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Introduction

La premiére utilisation des fongicides en agriculture date de I’antiquité. Le développement
des fongicides a ensuite suivi celui de la chimie minérale (El mrabet et al., 2008). Cette derniére va

9éme

se développer au 1 siecle, fournissant de nombreux fongicides minéraux a base de sels de
cuivre. Les fongicides a base de sulfate de cuivre se répandent, en particulier la fameuse bouillie
bordelaise (mélange de sulfate de cuivre et de chaux) pour lutter contre les invasions fongiques de
la vigne et de la pomme de terre. Les sels de mercures sont employés au début du 20°™ siécle pour
le traitement des semences. Les fongicides du type benzimidazole et pyrimides datent de 1966, suivi
par les fongicides imidazoliques et triazoliques dit fongicide IBS (inhibiteur de la synthése des

stérols) qui représentent actuellement le plus gros marché des fongicides (Tawil, 2007).

Apres les effets néfastes de l'utilisation des produits chimiques sur I'environnement (apparition de
souches résistantes et accumulation de résidus de fongicides) (Gravel, 2007), la lutte contre les
infections des plantes causées par des agents pathogenes fongiques est envisagée de plus en plus
fréquemment par une approche biologique (Rafin et Tirilly, 1995). L'intérét pour la lutte biologique
s'est grandement développé au cours des derni¢res années. L’efficacité d’un agent de lutte
biologique tel que Pythium, dépend essentiellement de son adaptation et de la survie dans la
rhizosphére (Rafin et Tirilly, 1995). Le Pythium présente de nombreuses caractéristiques intére-
ssantes pour agent de lutte biologique (Le Floch et a/., 2003a). Il est connu pour réduire la sévérité
des maladies. Les espéces de Trichoderma on regu une attention considérable en tant qu’agent de
lutte biologique contre un certain nombre de pathogenes telluriques (chet et baker, 1981). Les
recherches effectuées sur les mécanismes de lutte contre les populations pathogénes existant dans la
rhizosphére conduisent a proposer que l’activité antagoniste de 7richoderma sp réside dans la

production d’enzyme extracellulaires et/ou des substances antibiotiques (Elad et kapat, 1999).

Notre travail est consacré a I'étude in vitro des points suivants :
* Test de confrontation directe de Pythium sp ;
* Test de confrontation directe de Trichoderma viride
*  Test fongicide- pathogéne ;
Avec deux isolats fongiques considéré comme agents pathogenes (Fusarium oxysporum et
Trichothecium roseum). A fin de comparer entre |’efficacité du lutte biologique et de lutte

chimique.
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1- Définition de la lutte biologique

Le terme "lutte biologique" recouvre différents concepts selon les disciplines impliquées dans
la protection des cultures. La lutte biologique consiste a utiliser des organismes vivants pour

prévenir ou réduire les dégits causés par des ravageurs (Kouassi, 2001).

La lutte biologique est une alternative trés prometteuse pour assurer une protection
phytosanitaire performante de par 'ubiquité naturelle des agents microbiologiques dans les
écosystémes, leur grande variété, leur dissémination facile, leur spécificité d’action et aussi leur
persistance dans I’environnement. Les micro-organismes utilisés en lutte microbiologique
appartiennent a plusieurs taxons & savoir les virus, les bactéries, les champignons, les nématodes et

les protozoaires (Ignoffo, 1970, 1973).
2. Les agents de lutte biologique
2.1-Les bactéries :

Selon Starnes et al., 1993, plus d’une centaine de bactéries ont été identifiées comme ayant un
potentiel d’utilisation en lutte biologique. Ces bactéries entomopathogénes appartiennent surtout a
trois grandes familles qui sont les Bacillaceae, Enterobacteriaceae et Pseudomonaceae (Greathead et
al., 1994). A I’heure actuelle, Bacillus thuringiensis Berliner et B. sphaericus sont les espéces les
plus utilisées en lutte contre les ravageurs. Quatre types de toxine peuvent étre isolées du B.
thuringiensis, les a-exotoxines ; B-exotoxines; 6-endotoxines et y-exotoxines. Le B.r est efficace

contre certaines especes de coléopteres, Iépidoptéres et dipteres (Ahmed er al., 1994).

L’utilisation répétée des bactéries peut toutefois, entralner une résistance chez certaines

especes (Dunphy et Tibelius, 1992).
2.2-Les virus :

Les virus entomopathogénes se divisent généralement en deux grands groupes distincts, d’une
part, ceux possédant des corps d’inclusion paracristallin et ceux sans corps d’inclusion. On les
regroupe en sept familles. Ces familles renferment la plupart des 650 espéces de virus
entomopathogénes connues (Khachatourians, 1986). Les baculovirus ont depuis longtemps présenté
un intérét principalement pour leur spécificité. Ils n’ont en effet été observés que chez les

invertébrés et en particulier chez les insectes (Devauchelle, 1993).
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Les caractéristiques principales des bioinsecticides viraux sont la spécificité, la haute
virulence, la rapidité d’action et le niveau raisonnable de persistance dans I’environnement (Dent,
2000).

2.3-Les protozoaires (Grégarines, Microsporidies et Amibes) :

Les protozoaires appartiennent a sept phyla, dont quatre, les Ciliophora, Sarcomastigophora,
Apicomplexa et Microspora sont pathogénes des insectes (Dent, 2000). Les familles les plus
utilisées en lutte biologique sont les Amoebidae et les Nosematidae (Greathead et al., 1994). Parmi
les néogrégarines, ce sont les microsporidies qui offrent le plus de potentiel en lutte

microbiologique en tant qu’organismes unicellulaires eucaryotes (Canning, 1982).

Ce sont des parasites intra-cellulaires obligatoires qui forment des spores caractéristiques.
Chez les microsporidies du genre Nosema, I’infection se réalise par ingestion des spores, celles-ci

germent dans le tube digestif et traversent les tissus éphitéliaux (Maddox, 1987).

Les protozoaires provoquent des maladies chroniques a évolution lente ou des enzooties, qui
affaiblissent et affectent la croissance ou la fécondité de leur héte plutét que d’entrainer une mort

rapide (Poinar et al., 1985; Cloutier et Cloutier, 1992).

2.4-Les nématodes :

Les nématodes entomophages sont des vers microscopiques bénéfiques qui habitent dans le
sol. IIs peuvent étre utilisés contre les insectes qui vivent dans le sol au moins une partie de leur vie.
IIs sont efficaces en autant que le sol soit humide aussi profondément que se trouvent les larves des
ravageurs. Il faut donc attendre une bonne pluie ou irriguer avant ou tout de suite apreés 1’application
au champ. I faut enlever les filtres du pulvérisateur pour appliquer les nématodes en solution ou sur

éponge (Duval et Weill, 2007).

Quoique de bons agents en lutte biologique, I"utilisation des nématodes en zone séche est
limitée par les facteurs abiotiques particuliérement les UV qui sont détrimentales pour tous micro-
organismes (Ignoffo et Hostetter, 1977; Burges, 1981; Roberts et Campbell, 1977; Gardner ef al,
1977).
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2.5- Les champignons :

En 1929, sir Alexander Fleming, constata que le Penicillium notatum stoppait la croissance du
Staphylocoque doré et que ce barrage correspondait a la destruction de la Bactérie 4 distance. La
substance en cause, la pénicilline, se révéla active contre d'autres germes. C'était donc un

antibiotique d'origine fongique (Boullard, 1990).

