solanaceae

Genre Solanum ou Lycopersicum

| .6- La composition biochimique delatomate

Latomate est le fruit le plus cultivé et le plus consommé parmi les plantes horticoles dans e monde.
Pour sa richesse dans la composition de ces fruits, elle consiste la principale source de nourriture
dans plusieurs pays (Tableau 2) (Anonyme, 1999).
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Tableau 2 : Lateneur de latomate en é éments nutritifs « pour 100g » (Anonyme, 1999)

Eléments Teneur
Vitamine A 600 U.I
Vitamine C 601 mg
Vitamine B, 0.06 mg
Vitamine B, 0.04 mg
Niacine 0.5mg
Calcium 7mg
Sodium 8 mg
Fer 0.6 mg
Potassium 207 mg
Glucides 4mg
Protéines 1 mg
Eau 94 mg

|.7- Morphologie delatomate
|.7.1- L appareil vegétatif

|.7.1.1- Racines

Forte racines pivotantes qui pousse jusqu’a une profondeur de 50 cm ou plus. La racine principale

produit une haute densité des racines latérales et adventices (Naika et al., 2005).

1.7.1.2- Tiges

Elles sont vertes, épaisses aux entre-nceuds. Elles disposent de deux types des poils blanchéatres :

des poils simples et des poils glanduleux qui contiennent une huile essentielle, qui donne I'odeur de

latomate et la coloration verte. Elles portent les feuilles, les fleurs et les fruits. Une tige peut porter

des nombreuses ramifications (appelées axillaires) et a une croissance indéterminée ou déterminée

selon les variétés (Kolev, 1976).
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|.7.1.3- Feuilles

Les feuilles sont composees de (5 a 10) folioles principales. Elles ont une disposition alternée sur la
tige, longues de (10 & 25) cm et d’un certain nombre de petites folioles intercalaires ovales, un peu
dentées sur les bords. Elles sont souvent repliées en forme de cuilléres ou méme a bords roulés en
dessus (Judd et al., 2002).

|.7.2- L’appareil reproducteur
1.7.2.1- Fleurs

Les fleurs de la tomate sont des organes bisexués. Elles sont hermaphrodites et auto fécondes et
regroupées sur le méme pédoncule en bouquet |ache en inflorescence formant des grappes plus ou
moins bifurquées de (3 a 8) fleurs chez les variétés fixées et au-dela chez les hybrides. Le tube du
calice est court et velu, comporte 5 sepales, il est persistant apres la fécondation et subsiste au
sommet du fruit. Androcée comporte 5 étamines latérales, les anthéres allongées forment un cone
resserré autour du pistil ; celui-ci est constitué de deux carpelles soudés formant un ovaire super

biloculaire a2 loges et a placenta central (Judd et al., 2002)  (figure 1).
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Figure 1 : Coupe longitudinale de lafleur de latomate (Rac, 2010)

|.7.2.2- Fruits

Le fruit est une baie plus ou moins grosse, avec épiderme lisse brillant de forme variable (sphérique,
oblongue, allongée), et des couleurs variées (blanche, rose, rouge, jaune, orange, verte, noire) selon
les variétés. La paroi de l'ovaire évolue en péricarpe charnu et délimite des loges. Le placenta




Partie | : Synthése bibliographique Chapitre | : Généralité sur latomate

congtitue la partie centrale du fruit et est al'origine des tissus parenchymateux. Le nombre de loges,
I’épaisseur du péricarpe et I'importance du gel sont dépendants des variétés (Shankara et al.,
2005).

1.7.2.3-Graines

Les graines sont nombreuses, réparties dans des loges remplies de gel en forme de rein ou de poire,
poilues, beiges, de (3 a 5) mm de long et de (2 a 4) mm de large. Elles sont recouvertes d’un
mucilage, L’embryon est enroulé dans I’albumen. Le poids de mille graines est en moyenne de 3 g.
Le cycle de lagraine, est variable selon les variétés et les conditions de culture, il est en moyenne
de (3.5a4) mois (7 a8 semaines delagraine alafleur et 7 a9 semaines de lafleur au fruit) (Naika
et al., 2005) (figure 2).

A

Fleurs

Fruits

Figure 2: Différents organes de latomate

A :laplanteentier B:lesfeuilles C:lafleur D:lesfruits E:lesgraines(Shankaraet al.,
2005)

|.8- lecycle biologique de la tomate

Un cycle végetatif complet de la tomate est comprend 4 phases principales il est différent d’une
variété a I’autre et selon les conditions de culture, il s’étendu en général en moyenne de 3.5 & 4.5
mois (Claude et Yves, 1999), ces phases sont |es suivantes (figure 3) :
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[.8.1- Germination

La graine de tomate peut, si les conditions sont favorables. Germer immediatement aprés sa
dissémination et ne nécessite pas d’étape de vernalisation (culture de tomate). La germination est
épigée dans de bonnes conditions (25 °C), le stade de cotylédons étalés est atteint en une douzaine

des jours (Dégr ément, 2009).
|.8.2- Croissance

La croissance est sympodiale, chaque sympode étant constitué de 3 feuilles et d’une inflorescence.
Elle se poursuit ains de fagon indéfinie, la croissance est dite indéterminée. Des ramifications, elles

aussi a croissance indéterminée, partent de I’aisselle de feuille, mais on les supprime en culture.

Ains latomate, plante herbacée cultivée comme plante annuelle, serait en fait une plante pérenne

si elle n’était pas sensible au gel (Claude et Yves, 1999).
|.8.3- Floraison

La croissance continue. Deux et demi mois environ le semis, la premiéere inflorescence apparait. Les
autres inflorescences vont apparaitre au- dessus de la premiere, avec entre chague inflorescence, un
nombre variable des feuilles: d’une a quatre. La floraison s’échelonne donc de base en haut. La
floraison dure 1 mois a 1 mois et demi, c’est-a-dire de deux mois et demi a trois et demi- quatre

mois aprés le semis (Dégr ément, 2009).
|.8.4- Fructification/maturation

Elle débute durant la phase de floraison. Elle commence par la nouaison des fruits de
I’inflorescence de base et se poursuit par les inflorescences supérieures au fur et a mesure de

I’apparition des inflorescences et de la fécondation des fleurs.

Les fleurs se dével oppent, grossissent et apres avoir atteint leur taille définitive, ils commencent par
perdre leur coloration verte au profite du jaune puis au rouge de plus en plus accentué. Cette phase

dure environ deux mois, soit de quatre a six mois apres le semis.
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Ladurée du cycle végétatif complet de latomate est de 4 a5 mois environ pour les semis direct en
pleine terre et de 5 a 6 mois pour les plants repiqués. En contre saison, le cycle végétatif s’allonge et
il peut atteindre 7 mois (Viron, 2010) (figure 3).
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Figure 3 : Cycle biologique de latomate (viron, 2010)
I.9- Importance économique de latomate

1.9.1- Dansle monde

La tomate est I’une des principales productions légumiéres dans le monde, et particulierement dans
les pays tropicaux et les pays du bassin méditerranéen, elle est cultivée dans plus de 130 pays sur
une surface avoisinante 2,5 millions Ha (Blancard, 2009).

1.9.2- En Algérie

La culture de la tomate en Algérie se place en seconde position apres la pomme de terre. |l est

occupé une place prépondérante dans |'économie agricole algérienne.




Partie | : Synthése bibliographique Chapitre | ; Généralité sur latomate

Pres de 33 000 ha sont consacrés annuellement a la culture de tomate (maraichére et industrielle),
donnant une production moyenne de 11 millions de quintaux et des rendements moyens d’environ
311 Qx/ha (M adr, 2009).

La tomate est principalement cultivée dans les régions Est : Annaba, El Taref, Guelma, Skikda,
avec une superficie agricole utile (SAU) de plus de 60 % (Snoussi, 2010).

|.10- Lesmaladiesdelatomate

Différentes maladies rencontres sur la tomate de la levée et pratiguement jusqu’a leur récolte, les
cultures de tomate sont sujet a des maladies ayant pour cause dives agents pathogenes, nématodes,

virus, bactéries, champignons et insectes.

1.10.1- Les maladies cryptogamiques

1.10.1.1- Pourrituregrise delatomate

Est considérée parmi les maladies les plus redoutables en culture sous serre, elle est causé par
Botrytis cinerea, ce champignon peut attaquer toute les parties de la plante principalement les
feuilles, la tige et le fruit. La maladie se manifeste sous forme de taches beiges en anneaux
centriques par fois en forme de flamme en plus des chancres de couleurs gris beige |égerement
déprimés avec un duvet grisatre constitué des fructifications conidiennes du champignon. Sur fruit,
On observe une pourriture molle avec affaiblissement des tissus qui débute généralement au niveau
des sépales ou pétales desséchés. On peut aussi observer des anneaux blanchétres appelés taches

fantomes.

Une humidité relative de 90% et une température (17 a 23) °C sont les facteurs qui favorisent cette
maladie. Botrytis est un champignon de faiblesse, alors lors de I’effeuillage, ébourgeonnement. Il
y’a une propagation importante de I’infection (El akel et al., 2001).

1.10.1.2- Alternaria solani (Alternariose)

Cette maladie est induite par Alternaria solani provoquant des taches foliaires nécrotiques, de
contour arrondi ou irrégulier, d’une dimension de I’ordre d’un centimétre, présentant une zonation
plus ou moins réguliere, souvent entourées d’un halo jaune. En plus de taches foliaires,
I’alternariose peut aussi provoquer des graves lésions sur les tiges, Sur les fruits, il induit

I’apparition des taches concentriques déprimées a la base du pédoncule.
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Le développement de cette maladie est favorisé par I’humidité élevée et des températures entre (18
et 25) °C. Les plantes mal fertilisées ou trés chargées en fruits seraient plus sensibles. L’alternariose

est transmissible par les semences (Strandberg, 1992).
1.10.1.3- Oidium

Le champignon Leveilula taurica est responsable des taches jaunes sur le dessus des feuilles, des
spores blanches et poudreuses se développent sur ces taches, tant sur le dessus que le dessous des
feuilles. En cas d’infection grave, on constate une sénescence des feuilles et des baisses de
rendement. L’agent pathogene n’infecte ni les fruits, ni les tiges le développement de la maladie est
favorisé par une humidité relative comprise entre (50 et 70)% et une température entre (20 et 25) °C
(El akel et al, 2001).

[.10.1.4- Rhizoctone

Est une maladie causée par Rhizoctonia solani qu’est un champignon tellurique responsable de
fonte des semi, il peut entrainer des Iésions brun rougeétre sur toutes les parties de la graine germeée.

Il produit aussi des chancres situés au collet.

Il est particulierement présent dans les sols maraichéres ayant porté a plusieurs reprises des cultures
légumineuse. || semble pouvoir se développer aussi bien dans les sols humides et lourds que les sols

plus |égers et plus secs a des températures comprises entre (15 et 26) °C (Blancard, 1988).
1.10.1.5- Mildiou

Le mildiou, causeé par Phytophthora infestans, est I'une des maladies les plus dévastatrices trouvées

dans la culture de tomate a travers le monde.

Le pathogene Phytophtora infestans forme sur feuille de larges taches, d’abord jaunatres puis
brunes, si les conditions sont favorables le pourtour reste claire a la face supérieure et couvert d’un

duvet blanchétre alaface inférieure. Et sur fruit on observe des taches brunes marbrées.

Le cycle de vie de I’agent pathogéne, peut étre complété en 3-4 jours, I’accumulation rapide de
I’inoculum se produit généralement dans les champs ou sous abris pendant la saison favorable, soit
température moyenne entre (20 et 22) °C et une humidité relativement élevée, par contre une
atmosphere seche et des températures proches de 30°C détruisent le pathogéne (Céspedes et al.,
2013).
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[.10.1.6- Fusariose

Selon Blancard (2009), la fusariose causée par le champignon tellurique Fusarium oxysporum f.

Sp. est parmi les maladies les plus dévastatrices de tomate.

Les symptdmes extérieures de cette maladie apparaissent d’abord comme un jaunissement des
feuilles du bas, souvent d’un seul c6té de la plante. Celle-ci se fane et meurt lentement. Le tissu
ligneux des plantes malades est coloré en brun rougeétre, en stries longitudinales.

A I’extérieur des tiges, on observe I’apparition des racines adventives avortées. La fusariose est
favorisée par les températures élevées (optimum 28 °C). La fusariose est transmissible par les

semences.
1.10.2- Maladiesvirales
1.10.2.1- Virus de jaunissement et feuille en cuilleredelatomate (TYLC)

Le virus qui est transmis par Bemisia tabaci (Ila mouche blanche) dans les pépiniéres cause un arrét
de croissance, une chlorose marginale et un recroquevillérent en cuillere des feuilles. La production
est fortement réduite lorsque les symptomes apparaissent avant la floraison. La mouche blanche est

surtout présente de septembre a décembre (Trottin-Caudal, 2011).
1.10.2.2- Virus mosaique de latomate (ToM V)

Le symptébme dépendra de la variété, 1'ége de la plante au moment de l'infestation, et I'éat de
I'environnement. Le virus provogue : marbrures et rugosité des feuilles, nanisme. Des rendements
réduits et roussissement des fruits. La transmission se fait par des pucerons (Trottin-Caudal
,2011).

1.10.2.3- Virus de la maladie bronzée de latomate (TSWV)

Les symptébmes du TSWV sont trés variés. Sur les feuilles, on peut observer un symptéme de
mosaique vert clair a vert foncé, des taches chlorotiques a nécrotiques, parfois en anneaux,
apparaissant sur les faces supérieures puis inferieures, des plages rouge brun, plus nombreuses et

confluentes alabase des folioles, qui deviennent |égerement enroulées (Trottin-Caudal ,2011).
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[.10.3- Maladies bactériennes
[.10.3.1- La mouchetur e bactérienne

Est causée par la bactérie Pseudomonas syringae elle s’installe sur les feuilles, la maladie se
manifeste sous forme de minuscules taches noires, entourées d’un halo jaune constituant le

symptéme le plus caractéristique.

Sur fruit, Apparaissent des petites Iésions superficielles brunes circulaires pouvant entrainer sa
déformation est causé par la bactérie Xanthomonas campestris, qui provoque des gales bactériennes,
se manifeste sous forme de taches sur toutes les parties agriennes de la plante. Ces taches sont
souvent plus grosses que celles de la moucheture sur fruit, de petites pustules brunétres d’aspect
liégeux, sont observées. Au grossissement du fruit, ces gales s’entourent d’un halo huileux
(Blancard, 1988).

[.10.3.2- Lechancrebactérien

Est causé par la bactérie Clavibacter michiganensis. La maladie se manifeste souvent par un
flétrissement, souvent unilatéral, qui débute par les feuilles de la base. Les folioles s’incurvent sur

les bords avant de flétrir. Des stries noires apparaissent souvent sur les pétioles et sur les tiges.

Sur tige, une coupe longitudinale permet de montre un fil blanchétre, jaunétre ou brunétre au niveau
des tissus vasculaires. La décoloration de la moelle et son détachement des tissus vasculaires
(Blancard, 1988).

1.10.4- Lesravageurs
1.10.4.1- La mineuse

Leslarves de Tuta absoluta creusent des mines dans les feuilles au point d’avoir les deux épidermes
de la face supérieure et inférieure transparents. Sur fruit, des galeries peuvent étre observées sur les
sépales et au niveau de latige, on observation des perforations et desséchements sur la partie haute
de la plante. Le seuil de développement de Tuta absoluta est de (7 a 9) °C selon les stades du

ravageur.

Toutefois, a 4 °C, ces larves se maintiennent en conditions de laboratoire. Des températures
constantes de 35 °C entrainent un arrét de son développement. Par contre il serait maintenu des
qu’il y a alternance des températures de 25°C a 35°C (Trottin- Caudal, 2011).
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1.10.4.2- Les pucerons

Leurs piqures provoquent crispation ou I’enroulement des feuilles. Ils sont localisés sous les

feuilles. Les pucerons secrétent un miellat sur lequel se développe lafumagine.

Dans les conditions de I’abri, les pucerons se multiplier trés rapidement : & 20 °C le temps moyen
de doublement de la population est de 2,4 a 5,1 jours. La durée de dével oppement et tres influencée

par la temperature, a 20 °C elle est d’environ 8.9 jours (Trottin- Caudal, 2011).




