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Résumé

Notre étude vise a évaluer I'impact de Trichoderma atroviride sur différents parametres
liés a la résistance de la plante au pathogene Fusarium culmorum. Les résultats obtenus ont
montré une variabilité dans 1'efficacité de la protection par 1’agent antagoniste Trichoderma
selon les variétés de blé testées, ou le taux de réduction de la maladie le plus élevée (56%) a été
observé chez la variété Waha. De plus, nous avons noté des changements physiologiques
spécifiques selon les varietés, avec les variétés Ain Abid et Waha présentant des taux plus
¢levés de poids frais, poids sec, taux d’émergence et taux de chlorophylle chez les plants co-
inoculés par rapport a ceux inoculés uniquement par le pathogéne. Nous avons étudié I'effet de
I’agent antagoniste sur différents parameétres biochimiques liés a la résistance des plantes, tels
que les activités des enzymes antioxydantes (peroxydase et catalase), le contenu phénolique et
protéique des trois variétés de blé, ainsi que le dosage du peroxyde d'hydrogene (H202). Nos
résultats ont montré que l'application de T. atroviride a induit des niveaux systémiques plus
élevés de ces facteurs. En particulier, la variété Waha qui a enregistré les niveaux d'induction
les plus éleves, suivie par la variété Ain Abid, lorsque les plants de blé ont été co-inoculés a la
fois par Tal3 et Fusarium culmorum, par rapport a ceux inoculés uniquement par le pathogene.
Par ailleurs, les niveaux les plus bas de ces facteurs ont été observés chez la variété Vitron.
Nous avons noté une forte accumulation de phénols dans les parties basales des plants de la
variété Waha, avec une augmentation allant jusqu'a 1400% chez les plants co-inoculés par
rapport a ceux inoculés uniquement par le pathogéne. De plus, la variété Waha a montré la plus
grande augmentation de l'activité de la peroxydase dans les tissus foliaires, atteignant jusqu'a
282% par rapport au témoin. Le contenu protéique des collets des plants de la variété Waha co-
traités avec Ta.13 et F. culmorum a également été augmenté de 66%. Par ailleurs, les plus fortes
augmentations de I'activité catalase ont été observées dans les parties basales et les feuilles de
la variété Ain Abid co-inoculée avec Ta.13 et F. culmorum, avec des taux d’augmentations
respectives de 641% et 788% par rapport aux plants inoculés seulement par le pathogene. Tal3
a réduit le niveau de peroxyde d’hydrogene chez les plants co-inoculés des variétés marquées

comme tolérantes.

Les mots clés : Trichoderma atroviride ; Fusarium culmorum ; protection des plantes,
induction de la croissance des plantes, protéines totales ; phénols ; peroxydase ; catalase,

peroxyde d'hydrogene (H205).



Abstract

Our study aimed to evaluate the impact of Trichoderma atroviride on various
parameters related to plant resistance to the pathogenFusarium culmorum. The results showed
variability in the protective efficiency of Trichoderma depending on the tested wheat varieties,
notably with the highest disease reduction (56%) observed in the Waha variety. Furthermore,
we noted specific physiological changes depending on the varieties, with the Ain Abid and
Waha varieties showing higher rates of fresh weight, dry weight, germination rate, and
chlorophyll content in plants co-inoculated compared to those inoculated only with the
pathogen. We studied the effect of the antagonist on different biochemical parameters related
to plant resistance, such as the activities of antioxidant enzymes (peroxidase and catalase),
phenolic and protein content of three wheat varieties, as well as hydrogen peroxide (H203)
levels. Our results showed that the application of T. atroviride induced higher systemic levels
of these factors. In particular, the Waha variety recorded the highest induction levels, followed
by Ain Abid, when plants were co-inoculated with both Ta.13 and F. culmorum, compared to
those inoculated only with the pathogen. Additionally, the lowest levels of these factors were
observed in the Vitron variety. We noted a strong accumulation of phenols in the basal parts of
Waha variety plants, with an increase of up to 1400% in plants co-inoculated compared to those
inoculated only with the pathogen. Furthermore, the Waha variety showed the biggest increase
in peroxidase activity in leaf tissues, reaching up to 282% of the control. The protein content in
the collars of Waha variety plants also increased by 66% when co-treated with Ta.13 and F.
culmorum. Furthermore, the strongest increases in catalase activity were observed in the basal
parts and leaves of the Ain Abid variety when co-inoculated with Ta.13 and F. culmorum, with
respective increases of 641% and 788% compared to plants inoculated only with the
pathogen.Tal3 reduced the level of hydrogen peroxide in co-inoculated plants of varieties

marked as tolerant.