Les champignons constituent des agents importants de la lutte biologique (Boiron, 1996).
Plus de 700 espéces de microchampignons sont entomopathogénes (Starnes et /., 1993). Ils jouent
un rdle important dans la régulation naturelle des populations d’insectes. Ils appartiennent au sous-
taxon des Mastigiomycotina, Zygomycotina, Ascomycotina et Deuteuromycotina. Le plus grand
nombre des pathogénes se trouvent dans la classe des Zygomycétes, mais les plus utilisées en lutte
biologique proviennent des Deutéromycetes (Fungi imperfecti). La pathogénécité de 1'inoculum
sporal et la spécificité de I'hdte sont deux parametres important dans le choix de 1'isolat fongique.
Les microchampignons entomopathogénes sont des agents de lutte trés intéressant du fait de leur
aptitude & infecter 'héte par ingestion ou par simple contact rendant tous les stades, ceuf, larve,

adulte sensibles ainsi que les succeurs-piqueurs (Carruthers et Soper, 1987).

Les principaux facteurs limitant l'utilisation en champ des microchampignons sont abiotiques
et vont entrainer la perte d'efficacité de I'inoculum fongique sur le couvert végétal. Les effets de
certains facteurs sur la viabilité des conidies ont été trés étudiés comme la température. L'effet du
rayonnement solaire sur la rémanence ou l'inactivation de l'inoculum infectieux, l'effet de 1'humidité
(Doberski, 1981).

Yc Pythium sp
a) Définition de genre Pythium sp :

Le nom Pythium est donné a un genre de micro-organismes classés parmi les oomycétes qui
est un groupe qui comprend plusieurs champignons phytopathogenes économiquement importants
avec ces dégits et ces bénéfices. Le genre Pythium se divise en deux types d’especes ; des parasites

de plantes et quelques autres parasites d'animaux (Anonyme 1, 2007).
b) Morphologie :

Pythium sp. comme d’autres, dans la famille des Pythiacées, sont généralement caractérisées

par leur production des hyphes coenocytique, d’environs 7 pm de diamétre ; sans hyphes cloisons

4
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(André er al., 2004). A croissance rapide contiennent généralement une seule oospore (Vander ef o/,
1991) La plupart des espéces de Pythium sp. produisent des sporanges ronds. Le sporange contient
une vésicule a paroi mince dans laquelle les zoospores se différencient. Par la suite, les zoospores
sont relichées (André et al., 2004). Les différentes especes de Pythium se développent sous la

forme d'un mycélium blanc (Figure 01).

Figure 01: Pythium sp sur le milieu de PDA a 25° C (d’aprés Mbarga et al., 2012 ).

¢) Cycle de vie :

Le diploide (2N) I'étape de vie qui prédomine, avec une bréve haplophase lancée au cours de
la reproduction sexuée ainsi que La reproduction asexuée (Homothallism prédomine dans la

famille) pour fusionner les gamétes (Paulitz et Baker, 1997).
» Reproduction sexuée :

Qogones terminales ou intercalaires, parfois latérales, de diamétre varie entre 21-31 pm,
oospores aplérotiques de 18-27 um de diametre, & paroi €paisse de 1-2,8 um. Anthéridies souvent
absentes, parfois 2 par oogone, diclines, et parfois monoclines, présentant souvent des constrictions,
et lobulées. La fusion d'une anthéridie et d'une oogone résulte en la formation d'une oospore. Un
nouvel hyphe développe suite a la germination des oospores ou des zoospores enkystées (Agrios,
2005).

» Reproduction asexuée :

Les sporanges, formés directement sur les hyphes et non sur des sporangiophores, déversent
les zoospores flagellées dans une vésicule qui éventuellement se rompera pour libérer les zoospores

(Gilman, 1957).

Elle n'est observée que chez Pythium witimum var. sporangiferum; les sporanges germe a

l'intermédiaire d'un germe de tube ou par la libération de mobiles zoospores, Selon les espéces et les

5
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conditions environnementales. Sporanges intercalaires, rarement terminales, en agrégats irréguliers
formés d'éléments subglobuleux ; Zoospores formées a 18-20°C, de 9-10 pm de diamétre ; Tube de
décharge de 15-35 pum (Vander et al., 1991).

d) Taxonomie du Pythium sp. Selon Carlile et al., 2001 :

Regne : Chromista ;
Division : Oomycota ;
Classe : Oomycetes ;
Ordre : Péronosporales ;
Famille : Pythiaceae ;
Genre : Pythium.

e) Habitat de Pythium sp :

Pythium sp. est largement distribués dans le monde. IIs ont été rapportés dans les étangs, lacs,
fleuves (Bernard, 1994). C’est un champignon ubiquiste, vivent sur terre (terrestres), et dans ’eau
(aquatiques) et une combinaison des deux (amphibie) ; mais il est principalement retrouvé dans les
régions humides Ce genre a €té isolée de substrats et habitats divers, entre autres : ¢ sol * bois *
plastique * papier * produits alimentaires (céréales, tomates au niveau des racines et tiges) * algues
(Anderson et al., 1993).

f) Les facteurs de croissance :

La température optimale de croissance est comprise entre 22 et 30 °C ou on peut trouver une
bonne croissance dans cet intervalle. Mais pour des températures de 6 et 32 °C on peut également

observée quelque mycélium (Domsch et al., 1993).

% Quelques cas exceptionnels de croissance ont été observés a 37 °C, mais aucune a 0°C.
% Le point thermique de mortalité dans le sol est de 49 a 55 °C pendant 30 minutes.
x  Le pH doit étre compris entre 1,5 et 7, le pH optimum étant de 4,5-5,5 (Domsch et al/, 1993).

g) Le pouvoir antagoniste d’une espéce de Pythium sp.

Pythium oligandrum agit comme un hyperparasite en colonisant d'autres champignons

pathogénes avec un effet inhibiteur qui supprime la croissance d'au moins 20 champignons
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pathogenes, ycompris Alternaria, Botrytis, Fusarium, Ophiostoma, Phoma, Sclerotinia et

Sclerotium dans ou autour des plantes en pleine croissance (Anonyme 2 ,2007).

Pythium oligandrum produit le oligandrin hormone de protéines et d'autres composés qui
stimulent les parois cellulaires des plantes pour repousser l'invasion des agents pathogénes, et
stimule les mécanismes naturels de défense des plantes appelée pathogenesis-related (PR), ces
protéines qui aident les plantes a résister aux maladies, sans nuire. Pythium oligandrum entre en
compétition avec Rhizoctonia solani, Fusarium culmorum, Trichoderma viride Des études sont en

cours afin d'exploiter Pythium oligandrum comme agent de lutte biologique (Anderson ef al., 1993).
¥ Trichoderma viride
a) Définition :

Trichoderma viride est un mycoparasite souvent préconisé dans la lutte contre les
champignons filamenteux pathogénes (Bye et al, 1991). C’est une espéce cosmopolite tres
répondue et trés résistante. La capacité de Trichoderma viride est traduite par P’inhibition de
croissance des nombreuses souches fongiques isolées a partir des différents organes (racines, tiges

et feuilles) de la plante (Subramanian, 1983).
b) Morphologie de Trichoderma viride :

Thalle d’abord blanc, puis vert- bleu, dans les régions conidiogénes, revers incolore.
Conidiophores trés ramifiés, a ramification de plus en plus courtes vers 1’apex et formant de ce fait
un ensemble pyramidal. Phialides par 2- 4, en forme de quille, droites ou incurvées, 8-14 (20) 2,5-
3um. Conidies globuleuses 3,5- 45um granuleuses. Chlamydospores globuleuses, hyalines,

atteignant 14 um de diamétre (Botton et al., 1990), (Figure 02).