Chapitre 11:
L'agent pathogene

>
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[1.1- Définition du Fusarium

Le genre Fusarium, décrit pour la premiere fois par Linke en 1809, appartient a la famille des
Tuberculariacees, dans le groupe des Hyphomycetes (champignons filamenteux). L’absence de
reproduction sexuée permet de rattacher ces champignons aux Deutéromycétes (champignons
imparfaits), regroupement artificiel de formes asexuées (ou anamorphes) variées, certaines especes
de Fusarium ont une forme sexuée, dite également forme parfaite ou téléomorphe, appartenant aux
genres Nectria ou Gibberella dans I’ordre des Hypocréales, au des Ascomycetes. Comme pour tous
les champignons, la classification originelle des Fusarium est basée sur des criteres culturaux et
surtout morphologiques établis par des observations microscopiques. Le caractere commun aux
Fusarium est la production de macroconidies pluricellulaires en forme de croissant. Leur
rattachement aux Tuberculariacées est lié a la formation des macroconidies sur des fructifications
différenciées appelées sporodochies. D’autres types des spores asexuées peuvent étre produits: des
microconidies unicellulaires ou bicellulaires des formes variées, ains que des chlamydospore,
spores de résistance. Les criteres morphol ogiques utilisés pour la classification des Fusarium sont la
forme et la taille des macroconidies, la présence ou absencedes microconidies et des

chlamydospores ainsi que leur forme, et la structure des conidiophores (Gams et Nirenberg, 1989).
[1.2- Taxonomie de Fusarium

La multitude de systémes taxonomiques proposés n’a pas contribué a simplifier I’identification de
Fusarium. Cependant (Nelson et al., 1983) ont réalisé un travail de synthése basé sur des nouvelles
descriptions morphologiques ainsi que la sélection de criteres communs aux classifications

antérieures. Ces auteurs ont reconnu 30 especes.

Depuis quelques années, les systématiciens ont en effet recours a de nouvelles méthodes,
essentiellement moléculaires. Ces méthodes permettent non pas de remplacer, mais de compléter les
études systématique classique reposant sur des criteres morphologiques basée sur une approche
phylogénétique, la systématique moléculaire présente I’avantage de rendre compte de I’évolution
des organismes, ce qui facilite I’établissement des relations entre espéces et donc leur

positionnement taxonomique (tableau 3) (Mycobank, 2014).
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Tableau 3: Laclassification du Fusarium oxysporum (Mycobank, 2014)

Classe Sordariomycetes
Sous classe Hypocreomycetidae
Ordre Hypocreaes

Famille Nectriaceae

Genre Fusarium

Espece Fusarium oxysporum

I1.3- Description mor phologique

Au niveau macroscopique, I’aspect cultural de Fuarium oxysporum sur milieu Potato Dextrose Agar
(PDA) correspond a un mycélium aérien de croissance rapide, et de couleur variable allant du blanc
au rose ou violet. Cependant, I’aspect des souches de F. oxysporum peut fréqguemment varier d’une
culture a I’autre apres des repiquages successifs, voire dans une méme culture ou des sections de

couleurs ou d’aspects différents peuvent apparaitre (Burnett, 1984).

Au niveau microscopique, F. oxysporum se caractérise par: microconidies abondantes
géné&alement monocdlulaires, ovales ou réniformes, produites en fausses tétes sur des

conidiophores monophialides courts.

Macroconidies fusiformes, également abondantes, comportent quatre a six cellules dont une cellule
apicale plus mince que les autres et une cellule basale en forme de pied.

Les chlamydospores sont présentes, solitaires ou en paires, lisses ou rugueuses, globuleuses
terminales ou intercalaires de 5 a 15 ym de diamétre, ce sont des organes de conservation, résultant
de I’accumulation de réserves dans une région conidie qui se dilate quelque peu et s’entoure
finalement d’une membrane épaisse de teinte généralement foncée. Les organes massifs producteurs
de spores; sont deux types. La sporodochie, est un organe fructifere forme d’axes ramifiés porteurs
aleur extrémité les monophialides donnant naissance aux macroconidies. Les sporodochies peuvent
étre dispersées dans le mycélium aérien et invisible a I’eeil nu dans les cultures. Lorsque les
sporodochies sont rassembl ées, elles apparaissent sous forme de pustules des quelques millimétres
de diametre visible a I’eeil nu (Summereél et al., 1992) (figured).
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Microphialides

AR

Figure 4 : L’espéce de Fusarium sous le microscope optique (Summere et al., 1992)
A : Microphialides B : Microconidia C : Macroconidia D : Macrophialides E : chlamydospores

I1.4- L'écologie de F. oxysporium

Chez les végétaux, F. oxysporum est un parasite telluriqgue qui commence son cycle de
développement en infectant les racines et en envahissant les tissus conducteurs induisant une
infection systémique. Le champignon migre dans les vaisseaux via les flux ascendants. Dans un
héte résistant, cette progression est stoppée dans les cribles au niveau desguels on observe des

tyloses obstruants.
I1.5- Fusaruim oxysporum phytopathogéenes

Fusarium oxysporum est une espece fréquente parmi les Fusaruim du sol, elle peut représenter
jusqu’a 70% des isolements de Fusaruim est couramment dénombrée & 10° propagules/g de sol
(Ocamb et Juzwik, 1995) (tableau 4). C’est une espece essentiellement saprophyte, mais elle a
pourtant un réle de premier plan en pathologie végétale. Il infecte les cultures maraicheres sous
serres (tomate, melon, concombre), les palmeraies et bananeraies, et les cultures de coton. Certaines
souches pathogeénes provoquent des symptdmes de pourriture racinaire. Mais la plupart des F.
oxysporum pathogenes sont responsables de trachéomycose, maladie qui affecte le systéme
vasculaire des plantes. On parle aors de fusariose vasculaire. Le mycélium colonise les tissus
corticaux puis pénetre dans le cylindre central des racines, avant d’envahir I’ensemble des

vaisseaux. L’infection entraine un jaunissement des feuilles d’abord unilatéral puis généralisé, et
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aboutit au flétrissement, au dessechement, et enfin & la mort de la plante (Ocamb et Juzwik,
1995).

Tableau 4 : Les plusimportantes formes spéciales de Fusarium oxyspoum (M assiaen et Cassini,

1981)
Champignon Hote
Fusarium oxysporum f.sp. betae Betterave
Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum | Concombre
Fusarium oxysporum f.sp. fabae Féeve
Fusarium oxysporumf.sp. phasioli Haricot
Fusarium oxysporum f.sp. lentis Lentille
Fusarium oxysporum f.sp. melonis Melon
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis Palmier dattier
Fusarium oxysporum f.sp. niveum Pasteque
Fusarium oxysporum f.sp. batatas Patate douce
Fusarium oxysporum f.sp. pisi Pois
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici Tomate

11.6- Le cyclede développement

Les F. oxysporum ne sont pas des parasites obligatoires, en I’absence de la plante-hote, ils menent
une vie saprophyte sur des débris végétaux et les matieres organiques. Les Fusarium sont tres
abondants dans le sol, les isolements effectués indiquent qu’un gramme du sol renferme prés de 10°
propagules (Smith et al., 1965), et les F. oxysporum représentent (40-70)% de la population
fusarienne totale. Ces champignons persistent dans le sol principalement sous forme des spores des

résistances qu’on appelle des chlamydospores ou ils passent dans un état de dormance.

En contacte de I’hote et une fois les conditions favorables, les chlamydospores germent et les jeunes
filaments pénétrent au niveau des racines. Apres pénétration dans une cellule épidermique, le

mycélium se ramifie, colonisant ains toutes les cellules avoisinantes.

Les hyphes mycéliens progressent intra cellulairement puis colonisent le cortex. Arrivé au niveau
du cylindre central, le parasite s’installe dans les vaisseaux du xyleme d’ou il se propagera dans la

tige par I’intermédiaire des microconidies aisement véhiculées par la seve a I’extérieur, ils se
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formant des organes fructiféres a la surface des feuilles appelées sporodochies et développement

des macroconidies qui a leur tour contaminent d’autre plantes (figure 5).
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Figure 5 : Cycle biologique de Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici (Agrios, 2005).

A : Mycélium;

B : Chlamidospores;;

C : Macroconidies;

D : Microconidies;

E : Spores qui germent ;

F : Pénétration au niveau d’une racine latérae;;
G : Pénétration dans la racine au niveau d’une blessure ;

| : Mycélium dans les vaisseaux ;

J : Vaisseaux du xyléme d’une tige saine ;

K=L : Effondrement et distorsion des vaisseaux dans une tige infectée ;
M : Gomme dans les vaisseaux et les cellules adjacentes ;

N : Mycéium et bouchon vasculaire ;

O : Début d’apparition des symptdmes ;

P : Flétrissement et mort de la plante ;

Q : Spores formeées par mycélium dans le sol.




Partie | : Synthése bibliographique Chapitre Il ; L’agent pathogéne Fusarium oxysporum

I1.7- Spécificité parasitaire

Les souches pathogenes de F. oxysporum sont en général inféodées a une seule espéce végétale.
Cette étroite speécificité d’héte a conduit a définir les concepts de formes spéciales et des races
physiologiques, critéres intra spécifique qui différencient par leur plantes hétes des souches
morphologiquement identique. Une forme spéciale rassemble des souches pathogénes d’une méme
espéce végetale. Par exemple, les souches appartenant aux formes spéciales lycopersici ou
meloniss ont responsables de la fusariose vasculaire de la tomate ou de melon, respectivement
(Agrios, 2005).

11.8- Lafusariose causée par F. oxysporum

Chez plusieurs especes végétales, F. oxysporum est responsable des manques a la levée, des
pourritures racinaires suivies de brunissements basaux, des flétrissements entrainant le

desséchement compl et des plantes (Blancard, 2009).

La tomate est sujette a deux maladies fusarienne : la flétrissure fusarienne classique causée par F.
oxysporum f. sp. Lycopersici (FOL) et la pourriture des racines et du collet causée par F. oxysporum
f. sp. Radicis. Lycopersici (FORL). Cette derniere est connue parmi les maladies les plus
dévastatrices de cette culture atravers le monde (Blancard, 2009).

11.8.1- Fusariose desracines et du collet (pourriture desracines)

La fusariose des racines et du collet est une maladie importante de la tomate de serre; elle a aussi
été signalée sur la tomate de plein champ. La maladie peut affecter sévérement de jeunes plantules
de tomate et les tuer, mais elle attague surtout les plantes qui portent des fruits. Sur la tomate de
serre, les symptdmes apparaissent habituellement justes avant la premiére cueillette. Les plantes
infectées se remarquent souvent par I'amincissement marqué du sommet de leur tige. Le
flétrissement des plantes débute par les feuilles du haut, et les tissus vasculaires prennent une
coloration brun rougeétre qui sétend versle haut delatigesur 5 a25 cm (Alexander, 1945). Par la
suite, les feuilles inférieures deviennent brunes fauve en commencant par la pointe, et finissent par
mourir. Les symptomes de flétrissement diminuent lorsque le temps est frais et nuageux, aprés la
cuelllette des fruits et I'arrosage des plantes. Des racines adventives peuvent se former sur la tige
au-dessus des |ésions. Les racines des plantes infectées montrent des |ésions foncées brun rougeétre
qui rejoignent souvent les Iésions présentes sur les hypocotyles. De petites Iésions brun grisétre
apparaissent sur les racines principales au point d'émergence des racines secondaires. Les fruits des
plantes affectées sont flasques et n'ont pas leur couleur brillante habituelle (Armstrong et
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Armstrong, 1981). Les plantes mortes se couvrent de masses externes bien visibles de mycélium

blanc rosétre ou saumon.
11.8.1.1- Cycle évolutif

On ne sait comment le parasite sintroduit dans les zones et provoque la maladie. Il peut survivre
dans le sol sous forme des chlamydospores, ainsi que dans les grosses racines et les mottes d'argile
qui sont difficiles & stériliser. La fonte des semis survient parfois dans des plateaux de semis ou
chez des plantules gravement atteintes; les symptémes ressemblent alors a ceux que causent les
Pythium. Ceux-ci peuvent sexprimer sous forme d'un flétrissement soudain des plantes adultes
infectées, ce qui entraine une mort précoce, ou sous forme d'un flétrissement graduel qui coincide
avec la mort progressive et acropétale des feuilles. Ces plantes peuvent alors survivre jusqu'alafin
de la saison et faire une poussée de croissance apres que la plupart des fruits ont été cueillis.
L'infection des plantules se produit dans les sols contaminés ou a partir des microconidies présentes
dans I’air et qui proviennent des débris des plants des tomates. Le champignon pénetre dans les
racines et les tissus corticaux de I'hypocotyle par les blessures causées par |'émergence des racines
secondaires, et aussi directement par |I'épiderme. Les macroconidies sont probablement dispersées
par |'eau des systemes d'irrigation mobiles ou par le vent. La température optimale a |'expression
des symptomes se situe entre 15 et 18C° (Alexander, 1945).

[1.8.2- Fusariose vasculaire

La fusariose vasculaire de la tomate est une maladie répandue et particuliérement dévastatrice dans
les serres chaudes. Le parasite peut survivre sur des especes déférentes, et comme saprophyte en

association avec les racines fibreuses d'autres plantes (Alexander, 1945).
11.8.2.1- Symptdmes

Sur les jeunes plantes, les premiers symptémes qui apparaissent sont la décoloration des nervures et
la chlorose des feuilles inférieures suivies de I'épinastie des feuilles plus agées causée par
|'affai ssement des pétioles. Souvent, les plantes infectées au stade plantul e flétrissent et meurent peu
aprés. Les plantes plus &gées qui sont severement affectées peuvent flétrir et mourir subitement si
le temps est favorable au développement du parasite. En général, les premiers symptémes
Sintensifient jusqu'a ce que la plante entiere montre des symptdmes. Les plantes demeurent
rabougries et montrent parfois des symptébmes tels la formation des racines adventives, le
flétrissement des feuilles et des tiges, la défoliation, la nécrose marginale des feuilles restantes
jusgu'a la mort de la plante .Un changement de couleur sur un c6té seulement de la tige peut se
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produire durant les stades ultimes de la maladie et de nouvelles pousses apparemment saines sont
produites a partir de la base, dors que le sommet de la tige présente des symptomes graves. Les
tissus ligneux des plantes atteintes présentent une coloration brunétre. Les fruits peuvent parfois
étre infectés, pourrir et tomber. Les racines peuvent aussi étre infectées et rabougries, et des racines

secondaires plus petites pourrir complétement (Armstrong et Armstrong, 1981).
11.8.2.2- Cycle évolutif

La dissémination sur de grandes distances peut se faire par la semence, par des plants sans
symptémes ou par le sol qui adhére aux plants lors du repiquage. Une fois établi, le champignon
survit sous forme de chlamydospores dans le sol et dans les débris des racines. Une faible intensité
lumineuse, un pH bas, des tissus végétaux carencés en potassium et des températures du sol
avoisinant 28 °C, des jours courts, sont favorables alamaladie. L'augmentation des niveaux d'azote
sous forme de nitrates réduit la sensibilité au flétrissement. Les blessures causées au systéme
racinaire des plants par des manipulations brutales favorisent la maadie (Armstrong et
Armstrong, 1981).

I1.9- Lesméthodes de lutte contre F. oxysporum
[1.9.1- Lalutte chimique

Il sagit de I'utilisation des fongicides a action systémique ou endothérapique. Ainsi, I'utilisation
d'un mélange de bromure de méthyle et de chloropicrine permet de désinfecter un sol contaminé par
F. oxysporum. En effet, e bromure de méthyle possede une forte capacité de pénétration dans le sol
et assure une bonne stérilisation. Mais ces produits sont peu stables dans le sol et risquent de
favoriser la sélection des souches résistantes. De plus, en les utilisant de fagon répétitive et pendant
de longues années, ces produits chimiques risquent de nuire a I'environnement. C'est ains que
['utilisation de chloropicrine fut totalement interdite ces derniéres années (Dubost et Hethener,
1968).