Keywords: Trichoderma atroviride; Fusarium culmorum; plant protection, plant growth

promotion, ptotal proteins; phenols; peroxidase; catalase, Hydrogen Peroxide (H20>).



aile
laill G gliay dileiad) ulaall Cilise e Trichoderma atroviride shé il anss ) a5 Chags
3 _yiiaall CiliaY) cauaTrichoderma abes selS & Gyl bl < yekal Fusarium culmorumosa sl ol
s LhaY @lly e 3590e(%56) Waha, <iiall disiba ) (o all Galissl & oY) 4l il o
0ol z ol (sl (e Slef e¥ana Waha s Ain Abid cilial < jelal G ¢ aill Caia S gal dia o gauid
2 e ) s b el hadll (gl Capenny Asllaall LA 3 g oIS (5 gine s V) Jne s sl
bl A gl Aslatia Aalida Ailies gy yulae o dliaall pladll s Ui o Jadh a jell Cuaay asllaadl i) el
B 8 o5 5 phenols s sise s «(Catalase, Peroxydase ) s:uS3U saliaall ciley 1Y) ddadil Jia ¢ yiasall
T o aalledl of Lailis cnell (Ho02). cmssonedl anSsom 5855 G Alayl el o il
Gl sine el Waha il das (e sadl) aay o Jal sall 03gd lef @il sive 3345 8 cudatroviride
aaladl) &l 25 5lae <Fusarium culmorum 5T Ta.13 o asdledl cliill apily ¢ Ain Abid Ll ¢ jaéasl)
U@ LS blaaY  Vitron.caiall & Jalsal) sda il gie (ol cidaa ) el o 5 Ole Jaid i jall Cannnay
45 Jl8a (p kil aallaall LAl 2 %1400 ) Jusi 3345 ae ¢ Wahaiial) il Lae @) o) 329 3 ey gl
1Y) Al b 5lanS s ) s sl S| Waha chiall jedal dliay) g s (i jall Caney 4alleal) el
oo Leiallas die 9466 Ay Waha ciial) bl Lae @) ol 301 3 0 sl (6 sine adi)) LS 694282 4y
Caial 3l sY1 s Apae Wl ol 3l & HVEISH Lalis b claly ) el cadaa gl el e s e F. culmorum. sTa.13
bl 45 )lee M sl e 96788 5 %641 (Al Jai il 3 <F, culmorum s Ta.13 a« Ldallas 2ie Aiin Abid
e aals g shadlly aadleall LAl ol o 5 )2el) 20 s s (apiady TA13 Cald Cansally Jadd Al 5 jaall
o2 el A e 4 glie Cilas

il gyl ecilill gai 3 3a5 cciliill Alea Trichoderma atroviride,Fusarium culmorum ;duabidall cilal<t)



LISTE DES ABREVIATIONS

APX: I'ascorbate peroxydase

CWODEs: Cell Wall Degrading Enzymes

DAB: 3,3'-Diaminobenzidine

DON: Désoxynivalénol

CAT:catalase

ETI:The effector triggered immunity

ETS:Effector triggered susceptibility

GSTs: Glutathion-S-transferases

HCN: Hydrogen cyanide synthesis

J.-C: Jésus-Christ.

ISR:Induced Systemic Resistance

ONS: Office National des Statistiques

OAIC: Office Algérien Interprofessionnel des Ceréales
PAMPs: Pathogen-Associated Molecular Patterns
PDA: Potato Dextrose Agar

PGPR:Plant Growth-Promoting Rhizobacteria

PGPF: Plant Growth-Promoting Fungi

PRRs: Pattern Recognition Receptors

POX: peroxidase

ROS: Reactive Oxygen Species

RT-PCR: Reverse transcription polymerase chain reaction
SAR: Systemic Acquired Resistance

SAU: la Superficie Agricole Utile.