Figure 02 : Trichoderma viride sur le milieu PDA a 26°C (Kebe et al., 2009).
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c¢) Cycle de vie :

Trichoderma viride est un champignon asexuée .Conidiospores représente la phase dominante
de la multiplication. Dans des conditions appropriées, les spores germent, donne un mycélium,

constitue des hyphes ramifier, nouvelles conidiospores sont formés dans des Phialides (Rifai, 2004).

d) Taxonomie de Trichoderma viride selon Bissett, 2004 :

Embranchement : Amastigomycota et/Eumycetes
Sous embranchement . Ascomycotina

Classe : Sordariomycetes

Ordre : Hypocréales

Famille : Hypocraceae

Genre : Trichoderma

Espece : Trichoderma virideae.

e) Habitat de Trichoderma viride :

Trichoderma viride est trés répandue: extréme nord, zones alpines, régions tropicales.il habite
divers milieux et produis : Algues, matieres synthétiques (plastique), papier, produits alimentaires,
sol, textile (Subramanian, 1983). Ainsi qu’on peut trouver le sur le bois mort, les débris végétaux et

les organes aériens des plants (Caron, 2002).
f) Les facteurs de croissance :

La température optimale de croissance est comprise entre 20°C et 28°C .Une bonne croissance
est également observée pour 6°C et 32°C. Quelques cas exceptionnels de croissance ont été
observés a 37°C, mais aucune a 0°C. Le point thermique de mortalité dans le sol est de 49°C 4 55°C
pendant 30 minutes. Le pH doit étre compris entrel.5et 9, le pH optimum état de 4,5- 5,5. L’analyse
de I’ADN montre que 7.viride est constituée de 49,5-51% GC. Une longueur d’onde comprise entre
430 et 490 et/ou 320 et 380 nm favorise la sporulation. Les ions de cuivre permettent le
développement des structures colorées. Une concentration élevée de sel dans le support inhibe la
germination des conidies, mais pas la croissance du mycélium. Les conidies sont relativement

résistantes aux rayonnements gamma (Subramanian, 1998).
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g) Le pouvoir antagoniste de Trichoderma viride :

Les propriétés antagonistes de 7.viride sont connues depuis longtemps puisque la premiére
publication qui en fait mention date de 1887. Cependant, I’étude approfondie du phénoméne
d’antagonisme et de son application comme moyen de lutte a I’égard des parasites des plantes
cultivées n’a débuté qu’entre les deux guerres mondiales. Les modéles étudiés s’intéressaient
essentiellement aux parasites du sol mais déja, en 1952, Wood signalait I’efficacité de 7. viride pour
contrbler Botrytis cinerea sur la laitue. T.viride a la capacité¢ d’attaquer les agents pathogénes via

différents modes d’action. Il peut utiliser :

> L’antibiose qui résulte de la production de substances qui agissent comme des « antibiotiques »
et qui inhibent la croissance de 1’agent pathogéne (Caron, 2002). Trichoderma secréte deux
métabolites qu'il laisse diffuser & I’agent pathogéne: la gliotoxine et la viridine (Boullard, 1990).

> La compétition qui se manifeste par ’aptitude de 7richoderma a utiliser les mémes ressources
du milieu (aires d’alimentation, sites de développement) que les champignons pathogénes mais
Trichoderma emploie ce mode d’action surtout pour occuper les lieux avant I’arrivée des
indésirables (Caron, 2002).

> Le mycoparasitisme qui se manifeste par la destruction de 1’agent pathogéne lorsque
Trichoderma s’enroule autour de celui-ci soit en I’étranglant, en pénétrant a I’intérieur et/ou en
lui« injectant » des substances (enzymes) qui le détruisent (Caron, 2002). ce champignon
posséde un mode d’action parasitaire complexe incluant une activité antibiotique, plusieurs
dépolymérases telles que chitinases, B1-3 glucanases et cellulases et la découverte de I’effet

activateur de la croissance végétale (Bye ef al., 1991).
3- Les modes d’action des agents antagonistes

La protection conférée par un agent de lutte biologique s’appuie sur un ou plusieurs
mécanismes d’action tels que la compétition (pour les éléments nutritifs, 1’oxygéne, 1’espace),
Pantibiose, le parasitisme, la diminution de I’agressivit¢ du pathogéne et I’induction de la

résistance chez la plante (Lepoivre, 2007).
3.1- Antibiose :

La sécrétion de substances antibiotiques est un phénomene trés commun dans la nature. De
nombreux microorganismes produisent ces métabolites et agissent en provoquant une altération de

la germination, de la croissance et/ou de la sporulation du pathogéne, une distorsion des hyphes du
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pathogene, une modification de 1’aspect des colonies et une production de formes spécifiques

comme les pseudoparenchymes (Krimi Bencheqroun, 2009).

Les antagonistes producteurs d’antibiotiques ont montré une grande efficacité dans le contrdle
biologique. La pression de la sélection exercée par les substances antibiotiques sur les agents
phytopathogenes risque d’entrainer le développement de souches pathogénes résistantes, qui
pourraient apparaitre par simple mutation. Ainsi, avant de pouvoir utiliser les antagonistes
producteurs d’antibiose, plusieurs facteurs doivent étre pris en considération, entre autre la
détermination de !’implication de I’antibiotique dans le mode d’action de I’antagoniste, la
connaissance des facteurs qui peuvent intervenir sur le mode d’action de cet antagoniste (Lepoivre,
2007).

3.2-Le parasitisme :

Le parasitisme est une forme de relation dans laquelle un organisme (le parasite) tire de 1’hote
les parasites détournent & leur profit une partie des ressources normalement destinée a la croissance
,la survie et la reproduction des hotes, bien qu’ils soient le plus souvent invisible, les parasites

n’en sont pas moins omniprésents (Kouassi, 2001) .

Le mycoparasitisme est une relation trophique qu’établit un microorganisme au détriment
d’un champignon. La chitine et le b-1,3-glucan (laminarine) sont les principaux constituants de la
paroi de la plupart des champignons. Ainsi les agents antagonistes produisant les enzymes lytiques
comme la glucanase et la chitinase, qui dégradent les parois du pathogeéne (Krimi Benchegroun,

2009).

L’hyperparasitisme est ’attaque directe d’un microorganisme par un autre dans un but

nutritionnel (Kouassi, 2001).
3.3-Induction de résistance chez I’héte ¢

Le tissu végétal des plantes réagit a une attaque de pathogénes par 1’activation d’un systéme
de défense biochimique et structurale qui contribue a éviter la dissémination du pathogéne.
L’induction du mécanisme de résistance de 1’hdte peut s’exprimer par I’accumulation de
métabolites antifongiques (phytoalexines) ou des glucanohydrolases antifongiques comme la

chitinase (Krimi Bencheqroun, 2009).
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Ces réactions de défense peuvent étre de plusieurs ordres : épaississement des structures
pariétales renfor¢ant leur role de barrieére physique, stimulation des voies métaboliques secondaires
permettant la synthése des substances antimicrobiennes (comme les phytoalexines) ou des
composés impliqués dans la signalisation de 1’agression vers d’autres cellules. Enfin,
’accumulation de protéines de défense (ou protéines PR pour "Pathogenesis Related") est associée
a la réponse des plantes aux attaques des bio-agresseurs. Ces protéines inhibent certains facteurs du
pouvoir pathogeéne des microorganismes (protéases, polygalacturonases) voire attaquent certaines
de leurs structures vitales (structures pariétales et membranes plasmiques) (Klarzynski et Fritig,
2001).

3.4-Compétition pour la nutrition et pour ’espace :

La compétition pour les ¢éléments nutritifs entre en jeu lorsqu’il ya simultanément

consommation du méme compos¢ par plusieurs microorganismes (Lepoivre, 2007).