[1.9.2- Lalutteculturale

La lutte culturale est un ensemble de mesures prophylactiques visant a réduire le potentiel
d'inoculum et a limiter la dissemination du Fusarium oxysporum. Ces mesures consistent a arracher
et a brdler toutes les plantes infectées, a utiliser des semences saines, a observer une rotation des

cultures permettant de réduire I'inoculum de F. oxysporum (Davis et Aegerter, 2010). La
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solarisation du sol permet également d'éiminer la plupart des propagules des espéeces du genre de

Fusarium.
11.9.3- Lalutte biologique

Au regard de l'intérét accordé a la préservation de I'environnement, a la pérennité des ressources
naturelles et surtout a la réduction de I'utilisation des substances chimiques, |a lutte biologique est
tres intéressante, mais son application sur le terrain reste faible. Par exemple, les recherches ont
montré que I’utilisation de genre Trichoderma peut é&re un moyen de contrdle biologique efficace,
capable de limiter la propagation et la sévérité de la fusariose dans la tomate (Davis et Aegerter,
2010). De méme, la mycorhization de tomate par CMA permet une bonne croissance et une

résistance de latomate aux attaques de F. oxysporum (Besserer et al., 2008).




Chapitre I11:
les agents de biocontrol
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[11.1- Les mycorhizes
[11.1.1- Définition des mycor hizes

Les plantes vasculaires terrestres sont capables d'établir des symbioses avec des nombreux micro-
organismes. Au niveau des racines, les champignons mycorhiziens pour donner ce qu'on appelle
une association mycorhiziennes. Trois principaux types d'associations mycorhizienes sont
repertories: les ectomycorhizes, les endomycorhizes et les ectendomycorhizes. Les formes les plus
répandues sont les endomycorhizes a arbuscules. En effet, ces symbioses ont été recensées chez
80% des plantes terrestres (Smith et Read, 2008).

L'interaction mycorhizienne se caractérise par un transfert bi-directionnel de nutriments. Les
substances carbonées sont nécessaires a ses besoins énergétiques proviennent de la plante.
L'estimation du carbone transféré de la plante vers le champignon mycorhizien varie de 4 a 20% du
carbone total chez la plante. Les CMA, en échange du carbone fourni par la plante, anéiorent la

nutrition hydrique et minérale de celle-ci.

La grande mgjorité des végétaux terrestres vivent en étroite collaboration avec des nombreux
organismes du sol parmi lesquels existent les champignons mycorhiziens jouent un réle primordial.
Ces champignons biotrophes obligatoires sont capables de coloniser prées de 90% des plantes
terrestres (Smith et Read, 2008) et sont présents dans différents milieux. Cette symbiose
mycorhizienne est observable chez de nombreuses espéces végétales, qu’il s’agisse des mousses,
des fougéres, des gymnospermes et des angiospermes (monocotylédone et dicotylédone). Cette
symbiose est d’ailleurs retrouvéee chez des plantes cultivées a grande echelle, comme le blé, le malis,
leriz et le soja. Parmi |es espéces végétales formant peu ou pas ce type d’association, nous pouvons
distinguer les plantes qui appartiennent aux familles des Brassicaceae, Chenopodiaceae et
Urticaceae, sans oublier le genre Lupinus (Smith et Read, 2008).

Les CMA produisent un grand nombre des spores rondes a paroi épaisse, d'un diameétre de 50 a 100
um contenant environ 2.10° noyaux par spore et stockant de grandes quantités d'él éments carbonés,
principalement sous forme de lipides de réserve (Jeffries et al., 2007).

[11.1.2- Classification classique

Lataxonomie des CMA était basée sur la morphologie des spores ; celles qui ont une morphologie
similaire et forment un seul type de paroi sporale sont apparentées phylogénétiquement (Auger,
2001).
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Azcon-Aguilar et Barea (1996); ont classé les CMA dans I’ordre des Glomales, subdivisé en deux

sous ordres Glominées (formant des vésicules) et les Gigasporinees.

A) les Glominées regroupent deux grandes familles, les Glomacées représentées par les genres

Glomus et Sclerocystys et |es Acaulosporacées par Acaulospora et Entrophospora.

B) les Gigasporinées comprennent trois familles, les Gigasporacées représentées par Gigaspora et
Scutellospora, les Archaeosporacées représentées par le genre Archaeospora et les Paraglomacées

par le genre Paraglomus.

Actuellement, les CMA appartiennent au phylum des Glomeromycota, ce dernier est constitué
d’une seule classe, celle des Gloméromycétes qui est subdivisee en quatre ordres, dix familles et
treize genres (figure 6). Cette classification, basée sur celles de Schubler et al. (2001), a été
modifiée par des nombreux auteurs (Walker et Schubler, 2004 ; Palenzuela et al., 2008).

Régne : Champignon

Phylum : Gglomeromycota

!

Classe: Cigl omeromycota

Ordre J
Archa?sporales Divers sporale Glomérales  Paraglomale
Yy 7
Archaeosporacées l l
Rami
! Gloméracées i}
Archaeospora intraspor . ' Paraglomacées
Entrophosporac Acaul ospo Dévr,céep Gi gaspor Paci sporacé
oracées
Genre Géosiphonacées
l Gi gospora
Acaulospora K kjospora Scutellospora v v
Ambistoni Géosi Dhon Entrophospora Pacispora Glamus Pomglomus

divercispora Orosoora

Figure 6 : Classification de CMA selon Schubler et al., (2001) modifiée par
Walker et Schubler, 2004 ;Palenzuela et al.,(2008)
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[11.1.3- Lesdifférentstypes des mycorhizes

111.1.3.1- L es ectomycor hizes

Ces champignons supérieurs se retrouvent dans le sous-bois parce que, sauf exception, ils ne
forment des mycorhizes qu’avec les plantes ligneuses, arbres ou arbustes. Beaucoup de ces
champignons produisent des carpophores sur le tapis forestier. La symbiose ectomycorhizienne ne

concerne gue 3 % des especes vegétales (M ousain, 1991) (Figure?).
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Figure 7: Ectomycorhize et endomycorhize (Mousain, 1991)

111.1.3.2- Les endomycor hizes

Les champignons endomycorhiziens ne sont pas specifiques et sont normalement associés aux
plantes comme les plantes forestieres agricoles et horticoles. Ces symbiotes a colonisation
intracellulaire corticale, forment des arbuscules, des vésicules ou des hyphes, ne se cultivent pas et
ne sont pas visibles qu’aprés coloration. Les champignons mycorhiziens de type arbusculaire
(CMA), regroupés dans le phylum Glomeromycota, sont des champignons filamenteux
coenocytiques qui colonisent alafoisle sol et les racines en éablissant un pont entre la rhizosphére
et la plante. Les hyphes extra-racinaires augmentent le volume de sol (eau et minéraux) accessible a
la plante alors que les hyphes intra-racinaires se propagent dans les espaces intercellulaires, se
gonflent en vésicules selon leur génotype et forment des arbuscules intracellulaires créant une

importante zone interface entre les cellules des deux partenaires. (Mousain, 1991) (figure7).
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[11.1.3.3- L es ectendomycohizes

Il arrive que les ectomycorhizes et les endomycorhizes soient présents en méme temps sur une
racine, on parle alors d’ectendomycorhizes, le premier type est minoritaire et concerne surtout les
arbres, le second est majoritaire et concerne presgue tous les végétaux. 11s montrent simultanément,
un manteau réduit ou absent qui possede un réseau de Hartig bien développé, des structures des
ectomycorhizes et des hyphes qui pénétrent dans les cellules racinaires, des structures des

endomycorhizes (Mousain, 1991).
[11.1.4- EcologiedesCMA

Par leur biotrophie obligatoire, les CMA acquiérent des sites écologiques tres contrastés. Ils
maintiennent la fertilité des sols, la finesse des arbres et I’absorption des nutriments (Jeffries et al.,
2007).

L’absence de spécificité du partenaire végétal des CMA a été souvent démontrée par (Smith et al.,
1988), en dépit de la trés forte association entre les deux partenaires. Des études moléculaires ont

confirmé qu’aux champs les especes de CMA sont spécifiques a leur plante.
111.1.5- Les stades de contactes mycor hize-plante

[11.1.5.1-Phase asymbiotique

La germination de la spore et ramification de I'hyphe germinatif. Dans des conditions favorables,
les spores peuvent germer spontanément et produire un hyphe germinatif et quelques ramifications
primaires sans stimulus exogene. Lorsqu’un partenaire vegétal est a proximité, les hyphes
germinatifs se cloisonnent et le cytoplasme se rétracte dans la spore (Bonanomi et al., 2009) (figure
8). Les spores des CMA sont capables de germer et d’entrer & nouveau en dormance de nombreuses
fois s des signaux racinaires ne sont pas percus (Bonanomi et al., 2009). Dans tous les cas,

I’essentiel des réserves énergétiques des spores initiales est conserve.
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Figure 8 : Germination d’une spore (Dalpé et al., 2005)
TG : tube germinatif sortant de la paroi de I’hyphe suspenseur (Susp)

[11.1.5.2- Phase pré-symbiotique

C’est le dialogue entre une plante et un champignon mycorhizien. Avant le premier contact
physique, les deux partenaires de la symbiose émettent des signaux dans le sol qui leur permettent
d'ére informés de leur présence respective. Un certain nombre de génes impliqués dans

I’établissement de la symbiose seront alors activés (Bonfante et al., 2009).

[11.1.5.2.1- Signaux émis par lesvégétaux

Les plantes produisent des exsudats racinaires capables de stimuler la germination, d’induire une
ramification des hyphes et de modifier I’activité métabolique du CMA, dénommées «branching
factors», ces molécules ont éé identifiees comme éant des strigolactones, un dérivé des
apocaroténoides (Besserer et al., 2008). Les strigolactones provoquent chez le champignon
I’oxydation des acides gras et la production d’ATP, ces réponses étant dépendantes d’une NADH

déshydrogénase et d’une oxydase alternative dans la chaine respiratoire (Besserer et al., 2008).

En plus des strigolactones, d'autres molécules ont été décrites comme potentiellement pergues par
lesCMA, mémesi leur role reste encore a définir. Différents flavonoides ou polyamines ont montré
un effet sur la germination des spores ou laramification des hyphes (Bonanomi et al., 2009) (figure
9).
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Figure 9: Les différents signaux moléculaires synthétises par les deux symbiotes durant 4 phases
(1, 2, 3 et 4) de I’association (Bonanomi et al., 2009)

1: Germination de la spore et croissance des hyphes ; 2 : Ramification des hyphes ;

3 : Développement des appressoria; 4 : Croissance intra-racinaire et formation des arbuscules.

111.1.5.2.2- Signaux émis par lesCMA

De méme que pour les signaux «Nodfactors» émis par les Rhizobiums, les CMA produisent des
molécules diffuses qui leur permettent d’étre reconnus par les plantes. Ces molécules appelées «
Mycfactors » induisent I’activation de genes chez la plante héte (Bonfante et al., 2009). Parmi ces
molécules sécrétées par le champignon (LCO : lipochito-oligosaccharides) ont été récemment
décrites comme jouant un role dans la préparation de la plante a la colonisation mycorhizienne
arbusculaire. Ces composés favorisent la mycorhization des plantes lorsqu’ils sont ajoutés de
maniére exogene, et induisent également la formation des racines latérales (Bonfante et al., 2009).
Une fois ces premiers signaux échangés, les deux partenaires mettent en place une régulation

génique propre a I’établissement de la symbiose.
111.1.5.3- Phase symbiotique (colonisation des racines de 1’hote)

Le champignon forme une structure renflée au contact de I’épiderme appelée hyphopode. Les
cellules végétales réorganisent leur cytosguelette et forment un systéme membranaire de pré-
pénétration (PPA) pour (pré-pénetration apparatus), qui va permettre au champignon d’entrer dans
la racine et d’atteindre la zone corticale de la racine pour y développer des structures hyper-
ramifiées appelées arbuscules, lieu d’échanges entre les partenaires (Genre et al., 2005). Ces
structures sont entourées d’une membrane plasmique péri-arbusculaire séparant le champignon du
cytoplasme végétal et assurant les échanges entre le champignon et la plante gréace a des

transporteurs spécifiques. Les arbuscules ont une durée de vie limitée estimée en moyenne a 5- 8
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jours. Actifs pendant 4 a 5 jours, les arbuscules entrent ensuite en sénescence et sont complétement
éliminées de lacellule végétale qui retrouve son éat initial (Javot et al., 2007).

De maniere concomitante au dével oppement dans laracine, le champignon va se développer dans le
sol. Le mycélium extra-racinaire s'organise en un réseau trés dense d’hyphes, qui peut former
jusqu’a plusieurs métres d’hyphes par cm® de sol (Genre et al., 2005). Ces structures vont puiser
eau et sels minéraux puis les transporter vers la racine. C’est aussi a ce moment-la que le
champignon va former de nouvelles spores, structures de reproduction et de dissémination des

CMA, complétant ainsi son cycle devie.
[11.1.6- M écanismes d’action

Les premiéres investigations relatives au potentiel des CMA comme agent de lutte biologique
datent des années 1960 alors qu’on réalisait a peine I’impact bénéfique de ces organismes sur la
croissance et la survie des plantes. Plusieurs des mécanismes d’action répertoriés jusqu’a
maintenant agissent de maniére indirecte sur les affections parasitaires. Ils concernent
I’amélioration de la nutrition de la plante, la transformation de la morphologie végétale, la
modification de la microflore et de la composition des sols. D’autres actions plus directes
impliquent la stimulation des mécanismes de défense par la plante et la compétition entre
mycorhizes et parasites pour I’espace, les sites d’infection et les éléments nutritifs (Singh et al.,
2000).

[11.1.6.1- Croissance et nutrition

Connaissant le fonctionnement général des mycorhizes, I’augmentation de la croissance et de la
santé générale des plantes colonisees se traduit par une vigueur accrue qui leur permet de mieux
tolérer les stress environnementaux dont ceux causes par diverses maladies. Cette réduction de la
susceptibilité aux infections n’est géneralement efficace que lorsqu’une symbiose fonctionnelle
s’établit préalablement a I’attaque du parasite car, dans la majorité des cas, ces derniers, une fois en
contact avec leur héte, envahissent nettement plus rapidement les tissus végétaux que les

champignons mycorhiziens (Azcon-Aguilar et Barea, 1996) (figure 10).
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Figure 10 : Actions des hyphes extra-radical aires des champignons mycorhizogene sur I’apport en

eau et nutriments ala plante (Azcon-Aguilar et Barea, 1996)

[11.1.6.2- Morphologieracinaire

Chez certaines plantes, la colonisation mycorhizienne entraine une ramification accrue du systeme
racinaire, un raccourcissement des racines adventives, une augmentation des racines fines ou une
transformation de I’architecture racinaire liée aux proportions respectives des catégories des racines.
C’est le cas pour les especes ligneuses : peuplier, platane, prunier, ains que pour des plantes
herbacées telles que le poireau, la tomate (Gamalero et al., 2004) et le fraisier. La ramification
intense des racines induite par la mycorhization s’accompagne d’une intensification des exsudats
racinaires qui serait responsable de modifications de la microflore et d’interactions directes avec les

parasites (figure 11).