SOD: Superoxyde dismutase

SPAD: Soil Plant Analysis Development

USDA: United States Department of Agriculture

Vi



LISTE DES FIGURES

Figure 1.Cycle de développement du blé.............ooooiiiiiiiiiii e, 5
Figure 2.Symptdmes de la pourriture du collet surle blé...................oooiiiiiiiint.. 10

Figure 3. Les espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) a faibles concentrations (H20> et Op,
O+—2, OHe") et leurs rdles dans la signalisation suite & une exposition de la plante a un

R ST 19

Figure 4.Les systémes de production et de nettoyage des ROS dans la plante lors d’une
attagque PathogeNIQUE. ... ..o 22

Figure 5. Modele en zig-zag illustrant la coévolution des mécanismes de défense des

plantes et d’attaque des agents pathogenes. .........c.ovviiiiiiiiiiiiiii e, 25

Figure 6.Echelle de notation des symptémes de la pourriture du collet chez le blé.

Figure 7.Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le taux d’émergence des
trois variétés de blé inoculées avec Fusarium culmorum comparée aux témoins non

11010101 01 1< ST 42

Figure 8. Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur Le taux d’émergence des

graines de blé des variétés inoculées par le pathogéne par rapport au témoin inoculé........ 43

Figure 9.Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le taux de chlorophylle des

trois variétés sous différents traitements, par rapport aux témoins non inoculés..........,,,,,,,45

Figure 10.Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le taux de chlorophylle des

trois variétés co-inoculées par rapport aux témoins inoculés par le pathogene seul......45

Figure 11.Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le poids frais : taux de
variation du poids frais total des plants du blé (feuille, tige et racine) des trois variétés de blé

sous différents traitements par rapport aux témoins non iNOCulés............................... 46

Figure 12.Evaluation de I’effet de 1’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le poids sec : taux de
variation du poids sec total des plants du blé (feuille, tige et racine) des trois variétés de blé

sous différents traitements par rapport aux témoins non inoculés.......................cce.... 46

Vil



Figure 13. Evaluation de I’effet de 1’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le poids sec des trois

variétés du blé co-inoculées, par rapport aux plants inoculés par le pathogene seul.......... 47

Figure 14.Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le taux d’humidité (H%)
et de la matiere séche des trois variétés du blé sous différents traitements par rapport au

tEMOIN NON TNOCULE (T). .. v e e e 49

Figure 15.Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur la surface foliaire des
trois variétés inoculées sous différents traitements par le pathogene par rapport aux témoins

NON INOCUIBS. . ... e e e, 50

Figure 16. Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 de T. atroviride sur la surface foliaire des

trois variétés inoculées par le pathogéne par rapport aux plants inoculés par le pathogéne

Figure 17. Evaluation de ’effet de T. atroviride (Ta.13) sur lI'induction des protéines totales
(a) et des polyphénols (b) dans les feuilles et les parties basales des variétés de bl¢ a I’égarde

F. culmorum............ 52

Figure 18. Evaluation de I’effet de T. atroviride sur I'induction de I'activité de peroxydase
(@) et de la catalase (b) dans les feuilles et dans les parties basales des variétés de blé contre

F UM UM . e 66

Figure 19. La coloration par le DAB qui montre les différents degrés d‘accumulation de

H202 dans les feuilles de blé des trois Vari€tes. .......ooune e e, 74

Figure 20. Variation du taux de peroxyde d’hydrogéne sous I’effet de I’isolat Ta.13 de T.

atroviride dans les feuilles et les parties basales des variétésdeblé............................ 76

Figure 21.La relation entre le taux du peroxyde d’hydrogéne et I’activité de 1’enzyme de

péroxydase chez lestroisvarietes de DIé...... ... 82

Figure 22.La relation entre le taux du peroxyde d’hydrogéne et I’activité de 1’enzyme de
cataase chez les trois variétés de
Dl e e OO

Figure 23. Les corrélations entre le taux de peroxyde d’hydrogéne dans les feuilles et