La présence sur les sites de blessure d’antagonistes (bactéries, levures ou champignons)
entrant en compétition pour ces éléments nutritifs, peut prévenir 1’établissement de la phase
saprophytique du pathogene et par conséquent prévenir ou réduire 1’infection (Krimi Benchegroun,
2009). Pour étre un compétiteur efficace, 1’antagoniste doit posséder les caracteres spécifiques
suivants:

% Coloniser rapidement les sites blessés,
¥ Utiliser les éléments nutritifs présents en faible quantité dans le milieu plus rapidement et plus

efficacement que le pathogene.

e

S’adapter aux conditions environnementales et nutritionnelles du site blessé.

b3

Etre capable de survivre et de se développer sur la surface de fruit et sur le site d’infection sous

des conditions de température, de pH et d’osmose extrémes (Krimi Bencheqroun, 2009).
3.5-Production des sidérophores :

Les sidérophores sont des molécules extracellulaires qui possédent une grande affinité pour le
fer ferrique (Fe™). Ce demnier est présent dans le sol & faible concentration sous forme de
Fe(OH)s. Les champignons et toutes les bactéries aérobique et anaérobique facultatives produisent

une grande variété de sidérophores (Lynch, 1990).

Le phénoméne d’antagonisme peut se manifeste aussi soit par une inhibition de la germination

des spores des champignons. Ce phénoménes est connu sous le nom de mycostase soit par une lyse

11
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du mycélium des champignons c’est la mycolyse, ou par lyse des bactéries (bactériolyse) qui et
un phénomeéne peut fréquent qu’on va s’intéresser plus particulierement a ces phénoménes a

cause de leur importance dans les domaines de la lutte contre les champignons phytopathogeénes

(Soufiane, 1998).

4- Les avantages et les inconvénients de la lutte biologique :

voici une liste des bienfaits d’une telle lutte et les quelques inconvénients qui s’y rattachent selon

L’utilisation de biopesticides en agriculture comporte des avantages et des inconvénients,

Caron et Laverdiére (2006) :

4.1-Avantages :

R " P

Restreindre ou éliminer ’utilisation des pesticides chimiques ;

Favoriser lors d’une utilisation en serre (culture serricole de haute valeur économique) ;
Diminuer les risques de développer de la résistance ;

Favoriser par le nombre restreint de fongicides homologués en serre ;

Améliorer la qualité de vie des travailleurs agricoles ;

Ne prévoir aucun délai avant la récolte ;

Offrir aux consommateurs des produits sains ;

Avoir une meilleure presse aupreés des consommateurs ;

Maintenir la biodiversité des biotopes ;

4.2-Inconvénients :

b - -

Lutte souvent faite en prévention ;

Effet moins drastique que les pesticides (plus d’applications) ;
Seuil de tolérance trés bas pour les maladies ;

Marché restreint pour le domaine serricole ;

Efficacité pas toujours constante d’une production a I’autre ;
Grande pression de la maladie ;

Conditions d’entreposage des produits biologiques (demi-vie et température plus fraiche).

12
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Généralités sur les Fongicides
1-Définition :
Etymologie : fongicide est un mot d’origine latin correspond & :
fongi de fungus : champignon,
et -cide de caedere  :tuer. C-a-dire tuer le champignon.

Les fongicides sont des produits qui tuent ou inhibent les champignons responsables de
certaines maladies. Tel que les maladies cryptogamiques qui causent de graves dommages aux

végétaux cultivés (Garon-Boucher et Margoum, 2003).
2- Classification :
2.1- Classification par mode d’action des fongicides :

En se basant sur leur comportement vis a vis de la plante, deux groupes principaux peuvent

étre distingués : les fongicides systémiques et les fongicides non systémiques.
2.1.1- Les fongicides non systémiques (ou de contact) :

11 s’agit de premiére classe de fongicides apparus deés le XIX O siécle, aux prémices de la lutte
chimique. Ces composés inhibent simultanément plusieurs fonctions essentielles du champignon ;
ils n’ont pas de cible enzymatique spécifique. De ce fait, on n’observe pas ou trés peu de résistance

de champignon vis-a-vis de ces molécules (Leroux, 2003a).

Un fongicide de contact lorsqu’il est appliqué a la surface de la plante forme une barriére
protectrice qui est toxique pour la germination des spores ou pour le mycelium du champignon

responsable de la maladie. Leurs caractéristiques sont les suivantes :

% Ils assurent une protection contre 1’infection.

¥ Ils ne pénétrent pas la plante.

¥ Ils nécessitent une distribution uniforme a la surface de la plante.

% Ils nécessitent des applications répétées pour renouveler la couche protectrice.

¥ Ils ont un mode d’action multi-site contre les champignons.

13
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11 est noter que I’apparition de résistance aux fongicides de contact chez les champignons sont

peu probables en raison de leur mode d’action multisite (Bosseur ef al., 2001).
2.1.2- Les fongicides systémiques :

La systémie des fongicides se limite uniquement a une systémie xylemienne le produit diffuse
de la semence (zone d’application) vers le sol environnant de la germii ’ ‘es

parties aériennes (Rocher, 2004).

2.1.2.1- Substances inhibitrices de la respiration mitochondriale :

v" Inhibition du complexe II (succinate déshydrogénase) :

Les carboxamides sont des inhibiteurs du complexe II de -Cl
déclenchent des phénomeénes de résistances chez certains champignons. Ils sont donc souvent

commercialisés en association avec un second fongicide (couteux et Lejeune, 2004).
v" Inhibition du complexe III (cytochrome bel) :

Parmi les analogues de strobilurines commercialisés depuis 1992, deux composés sont

systémiques :

% L’azoxystrobine, dont le toxophofe (groupement exer¢ant [’effet toxique) est un méthyl B-
méthoxyacrylate. Cette molécule présente de plus la propriéteé d’étre redistribuée a ’extérieur de
la plante en phase vapeur, de la méme maniere que le Krésoxim-méthyl, non systémique
(Leroux, 2003b);

% la picoxystrobine a un spectre d’action est étendu. Elle est rapidement absorbée par la plante et

est aussi redistribuée sous forme de vapeurs auteur de celle-ci (Rocher, 2004).

Comme la plupart des inhibiteurs agissant sur la face externe du complexe II1, les strobilurines
causent des problémes de résistance et de ce fait ces molécules doivent étre utilisées en association
(Leroux, 2003 a).

2.1.2.2- Inhibiteurs de la biosynthése de stéroles membranaires (IBS) :

Quatre groupes principaux des fongicides inhibiteurs de la biosynthése des stérols (IBS)
peuvent étre distingués en fonction de leur site d’action : les inhibiteurs de la squaléne €poxidase

(famille des triazoles), la 14a-déméthylation des stérols appelés aussi IDM (famille des imidazoles),

14
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la 14a-réductase et de la A*—~A’ isomérase (famille des amines) et en fin la C-4 déméthylation
(famille des hydroxyanilides) (Elad et a/., 2004).

2.1.2.3- Inhibiteur de la synthése d’acides nucléiques :

Des phénylamides, comme le bénalaxyl et le méfénoxame inhibent I’action de la
polymérase . Ces fongicides sont actifs sur les Oomycota, mais ceux—ci développent des

résistances. Ces inhibiteurs sont donc préférentiellement utilisés en association (Rocher, 2004).
2.1.2.4- Inhibiteurs de la biosynthése de méthionine :

Le cyprodinil est une anilinopyrimidine (inhibiteur de la cystathionine B-lyase) qui est efficace
contre de nombreux champignons pathogenes. Cependant, des phénomeénes de résistance ont été

observés, notamment chez Borrytis (Fritz et al., 2003).
2.1.2.5- Inhibiteurs de la formation des microtubules :

Le carbendazime et le thiabendazole sont des benzimidazoles, fongicides a large spectre. Ils
n’affectent pas la germination des conidies mais inhibent 1’élongation du tube germinatif et la

croissance mycélienne a faibles concentrations (Rocher, 2004).
2.2-Classification selon la nature de matiére active :
2.2.1-Composés inorganiques :

¢ Le Soufre :

Le soufre agit contre les organismes pathogenes surtout par les vapeurs qui s’en dégagent

(Duval et Weill, 2007).