Observation microscopique
racines  mycorhizées
N (3) Développement fongique
extracellulaire (hyphes) et

(b) Intracellulaire (arbuscules)

Racine Cellule végétale
contenant un arbuscule

Figure 11 : Observation microscopique des racines mycorhizées colorées au bleu trypan : (a)
développement fongique extra cellulaire (hyphes) et (b) intracellulaire (arbuscules) (Azcon-Aguilar
et Barea, 1996)
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[11.1.6.3- M écanismes de défense

La colonisation mycorhizienne prédispose les plantes a réagir rapidement aux attagues des
parasites. Cette protection indirecte se traduit au niveau cellulaire par des réactions anatomiques,
métaboliques et physiologiques, ainsi que par I’induction ou la suppression de divers mecanismes
de défense liés aux phytoalexines, phénols, peroxydases, chitinases, [-glucanases, lignification,
déposition de callose et diverses autres protéines liées a la pathogenese. Les plantes colonisées
produisent davantage d’éthylene dans leurs racines (Harrier et Watson, 2004). Ils ont constaté que
chez certains couples « plante - mycorhize» une augmentation du taux de lignification des parois
cellulaires de I’endoderme et des tissus vasculaires, et un dépét de callose, ce qui peut expliquer la
restriction des propagules mycorhiziennes au seul cortex racinaire. Cette lignification accrue
constitue une barriere de protection pour la racine contre la pénétration des parasites et
s’accompagne d’une accumulation de composés phénoliques (Gamalero et al., 2004). En ce qui
concerne I’effet des phytoalexines et aux genes codant des processus de défense, leur induction
varie selon les complexes plante - mycorhize — parasite ; leur activité augmente généralement en
début de colonisation pour disparaitre une fois la symbiose établie. Les phytoalexines peuvent étre
induites a la fois localement chez des cellules colonisées par les arbuscules mais aussi dans les
tissus racinaires non colonisés. L’activité des peroxydases et I’accumulation des phénols mises en
place lors d’une infection parasitaire se retrouvent genéralement inhibés au fur a mesure de
I’établissement de la colonisation mycorhizienne, mais ne sont jamais détectées au niveau des
cellules corticales habitées d’arbuscules (Harrier et Watson, 2004), alors qu’elles peuvent étre
localement stimulées dans I’épiderme de la plante. Les enzymes hydrolytiques chitinase et R-
glucanase jouent un réle de protection, étant impliguées dans la dégradation des parois cellulaires.
A ce titre, eles sont reconnues pour leur activité antifongique. En résumé, une colonisation
mycorhizienne bien établie entraine des changements considérables des mécanismes de défense de

la plante pour contrer I’action des certains parasites (Auger, 2001).
111.1.6.3.1- Résistance aux stress abiotiques

Une meilleure croissance des plantes mycorhizées a été observée dans des conditions de sécheresse
de sainité et sur des milieux pollues par les éléments traces métaliques, les fongicides et les
polluants organiques persistants. La tolérance des plantes mycorhizées a ces différents stress
abiotiques serait attribuée a un ensemble des processus physiologiques dont, une meilleure nutrition
minérale et hydrique conduisant a un meilleur développement de la plante (Auger, 2001). Le

mycélium pouvant explorer un volume de sol beaucoup plus important que les racines et ayant
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acceés a un réservoir hydrique plus important, peut ainsi aider au maintien de I'équilibre hydrique et
minéra de laplante (Auger, 2001).

Il a également été rapporté que la protection des plantes par 1a mycorhization contre le stress salin
résulterait d'une augmentation et/ou d'une meilleure sélection dans le prélevement des nutriments,
de I'accumulation de composés osmorégulateurs, d'une augmentation de I'activité photosynthétique
ou encore d'une limitation de la déshydratation des feuilles (Auge, 2001; Ruiz-Lozano et al.,
1995). De plus, une accumulation plus élevée de proline (molécule d'gjustement osmotique) et de
glucides solubles a éé décrite chez les plantes mycorhizées (Ruiz-Lozano et al., 1995). Ces
molécules sont connues pour protéger les structures subcellulaires, pour maintenir les activités
enzymatiques et limiter les dommages oxydatifs induits par les radicaux libres en condition de

stress.

Quant a la survie des plantes mycorhizées par des CMA dans des milieux pollués, une plus faible
accumulation des polluants dans ces plantes ou une diminution de leur transport des racines vers les
parties aériennes peuvent étre a I’origine de cet effet protecteur. Il a été démontré que les élements
traces méaliques, par exemple, étaient séquestrés dans les vacuoles et les parois fongiques,
préservant ainsi les tissus végétaux (Rivera-Becerril et al., 2002). D'une fagon générale, il a été
suggéré que la symbiose mycorhizienne a arbuscules diminuerait les effets de divers stress
abiotiques (salinité, secheresse, pollution ...) chez les plantes en atténuant le stress oxydant par
induction des systémes antioxydants enzymatiques ( superoxyde dismutase, ascorbate-peroxydase,
guai col-peroxydase, catalase) et non enzymatiques ( ascorbate et glutathion) (Rivera-Becerril et
al., 2002). Ces systemes antioxydants permettent I’élimination des espéces réactives de I'oxygene
généres en condition de stress et par conséquent, la protection des lipides membranaires et de

I’ADN contre les dommages oxydatifs.

111.1.6.3.2- Résistance aux stress biotiques

La protection des plantes apportée par la colonisation mycorhizienne résulterait d'une combinaison
de cing principaux mécanismes d'action (Wehner et al., 2010):

» Lastimulation de la croissance de la plante par une meilleure nutrition, une meilleure santé
végétale et la compensation par la symbiose des dommages causés par I’agent
phytopathogene.

> Lacompétition directe ou indirecte entre les CMA et les organismes phytopathogenes, liées

aladisponibilité des nutriments.
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La transformation morphologique et architecturale de la racine, ce qui peut atérer la dynamique
infectieuse du pathogéne. La déposition de callose et de pectine et I’activation de la voie des
phenylpropanoides résultant en I’accumulation de lignine chez les plantes mycorhizées seraient
impliquées dans la protection de la plante (Pozo et al., 2007). De plus, les CMA induisent la

formation des racines |latérales plus épaisses (Rivera-Becerril et al., 2002).

» Lamodification de la microflore et de I'augmentation du taux de matiére organique dans les
sols. Ces changements peuvent mener a la stimulation de la production de composes par la
microflore avec une activité antagoniste contre certains pathogénes racinaires. lla éé
montré, par exemple, que des souches de Pseudomonas fluorescens rhizosphériques,
produisent plus de 2,4-diacetyl-phloro-glucinol, antibiotique conférant une protection chez
les plantes contre Gaeumannomyces graminis, dans un sol contenant Glomus intraradices
(Pozo et al., 2007).

» L'induction ou la suppression de certains mécanismes de défense des plantes, notamment les
meécani smes enzymatiques. I'accumulation de protéines de défense, notamment des protéines
PR (pour « Pathogenis Related») et I'implication des voies de signalisation de I'acide
jasmonique, de I’ ’ethylene et de I'acide salicylique, connus pour jouer un rle majeur dans la
régulation des mécanismes de défense des plantes, semblent étre al' origine de ces processus
de protection (Pozo et al., 2007).

[11.1.6.4- Interactions mycor hize — parasite

Lors d’infections parasitaires diverses, lls ont noté que dans 50 % des cas les CMA réduisent la
croissance de parasites, aors que dans 32 % des cas €lles suppriment leur action néfaste et dans
seulement 16 % des cas le dével oppement des mycorhizes est négativement affecté par le parasite
(Pinochet et al., 1996).11 est reconnu que le pouvoir protecteur des mycorhizes dépend de la nature
du parasite (bactérie, champignon, virus) et diminue d’efficacité proportionnellement a
I’augmentation de la virulence du parasite et a la concentration des propagules de ce dernier. De
plus, une réduction de I’incidence d’une maladie peut dépendre d’une résistance accrue de la plante
et la baisse d’activité mycorhizienne peut impliquer une compétition directe des antagonistes pour
les éléments nutritifs et la disponibilité des sites d’infection. Par le biais de techniques
d’immunofluorescence, il a été démontré que les virus se concentrent de préférence dans les cellules
colonisées par les arbuscules, sites d’activité métabolique élevée. Le virus y bénéficie des échanges
intensifs de minéraux, de protéines et d’acides nucléiques entre la plante et ses symbiotes

mycorhiziens (Smith et Gianinazzi-Pear son, 1988).
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[11.1.6.5- Microfloredu sol

L’activité microbienne des sols contribue considérablement a sa fertilité par le biais de synergies
entre microorganismes, des compétitions et des parasitismes. Les hyphes extra-racinaires des
mycorhizes & arbuscules peuvent constituer & eux seuls jusqu’a 80 % de la masse d’hyphes/ cm® de
sol (Kabir et al., 1997). Cette microflore influence I’environnement physicochimique de la

rhizospheére et contréle diverses interactions microbiennes du sol.

L’activité mycorhizienne se traduit géneralement par une augmentation de la diversité et de
I’abondance des microorganismes du sol, notamment les antagonistes des parasites. Ces
modifications de la microflore varient selon les paramétres éco-physiologiques et les souches
mycorhiziennes testées, et peut affecter I’ensemble de la microflore ou encore I’une ou I’autre des

ses composantes (Jeffries et al., 2007).

Il a également été mis en évidence que les mycorhizes peuvent stimuler I’exsudation d’antibiotiques
par les racines et les bactéries du sol. Contrairement aux pesticides qui possedent généralement un
large spectre d’action envers la microflore, les multiples implications des mycorhizes dans la
rhizosphére peuvent modeler la microflore microbienne de fagcon a remédier au déséquilibre causé
par la prolifération excessive d’un parasite. Certaines bactéries du sol secretent des métabolites
capables d’altérer la perméabilité des parois des cellules racinaires, d’en augmenter I’exsudation, de
stimuler le développement des symbiotes mycorhiziens et la colonisation des racines (Jeffries et
al., 2007).

Certaines composantes de cette microflore interagissent avec les CMA a la maniére d’agents de
lutte biologique. C’est le cas du Gliocladium virens Mill. et du Bacillus subtilis (Ehrenberg) Cohn
qui, lorsqu’appliqués a une plante colonisée parasitée, stimulent a la fois la colonisation racinaire et

réduisent I’incidence de la maladie (Kabir et al., 1997).
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[1.2- Trichoderma
[11.2.1- Données sur le genre Trichoderma

Le genre Trichoderma Pers. :Fr. décrit par Persson en 1874, est utilisé depuis les années 1930 dans
la lutte biologique appliquée en agriculture. Différentes especes de ce genre ont montré leur
efficacité dans la lutte contre des agents phytopathogenes aériens et telluriques. Depuis, différents
travaux sur la taxonomie de ce genre basés sur les criteres morphologiques, biochimiques et

moléculaires, sur les mécanismes impliqués dans I’antagonisme.

L’efficacité de la protection chimique n’est pas toujours satisfaisante, et ses effets sur
I’environnement ne sont pas négligeables. Cependant la possibilité d’une protection par des
auxiliaires biologiques devient une solution aternative envisageable. Durant ces dernieres années,
un grand nombre de bactéries et des champignons antagonistes des Pythium spp. ont ainsi été mis
en évidence, mais les résultats les plus intéressants et les plus solidement établis ont été obtenus

avec des Trichoderma spp. (Harman et al., 1989).

La résistance des sols a d’autres parasites est presque toujours attribuée au genre Trichoderma,
capable de posséder toutes les armes du parfait antagoniste : antibiose, compétition,
mycoparasitisme, interviennent selon les circonstances : T. viride Pers., T. harzianum Rifai, T.
hamatum (Bon.), T. pseudokoningii Rifai.

Il se trouve par ailleurs que certaines souches de Trichoderma spp .semblent exercer une action
stimulatrice sur la croissance des plantes, aussi bien in- vitro, dans des conditions contrélées et en

I’absence de tout agent pathogéne, que dans des substrats de culture (Harman et al., 1989).
I11.2.2- Taxonomie de Trichoderma

Ladivision du genre Trichoderma en especes a fait I’objet de nombreuses études et de beaucoup de
discussions. Or, les champignons anamorphes du genre Trichoderma, en tant que tels, n’ont pas de
reproduction sexuée connue, et ce caractere ne peut donc étre utilisé pour leur systématique. On se
base alors sur les aspects culturaux et la morphologie des appareils sporogenes, ainsi que sur le
matériel génétique en s’appuyant sur des techniques de biologie moléculaires (Gams et Bissett,
1998).

Le systeme taxonomique de Bissett est aussi appuye, entre autres, par des approches de biologie

moléculaire (PCR), pour répondre au positionnement de nouvelles especes de Trichoderma
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identifiées (dont les formes téléomorphes sont souvent non identifiées) et reste le plus fiable
actuellement (Gams et Bissett, 1998 ; Bissett, 1991).

Les espéces de Trichoderma ains que leurs rares formes téléomorphes observées sont classees

parmi les Ascomycétes du genre Hypocrea.

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, 1991) (figure 12).

Régne Fungi
Embranchement Ascomycota
Classe Sordariomycetes
Ordre Hypocreales
Famille Hypocreaceae
Genre Trichoderma

Espéce T.viride
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SECTION]
Trichoderma

Il

T. vivide*

T. koningii*
T. auramdride®
T. afroviride

Trichoderm
SECTION 2 SECTION2 SECTIONA
Pachvbasium Hiypocrean um Lorgibrochiotum
T.virems T. lacren T. Longibrachiorum®*
T hamarm Comprends T. prevdefoningii*
Thargianum les formes T. citrinovirids
T piluliferum hicgoe
I polysporum S oo
T fascicnlorum ;
T flnvefuscum sowvent da la
T.crasum saction
T.croseum Homalocraa
T iR uTpoTIm
T [ mEREeEIm
T fermls
I lomgipilic
T oblongiporum
T 5Eigesum
T sericeiviliv
T pubescens
T.spirale

EECTIONS
Sarurnisporum

i1

T. saurnisperim
T. gharense

Figure 12 : Les cing sections systématiques de Trichoderma sp. et quel ques-unes des especes y

appartenant, selon Bissett (1991)

[11.2.3- Morphologiede T. viride

L’aspect macroscopique des Trichoderma est apprécié a partir de cultures sur géloses nutritives

appropriées, réparties en boites de Pétri. Les colonies fongiques peuvent étre |égérement

floconneuses ou bien compactées en touffes. Les colonies sont colorées en fonction de la

pigmentation des phiaides. Cing jours apres sa germination, la conidie donne naissance a un

mycélium d’abord blanc et stérile en forme de cercle. Deux jours plus tard, une couleur verte est

visible sur les parties aériennes du mycélium.

D’autres cercles concentriques réguliers se forment par la suite, et entre le 16 e et |e 20 émejour un

feutrage épais se superpose alaculture.

Au microscope optique on peut observer un mycélium composé d’hyphes jaunes, septés, ramifiés a

parois lisses. Les conidiophores ont une forme conique ou pyramidale.
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Trés ramifiés, ils portent des phialides en forme de flasques ou de quilles. A leur tour, les phiaides
portent les spores (Bissett, 1991) (figure 13).

PACHYBASIUM TRICHODERMA

KONINGII AUREOVIRIDE VIRIDE ATRAVIRIDE
HAMATUM  POLYSPORUM PILULIFERUM HAZIANUM

Figurel3: Illustration des deux sections parmi les cing reconnus par Bissett (1991)
[11.2.4- Emploi de Trichoderma
[11.2.4.1- Les promesses de I’antagonisme dansle sol

Les propriétés antagonistes de Trichoderma sont connues depuis longtemps mais leur intervention,
mise en évidence dans plusieurs sols suppressifs, a recemment relancé leur intérét contre certains
parasites classiques. D’apres Liu et Baker, (1980), la résistance a Rhizoctonia solani Kuhn,
persistante en sols acides, serait imputable a T. harzianum produisant de la 3-1,3-glucanaseet de la
chitinase, il attaque et lyse le mycélium.

Le genre Trichoderma a été expérimenté avec succes contre des Fusarium, des Pythium (Liu et

Baker, 1980).

[11.2.4.2- L antagonisme de Trichoderma horsdu sol

Bien qu’il soit un partenaire exceptionnel des microbiocénoses d’organes aériens, le Trichoderma y
a été introduit comme auxiliaire de lutte contre certains parasites, avec des suspensions des spores
de T. viride. Pour le pécher, le traitement est curatif, alors qu’aucun fongicide n’est actif, si I’on

injecte les spores dans |e tronc sous forme liquide ou pateuse (Dubos et Ricad, 1974).
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L’hyperparasitisme de T. viride est clairement établi sur des cibles telles que Botrytis cinerea Pers.
et Sphaeropsismalorum Peck ; son mycélium est capable de s’enrouler autour des hyphes et méme
de les perforer pour s’installer a I’intérieur. En fin, il faut signaler que T. viride protége les souches
d’arbres abattus de I’envahissement par Heterobasidium (Fomes) annosum (Fr.) Cke. Différentes
espéces de Trichoderma se comportent donc en puissants antagonistes lorsqu’on les introduit dans

la biocénose du sol ou des sites d’infection aériens (Bulit, 1978).
111.2.4.3- Stimulation dela croissance dela plante

Les souches de Trichoderma peuvent influencer la croissance de la plante, augmenter la
disponibilité des nutriments, améliorer la production au champ et augmenter larésistance vis- & vis
de la maladie. Cutler et al., (1993), ont travaillé sur I’activité biologique des métabolites
secondaires produits par T. koningii et T. harzianum. lls ont trouvé qu’ils fonctionnent comme des
régulateurs pour la croissance de la plante. Trichoderma produit aussi des acides organiques
(gluconic, citric et fumaricacids) qui diminuent le pH du sol et permet |la solubilisation des
phosphates, des micronutriments comme le fer et le magnésium. Plusieurs autres effets bénéfiques
pour la plante, tels que la résistance aux stress abiotiques, I’amélioration de [I’efficacité

photosynthétique et la meilleure utilisation de I’azote, sont déclenchés.
[11.2.4.4- Induction delarésistante systémique

Trichoderma se limite a une implantation sur les premiéres couches des cellules des racines.