I’indice de la maladie chez les trois Variétés du blé. ..o 83

Vi



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1. Indice et pourcentage de réduction de la maladie chez les variétés de blé

témoins



Table des matieres

DT [ o7 o= S SUOS SRR I
REIMEICIBIMENTS ...ttt b et e et a st e st e s bt e abeebeesbeanbeeseeaseeaneenteas I
RESUME ..ottt b ettt h e b e e bt e eb e et e e st e e Rt e e bt e e beeebe e bt e beenbeeneeareenne e i
ADSTFACT ... ettt b e rb et e reeanes v
OSSR \Y
LiSte deS @DIEVIALIONS ... ...ttt e e e e VI
I (0 (TSl 1o U= PRSPPI VIl
LiSte deS tADIBAUX .......eeiieie e e r e IX
INErOAUCTION GENETAIE.......cciii it e et e e e e e teearaeenraeenrees 1
Chapitre I. Synthese bibliographiqUe...........cccuveiii i 4

1. Pathosystemeblé—F. cumlorum

00 O I o] - DSOS PRURPPPRPRPRIS 4
1.1.1  Classification €t NISTOMQUE .......cuveiiieiieecie e 4
1.1.2  Lecycle de croissanCce du DIE ...........coovvoiieiiie i 4
1.1.3  Importance économique du DIE...........ccoiiiiiiie e 5

IR TR I - T o 1= 0T T o[RS 5
IR T 1A [0 1< T TSSO 6
1.1.4 Etat phytosanitaire du blé en AIQEFIE..........coiiiiieeiii e 6

1.2 Apercu sur la pourriture du COBL ........ocviiiiiiiie e 8
1.2.1 Distribution de la maladie et des agents pathogénes responsables...........c..c.cccccueenne.. 8
1.22  Taxonomie de F. CUIMOTUM ......ccoiiiiiiiiciie s 9
1.23 Développement de la maladie et symptomatologie .........cccovviieiiieiiiieie e, 9

1.24 Les facteurs de pathogenése chez les agents pathogénes associés a la pourriture du

COMIBE R 10
1.2.4.1 Les enzymes dégradant la paroi cellulaire (CWDES)............ccovviiiiiiiiiiinninnnn, 10
1.2.4.2 LS MY COMOXINES. ... v ittt et 11

1.25 Effet de la maladie sur 1’état physiologique et biochimique de la plante ................. 11
1.2.5.1 Effet sur la translocation de I’eau et des éléments nutritifs............ccocveviereeneeciennnnns 11
1.2.5.2 Effet sur la photosyntheése et la translocation des nutriments résultants........................ 11
1.2.5.3 Effet SUr 12 FESPITATION........ciiiitiieeiietiet et e 12

1.2.6  LeSMOYENS A IULE.......eeiieeiie et 12



1.2.6.1 Les pratiques CUITUIAIES .........coviiecece e 12

1.2.6.2 La IUttE ChIMIQUE ©.ovveeveieceiee ettt e r e st st sbaene s sreens 13
1.2.6.3 La lUtte DIOIOZIQUE. ...c.veueeeieeicieeieieiieicetieeie e 13
1.2.6.4 Utilisation des variétés tolerantes ..........c.evvriiiriitii ittt i eieeeeennen, 14
1.2.6.5 La Tutte iNtE@Iee. .....vneieet ettt e e 15

1.2.7 Mécanismes de défense de la plante a la pourriture du collet .........c..cccoevvviieinnns 15
1.2.7.1 Les mécanismes de défenses Constitutives (PasSIVES)........ccvcvererreerieiienesreereevessesnene 15
1.2.7.1.1 Les barrieres StruCtUIAIES. .........cccoveieirieieieiee e 16

1.2.7.1.2 Les substances DIOChIMIQUES............cuoviiriiiiiieie s 16

a) Les phytoantiCiPines. . ....c.vevvriiieiieniseeee e 16

b) Absence chez la plante des nutriments stimulateurs de 1’attaque pathogénique.16