L’efficacité du soufre provient de son aptitude a se sublimer a proximité des organes ol se
trouve I’inoculum infectieux, d’ou I’importance de la nature du soufre utilisé, de la finesse des
particules, de la qualité de I’application et de la formulation. Son activité anticryptogamique, faible
en-dessous de 18°, optimum a 23-25°, peut s’accompagner de phytotoxicité au dela de 35° selon la

nature des formulations (Bernard, 2007).

%: Le Cuivre :
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Le cuivre, bien qu’il s’accumule dans le sol, demeure la substance de prévention par
excellence contre un grand nombre de maladies en agriculture biologique. Le cuivre a été découvert
et utilisé a ’origine sous forme de bouillie bordelaise. Les autres formes de cuivre comme
I’hydroxyde et 1’oxychlorure sont moins phytotoxiques et permettent de réduire considérablement
la quantité totale de cuivre appliquée a 1’hectare, ce qui retarde le moment d’une accumulation

excessive dans le sol (Duval et Weill, 2007).
2.2.2 -Fongicides organiques :

12 Organométalliques :

Les composés organométalliques sont phytotoxiques s’ils sont utilisés a hautes doses, et ne
sont pas par conséquent utilisés pendant la période de croissance ou alors en association avec des
dithiocarbamates. Des restrictions sur leurs utilisations sont appliquées pour des raisons
toxicologiques ou environnementales. Les composés organométalliques exercent leurs actions
fongicides comme inhibiteurs spécifiques de la respiration. Ces produits ne sont pas dangereux pour

les abeilles (Bosseur ef al., 2001).
13 Dithiocarbamates :

Le groupe des dithiocarbamates est le groupe des fongicides le plus largement utilisé. Iis ont
un spectre d’activité trés large et sont généralement bien tolérés par de nombreuses cultures. Ils ne
sont pas chers et sont efficaces, et fond partie des composés majeurs de programmes de
pulvérisation de protection de routine. Ils sont utilisés de plus en plus en association avec des
fongicides systémiques pour réduire le risque de résistances et pour augmenter l'activité des

composés systémiques (Bosseur ef al., 2001).
13 Trichlorométhylsulfénimides (Phtalimides) :

Quartes phtalimides majeurs ont été introduits entre 1952 et 1961. Le captan et le folpet sont
les plus importants, suivis par le captafol et le ditalimphos ; ils sont utilisés largement comme
fongicides protecteurs. Des restrictions d’utilisation ont été imposés dans certains pays, alors que

d’autres les ont totalement interdits.

La fongitoxicité de ces composés est non-spécifique probablement dii a I’inactivation

d’enzymes provoqués par le blocage des groupements sulthydriques (Bosseur ez a/., 2001).
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tr Dicarboximides :

Les dicarboximides comprennent [’iprodione, le procymidone, le vinclozoline, et le
metomeclan qui dérivent tous des N-3,5-dichlorophényls, dérivés des imides cycliques. Ils sont
utilisés pour lutter contre les maladies causées par des champignons du genre Sclerotinia,
Monilinia, et Botrytis. 1ls sont généralement considérés comme non-systémiques, fongicides
protecteur, mais on a pu mettre en évidence un transport systémique chez quelques plantes. Ils
partagent un mode d’action commun avec un probable effet primaire sur le noyau, mais ils ont aussi
un effet sur la membrane cytoplasmique et/ou la paroi. Des problémes de résistance sont survenus

sur de nombreuses cultures, notamment avec Botrytis spp (Bosseur et al., 2001).
3- Mode d’action des fongicides :

Les modalités de I’intoxication des champignons phytopathogénes par les fongicides sont

variées et complexes, mais on peut citer comme suite :
3.1- Les fongicides anti- énergies affectent les processus respiratoires :

Les fongicides qui perturbent la respiratoire cellulaire, agissent par réduction de la production
d’énergie sous forme d’ATP. En conséquence, ce sont de puissants inhibiteurs de la germination des

spores des champignons (ITCF, 2002).

Leur action sur le champignon est principalement due a une forte inhibition de la germination
des conidies. Les fongicides inhibiteurs de la respiration plus récents comme le fluazinam, les
strobilurines et les carboxamides agissent en bloquant le fonctionnement des mitochondries. Le
fluazinam exerce une action découplante de la phosphorylation oxydative au niveau des

mitochondries (Petit, 2008).
3.2-Les fongicides anti-glucides :

Les Dicarboximides possédent un spectre d’activité plus ou moins étendu incluant des
Ascomycétes et des Basidiomycétes. Elles affectent I’élongation des hyphes mycéliens et la
germination des spores. A fortes doses, ces divers fongicides présentent une action découplante au
niveau des mitochondries mais ce n’est pas leur site d’action primaire. Les phénylpyrroles
(fenpiclonil, fludioxonil) sont des analogues structuraux du pyrrolnitrine, une substance naturelle

antifongique produite par diverses bactéries du genre Pseudomonas.
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Leur mode d’action est probablement similaire & celui de dicarboximides et il peut y avoir
résistance croisée entre ces deux familles avec toutefois une exception chez Botrytis cinerea. En
effet, les souches de ce champignon résistantes aux dicarboximides trouvées dans la nature,

demeurent sensibles aux phénylpyrroles (ITCF, 2002).
3.3- Les fongicides anti-lipides (IBS):

Quatre groupes principaux des fongicides inhibiteurs de la biosynthése des stérols (IBS)
peuvent étre distingués en fonction de leur site d’action : les inhibiteurs de la squaléne époxidase
(famille des triazoles), la 14a-déméthylation des stérols appelés aussi IDM (famille des imidazoles),
la 140-réductase et de la A>—A” isomérase (famille des amines) et la C-4 déméthylation (famille
des hydroxyanilides) (Elad et al., 2004).

Ces différents fongicides ne suppriment pas la germination des conidies mais, a faibles
concentrations, ils inhibent 1’élongation des tubes germinatifs et la croissance mycélienne. De plus,
les tubes germinatifs produits sur des milieux avec ajout de ces fongicides sont déformés par des
renflements et leur cytosol présente une apparence granulaire. Le plus efficace est le fenhexamid.
Leur site d’action semble étre différent des autres fongicides anti-Botrytis car aucune résistance

croisée n’a été décelée avec les autres fongicides (Petit, 2008).

L’accumulation de plusieurs stérols dans le mycélium traité par le fenhexamid indique que ce

fongicide inhiberait la 3-céto réductase impliquée dans la C4-déméthylation (Debieu ef a/., 2001).
3.4- Les fongicides anti-acides nucléiques :

Le métalaxyl et I’oxadixyl sont des fongicides systémiques spécifiques des Oomycétes. Leur
site d’action primaire est la biosynthése de I’ARN et secondairement, ils peuvent affecter la
perméabilité des membranes cellulaires. La cible est PARN polymeérase responsable de la

biosynthése des ARN ribosomaux. La résistance a ces phénylamides est courante (ITCF, 2002).
3.5- Les fongicides anti-acides aminés et protéines :

Le pyriméthanil et le cyprodinil sont efficaces principalement vis-a-vis des Ascomycetes et
des Deutéromycetes. Parmi les maladies visées, pour le pyriméthaml, on peut citer la pourriture
grise sur diverses cultures et pour le cyprodinil, divers parasites des céréales dont ceux responsables
de I’oidium ou du piétin versent. Il présente également des activités sur d’autres Ascomycetes
inféodés au bié (ex : Septoria nodorum) ou a V' orge (ex: Pyreno-phorateres) (1TCF, 2002).
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Ces deux molécules ont un effet limité sur la germination des spores alors qu’elles inhibent
I’élongation des tubes et des hyphes mycéliens & des faibles concentrations. Cette fongitoxicité
pourrait étre liée & une inhibition de la biosynthése de certains acides aminés, dont la méthionine.
Par ailleurs, les anilinopyrimidines empéchent la sécrétion d’enzymes (ex : protéines, cellulases ...)

impliqués dans les processus d’infection des plantes hotes (ITCF, 2002).
3.6- Les fongicides anti-microtubules :

Les microtubules sont des composants majeurs du squelette dont les fonctions cellulaires sont
nombreuses. Ils interviennent lors des divisions nucléaires (et/ou cellulaires) sous forme du fuseau
achromatique, participent au transport des molécules et d’organites cellulaires, contribuent au

maintien de la forme des cellules et probablement a 1’élaboration des parois (ITCF, 2002).