L’ implantation de Trichoderma est arrétée par le dépbt de callose qui sert de barriére ala plante. La
synthése de substance chimique par Trichoderma peut provoquer I’induction de la résistance
systémique des plantes (Enkerli et al., 1999). Les molécules libérées par Trichoderma induisent la
résistance des plantes en stimulant la synthése des différentes molécules tel que I’hydroperoxyde

lyase, la peroxydase et 1a xylanase (figure 14).
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Figure 14 : Modes d’actions de Trichoderma (Enkerli et al., 1999).

111.2.4.5- Effetsdela colonisation desracines sur le métabolisme de la plante (effet bénéfique)

Plusieurs études ont montré que la colonisation des racines résulte de I’augmentation des enzymes
de défense incluant différentes peroxidases, chitinases, 3-1,3-glucanase et la voie de lipoxygenase
hydroperoxide lyase (Harman et al., 2004). Lafixation de Trichoderma sur les racines des plantes
favorise I’absorption et la concentration de quelques éléments nutritifs (cuivre, fer, phosphore,
manganese et le sodium) & partir de la solution du sol. Cette augmentation de I’absorption des
éléments nutritifs indique une amélioration du mécanisme actif d’absorption des éléments nutritifs.
Yedidia et al., (2000), ont prouvé que I’association de Trichoderma avec les racines réduit les
maladies des racines par I’activation de la réponse de la défense des plantes. En plus de son
efficience vis-a-vis de I’azote, cet organisme aide & assimiler différents éléments présents dans la
solution du sol tels que le cobalt, le nickel, le plomb, le magnésium, le manganese, le cuivre, le

bore, le zinc, I’aluminium et le sodium (figure 15).
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Figure 15 : Photomicrographies de Trichoderma viride (Y edidia et al., 2000)

[11.2.5- Mode d’action

Le genre Trichoderma a été expérimenté avec succes contre des Fusarium, des Pythium et des
Phytophthora (Duboset Ricard 1974).

[11.2.6- Mycopar asitisme et enzymes lytiques

L’abondance de Trichoderma sp. dans les écosystéemes est due a leur production élevée d’enzymes
hydrolytiques et leur mycoparasitisme base sur la sécrétion d’un ensemble complexe dégradant la
paroi cellulaire de divers hétes. Un systéme multi-enzymatique important a été décrit chez des
espéces de Trichoderma : les cellulases, les chitinases, -1,3-glucanases, -1,6-glucanases et des
protéases (Howell 2003).

[11.2.6.1- La Stimulation

Trichoderma sp. percoit la présence de son hote, ses hyphes se dirigent directement vers lui par
chimiotropisme. Différentes especes peuvent suivre différents modeles d’inoculation, mais en
général, il catalyse la libération des oligomeéres de la paroi fongique du champignon cible, et aleur
tour en induisent I’expression des endochitinases qui attaqueront le champignon cible avant le
contact (Brunner et al., 2003).

[11.2.6.2- La Reconnaissance et I’Enroulement

L’ attachement se fait par la liaison des glucides de la paroi fongique du Trichoderma a des lectines
sur le champignon cible. Une fois que le Trichoderma est attaché, il s’enroule autour de I’agent
pathogéne et forme des appressoriums contenant des concentrations élevées des solutés osmotiques
telsque le glycérol (Benitez et al., 2004) (figure 16).
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Figure 16 : Mécanismes de mycoparasitisme exercés par les souches de Trichoderma
(D’aprés Druzhizinina et al., 2011)
[11.2.6.3- Lapénétration et lalyse

La production des enzymes lytiques et des peptaiboles permet I’entrée des hyphes de Trichoderma
dans les hyphes du parasite et facilite ainsi I’assimilation du contenu cellulaire de I’h6te (Howell,
2003).

I11.2.7- Antibiose et métabolites secondaires

L’antibiose est le processus de sécrétion des composés antimicrobiens par des champignons
antagoniste pour lutter contre les agents pathogenes dans leurs zones de croissance. Les
Trichoderma sp. produisent des antibiotiques potentiels mais aussi plus de 100 métabolites avec une
activité antibiotique, y compris de Pyrones, Terpénes et des Polypeptides utilisés dans la chimio-

taxonomie des espéces (Keszler et al., 2000).
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111.2.8- Compétition pour les nutriments et I’espace

La compétition pour le carbone, I’azote et d’autres facteurs de croissance, ainsi que la celle pour
I’espace ou les sites spécifique d’infection, sont utilisees par les agents de lutte biologique.
Trichoderma sp. a une forte capacité a utiliser et métaboliser les nutriments du sol, qui le rend plus
compétitif a de nombreux micro-organisme du sol (Benitez et al., 2004). T. harzianum est capable
de contréler Botrytis cinerea agent de la pourriture gris chez le raisin en colonisant les floraux et

éliminant le pathogéne de son site d’infection.
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1- Matériesbiologiques utilisés
1.1- Matériel végétal

Nous avons utilisé la variété de tomate : Super strain (Agreto vegetable seeds), elle nous a été
procurée par des distributeurs de semences, leurs caracteres sont résumeés dans le tableau suivant
(tableau 5) :

Tableau 5 : Quelques caractéres de variété étudiée

Variété Super strain

Pureté 99%

Taux de germination 89%

Type Traditionnelle

L’origine de la variété USA

Traitement de semence Thiram

Cdlibre 100g- 2509

Résistance aux maladies Moyennement résistante

1.2- L’agent antagoniste

L'agent de lutte biologique Trichoderma viride a été isolé du sol provenant de larégion agricole de
Jijel, a été utilisé dans des tests de confrontation directe et a distance in- vitro afin de prouver leur
activité inhibitrice contre différents agents phytopathogenes. Identifier au laboratoire de Mycologie
Appliquée et Biotechnologie Microbienne le guide de déermination (Botton et al.,
1990).Université Constantine 1.

1.2.1- La préparation del'inoculum de Trichoderma viride

La multiplication de Trichoderma viride a été réalisée dans des boites de Petri contenant un milieu
de culture PDA (Potato Dextrose Agar, 200g pomme de terre, 20g D-glucose, 20g agar ,1L eau
distillé, gjuster le pH a 6 et stérilisé le milieu (Davet et Rouxel, 1997)) préalablement autoclavée
pendant 25 mn sous une pression de 1 bar et une température de 120 °C. Ces boites sont ensuite
incubées a latempérature de 25 °C pendant 6 jours. A lafin de I'incubation, pour préparer la
suspension conidienne (figure 17), 10 ml d'eau distillée stérile a été versée a la surface de chague

colonie. A I'aide d'une pipette pasteur coudee, la surface mycélienne est raclée |égerement afin de




Partie |l : Matériel et méthode

libérer les conidies. La concentration conidienne a été évaluée a I'aide d'une cellule Thoma, puis

ajusté & 10° conidies/ml avec de I’eau distillée stérile (Davet, 1979).

Figure 17 : Préparation de I'inoculum de Trichoderma viride
1.3- Les champignons mycor hziens arbusculaires (CMA)

Les champignons mycorhziens arbusculaires sont constitués de deux souches: la souche 1 (Glomus

sp.) et de la souche 2 (Acaulospora sp.) extraites du sol provenant de la région agricole de
Bouhamdoune. Jijel (figurel8), clé de référence (Dalpé, 2005 ; Fortin et al., 2011). Identifiés au
laboratoire de contréle de qualité. Université Mohamed Seddik Benyahia. Jijel.

Figure 18 : Sporesdes CMA (A : Glomus sp. et B : Acaulospora sp.) Sous microscope optique
1.3.1- Lapréparation del'inoculum deCMA

La production d'inoculum consiste a multiplier les deux souches de CMA au laboratoire de controle
de laqualité et de conformité (laboratoire Normalys « 06, Rue Ibn Khaldoune 18000. Jijel — en face
du siege de la Daira de Jijel »). Cette pré-mycorhization a pour but d’enrichissement de la terre en

inoculum mycorhizien.

m
—
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A cet effet, des plantes de mais (Zea mays), sont cultivées dans des pots contenant 500 g du sol
stérile, inoculés par 20 ml d’inoculum pour chaque souche de CMA. Ces pots sont arrosés
régulierement par de I’eau robinet. La multiplication d'inoculum est obtenue apres deux (2) mois de
culture, et il est constitué d'un mélange des spores, des fragments des racines mycorhizées de mais
et du sol (figure 19) (Haro, 2011).

Racine de mais mycorhizée

Figure 19: Lamultiplication des CMA avec laplante de mai's (Zea mays)
1.4- L’agent pathogene

L’isolat de F. oxysporum a été obtenu sur base d’isolement réalisé a partir des palmes du palmier
dattier présentant des symptémes de la fusariose, prélevée de la région d’Oumache. Biskra.
L’identification de I’agent pathogene a été reéalisee microscopiquement et ce, d’aprés les
caractéristiques des macroconidies, des phialides et des chlamydospores, selon la clée de
détermination présentée par (Nelson et al., 1983).

1.4.1- Multiplication du F. oxysporum

La multiplication de I'inoculum a été réalisée en ensemencant des fragments d'isolat pur dans des
boites de Petri contenant chacune un milieu PDA. Les boites de Petri sont ensuite incubées a une
température de 25°C pendant 8 jours. Pour la préparation de la suspension conidienne, 10 ml d’eau
distillée stérile sont versés a la surface de chaque colonie (figure 20). A I'aide d'une pipette Pasteur
coudée, la surface mycélienne est raclée légerement afin de libérer les conidies. La concentration
conidienne a été évaluée a I'aide d'une cellule Thoma, puis gjustée & 10° conidies /ml avec de I'eau
distillée stérile (Benhamou et al., 1997).
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Figure 20 : Préparation de I'inoculum de Fusarium oxysporum

Le test rapide de pathogénicité a consisté ainoculer des graines de tomate (Super strain) sur milieu
gélosé avec I’isolat de F. oxysporum identifier en raison de montrer la capacité de cet isolat

d'induire des symptodmes de la fusariose sur les plantes de latomate.

Le test rapide de pathogénicité sur les graines a consisté a tremper des graines de tomate (Super
strain), prealablement desinfectées a I'eau d’javel 1% pendant cing (05) mn, dans une suspension
conidienne de F. oxysporum & 10° conidies/ml. Puis ces graines infestées sont ensemencées sur un
milieu gélosé contenu dans deux boites de Petri araison de dix graines par boite. Une boite de Petri
contenant un milieu gélosé et dix graines de tomate non inoculées a servi de témoin. Sept jours plus
tard, le taux de germination a été évalué a 50% de germination pour les graines infestées contre

100% de germination pour le témoin (Hajlaoui et al., 2001).
1.5- Mise en place de I’expérience

Notre expérience menée du 03 mars 2019 dans la localité d’Emir Abdelkader, le but est d’évaluer
le bénéfice potentiel de I’application des mycorhizes et T. viride sur la croissance des plantules de
tomate (Super strain). L’expérience a été réalisée en plein champ. La température de jour était de 18
°C et latempérature de nuit 6 °C, I’humidité relative de 80% et la photopériode de 12 heures.

1.5.1- Désinfection et pré-germination des graines detomate (Super strain)

Les graines de tomate (Super strain) sans défauts physiques visuels ont été sélectionnées. Celles-ci
ont été désinfectées superficiellement par trempage dans I’eau d’javel a 1% pendant cing (05)
minutes, puis rincées abondamment a I’eau distillee stérile afin d’éliminer les traces de I’eau
d’javel. Apres séchage, les graines étaient mises aseptiquement dans des boites de Petri stériles
contenant des papiers filtres imbibés d’eau distillée stérile, a raison de 20 graines réparties
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uniformément sur toute la surface de la boite. La germination des graines était assurée par
incubation de ces boites dans une étuve réglée a 20 °C pendant 4 a5 jours (figure 21). Une fois pré-
germeées, les graines étaient repiquées dans des pots contenant de la tourbe préal ablement stérilisée
par autoclavage pendant 30 min sous une pression de lbar et une température de 120 °C
(Benhamou et al., 1997).

Figure 21 : Les différentes étapes de préparation des graines (dés ladésinfection jusqu’a la

germination)
1.5.2- Lapréparation du sol

La préparation du sol a été réalisée en effectuant un volume équilibré a raison de 50% du sol, et
50% de fumier. Le sol et le fumier ont été tamisés pour éliminer les gros débris pouvant empécher
la germination. Le mélange a été stérilisé dans une étuve a une température de 150 °C pendant une
heure. Apreés refroidissement, le mélange a servi a remplir les sachets en polyéthyléne (7,5 cm de
diametre et 12 cm de hauteur); puis arrose pour stabiliser le sol. Ce dernier a été laissé au repos
pendant 10 jours pour permettre la reprise de sont activité biologique du sol. Dix (10) jours aprés
stabilisation du sol, le repiquage des plantules de tomate était réalisé lorsque ces derniéres
atteignaient le stade de deux feuilles bien étalées (Elad et al., 1980). La transplantation des
plantules était réaisée dans le mélange préparé. Les plantules de tomate sont arrosées
réguliérement chaque deux (2) jour par de I’eau normale. Les pots (sachets) sont arrosés chaque
quinze (15) jours avec une solution nutritive par litre de KH,PO4: 1 g ; MgSOs- 7H,0: 0,5 g ;
NaNos: 1g; FeSos-7H, : des traces; ZnSO, - 7H,0: 1g préparé selon la méthode de Hoagland et
Arnon (1950), avec une L égére modification.

M
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1.5.3- Ledispositif expérimental de|'essai

Ledispositif expérimental est composé de sept (7) traitements et en quatre (4) répétitions
TO: Témoin négatif sain ;

T1: Témoin positif Fusarium oxysporum;

T2: Témoin de CMA ;

T3: TémoindeT. viride;

T4 : Test d’infection F. oxysporum traité par T. viride seul ;

T5: Test d’infection F. oxysporum traité par CMA seul ;

T6: Test de combinaison CMA et Trichoderma viride.

1.6- Moded'inoculation

Les plantules de tomate variété ont été inoculées par injection au niveau du systéme racinaire, selon
la technique de Souna et al., ( 2010), dans la suspensions des conidies de 10° spore/ml pour T.
viride et F. oxysporum pour chaque isolat, par I’ajout de 40 g du sol contenant les racines de Zea
mays associees avec les CMA. Le témoin négatif a subit uniguement un trempage des racines dans

I’eau distillée stérile pendant une heure (figure22).

Figure 22 : Témoin négatif sain
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1.6.1- L'inoculation desCMA

L'inoculation des CMA a été faite juste avant le repiquage et chaque poquet de repiquage des
traitements T2 et T6 arecu 40 g dinoculum de CMA (figure 23).

Figure 23 : Témoin de CMA
1.6.2- L'inoculation de Trichoderma viride

L'inoculation de Trichoderma viride a été faite juste apres le repiquage par injection de la zone
rhézosphérique des racines des plants de tomate par une suspension conidienne de 10° conidies/ml;
(chagque poquet de repiquage des traitements T3 et T6 a recu 10 ml d'inoculum de Trichodenna
viride) selon laméthode de Davet en 1979 (figure 24).

T %

oy

Figure 24 : Inoculation de Trichoderma vivide
1.6.3- L’inoculation de F. oxysporum

L’inoculation de F oxysporum a été faite apres repiquage. Ainsi, chaque plant de tomate T1, T4, T5
a recu au niveau du collet et des racines 10 ml dinoculum de F. oxysporum & 10° conidies/ml

(figure 25).
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Figure 25 : Inoculation de F. oxysporum

1.6.4- Test de combinaison

Chaque plant de tomate T6 a recu avant le repiquage, les souches de CMA (40 g d’inoculum
mélangé avec le sol et les racines de Zea mays), et 10 ml d’inoculum de Trichoderma viride & 10°

spore/ml injecté au niveau des racines (figure 26).

Figure 26 : Inoculation du poquet de traitement T6 par T. viride

1.6.5- Traitement

Apres gquinze jours (15) dinfection, le poquet qui a ayant subi I'inoculum juste apres le repiquage
(T4), est traité par T.viride. Alors que, les poquets T5 et T6 sont subi un traitement préventif apres
repiquage selon laméthode de (Woo et al., 1996).