1.28 Expression de la résistance lors de I’interaction plante-agent pathogéne (modele zig-

4210 ) PO PTRPT 24
1.2.7.2 Les mécanismes de défenses inductibles (aCtiVes)........c.cocvvveieieieiecicic e, 17
1.2.7.2.1 SEUCTUEIIE. ...t 17
a) Le dépdt de callose (1,3 -B-gIUCAN) ....cvvereiieiiirie e e 17
1.2.7.2.2 BIOCHIMIQUE ..cveiieie et 18
a) Les espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS) a faible concentration et leur
importance dans I’induction de la défense chez la plante ..............ccocveiiinnns 18
b) Les protéines relatives a la pathogenése (protéines PR) ..........ccovvviiieiiniinnnn 19
C) Les PhytoaleXines ........cccooviiiiiiiiiece e 19
d) Les enzymes antioxydantes et leur role dans la régénération et 1’élimination des
especes réactives de I’oxygéne (ROS) dans les cellules végétales..................... 21
e) La réaction d’hypersensibilité (HR)..........ccooveriiiiiniiiic e 22
f) L’induction des deux réactions de résistances systémiques : SAR et ISR........... 23
I. Induction de la résistance systemique acquise (SAR)........ccocvrirereriiienenienn. 23
I1. La résistance systémique induite (ISR).......cccccveiiiiiiiiiciiiesecece e 23

1.2.8 Expression de la résistance lors de I’interaction plante-agent pathogene (Modéle zig-

rreur ! Signet non défini.24
1.2.8.1 Réaction de défense suite a la reconnaissance du pathOgene ..........cccccvveeveveieieceennn, 24
1.2.8.2 Contournement de la premiére résistance par les effecteurs de 1’agent pathogene......24

1.2.8.3 Activation de la deuxiéme réesistance de la plante...........cccoooviiiiiiinininice 25

2. Généralités et bénéfices de 1’agent de lutte DIOIOGIQUE. .........oveviiiiiiiiec e 25

Xl



2.1  L’induction des mécanismes de défense chez la plante a I'égard du pathogene........... 26
2.2 Effet de Trichoderma sur la nutrition et la régulation de la croissance et du développement
GBS PIANTES ... 27
2.3 Larésistance au Stress abDiotiQUE ........oc.eiiiieiieieiieee s 27

Chapitre 11 : Effet de Trichoderma atroviride (Ta.13) sur la protection du blé a ’egard de la

pourriture du collet causée par F. CUIMOIUM...........ccooiiiiiiiii e 29
T oo [FTox (o] 4 ISP P PR 29
1.Matériel €t MELNOUES ......cvveiece et eanee e 30
1.1 IMAEBTTEE et 30
111 Materiel VEQALAL.........cccvveiieece et 30
112 Materiel FONGIGUE .......ooviiiiieee e 30
A |V 111 To o [ SUSRTP 31
1.2.1 Traitement de la semence du blé par ’agent antagoniste...........ccccocvvvvviiiiiiiiennnns 31
1.2.2  Préparation de la suspension des spores de T. atroviride (Ta.13).......cccccevvveiiveinenns 31
1.2.3  Traitement de la semence du blé par la suspension de spores de T. atroviride ........ 31
1.2.4  Préparation du SOl pouUr 1€ SEMIS.........ccveiiieiie e 32
1.25 Préparation de I’inoculum de F. CUIMOrUM ..........cooviiiiiiiiie e 32
1.2.6 Le semis et I’inoculation par ’agent pathogene .............cccoveiiiiiiniiiniic e, 32
1.2.7  Le dispositif eXPErimental.............ccoiiiiiiiiiiiieee s 32
1.2.8 Le suivi des symptdmes et le calcul de I’indice de maladie............cccccovviiiiiiennnnns 33
2. RESUITALS ... ettt e et e st e et e e te e e e eseesreesreestaeseeneeaneeas 34
D L1011 1] (o] o TR PR PRSI 36
(O] 0 o4 (1] (oo FO PRSPPSO 37

Chapitre 11l : Effet de Trichoderma atroviride sur les parametres de croissance des plants de

blé et sur la teneur en chlorophylle. ............ooiiiii e 38
T oo [FTox (o] 4 ISP P PR 38
1.21  Le tAUX A'EMEIGEINCE. .. cueieiitieieeie ittt sttt st ere et sbe e eneetenreens 39
1.22 Meésure de la teneur relative en chlorophylle ... 39
1.23 Meésure de la biomasse et de la surface fOlaIre. ..o 40
2 RESUITALS ...ttt b et e e te et eaneesreesbeesbeebeenbeaneeas 41
2.1 L taAUX '@IMEITEINCE ...c.veiieeieee ittt sttt sttt bttt sttt ettt e ne e b b nns 41
2.2 Lateneur en Chloropnylle .........cooiiiiiiiiiie e 43
2.3 POIdS fraiS Bt POIAS SEC....cuviivieiiieciie ettt ettt e et e et e e e b e e e esrae e sraeeneas 44