Il existe deux grandes familles des fongicides anti-microtubules : les benzimidazoles et les
phénylcarbamates. Les fongicides de la famille des benzimidazoles, tels que le bénomyl et le
carbendazime n’affectent pas la germination des conidies mais inhibent 1’¢longation du tube
germinatif et la croissance mycélienne a faibles concentrations. Le diéthofencarbe, qui appartient
aux phénylcarbamates, a effet anti-fongiques résultent de I’inhibition de 1’assemblage
microtubulaire due a la fixation des fongicides sur la tubuline, composant majeur des microtubules

(Petit, 2008).

L’emploi de ces composés anti-microtubules a rapidement provoqué I’apparition de

phénomeéne de résistance ou les traitements étaient intensifs (Petit, 2008).
3.7- Les fongicides inducteurs de résistance des plantes aux parasites :

Lorsqu’une plante subit une attaque parasitaire, elle réagit en mettant en place plusieurs
barriéres pour limiter la progression de ’agent pathogéne. Tout d’abord, la cellule hote infectée
peut mourir (réaction d’hypersensibilité). Puis dans les cellules voisines du site d’infection, des
molécules antifongiques comme les phytoalexines ou des protéines de défense PR-protéines
(Pathogenesis-related proteins) sont synthétisées. Celles-ci contribuent & une résistance locale de la

plante hote ou LAR (local acquired résistance) (Leroux, 2003b).

Le fosétyl-Al et son métabolite: 1’acide phosphoreux (ou acide phosphonique)
sont des fongicides tout a fait particuliers. Tout d’abord, ce sont actuellement les seuls fongicides

systémiques susceptibles de migrer dans le xyléme.
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Leur seconde particularité tient au fait que leur activité au champ est généralement associée & une
réaction de défense des plantes hotes. En fait, ces produits entrainent un stress chez le champignon,
qui ne serait donc pas tué mais qui émettrait des substances (€éliciteurs) induisant des réactions de
défense de la plante (ITCF, 2002).

L’intervention des réactions de défense de la plante résulterait non pas d’une stimulation de la
production d’éliciteurs mais plutdt de I’inhibition de celle de suppresseurs fongiques. Parmi les
effets observés, il y a notamment la compétition phosphonate/phosphate au niveau des membranes

cytoplasmiques et la diminution des teneurs en ATP (Leroux, 2003b).
3.8-Les fongicides dont le site d’action primaire n’est pas connu :

Le cymoxanil qui appartient aux cyanooximes,est principalement actif sur des
Péronosporales attaquant le feuillage des plantes il est actif sur les Phytophtora du sol. Les études
conduites sur P. infestans et sur un isolat de B.cinerea tres sensible au cymoxanil n’ont pas permis
de détermines le site d’action primaire de ce fongicide. Les inhibiteurs observés au niveau de la
biosynthése des acides nucléiques (ADN et ARN) sont-considérées comme des effets secondaires
(Lepoivre, 2007).

Le quinoxyfen qui appartient a la famille des phénoxyquinoléines est un fongicide spécifique
des oidiums, particuliérement persistant et utilisé a un stade précoce. 1l a été montré récemment que
le quinoxyfen induisait 1’accumulation d’une protéine activatrice de GTPase et par voie de

conséquence inactivait des protéines G (sous la forme GDP-protéine G) (Lepoivre, 2007).
4- Les avantages et les inconvénients de la lutte chimique :

4.1- Avantages :

Y% Grice aux pesticides, I’'Homme a pu maitriser ses cultures vivricres, s’échapper & 1’enva-
hissement de nombreux parasites.

% Les pesticides permettent d’accroitre les rendements des cultures vivricres et céréalieres, et
donc de limiter le recours a la déforestation pour trouver des nouvelles terres agricoles et
ainsi de prévenir des grandes famines qui ont jalonné I’histoire.

% L’utilisation des pesticides permet d’empécher la diffusion de certaines maladies, comme le
mildiou, transmises par des champignons parasites (Ministere de I’ Agriculture ,2011).

Y% Protéger les végétaux ou les produits végétaux contre tous les organismes nuisibles ou a

prévenir leur action.
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deux pastilles gélosées (6 mm de diametre), 1’une portant le Pythium sp pure. et ’autre Fusarium
oxysporum pure. Les deux pastilles sont placées suivant un axe diamétral a 3 cm et a équidistance

du centre de la boite (Figure 05) ; les repiquages sont effectués en méme temps.

L’incubation est réalisée a 25°C pendant six jours. Des notations concernant I’inhibition de la
croissance diamétrale des colonies du Fusarium oxysporum et leur envahissement par le mycélium

du Pythium sp. sont effectuées chaque jour jusqu'a le sixieme jour.

Le témoin est constitué par un repiquage du pathogene seul (Fusarium oxysporum) au centre

de la boite de pétri qui contient le PDA.

Figure 05: Confrontation directe du Pythium sp.et du Fusarium oxysporum sur milieu PDA.
% Activité antagoniste du Pythium sp. vis-a-vis de Trichothecium roseum :
On a réalisé le méme protocole de travail avec la souche de Trichothecium roseum.
2.2- Activité antagoniste de Trichoderma viride :
Y Activité antagoniste de Trichoderma viride vis-a-vis de Fusarium oxysporum :

Le test de confrontation entre 7. viride et la souche de Fusarium oxysporum a été réalisé dans
des boites de pétri contenant un milieu de culture gélosé a base de bouillon de pomme de terre
(PDA), deux disques mycéliens de Smm de diametre (de chacun des isolats testés pathogene et

antagoniste), sont placés de fagon diamétralement opposée sur le milieu de culture (Figure 06).

L’incubation est réalisée a 25°C pendant six jours. Des notations concernant 1’inhibition de la
croissance diamétrale des colonies du Fusarium oxysporum et leur envahissement par le mycélium

du Pythium sp. sont effectuées chaque jour jusqu'a le sixieme jour.
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Le témoin est constitué par un repiquage du pathogene seul (Fusarium oxysporum) au centre

de la boite de pétri qui contient le PDA.

Figure 06: Confrontation équidistante du Trichoderma viride et du Fusarium oxysporum par

contact direct sur milieu PDA.
¥ Activité antagoniste de Trichoderma viride vis-a-vis Trichothecium roseum :
On a réalisé le méme protocole de travail avec la souche de T. viride et Trichothecium roseum.

L’évaluation de I’inhibition exercée par 1’agent antagoniste (pythium sp ou Trichoderma
viride) est estimée par le calcul du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne selon la

formule suivante (Hmouni et al., 1996) :

Ou:
I(%) : est pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne.
Cn : est le diamétre moyen des colonies en présence de 1’antagoniste.