1.7- Lacollecte desdonnées

La notation des symptomes de la fusariose a éte réalisée quinze jours (15) aprés I’infection par F.
oxysporum a partir de la date d'inoculation (18/03/2019). La mesure de |'état sanitaire des plants est
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basée sur une échelle de notation des symptomes de la fusariose (Vakalounakis et Fragkiadakis,
1999) (tableau 6) comprenant quatre val eurs.

Tableau 6 : Les symptdmes de lafusariose (Vakalounakis et Fragkiadakis, 1999)

Valeurs Symptémes
1 plante saine;
2 léger jaunissement, légere pourriture du collet et des racines secondaires et

pourriture du collet ;

3 jaunissement important des feuilles avec ou sans flétrissement, rabougrissement des
plantes, pourriture sévere du pivot et des racines secondaires, pourriture
importante du collet et brunissement des vaisseaux de latige;

4 mortalité de la plante.

Sur la base de ces notations, on a calculé I’incidence de la maladie (%) en utilisant la formule
suivante (Song et al., 2004) :

(Le nombre des plantsinfecté / Le nombre totale des plantes inocul és) * 100

La réduction de I’incidence de la maladie (%) a été calculée selon laformule suivante (Song et al.,
2004) :

ﬁnei dence de lamaladie du témoin inoculé — incidence de lamaladie des plants traités

*100

L (Incidence de la maladie du témoin inocul é)
1.7.1- Mesure des parameétres de croissance des plants de tomate (Super strain)

Les parties aérienne et racinaire des plantes de chaque pot ont été prélevees afin d’évaluer I'effet de
chague isolat fongique. Différents parametres de croissance ont é&té mesures : la taille, le nombre
des feuilles et folioles. Ces mesures ont été effectuées sur un plant de tomate par pot et quatre pots
par condition (témoin négatif sain, témoin positif de F. oxysporum, témoin de T. viride, témoin des
mycorhizes, test d’infection par F. oxysporum traité par T. viride seul, test d’infection par F.
oxysporum traité par CMA seul et le test de combinaison (T. viride et les CMA)) (Caron et al.,
2002).
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a Lataille a été mesurée a partir du collet jusqu'a I'apex de la derniére feuille du brin principal.
Ainsi que, on mesurant lalongueur des racines et des feuilles et leur largeur.

b- Le nombre desfeuilles et folioles.

c- Les poids secs et frais des parties aérienne et racinaire de chague plant ont été pesés avant et
apres sechage dans I'étuve a 60 ° C pendant 48 h et pendant 4 jours. Le pourcentage de matiére

seche pour la parte aérienne et |e systéme racinaire a été calculé avec laformule suivante :
% matiere seche = 100 — ((poids frais — poids sec)/poids frais)* 100.

Le pourcentage en eau a été calculé avec laformule suivante :

% en eau = 100 — (% matiére séche).

1.7.2- La vérification de la présence de I’agent pathogene, de Trichoderma et desCMA
1.7.2.1- Leré-isolement de F. oxysporum

Le ré-isolement de F.oxysporum a été fait conformément a la méthode d'isolement a partir du sol
par la méhode de dilution et a partir des fragments du différents organes de la plante donc,
différentes parties (racine, tiges et feuilles) des échantillons des plants de tomate présentant des
symptébmes de la fusariose ont é&é coupés en fragments denviron 1 cm, puis désinfectés
superficiellement par trempage dans de |'eau de javel & 1% pendant cing (05) minute. Les fragments
sont ensuite rincés avec de I'eau distillée stérile et seché entre 2 papiers filtre stérile. Une fois
sechés, les fragments sont déposés dans des boites de Petri contenant le milieu PDA. Les boites de
Petri ont é&té mises en incubation a une température de 25 °C pendant six (06) jours. La purification
de F. oxysporum a été réalisee en repiquant successivement des fragments de colonie fongique.
L'identification de |'agent pathogéne a été réalisée au microscope, d'aprés les caractéristiques des
macroconidies, des phialides et des chlamydospores la forme €l la couleur rose des colonies (Woo
et al., 1996) (figure 27).
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Figure 27 : Les étapes de ré-isolement de Fusarium oxysporum
1.7.2.2- Leré-isolement de Trichoderma viride

Un gramme (1 g) de I'échantillon du sol de chaque traitement (T3, T4 et T6) ayant recu la souche de
Trichoderma viride a été introduite dans un tube a contenant 10 ml d'eau distillée stérile. A
I’aide d'une pipette Pasteur, cinq (05) gouttelettes de la solution du sol ont été déposées dans des
boites de Petri contenant un milieu PDA. Ces boites de Petri ont été mises en incubation sous une
température de 25°C pendant six (06) jours. A lafin de I'incubation, I'identification est faite sur la
base des caractéres culturaux du champignon et des organes de fructifications (colonie, phialides et
conidies) (Mcgovern et al., 1992).

1.7.2.3- Lavéification dela présence desCMA

A lafin del'expérimentation, un prélévement aéatoire d'environ 1 g des racines fines de chacun des
traitements modalité (T2, T5 et T6) ayant recu les souches de CMA a été fait. Ces racines ont été
colorées au laboratoire de controle de qualité. Université Mohamed Seddik Benyahia. Jijel.

1.7.2.4- Mise en évidence dela colonisation mycor hizienne

Pour la détection de la colonisation des racines par les CMA, un traitement et une coloration
préalable des racines sont nécessaire. Pour cela, la méthode de Phillips et Haymann (1970) est
utilisée avec une légére modification. Les racines sont d’abord lavées sous I’eau du robinet pour
éliminer les débris et les particules du sol, ces racines sont coupées en morceaux, de 1cm de long,
placées dans un bain de potasse ( KOH ) (10%) et chauffée a une température de 90 °C durant 30
mn  pour vider les cellules, rincées dans I’eau distillée stérile trois (03) fois successives afin
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d’éliminer toute trace de KOH, et placées dans une solution de bleu coton a 0,05% pendant 30

mn a une température de 90 °C (figure 28).

Rincage a I"eau Bleu de coton Rincage a I'ean
KOH (10%) distillée sterile (0.05%) distillée sterile

Chauffage a 90 °C Chauffagea 90°C
pendante 30 min pendante 30 min

Figure 28: Schéma de coloration des échantillons racinaires

Les fragments des racines d’environ 1 cm de longueur prélevés de chaque échantillon coloré ont été
disposés parallélement entre lame et lamelle. La mycorhization s’observe a I’examen au microscope

photonique (X40) par une coloration bleue foncée des structures fongiques dans les racines.
1.7.2.5- Les parameétres d’évaluation

L’importance de la mycorhization est appréhendée a I’aide des parametres suivants:

* Frégquence de la mycorhization F(%) :

F(%) = (nombre de fragments mycorhizés /nombre total) x 100

C’est le paramétre le plus utilisé.

* |ntensité globale de la mycorhization (%) :

1(%) = (95n5+70n4 +30n3 +5n2+ n1)/ nombre total des fragments.

n5, n4, n3, n2 et nl : représentent les nombres de fragments mycorhizés notés respectivement 5, 4,
3, 2 et 1 (Giovannetti et Gianinazzi-Pear son, 1994).
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1.7.2.6- Extraction des sporesde CMA a partir du sol

Les spores, qui sont un inoculum, ont éte extraites et comptées dans le sol étudié. Un échantillon de
40 g a éé prélevé. Les spores ont été séparées des particules des sols selon une méthode de
tamisage par voie humide, adaptée de Gerdemannet Nicholson (1963) est utilisée avec une légere
modification (figure 29). Le sol, dispersé dans 5 litre d’eau de robinet, a été verse sur le haut d’une
serie des tamis superposes du bas en haut selon la valeur grandissante de leur ouverture de maille
(100 mm, 1 mm et 500 um). L’eau obtenue sera filtrée par des papiers filtres stériles, chaque
fraction retenue a été observée a la loupe binoculaire afin de déterminer les spores. Dans un
deuxieme temps, les spores ont éte triées sur |a base de leur forme, de leur texture et de leur couleur
afin d’identifier les différents morphotypes présents. Pour ce faire, nous avons utilisé des
spécimens-types référenceés sur le site INVAM [International Culture Collection of (Vesicular)

Arbuscular Mycorrhizal Fungi] (http://invam.wvu.edu/the-fungi/species-descriptions).

Tamisage humide Filtration d’eau Spores des CMA
du sol obtenue

Figure 29 : Méthodes de tamisage et de filtration des spores de CMA
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|- Développement de la maladie apreés quinze jours d’infection
|.1- EffetsdeF. oxysporum sur le développement des plantules detomate (Super strain)

De trés nombreux moyens ont été proposés pour estimer |'action du Fusarium en tant que parasite
vasculaire de la tomate. Le plus généralement, on utilise des ééments d'observations liés a
I'expression d'un ou plusieurs des symptomes externes induits par le champignon qui sont : des

taches chlorotiques, jaunissement, nécrose et mort de la plante.

Il est a noter que les plantules de tomate (Super strain) inoculées par F. oxysporum ont montré un
démarrage difficile (T1 et T4). Il semble donc que Fusarium oxysporum peut étre considéré comme

le principal auteur des perturbations enregistrées chez les plantules de tomate.

De plus, La progression de la maladie a été plus rapide et plus forte au niveau de (T1 et T4) par
rapport aux autres poquets de traitements (T5 et T6) qui ont connu une faible progression de la
maladie (figure 45, annexe 1). Le témoin négatif comportant des plantules préalablement trempées
dans I’eau distillée stérile, n’ont montré aucun symptéme de maladie sur aucune partie des plantes,

qui sont par consequent intactes (figure 44, annexe 1), (tableau 9, annexe 2).

|.1.1- Effet sur lahauteur et poidsdesplantsdetomate (Super strain) inoculés

Alors que, Les mesures des paramétres de croissance (lalongueur, lalargeur, le poids frais et sec, le
nombre des feuilles et des folioles) (figure 46 et 47 ; annexe 1), (tableau 11 et 12 ; annexe 2)
apparaissent faibles, des différences dans la réaction des plantules a I’inoculum de F. oxysporum
apparaissent nettement quand on examine leur effet sur les hauteurs et les poids. Donc, la longueur
des tiges du plants inocul és reste inférieure a 8.3 cm des poquets (T1 et T4) avec un diamétre plus
faible de (9 - 6.5et 8) cm et (9.5 - 8.3 et 10.5) cm correspond aux racines, tiges et feuilles
respectivement, de plus, on a mesuré la largeur des feuilles, le nombre des feuilles et des folioles
pour les méme poquets qui est de 1.5 cm, (6 et 7), est de 2 cm, (5 et 6) respectivement. Les
poquets qui sont subis un traitement préventif (T5 et T6) ont présenté des longueurs des racines,
tiges et feuilles important, de largeur et nombre des feuilles et folioles qui sont des (9 - 7.5-9 et
25)cm, (5e7); (25-175- 20 et 5.6) cm et de (9 et 11). Alors que, les plants témoins ont
présenté la plus forte croissance variant de (19.5 - 11 et 10) cm, et la largeur des feuilles atteint 2
cm avec un nombre des feuilles et folioles qui est de (9 et 9) respectivement (tableau 11 ; annexe
1), (figure 30).
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25

M longueur de la tige

B Longueur des racines

m Longueur des feuilles

M Largeurs des feuilles
m N° des feuilles

m N° des folioles

(em) (em) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)

Figure 30 : Parametres de croissance des plantules de tomate aprés quinze (15) jours d’infection

Les plantules de tomate ont montré des réductions importantes de poids frais et sec des partie
aérienne et racinaire des poquets (T1, T4) qui atteint (3.5t 0.38; 0.2 et 0.02) get de (1.9 et 0.21;
0.2 et 0.02) g respectivement comparativement au témoin sain (TO et T3) qui atteint (6.2 et 1.21 ;
09et0.02) getde (5.1 et 0.65; 1.2 et 0.12). Les poquets qui sont subis un traitement préventif (T5
et T6) ont présenté un poids frais et sec plus important des deux parties végétatives qui atteint (2.9
et 0.35; 0.2 et 0.03) g et (20.6 et 6.06 ; 3.5 et 0.83) g respectivement. Le témoin sain (TO) et (T2)
présentent un poids frais et sec important pour les mémes parties végétatives (6.2 et 1.21; 0.9 et
0.13) get de (19.8 et 5.95 ; 3.29 et 0.80) g respectivement (figure 44 et 45 ; annexe 1), (tableau 12;
annexe 2), (figure 31).

25
20 M Poids frais des racines
15 M Poids frais des parties
aériens
10 poids sec des racines
5 - . .
B Poids sec des parties
aériens
O .
TO(g) T1(g) T2(g) T3(g) T4(g) T5(g) T6(g)

Figure 31 : Evaluation du poids frais et sec des paramétres de croissance des plantul es de tomate

apres quinze (15) jours d’infection
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1.1.2- Effet de F. oxysporum sur les pour centages de la matiére séche et en eau

Concernant la concentration de la matiere seche des parties aériennes et racinaires des poquets (T1
et T4), il y aun effet de I’agent pathogene qui se traduit par les dommages causés sur les organes
végétatifs des plants. Cependant, les pourcentages enregistré était de (10.85% et 10%) et (11.05%
et 10%) que le témoin sain et T3 était de (19.51% et 14.44%) et (12.74% et 10%) respectivement.
En effet, les pourcentages en eau des deux poquets (89.15% et 90%) et (88.95% et 90%)
respectivement, était plus proche que le témoin sain et T. viride (TO et T3), soit respectivement
(80.49% et 85.5%) et (87.26% et 90%) ce qui prouve que les plantes apparaissent résistantes au
début de I’infection. Par ailleurs, les pourcentages en matiere seche des parties aériennes et
racinaires des poquets (T5 et T6) été plus grands que le témoin sain, (12.06% et 15%) et (29.41% et
23.71%) respectivement, alors que, le témoin sain qui a enregistré une valeur de (19.51% et
14.44%) respectivement. En outre, on a enregistré une variabilité des pourcentages en eau selon les
poquets et I’état de chaque traitement qui sont de (87.94% et 85%) et (70.59% et 76.29%)
respectivement comparativement au témoin (80.49% et 85.56%) (figure 32), (tableau 13 ; annexe
2).

100,00%
0,

90,00% H (MS%) des
80,00% - Partie aérienne
70,00% -
60.00% - B (E%) des Partie

e aérienne
50,00% -
40,00% - (E%) des Partie
30.00% - i aérienne
20,00% - m (MS%) des
10,00% - parties

0.00% - racinaires

TO T1 T2 T3 T4 T5 T6

Figure 32 : Estimation de la matiére seche et |e pourcentage en eau des parties agriennes et

racinaires aprés quinze (15) jours d’infection
1.1.3- L’incidence de la maladie de F.oxysporum

Les résultats obtenus confirment la pathogénicité de F. oxysporum qui produit de décoloration au
niveau des feuilles et du collet des plantules de tomate (Super strain). Cependant, 1’incidence dela

maladie apres (15) jours d’infection était de 50%, alors que, on a enregistré une diminution de cette




Partie 11 : Résultats et discussion

incidence aprés (22) jours de traitement, car les plantules ont récupere leurs activités de résister
contre ce pathogene, qui est de 25% pour les poquets de traitement (T4, T5 et T6). Par ailleurs, les
résultats obtenus ont révélé que I’incidence de la maladie de poquet T1 est plus forte qui est de 75%
apres (15) jours d’infection. Cette incidence augmente avec le temps parce que la maladie se
progresse graduellement est atteint 100% apres (37) jours d’infection. (tableau 17; annexe 2),
(figure 33).