Xl



24. Le rapport entre le taux d’humidité et le taux de matiere séche (I’humidité
PONAETAIE). ;1111511551 <xveeerreessreesseeaseeaiseeaeeesseeaseeaseeasseessseasseasseessseessseanseeasseessseessseensseansesannens 47
2.5 LaSurface TOIAINE ......ooueiiie e 50
Chapitre IV : Effet de Trichoderma atroviride (Ta.13) sur les activités enzymatiques et les

composés liés a la résistance de la plante contre le pathogene.........cccccccveveevie e, 56
Ty oTo L8 Tox (o] 4 [P P PRSP 56
1.1 Materiel FONGIQUE ......ooveeieie e e eaeanne e 57
0 |V =Y 130 Lo =1 OSSO 57
1.2.1 Traitement de la semence par 1’agent antagoniste et inoculation par 1’agent pathogene
57

1.22  Préparation du matériel végétal pour les analyses biochimiques .............ccccceeennenne. 57
1.2.3 L’extraction et le dosage des protéines totales..........ccooverviiiiiiiieniiieniieiie e 57
1.2.4 Détermination du contenu PhENOIIQUE ........cccvvviiiiiiieecie e 58
1.25 Extraction et détermination des activités des enzymes antioxydantes...................... 58
N =T 0D 4 F- L TSSO SRP 58

D, CatAlaSE. ..o, 59

2. RESUITALS ...ttt b et e e te et eaneesreesbeesbeebeenbeaneeas 60
2.1 LateneuUr €N PrOEINES.....ceiiiiiiiiiteeie ittt bttt sb bbb s 61
2.2 Lateneur €N PhENOIS.......cci it 61
2.3 L aCtIVILE PEIOXYAASE. . et uveieiuiiieiiiie ettt ettt ettt ettt e e e e e et e s nne e e e s e e e 62
2.4, L ACHIVITE CALAIASE ....cvvevee ettt re et ae e 63
D 1Yo 1517 (o] o SRS 67
(070]3Tod 1115 (0]  FA PSSR P PP PRPPRPPRT 70

Chapitre V : Effet de Trichoderma atroviride sur le niveau du peroxyde d’hydrogéne et son
histolocalisation dans la plante

INEFOTUCTION ...ttt ettt nbe e 71
1. Matériel et METNOTES ......c.ooiiiiiee bbb 72
1.1  Détection histochimique du peroxyde d’hydrogene dans les feuilles de blé................ 72

1.2 Estimation de la teneur en peroxyde d’hydrogeéne dans les feuilles et les parties basales

(0[RS USSP 72
2. RESUITALS ...t 73
2.1  Histolocalisation du peroxyde d’hydrogene..........c.ccovviriiiiiiciiieniec e 73
2.2 Le taux du peroxyde d’hydrogene..........cocoveriiiiiieiiiiiiicee e 75

XMl



DS CUSSION .. ettt e e et e et e e e e et et eeeeeeeeee e e eaeeeee e e s st eaeeeeeeee et aeeeeeeeesntanaaaeeeerernnrnaaraaes 76

CONCIUSTON. ...ttt b ettt b e bttt b e 78
Chapitre VI : I’interaction entre les parametres physiologiques et biochimiques etudies....... 80
INEFOAUCTION ...t b ettt e nne s 80
LURESUITALS ...t bbbt b b e bbb nb e nn e ne e 81
(0] Tod 11151 (o]  FO TSRO P PP URRPRPPR 86
CONCIUSION QENBIAIE ..ottt e e e e e s e e nreeanreeaneeeas 87
References bibliographigUES ..o 91
Annexes

XV



Introduction générale

Introduction générale

Le blé est la culture céréaliére qui occupe la plus grande surface des terres emblavées
dans le monde, vue son importance dans la nourriture de ’homme. En 2022, la production
mondiale du blé a atteint les 808 millions de tonnes, le classant en deuxieme position apres le
mais. Pour la méme année, la production en Algérie a atteint 3 millions de tonnes (FAOSTAT,
2024). Cependant, cette production ne satisfait pas les besoins d’une population en croissance

et elle est comblée par les importations.