Co :le diamétre moyen des colonies témoins.
2-3- Test fongicide- pathogeéne :

Les choix des concentrations est effectué sur la base d’essais préliminaires et des travaux de

certains auteurs (Besri et Diatt, 1985, Hseiang et chastagner, 1991; Wang et al., 1986).
v¢ Test fongicide- Fusarium oxysporum :

Le test est réalisé selon la méthode de Wang et al., (1986). Les fongicides mis en suspension
dans I’eau distillé stérile est dilué jusqu'a obtention des concentrations désirées (3000, 300, 30, 3

ppm) sont mis sur disque de papier watman stérile de 5mm de diametre avec une charge de 1ml par
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disque, préalablement déposés sur milieu PDA dans des boites de pétri 4 des distances définies de la
souche de moisissure pathogene (Fusarium oxysporum) qui ensemencée par disque gélose au centre

des boites (Figure 07). Les boites sont incubées a une température de 25° C pendant six jours.

Le témoin se fait avec un milieu PDA ne contient pas les disques imbibé par le fongicide, et

contient seulement la souche pathogéne.

Figure 07 : Teste d’antagonisme par I’effet des disques imbibés

Avec :
1- disque de papier watman stérile imbib€ par le fongicide.

2- la souche de moisissure pathogéne (Fusarium oxysporum).
% Test fongicide - Trichothecium roseum :

Le méme protocole a été réalisé avec la souche de Trichothecium roseum.
Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne pour chaque concentration est calculé

selon la formule suivante (Wang et al., 1986) :

Ou:
I(%) : est pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne.
A : le diameétre moyen des colonies témoins.
B : est le diamétre moyen des colonies en présence de 1’antagoniste.
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Donc a I’aide des résultats obtenus du témoin, on peut dire que Trichothecium roseum a eu
une vitesse de croissance relativement importante, atteignant son maximum de croissance au bout
de 6 jours d’incubation. Mais a la présence d’agent antagoniste (Pythium sp.) en remarque que cette

vitesse est vraiment diminué avec un pourcentage d’inhibition = 40.57%.

Les résultats obtenus montrent que le Pythium sp. réduit significativement la croissance
mycélien du Fusarium oxysporum et de Trichothecium roseum ; et que la sensibilité de Fusarium
oxysporum & V’effet inhibiteur du Pythium sp. et plus grande que la sensibilité du Trichothecium

roseum.

La vitesse d’inhibition du Pythium sp. est trés grand par rapport aux autres genres de
champignons ; comme c’était prouvé par les travaux de Daami-Remadi et El Mahjoub (2001) ; qui
on testé Trichoderma harzianum comme agent de lutte biologique contre quelque espéce de
Fusarium ; ils ont trouvé qu’il y’a un effet inhibiteur mais avec une vitesse long, par rapport a la

vitesse de croissance du Pythium sp.

D’aprés Le Floch et al., (2006) Pythium peut entrer en compétition pour 1’espace et les

nutriments avec la flore endogéne.
2- Activité antagoniste de Trichoderma viride

% Confrontation directe sur milieu de culture entre Trichoderma viride et Fusarium

oxysporum :

L’étude de la croissance mycélienne des colonies de Fusarium oxysporum confrontées par la
souche de Trichoderma viride montre une réduction importante de la croissance par rapport au

témoin (Figure 12).

Le repiquage simultané de Trichoderma viride avec Fusarium oxysporum a montré une
croissance plus rapide de 7. viride que lisolat de Fusarium oxysporum. Au bout de 3 jours
d’incubation, la boite est presque totalement envahie par 7. viride, alors que le Fusarium
oxysporum n’occupe que 23.5 mm de diamétre. La croissance du Fusarium oxysporum est stoppée
au cours du quatriéme jour, et un taux de croissance faible par rapport a Trichoderma viride, ce

qui correspond 4 une inhibition de la croissance mycélienne supérieure a 63 7 (Fig 12, 13) (Tab 04).
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Les différents chercheurs ont rapport l’activit¢ antagoniste de différents isolats de
Trichoderma contre les mycétes phytopathogénes tel que R. solani, Fusarium oxysporum et

Sclerotium rolfsii (Eslaminejad Parizi et al., 2012).

Cundom et «/. (2000) ont observé I’envahissement de la colonie du pathogéne par
Trichoderma harzianum, en réalisant une compétition in vitro entre cet antagoniste ef Sclerotina
sclerotium, aussi Benhamou et Chet 1997 ont réalisé une confrontation directe entre Trichoderma

harziunum et un champignon tellurique Fusarium oxysporum sur un milieu de culture (PDA).

Au méme sens, Les tests de confrontation directe réalisés in vitro, entre les isolats de
Trichoderma sp, et de Phytophthora palmivora mettent en évidence une action inhibitrice de

Trichoderma sur P. palmivora en culture mixte (Bendahmane et al., année).

Apres trois jours de confrontation, 1’inhibition de la vitesse devient trés forte et la croissance
de P. palmivora devient pratiquement nulle. La capacité de Trichoderma a bloquer la croissance

mycélienne de P. palmivora révele (Bendahmane, année).

Au bout de six jours la colonie de Trichoderma viride recouvre complétement les colonies de
ces parasites sur lesquelles elle sporule, Trichoderma viride a montré un pouvoir antagoniste ; qui
est la capacité d’arréter a distance le développement du pathogéne Trichoderma sp2, Verticillium sp
(Bouziane et al., 2011).

Par ailleurs Pates et al., (1999) ont constaté que la souche de Trichoderma viride a une activité
importante de secréter des enzymes a fin d’attaquer ou supprimer les mycotoxines

synthétisé par les phytopathogenes.
3- Résultats du Test fongicide-agent pathogéne
Y¢ Fongicide-Fusarium oxysporum :

La réduction de la croissance mycélienne est faible & moyenne pour les différentes
concentrations du fongicide (Fig 18,19), (Tab 06). Les pourcentages d’inhibition variant entre
(16.40 et 64.95)7. .

Au bout du 4™ d’incubation la croissance mycélienne de la souche traitée par 3000 ppm et

300 ppm stoppée avec diamétre moyen correspond a 18.5 et 27 mm, alors que 1’inhibition apparait
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La concentration nécessaire pour inhiber 50/ de la croissance mycélienne du Fusarium

oxysporum est la concentration 300 ppm du fongicide utilisée (Tableau 06).

Le témoin du Fusarium oxysporum cultivé seul occupe une surface de 79 mm de diamétre

au bout de 6 jours d’incubation (Figure 18).

Figure 19 : Diamétre moyen des colonies (en mm) de Fusarium oxysporum traités par le fongicide

(déférentes concentrations) et taux d’inhibition apres 06 jours d’incubation.
% Fongicide- Trichothecium roseum:

L’activité du Diféconazole sur la croissance mycélienne du 7richothecium roseum est montrée

dans le Tableau 07 et les Figures 20 et 21.

Le pourcentage d’inhibition de fongicide est faible & moyen comprise entre 30.86 et 60.347, la

croissance mycélienne arrétée au 5°° jour d’incubation pour toutes les concentrations du
difénoconazole utilisé (Tab 07). La concentration nécessaire pour inhiber 507 de croissance

mycélienne est de 3000 ppm.

Le témoin cultivé seul occupe une surface moyenne de 72 mm apres 6 jours d’incubation a

25° C (Fig 20).
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Conclusion

Notre travail est constitué de deux parties: lutte biologique et lutte chimique. La
premiére partie est I’étude de I’effet fongique in vitro des champignons antagoniste peuvent
étre utilisé en lutte biologique (Pythium sp et Trichoderma viride) contre deux champignons
pathogeénes du plantes (Fusarium oxysporum et Trichothecium roseum).