120%

100%

80%

B Incidence de la maladie
apres (15) jours

60% d’infection

H Incidence de la maladie
apres (22) jours de
traitement

40%

20%

0%
T1 T4 T5 T6

Figure 33 : Incidence de lamaladie de fusariose

Certaines plantules (T4, T5 et T6) sévérement atteinte montrent une prolifération des racines
adventives (figure 48 ; annexe 1), cela est surement di & un mécanisme de défense mis en place par
la plante pour remplacer son systéme racinaire endommagé et assurer sa survie et son

approvisionnement en eau et sels minéraux.
I1.1- Réduction dela maladie apréstraitement par T. viride
11.1.1- Effet de T.viridesur I’incidence de la maladie

Les résultats obtenus ont révéelé une réduction de I’incidence de la maladie qui atteint (50%) pour
chague poquet de traitements (T4 et T6). La comparaison des plants traités par T.viride (T4 et T6),
par rapport a celles des plantes témoins sain n’a révélé aucune différence. Mieux encore, les plants
traités par I’agent de biocontrol ont eu une croissance végetative plus importante (Figure 38 ;
annexe 1). Ces réesultats montrent ainsi I’efficacite de T. viride qui a put arréter et méme éliminer la
maladie. Cela s’explique par une activation du systeme de défense de la plante. La comparaison du
systéme racinaire des plants traités par T.viride (T4 et T6) a celui des plants témoins inoculés (T1)
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(Figure 50 et 51 ; annexe 1), montre une nette différence entre les deux. En effet, pour les plants
traités par T.viride, le systéme racinaire se développe normalement et aucun brunissement ou
pourriture ne sont observeés. Cette résistance se traduit par un développement normal des plants de
tomate présentant un systéme racinaire vigoureux en le comparant au témoin sain (figure 34),

(figure 52 ; annexe 1).

Réduction de la maladie

60%

50% -
40% -
30% -
H Réduction de la maladie

20% -

10% -

0% -

T4 T6

Figure 34 : Réduction de I’incidence de la maladie apreés traitement par T. viride

I1.1.2- EffetsdeT. viride sur lesparamétresde croissance (longueur et le poidsfrais et sec)
desplantules detomate (Super strain)

Selon les résultats obtenus la croissance en longueur des plantules des poquets (T3, T4 et T6) ont
une meilleure croissance des racines, tiges et feuilles qui est de (24.9 - 36.8 et 26.1), (25 - 43.6 et
23.4) et (37.4 - 48 et 34.5) cm respectivement. De méme, lalargueur, le nombre desfeuilles et des
folioles était de 18.4 cm (10 et 10), 22 cm (11 et 9) et 24.7 cm (11 et 11), comparativement de ceux
enregistré chez le témoin sain qui est de (18.2- 28 et 25.8) cm et de 14.5cm (10 et 9) (figure 35)
,(tableau 14 ; annexe 1), (figure 49 ; annexe 1).
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Figure 35 : Amédlioration des parameétres de croissance des plantul es de tomate apres vingt-deux

(22) jours de traitement

En effet, I’estimation du poids frais et sec des parties racinaires et aériennes a montré un grand
poids qui est de (11.48 et 3.01 ; 39.47 et 17.38), (14.16 et 4.73 ; 46.21 et 21.25) et (19.6 et 8.28;
76.83 et 38.49) g respectivement comparativement au témoin sain qui est représenté par (5.13 et
1.18; 20.99 et 12.09) g respectivement (figure 36) (figure 50 et 51 ; annexe 1) (tableau 15 ; annexe
2).
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80
70

60

B Poids frais des racines
50

20 M Poids frais des parties aériens
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M Poids sec des parties aériens
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0 .
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Figure 36 : Evaluation du poids frais et sec des deux parties végétatives des plantules de tomate

aprés vingt deux (22) jours de traitement
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11.1.3- Evaluation des pourcentages de la matiére séche et en eau apreés traitement par T.

viride

Les résultats obtenus ont révélé que les pourcentages en matiére séche des parties aériennes et
racinaires du poquet (T4) est de (45.98% et 33.40%) respectivement comparativement au témoin
sain et de T. viride (TO et T3) qui ont révélé plus grand (61.45% et 23%) et (44.03% et 26.21%)
respectivement. Par conséquent, les pourcentages en eau des deux parties végétatives sont
importante dans le poquet (T4) est de (54.07% et 66.60%) respectivement et comparativement au
témoin sain et T. viride (TO et T3) qui sont de (38.55% et 77%) et (55.97% et 73.79%)
respectivement. (figure 37), (tableau 16 ; annexe 2).

70,00% 90%
60,00% - 80%
70%
50,00% - m (MS%) des 60% H (MS%) des
i ’ arties
40,00% - parties c0% parties
aeriennes racinaires
30,00% - 40%
o H (E%) des
20,00% - = (E%) des zg; parties
10,00% - parties ’ racinaires
! aériennes 10%
0,00% - 0%
T0 T3 T4 T0 T3 T4

Figure 37 : Estimation de lamatiere seche et le pourcentage en eau des parties aériennes et
racinaires aprés vingt deux (22) jours de traitement

I1.2- Effet desCMA sur le développement des plantules de tomate

A cejour, le potentiel des CMA dans la protection des plantes a été decrit le plus souvent dans le
cas d’infections racinaire, mais trés peu dans les maladies foliaires. De plus, I’effet protecteur des
CMA a été rapporté dans le cadre d’interactions plantes/champignons nécrotrophe comme Botrytis,

mais pas du tout dans le cas des agents fongigues biotrophes comme oidium.

[1.2.1- Estimation des parametres de croissance des plants de tomate (Super strain)

mycor hizés

Les résultats des mesures des paramétres de croissance des plants de tomate (la longueur des
racines, des tiges, longueur et largeur des feuilles, le nombre des feuilles et des folioles, poids frais

et sec des parties racinaires et aériennes) sont présentés dans le (tableau 14 et 15; annexe2).

M
—
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Les résultats montrent que la mycorhization stimule la croissance des plantules de tomate (Super
strain) inocul ées par apport au témoin sain ; son effet se manifeste par :

» L’augmentation des parameétres de croissance des plants mycorhizés par apport au témoin
sain e,

» L’importance du chevelu racinaire chez les plants inocul és.

Les résultats obtenus montrent une différence de croissance entre les plants de tomate mycorhizés
(T2, T5 et T6) et le témoin sain. Donc, les plantules inoculées par CMA ont une longueur des
racines plus importante qui atteint (27.2 - 35.2 et 37.4) cm respectivement que celle des plantules
de témoin sain non mycorhizées est de 18.2 cm (figue 49 et 51 ; annexe 1). Par ailleurs, la longueur
des tiges et des feuilles des méme poquets de traitement représente (47.9 et 33.8), (47.2 et 32.2) et
(48 et 34.5) cm respectivement. De plus, on a constaté que les feuilles des plants mycorhizés
apparaissent trés large avec (22 ; 24.2 et 24.7) cm et un stade de 11 feuilles pour chaque poquet et
un nombre des folioles de (10; 9 et 11) (tableau 14; annexe 2). Trois mois de croissance, les poids
de la matiere séche et fraiche aérienne et racinaire des plants inocul és été plus grands que le témoin,
une augmentation a été enregistrée (27.46 et 57.71 ; 6.38et 16.73), (38.2 et 76.83; 7.04 et 18.5) et
(38.49 et 76.83 ; 8.28 et 19.6) g. Alors que, chez le témoin est de (12.09 et 20.99; 1.18 et 5.13) g
respectivement (figure 50 et 51 ; annexel), (tableau 15 ; annexe 2).

Les résultats obtenus ont révélé que la combinaison entre I’inoculum des CMA et de T.viride aeu
des effets sur les parametres de croissance des plants de tomate (Super strain) inoculés (T6), qui
s’est manifesté par une croissance vigoureuse et un systéme racinaire plus développé. De cet essai
il en ressort que la meilleure croissance des plants de tomate a été obtenu apres inoculation par
combinaison entre les CMA et T. viride, suivi par des plants inoculés par les CMA seul (T5), et
enfin le test d’inoculation par T. viride seul (T4), comparativement aux témoins sain (TO) et témoin
inoculée (T1) (figure 49, 50 et 51; annexe 1), (tableau 14 et 15 ; annexe 2). Les résultats révélent
gue le traitement des plantules de tomate par CMA et T.viride ont eu un effet synergique pour le
controle de F.oxysporum. En effet, le traitement avec ces deux agents de biocontrol séparément ont
un effet inferieur qu’en synergie.

11.2.2- Estimation des paramétres d’inoculation mycor hizienne des plantes de tomate

On constate gque la fréquence de mycorhization (F) atteint un niveau de 68.75%. Quant I’intensité

de colonisation du cortex racinaire (1) est faible, elle est de 26.75%. Ceci est di a la courte durée de




Partie 11 : Résultats et discussion

vie des arbuscules (une a trois semaines) qui dégénérent ensuite pour étre remplacés par les hyphes
et des vésicules qui persistent jusqu’a la mort de la cellule.

[1.2.3- Effets des CMA sur I’incidence de la maladie

La mycorhization des plants de tomate permet une bonne croissance et une réduction de la sevérité
des attagues dues a F.oxysporum. Alors que, la réduction de I’incidence de la maladie était de 50%
pour les poquets (T5 et T6). La comparaison des plants traités avec les CMA a celles de témoin
sain ont eu une croissance végétative plus importante (tableau 17 ; annexe 2), (figure 38). Ces

résultats montrent ainsi I’efficacité des mycorhizes qui ont pu arréter et méme éliminer la maladie.

réduction de la maladie
60%

50% -
40% -
30% -
B réduction de la maladie

20% -

10% -

0% -

T5 T6

Figure 38 : Réduction de I’incidence de la maladie apres traitement par les CMA

I1.2.4- Evaluation des pourcentages dela matiere seche et en eau apréstraitement par CMA

Alors que, les pourcentages en matiéere séche des parties aériennes et racinaires des poquets (T2, T5
et T6) sont atteint (47.42% et 40.82%), (49.98% et 38.05%) et (50.36% et 42.24%) respectivement
comparativement au témoin sain (61.45% et 23%) respectivement. De plus, on a constaté que les
pourcentages en eau sont plus grands que ce du témoin, ce qui indique le réle majeur des CMA
d’améliorer I’absorption en eau qui est de (52.58% et 59.18%), (50.02% et 61.95%) et (49.64 et
57.76%) respectivement et par rapport au témoin (38.55% et 77%) (figure 39), (tableau 16 ; annexe
2).
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Figure 39 : Estimation de la matiére seche et |e pourcentage en eau des parties aériennes et
racinaires aprés vingt deux (22) jours de traitement

I1.3- Lestestsde vérification de la présence de I’agent pathogene, de Trichoderma et des
CMA

[1.3.1- Test deré-isolement de F. oxysporum

Leré-isolément a partir des fragments des racines, tiges et feuilles des plants de tomate présentant
les symptébmes de fusariose, ainsi que a partir du sol. D'aprés, les caractéristiques de
macroconidies, microconidies, des phiaides, de chlamydospore, la forme et la couleur rose des

colonies, ce ré-isolement prouve la présence de F. oxysporum (figure 40).
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Figure 40 : Lesrésultats de ré-isolement du F. oxysporum

11.3.2- Test deré-isolement de Trichoderma viride

Leré-isolement a partir d’échantillons du sol prélevé dans les traitements de I'expérimentation sur
F. oxysporum. D'aprés les caractéres culturaux du champignon et des organes de fructification
(colonie, phialides et conidies), ce ré-isolement prouve la présence du Trichodcrma viride (figure
41).
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Sporesde T viride

MAMycélium cloisonné

Figure 4l : Aspect macroscopique et microscopique de T. viride apres ré-isolement

11.3.3- Vérification dela présencedesCMA

Les racines observées apres coloration ont montré la présence des champignons mycorhiziens
arbusculaires. Plusieurs formes (mycélium extra-racinaire et intra-racinaire, arbuscules, vésécules et

spores) ont été observées, ce qui prouve la présence des CMA (figure 42).

My célimm extracellalaire

Figure 42 : Vérification de la présence des mycorhizes au niveau des racines
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[1.3.4- Test deré-isolement des sporesdesCMA

L’examen microscopique du tamisat du sol inoculé avec les CMA, monté entre lame et lamelle dans
une goutte de glyceérol, a permis de prouver la présence des spores qui ont une morphologie a ceux

inoculées du sol d'éude (figure 43).

Spores de CMA de gpenre Spores de CAIA de genre
Aeanls
pora 5g Glomus 5

Figure 43 : résultats de ré-isolement des spores des CMA
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[11- Discussion

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer I’effet de chaque souche fongique (CMA et
T.viride) sur les parametres de croissance des plantules de tomate (Super strain) et leur pouvoir de

[utter contre le F.oxysporum.

Les symptdomes engendrés sur les plantules de tomate correspondent donc a une situation de
privation d’eau extréme liée a un envahissement massif des vaisseaux conducteurs dans lesquels
Fusarium oxysporum sporule abondamment. Donc, nos résultats se rapprochent a ce lui démontrés
par (Agrios, 2005), selon la plante, les symptémes sont trés variables. 1ls se manifestent par un
eclaircissement de la nervure, nécrose, brunissement et la chlorose des feuilles suivie de leur
dessechement. En cas d’attaque sévere, la plupart des plantes flétrissent et meurent rapidement,

tandis gque les plantes les moins affectées deviennent chétives et non productives.

Du méme, (Nelson et al., 1983) ont décrit les événements structuraux chez la plante infectée
correspondant aux symptémes primaires (pourriture des racines et du collet), et seront responsables
des symptdmes secondaires de flétrissements de |a partie aérienne de la plante. En effet, la présence
de mycélium et des microconidies, éventuellement aggravées par les réponses locales de défenses
de la plante (notamment avec |a formation de tyloses, et la sécrétion de gommes), vont occasionner

un blocage du transport d’eau dans les vaisseaux infectes.

Dans la majeure partie des cas, ces symptémes traduisent différents états d'évolution de la maladie
qui, par l'intermédiaire d'une échelle de notation, conduisent a établir un indice de gravité
(Summerdl et Rugg, 19920).

Les effets des traitements sur la progression de la fusariose en plein champ montrent que la souche
de Trichoderma viride a eu un effet antagoniste sur F. oxysporum ralentissant ainsi |'apparition et la
progression de la fusariose. Cet effet antagoniste pourrait sexpliquer par une inhibition de la
croissance mycédienne et un hyper-parasitisme de F. oxysporum par Trichoderma viride. Ces

résultats sont en accord avec ceux de Howell (2003).

Deméme, Harrier et Watson (2004) ont prouvé que les plantes inocul ées avec des CMA sont plus
résistantes aux attagues des champignons pathogenes. Selon Fortin et al., (2011), les CMA peuvent
intervenir dans la rhizosphere ou dans les tissus racinaires pour protéger les racines contre les
champignons pathogenes. Ainsi, dans la rhizosphere, les agents pathogenes sont confrontés a la
compétition et a |'antagonisme; tandis que dans les tissus racinaires, les plantes agressées par les
agents pathogenes réagissent en produisant des substances antibiotiques grace aux CMA.
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Les effets des traitements sur I'évolution du diamétre de croissance en hauteur, largeur et la
biomasse racinaire et aérienne révelent que les CMA et T.viride ont eu un effet synergique pour le

contréle de F. oxysporum.

Nos résultats sont en accord avec ceux d'autres auteurs comme Caron et al.,(2002), Souna et al.,
(2010) ayant montré que T. harzianum a un pouvoir d'inhibition de la croissance mycélienne de F.
oxysporum et permet au niveau des racines, de créer un manchon protecteur autour de celles-ci et
contrer ainsi I'entrée des agents pathogenes al'intérieur des racines. Par ailleurs, Mousain (1991), a
montré que les souches de CMA ont de nombreuses vertus telles que I'amélioration de la surface

absorbante du systeme racinaire, la sélectivité de |'absorption.

On a constaté que les plantes mycorhizées ont une teneur en eau plus élevée et une meilleure
efficacité d’utilisation de I’eau. Ceci est en concordance avec les résultats qui ont été obtenus pour
la teneur en eau dans la partie aérienne de la plante. Par contre, le fait d’avoir une augmentation du
pourcentage d’eau dans le systéme racinaire en présence du CMA peut étre d0 a une augmentation

de la conductivité hydraulique des racines (Gamalero et al., 2004).

Des résultats similaires ont montré que presque toutes les souches du Trichoderma sont parvenues
a stimuler les paramétres de croissance des plants de tomate a des degrés variables. Cette
stimulation sest traduite essentiellement par une meilleure croissance axiae et une biomasse plus
importante. La stimulation de la biomasse a été observée non seulement dans les parties aériennes,
mais aussi dans les parties racinaires par rapport au témoin. Cette augmentation a été notée aussi
bien pour le poids frais que pour le poids sec, ce quil sagit dun accroissement général du

métabolisme et non seulement d'une absorption excessive d'eau (Brunner et al., 2003).