Malgré la stratégie du gouvernement algérien visant a contréler les importations et a
réduire les depenses tout en encouragent la production du blé, 1’ Algérie se classe en cinquiéme
position parmi les pays importateurs du blé. Les importations du blé sont estimées a atteindre
7,8 de tonnes pour la campagne 2023/2024 (Imadalou, 2024)

Ces dernieres annees, les chiffres de la production du blé en Algérie ont subi des
fluctuations en raison de I’exposition de la culture a diverses contraintes biotiques, abiotiques
et techniques.Parmi les contraintes biotiques, les maladies fongiques associées au genre
Fusarium, a savoir la pourriture du collet et la fusariose de 1’épi qui sont parmi les maladies les
plus redoutables et répandues mondialement sur blé et qui entrainent des pertes considérables
de rendement. En Algérie, la pourriture du collet a été rencontrée dans la plupart des zones
céréaliéres du Nord du pays (Laraba et al., 2017a ; Abdallah-Nekache et al., 2019 ; Bouaicha
etal., 2022). Les recherches menées ont montré que 1’espéce dominante associée a la pourriture
du collet est Fusarium culmorum (Laraba et al., 2017a; Abdallah-Nekache et al., 2019),
avec la présence d’autre espéces également importantes, telles que F. pseudograminearum,
Microdochium majus et M. nivale ( Abdallah-Nekache et al., 2019; Bouaicha et al., 2022).
Les prospections réalisées en Algérie ont abouti a la description d’une nouvelle espéce F.
algeriense Laraba & 0’Donnell en tant qu'agent causal de la pourriture du collet sur le blé
(Larabaetal., 2017b).

Les estimations des pertes dues a la pourriture du collet n’ont jamais été évaluées en
Algérie. Cependant, certaines données sont disponibles pour d'autres pays. Par exemple, dans
la région Nord-Ouest du pacifique des Etats-Unis, les pertes de rendement ont atteint 61% de
la production du blé d'hiver (Smiley et al., 2005). En Australie, les pertes de rendement ont été

chiffrées a environ 97 millions de dollars pour le blé et I’orge (Alahmad et al., 2018).
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Plusieurs méthodes sont adoptées pour atténuer I’impact de la pourriture du collet. Parmi
ces méthodes, 1’utilisation de plantes non-hdtes dans les systemes de rotation des cultures peut
réduire la présence des agents pathogeénes dans le sol. L’application de fongicides pour lutter
contre la pourriture du collet n’est possible qu’en traitement de la semence, avec une efficacité
limitée uniquement au debut du cycle de la culture (Miedaner, 1997 ; Spanu, 2011 ; Scherm
et al., 2013). Concernant la résistance génétique, seules quelques variétés de blé présentant une
résistance partielle ont été identifiées, et aucun cultivar de blé n'a été identifié et diffusé avec
une résistance compléte a la pourriture du collet (Alahmad et al., 2018; Kazan et Gardiner,
2018).

Plusieurs micro-organismes antagonistes ont montré leur efficacité a 1’égard de F.
culmorum, notamment Trichoderma spp., Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens, et
Gliocladium roseum (Scherm et al., 2013). En effet, I'efficacité de ces agents antagonistes a
I’égard de F. culmorum et d'autres espéces de Fusarium a été évaluée dans des travaux
antérieurs réalisés en Algeérie (Dendouga et al., 2016 ; Lounaci et al., 2016). Les especes du
genre Trichoderma sont considérées parmi les agents les plus efficaces contre plusieurs agents
phytopathogenes (Harman et al., 2005 ; Shoresh et al., 2010; Guzméan-Valle et al., 2014).
Ces agents antagonistes utilisent différents mécanismes a 1’égard des agents pathogénes, a
savoir le mycoparasitisme, I'antibiose, la compétition pour les nutriments et I'espace, ainsi que

I’induction de la résistance chez les plantes (Harman et Shoresh, 2007).