Quand I’un de ces deux pathogeénes est confronté d’une fagon directe sur milieu de
culture ; d’un coté avec Pythium sp, nous avons remarqué un arrét du mycélium et la
formation d’une zone d’inhibition impliquant la sécrétion des substances antibiotiques
diffusant dans le milieu de culture. On montre aussi que ’efficacité de pythium sp est
remarquable sur la souche de Fusarium oxysporum avec pourcentage d’inhibition plus de 467/
alors que leurs pourcentage d’inhibition vis-a-vis de Trichothecium roseum est inferieur par
rapport au Fusarium oxysporum (407.).

D’autre coté avec Trichoderma viride, le test est révelé 'activité vis-a-vis les deux
pathogénes par I’inhibition de ses croissances mycéliennes. Le pourcentage d’inhibition qui
observé sur les deux isolats fongiques est presque le méme (Fusarium oxysporum : 63,837 ;
Trichothecium roseum : 63,157.).

La deuxiéme partie, est I’effet in vitro de difénoconazole (lutte chimique) contre les deux
isolats fongiques qui est varié selon la concentration et la sensibilité des agents pathogénes et
aussi Defficacité du fongicide. La concentration inhibitrice de 507 de la croissance
mycélienne obtenu est 3000 ppm pour Trichothecium roseum et 300 ppm pour Fusarium
oxysporum donc ce dernier est plus sensible que la souche de 7richothecium roseum.

D’aprés nos travail in vitro de L’étude comparative entre [’efficacité de la lutte
biologique ou I’utilisation de deux champignons antagonistes (pythium sp et Trichoderma
viride) et la lutte chimique par le difénoconazole, on peut dire que les deux méthodes de lutte
possédent une grande efficacité d’inhibition de la croissance mycélienne des souches
pathogenes (Fusarium oxysporum et Trichothecium roseum).

Mais ce travail manque d’une autre partie fait in vivo pour déterminer la comparaison
réelle entre les deux proches de lutte ce qui présente les inconvénients de chaque méthode tel
que :

% La capacité d’adaptation avec les conditions biotiques et abiotiques pour les agents de
lutte biologique.
Y Et les effets secondaires sur I’environnement (résistance, persistance et la toxicité) pour

la lutte chimique.



Perspective :

La réalisation de ce mini projet a permis d’enrichir nos connaissances en lutte
biologique et lutte chimique; et nous pouvons nous permettre de fixer ces points comme
perspectives :

¥ L’application des tests in vitro accomplir par des tests in vivo.

¥¢ L’élargissement de la gamme des especes étudiés afin d’approfondir les résultats et pour
arriver a comprendre bien les interactions entre les especes.

% Etudier les effets secondaires de la lutte chimique sur I’environnement et la santé
humaine surtout.

% L’application des tests in vivo ; avec des conditions et des paramétres de développement
qui se s’différent qu’in vitro.

¥ Fait une vraie comparaison entre les deux méthodes soumis a des conditions réelles.
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Y exercer une action sur les processus vitaux des végétaux, pour autant qu’il ne s’agisse pas des
substances nutritives.

Y assurer la conservation des produits végétaux, pour autant que les substances ou produits ne
fassent pas 1’objet de dispositions particuliéres du conseil ou de la commission concernant les

agents conservateurs.
% détruire les indésirables.
Y détruire les parties de végétaux, freiner ou prévenir une croissance indésirable des végétaux
(Cahet et al., 2005).
4.2- Inconvénients :

% De nombreux pesticides sont toxiques, donc dangereux pour la santé humaine
(malformations congénitales ; cancers ; troubles neurologiques, de la fertilité¢ et du systéme
immunitaire).

% Les pesticides ont un impact négatif sur les écosystémes (pollution des eaux,
empoisonnement d’abeilles, d’oiseaux ou de vers de terre...).

% Les pesticides pourraient &tre responsables d’anomalies génétiques et participeraient a la
progression réguliére des cas d’allergie du fait du surdosage quand les parasites sont plus
résistants.

¥¢ Nombreux de ces produits phytosanitaires sont toxiques a 1’égard des organismes vivants, il
s’ensuit qu’un produit chimique qui tue une mouche risque aussi de tuer un chien.

% L’emploi répétitif d’un méme produit et parfois malavisé des pesticides donne naissance a
de insectes, de maladies des plantes, de mauvaises herbes et de rongeurs résistants a certains
de ces produits.

% les nappes d’eau souterraines, les lacs et les riviéres risquent d’étre contaminés par les
pesticides stables qui s’accumulent dans le sol.

¥ la bio-accumulation peut parfois s’accroitre de fagon a affecter les oiseaux et les poissons
(Ministére de 1’ Agriculture ,2011).
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Theéme : L’étude comparative entre Ieffet inhibiteur des agents de lutte biologique et un

Jfongicide sur la croissance mycélienne de quelques champignons.

Résumé:

La lutte contre Les maladies cryptogamiques se fait par deux méthodes, d’un coté la lutte
biologique, cette étude a montré ’effet nettement antagoniste des deux souches de Pythium sp et
Trichoderma viride sur les deux isolats fongiques Fusarium oxysporum et Trichothecium roseum.
En effet, les essais de confrontation d’une fagon directe sur milieu de culture ont révélé un taux d’inhibiti
on remarquable (supérieur 4 45%) sur la croissance mycélienne du pathogéne. S’il y’a contact
entre F.oxysporumT. roseum et les colonies de Pythium sp., Trichoderma viride qui envahissent celles du
pathogeénes. D’autre coté la lutte chimique (utilisation de fongicide difénoconazole), la concentration
inhibitrice de 50% de la croissance mycélienne est varie selon la sensibilité la résistance de 1’agent
pathogéne qui se conserne de 7. roseum est 3000 ppm par rapport au F. oxysporum qu’est 300 ppm.

Mots-clés : Pythium sp. Trichoderma viride, antagonisme, comparaison, difénoconazole.

Abstract :
The fight counters the cryptogamic diseases is done by two methods, of vyith dimensions biological

fight, this study showed the definitely antagonistic effect of the two stocks of Pythium sp. and
Trichoderma verdani on the two fungic isolates Fusarium oxysporum and Trichothecium roseum. Indeed,
the tests of confrontation in a direct way on culture medium revealed a remarkable rate of inhibition
(higher than 45%) on the mycelial growth of the pathogenic one. If it y' has contact between F.
oxysporumm, T. roseum and the colonies of Pythium sp., Trichoderma verdant which invade those of the
pathogenic ones. From other with dimensions the chemical fight (use of fungicide difénoconazole), the
inhibiting concentration of 50% of the mycelial growth east varies according to the sensitivity resistance
of the pathogenic agent which conserne of T, roseum is 3000 ppm compared to the F oxysporum which is
300ppm.

Key words: Pythium sp. Trichoderma verdant, antagonism, comparison, difénoconazole

il
SVCTE SR RN e 2 LU

s Trichoderma viride  Pythitm sp\r < o) or ine ) slad) S 7 5oy Gsd il 018 0 G g gl 3380 1Y f
F. oxysporum et Trichothecium ows & cdolald saor Jo5 1o Lidamy JI6 Jany 3 30N O O J\E co ob 0 g 50
Trichoderma viride 5 Pythium sp stadl Juley o il oyl opls 330 e idlly (W45 s 15Ty roseum
¢ ool el adt poil) 328l %050 58 5 2 (difénoconazole a kil il Jlaast Gy b e ) 2L SH a8l 1 LG
s T roseum 3wy 050 e e 5o 3000 s Lo llad oo o all bl aagling delom o= Cilef il oy
F. oxysporum _J3a.db ol s e 300

.difénoconazole « & « stade Pythium sp. Trichoderma viride: &>it WS