Dans cette étude la souche de Trichoderma viride inoculée a réduit la gravité des lésions sur les
feuilles de tomate par rapport au témoin, ce qui confirme que cette réduction est en partie
responsable de la stimulation de croissance chez ces plantes. Cependant, (Harman et al., 2004) ont
cité des recherches récentes montrant que les effets du Trichoderma sur les plantes incluent
I'induction d'une résistance systémique ou localisée. Les Trichoderma colonisent I'épiderme des
racines et les couches corticales externes et liberent des molécules bioactives. En conséguence, en
plus de I'induction de la résistance chez les plantes, |a croissance des plantes et |'approvisionnement

en nutriments sont améliorés.

Nos résultats d’utilisation de T. viride afin de protéger les plantules de tomate sont plus proche a

ceux qui ont démontré par Keszler et al., (2000) qui prouvé le pouvoir de lutte biologique de T.
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viride contre les phytopathogénes de luzerne. De plus, il est connu comme agent d’amélioration de
croissance chez la plupart des plantes.
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Conclusion et per spectives

Ce travail avait pour objectif de contribuer a I’amélioration de la production de la tomate par
I’usage des champignons mycorhiziens et la souche de T. viride. Pour cela, Notre éude visait a
évaluer les effets des souches de CMA et de T. viride pour le contrdle de F. oxysporum sur la
tomate a travers un en plein champ. L’essai de lutte in- vivo a permis de prouver I’efficacité
des agents de lutte biologiques du fait qu’avec ces derniers la reduction de I’incidence de la maladie
est de 50% avec T. viride pour les poquets (T4, T5 et T6), et elle atteint 50% avec les CMA pour
chaque poquet de traitement. Par conséguent, les plantules de tomate testée ont récupére leurs
activité morphologique, qui se traduit par la couleur verte, la longueur des parties aériennes et
racinaires ainsi que, le poids frais et sec de différents organes des plantes. On a noté que
I’incidence de la maladie avant traitement est de 50% et apres traitement est de 25%. Ce qui prouvé

lagravité de F. oxysporum.

Alors, nous pouvons conclure de ces résultats que Fusarium oxysporum est responsable de la
fusariose. En outre, les résultats obtenus ont montré |'effet de cet agent pathogene sur les plants de
tomate inoculée, ce qui a entrainé une croissance réduite des plantes testées ainsi qu'un faible poids

(frais et sec) dans différentes parties des plantes.

Cependant, pour étre plus affirmatif, il serait plus intéressant de tester ces agents de biocontrol en
plein champ afin de voir leur potentiel pour une utilisation en stratégie de lutte contre F. oxysporum.
De plus, il est plus avantageux d’utiliser les CMA et T. viride et d’éviter ceux les produits de
synthése qui poseront des problémes néfastes sur I’environnement et la santé humaine et animale.

Les examens microscopiques des fragments racinaires de tomate ont révélé la présence de
mycorhizes arbusculaires de type « Glomus sp. et Acaulospora. ». Ces champignons forment des
structures caracteéristiques des CMA : arbuscules, vésicules et spores intra-racinaires. Un mycélium
septé a été observé. En outre, on a constaté que la fréquence de mycrhization (colonisation de
systéme racinaire) est la plus élevés (68.75%) avec une intensité de mycorhization tres importante
de 26.75%. Les résultats obtenus ont révélé que les plantes amendées par les CMA et T. viride ont

présenté une croissance optimale que ce soit au niveau des parties aériennes ou racinaires.

Par ailleur, les résultats de ré-isolement ont confirmé la présence de T.viride au niveau de la zone
rézosphérique des racines, ains que la présence de I'agent pathogene dans le sol, les tiges et les
feuilles des plants infectes.

En perspective, il serait également intéressant de poursuivre ce travail :
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- En compl étant la caractérisation des especes fongiques testés par |a biologie moléculaire ;

- En isolant et caractérisant d’autres espéces de CMA de la rhizosphére des vergers des régions
arides et semisarides;;

- Et enfin, en inoculant des plantes annuelle ou des boutures des plantes perénne avec les CMA et

T. viride que ce soit séparément ou en combinaison et suivre leur développement en pépiniere et au
champ.
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Annexe

Annexe 01

Témoin mycorhize TestavantI. viride Testapres mycorhization

Testcombinaison

Figure 44 : Aspect morphologique des plantules de tomate (Super strain) testées avant infection

Testapres infection, Testapres infection, Apres infection du
poguetde mycorhizes poquet du test
combinaison

Poquetde I. viride

Figure 45 : Les plantules de tomate (Super strain) aprés quinze (15) jours d’infection
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Figure 46 : Témoins des plantules de tomate (Super strain) testées

Test aprésinfection F.

i Test avant infection Test combinaison
oxyspor.|u_m par T. F. oxysporium par
viride mycor hizes

Figure 47 : Comparaison entre I’aspect morphologique et les paramétres de croissance des
plantules inoculées (T4, T5 et T6) apres quinze (15) jours d’infection
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Des taches brunes de la

Des racines adventives

Figure48: Diversité des symptdmes dela maladie de fusariose (T1, T4, T5 et T6) aprés quinze
(15) jours d’infection

Poguet de plantules de Poguet des plants Poguet du test

tomate aprés traitement mycorhizés aprés combinaison aprés
par I. viride infection infection

Figure49 : Aspect généra des plantules de tomate (Super strain) T4 apres vingt deux (22) jours de
traitement et T5 et T6 apresinfection
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Figure 50 : Témoins des plantules de tomate (Super strain) aprés vingt deux (22) jours de
traitement

Figure51 : L’aspect morphologique et les paramétres de croissance des plantules de tomate (Super
strain) testées aprés vingt deux (22) jours de traitement
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Racines du témoin Racines du témoin Racines du témoin
sain T. viride mycor hize

Figure 52 : Comparaison des racines des plantules de tomate (Super strain) TO et T2 aprés (22)
jours de traitement
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Annexe 02

Tableau 7 : Les symptdmes qui apparaissent sur les plantes apres (15) jours de I’infection (poquets

infectés par F. oxysporum (T1, T4 et T5)

Inoculation

L es symptomes

TO (Témoin négatif

Unetaille normale et une couleur vert.

sain)

Tl Les plantes sont de faible poids avec une petite taille de tige
(Témoin positif | mince avec une couleur rouge foncé au niveau du collet. le
Fusarium 1% symptéme de la maladie de fusariose se manifeste par un
OXysporum) jaunissement des feuilles du bas, on a révéé que leurs

surfaces sont réduites.

T2 (témoin de CMA)

Les plantes sont bien développe avec des tiges normale les
feuilles sont vert fonce.

T3 (témoin de T.

viride)

Les plantes sont de taille moyenne avec un couleur vert.

T4

(test d’infection F.
oxysporum traité par
T. viride seul)

stade de 6 feuilles, la tige de taille moyenne, les symptémes
de la maladie appariassent apres une semaine d’infection et
progressent avec le temps, qui se manifeste par des taches
marron. Les tissus desseches aprés quelque jours, on observé
un enroulement des feuilles infectées; les limbes de cette
derniere se mottent, la distribution des symptémes est
systémique, la formation des racines adventifs sur la surface
du sol.

T5
(test d’infection F.

oxysporum traité par

stade de 7 feuilles, la tige a une taille moyenne, la surface
foliaire est normale, les symptémes apparaissent au 1%¢ lieu

sur les feuilles de bas qui se manifesté par des taches

CMA seul) nécrosée brun foncé, les nervure centrale prient un couleur
rouge. Laformation de racines adventives.

T6 (test de | stade de8 feuilles, |a taille de tige moyenne la largeur des

combinaison CMA | feuilles est moyenne, les symptdbmes de la maladie

et T. vivide)

apparaissent sur lesfeuilles de bas, les taches sont claire.
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Tableau 8: Les symptdmes qui apparaissent sur les plantes apres (22) jours de traitement poquets
traité par CMA et T. viride T2, T3, T4, T5 et T6)

Traitements | Lessymptomes

TO (Témoin | Stade de floraison, la tige de taille normale les feuilles sont larges

négatif sain) | avec un couleur vert.

T1 Stade de 5 feuilles, la tige est mince, des taches Iégéres avec un

(Témoin couleur jaune sur la surface des feuilles du bas sont noircissent et

positif mort. Un nécrose au niveau du collet prendre un couleur rouge

Fusarium avec un affaiblissement des feuillages, la surface des feuilles est

OXysporum) petit.

T2 (témoin de | Stade de floraison les plants prenants un couleur fonce, les feuilles

CMA) sont trés larges. La tige épaisse avec une ramification aucune ne
signesdelamaladie.

T3 (témoin de | Stade de floraison absent des symptomes de la maladie. Les plants

T. viride) sont de taille normale, la surface des feuilles est large.

T4 Stade de floraison les plantes avec de tige et feuille moyenne, on a

(test constaté une réduction de la maadieet la disparition des

d’infection F. | symptomes.

oxysporum

traité par T.

viride seul)

T5 Stade de floraison la tige est épaisse, les feuilles sont généralement

(test larges, on a constaté que la maladie est réduite et la régression des

d’infection F. | symptdémes.

oxysporum

traité par

CMA seul)

T6 (test de | Stade de floraison la tige avec une épaisseur moyenne, les feuilles

combinaison | sont larges, on a constaté que lamaladie est réduite.

CMA et

Trichoderma

vivide)




Tableau 9 : Paramétres de croissance des plantul es de tomate apres quinze (15) jours d’infection

longueur |[Longueur |Longueur |Largeurs |N°des N° des
delatige |des des des feuilles folioles
racines feuilles feuilles

TO (cm) 11 19,5 10 2 9 9
T1 (cm) 6,5 9 8 15 6 7
T2 (cm) 12 17 185 5 8 11
T3 (cm) 115 14 15 25 8 8
T4 (cm) 8,3 9,5 10,5 2 5 6
T5 (cm) 7,5 9 9 25 5 7
T6 (cm) 17,5 25 20 5,6 9 11

Tableau 10 : Evaluation du poids frais et sec des paramétres de croissance des plantules de tomate
aprés quinze (15) jours d’infection

Poids Poidsfrais |poids |Poidssec

fraisdes |desparties |[secdes |desparties

racines aériens racines |aériens
TO(0) 0,9 6,2 0,13 1,21
T1(0) 0,2 35 0,02 0,38
T2(0) 3,29 19,8 0,80 5,95
T3(0) 1,2 51 0,12 0,65
T4(g) 0,2 1,9 0,02 0,21
T5(0) 0,2 2,9 0,03 0,35
T6(0) 35 20,6 0,83 6,06

Tableau 11 : Estimation de la matiere seche et |e pourcentage en eau des parties aériennes et

racinaires apres quinze (15) jours d’infection

(MS%) (E%) (MS%) (E%) des

desPartie desPartie desparties parties

aérienne aérienne racinaires | racinaires
TO 19,51% 80,49% TO 14,44% 85,56%
T1 10,85% 89,15% T1 10% 90%
T2 30,05% 69,95% T2 24,31% 75,69%
T3 12,74% 87,26% T3 10% 90%
T4 11,05% 88,95% T4 10% 90%
T5 12,06% 87,94% T5 15% 85%
T6 29,41% 70,59% T6 23,71% 76,29%




Annexe

Tableau 12 : Parameétres de croissance des plantul es de tomate apres vingt deux (22) jours de
traitement

longueur |[Longueur |Longueur |Largeurs |N° des N° des
delatige |des des des feuilles folioles
racines feuilles feuilles

TO (cm) 28 18,2 25,8 14,5 10 9
T1 (cm) 18,1 16,8 15,5 9,7 7 7
T2 (cm) 47.9 27,2 33,8 22 11 10
T3 (cm) 36,8 24,9 26,1 184 10 10
T4 (cm) 43,6 25 234 22 11 9
T5(cm) 47,2 35.2 32,2 24,2 11 9
T6 (cm) 48 37,4 34,5 24,7 11 11

Tableau 13 : Evaluation du poids frais et sec des paramétres de croissance des plantules de tomate
apres vingt deux (22) jours de traitement

Poids Poidsfrais |poids |Poidssec

fraisdes |desparties |[secdes |desparties

racines aériens racines |aériens
TO(0) 5,13 20,99 1,18 12,09
T1(0) 0,58 6,38 0,1 1,96
T2(0) 16,73 57,71 6,38 27,46
T3(0) 11,48 39,47 3,01 17,38
T4(g) 14,16 46,21 4,73 21,25
T5(0) 18,5 76,42 7,04 38,2
T6(0) 19,6 76,83 8,28 38,49

Tableau 14 : Estimation de la matiere seche et |e pourcentage en eau des parties aériennes et
racinaires apres vingt deux (22) jours de traitement

(MS%) des | (E%) des (MS%) (E%)

Partie Partie desPartie | desPartie

aérienne aérienne aérienne | aérienne
TO 61,45% 38,55% T0 23% 7%
Tl 30,72% 62,28% T1 17,24% 82,76%
T2 47,42% 52,58% T2 40,82% 59,18%
T3 44,03% 55,97% T3 26,21% 73,79%
T4 45,98% 54,07% T4 33,40% 66,60%
T5 49,98% 50,02% T5 38,05% 61,95%
T6 50,36% 49,64% T6 42,24% 57,76%
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Tableau 15 : I’incidence et la réduction de la maladie aprés (22) jours de traitement

Incidence dela maladie

Incidencedela maladie

Réduction dela maladie

apres (15) jours apres (22) joursde
d’infection traitement
T1 75 % 100% /
T4 50 % 25% 50 %
T5 50 % 25% 50 %
T6 50 % 25% 50 %
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Théme: Contribution a I’étude de I’aptitude des champignons mycor hiziens arbusculaires

et deT. viride a protéger les plantulesdetomate variété (Super strain) contre F. oxysporum

durant les premiers stades de leur développement

Résumé

C'est pour contribuer a limiter I'utilisation des produits chimiques par le développement des méthodes de Iutte
biologique que cette étude a été réalisée sur I'utilisation des souches des champignons mycorhiziens arbusculaires
(Acaulospora sp. et Glomus sp.) et de Trichoderma viride comme moyen de controle de F. oxysporum. Les résultats
ont révélé que F.oxysporum est un agent pathogene pour les plants de tomate (Super strain), en provocant la fusariose
vasculaire de cet hote, qui se manifeste par un jaunissement, flétrissement et nécrose des parties aériennes, et une
réduction des parametres de croissance chez les plantes. Par conséquent, I’incidence de la maladie apres (15) jours
d’infection et aprés (22) jours de traitement est de 50% et 25% respectivement pour chaque poquet (T4, T5 et T6).
Alors que, les résultats ont montré que les CMA et la souche de T. viride se sont associées aux racines des plants de
tomate. Ils ont réduit le taux de I'incidence de la maladie de fusariose 50% pour chaque poquet. De plus, ils
améliorent la croissance des plantules de tomate (Super strain) qui se manifeste par un systéme racinaire vigoureux et
un développement trés important des parties aériennes. Ces résultats indiquent que les champignons mycorhiziens
arbusculaires et T.viride en combinaison ou séparément peuvent contribuer efficacement a la gestion écologique de
champignon tellurique qui provoque des maladies vasculaire pour les plantules de tomate, et constituent de ce fait une
alternative a I’utilisation des agents de biocontrol.

Motsclés: F. oxysporum, tomate, mycorhizes, T. viride, compétition.

Abstract

To contribute for avoiding the usage of chemical products by developing biological control methods so that, this study
was carried out on the use of strains of arbuscular mycorrhizal fungi (Acaulospora sp. and Glomus sp.) and
Trichoderma viride as a control method for F. oxysporum. The results revealed that F. oxysporum is a pathogen for
tomato plants (Super strain), causing vascular disease of this host, which manifests by yellowing, wilting and necrosis
of the aerial parts, and areduction in growth parameters in plants. Therefore, the incidence of the disease after 15 days
plants attack and 22 days after cure is 50% and the second results is 25% particularity (T4, T5 and T6). While, the
results showed that CMA and the T.viride strain associated with the roots of tomato plants. They have reduced the
incidence rate of fusariose disease by 50%. In addition, they improve the growth of tomato plants, which is manifested
by a vigorous root system and very important development of the aerial parts. These results indicate that arbuscular
mycorrhizal fungi and T. viride in combination or separately can effectively contribute to the ecological management
of soil fungi that cause vascular disease in tomato plants, and thus provide an aternative to the use of biocontrol
agents.

Key words: F. oxysporum, tomato, mycorrhizae, T.viride, competition.
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