Les plantes peuvent se défendre contre les stress biotiques par différentes réactions. Le
premier mécanisme de défense qui peut étre déclenché est un épaississement des parois
cellulaires de la plante pour limiter la pénétration de I'agent pathogene, ainsi que I'accumulation
des phénols et la production de faibles concentrations des espéces réactives d’oxygene (ROS)
(Benhamou et al., 2012). Cependant, une production excessive de radicaux libres due a la
consommation d'oxygene peut étre toxique pour la plante, entrainant ainsi un stress oxydatif.
Néanmoins, la plante active les systémes enzymatiques antioxydants, tels que la peroxydase
(POX) et la catalase (CAT), ainsi que les systemes non enzymatiques, tels que la production de
polyphénols et des protéines solubles. Grace a cette activation, les cellules éliminent les

radicaux libres, limitant ainsi le potentiel du dommage oxydatif (Kotchoni et Gachomo, 2006).

La production des ROS est un facteur essentiel dans la réponse des plantes aux différents
stress, entre autres aux attaques par les agents pathogenes. Plusieurs études ont montré que

I'application d'especes de Trichoderma et d'autres agents de biocontréle améliore la production
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de ces métabolites de défense dans plusieurs pathosystéemes (Yedidia et al., 2004 ; Harman,
2006 ; Guzmén-Valle et al., 2014 ; Mustafa et al., 2017 ; Rais et al., 2017). Cependant, une
accumulation excessive de ROS dans les plantes peut poser un probléme, car ces molécules
réactives peuvent endommager les composants cellulaires essentiels (lipides, protéines, ADN),
menant a un stress oxydatif, une altération de la membrane cellulaire et, dans les cas graves, a
la mort cellulaire programmée. Cela compromet la croissance, la productivité et la survie de la
plante. C’est pourquoi les plantes ont développé des mécanismes de défense, incluant des
enzymes et des composés antioxydants, pour neutraliser I'excés de ROS. La gestion de ces
niveaux est essentielle pour I'adaptation et la tolérance des plantes face aux stress biotiques et

abiotiques.

Dans ce contexte, le potentiel de 1’agent antagoniste Trichoderma atroviride a diminuer
I’incidence de la pourriture du collet chez le blé a été rapporté par plusieurs travaux antérieurs,
parmi lesquels nous citons ceux realisés au laboratoire de Phytopathologie et biologie
moléculaire de ’ENSA, Abdallah (2013), Chihat et al. (2021) et Chihat (2022). Cependant,
ces travaux n’ont pas investigué les réactions de défense induite par cet agent antagoniste chez
le blé.

Aiinsi, cette étude vise a poursuivre ces travaux en se concentrant sur les objectifs suivants:

- Evaluation de I’effet variétal chez le blé sur ’effet protecteur de T. atrovride a I’égard de
F. culmorum, la principale espece associée a la pourriture du collet en Algérie.

- Evaluation de I’effet de T. atroviride sur la croissance des différentes variétés de blé
utilisées dans la présente étude.

- Evaluation des paramétres biochimiques associés a la résistance du blé induits par le
traitement avec 1’agent antagoniste T. atroviride, a savoirles activités des enzymes
antioxydants (Peroxydase, Catalase), les polyphénols, les protéines totales dans les parties
basales et les feuilles.

- La mise en évidence de I’effet de T. atroviride dans la régulation du niveau du peroxyde
d’hydrogene chez les plants de blé inoculés. L’approche utilisée est la détection de cette
molécule dans les tissus foliaires des plants de blé co-inoculés par le pathogeéne et
l'antagoniste, et la comparaison avec les plants témoins inoculés seulement par 1’agent
pathogéne. Cette mise en évidence est complétée par le dosage du H>O> dans les parties

basales et les feuilles des plants de blé.
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1. Pathosystéme blé—F. cumlorum

1.1 Leblé

1.1.1 Classification et historique

Le blé est une plante céréaliéere monocotylédone, appartenant a la famille des Poaceae
(Gramineae), sous-famille des Pooideae (Festucoidées),au genre Triticum. Ce genre comprend
plusieurs espéces dont les plus importantes sont le blé tendre (Triticum aestivum L). et le blé
dur (Triticum turgidum L. subsp. durum Desf.) Husn (Boulal et al., 2007 ; Jemmali, 2015). Le
blé a été cultivé depuis 5000 a 6000 ans avant J.-C dans le croissant fertile par I'hnomme

néolithique (DORE et VAROQUAUX, 2006 ; Khaldoun et al., 2006). La route la plus ancienne

de diffusion des céréales vers les pays du Maghreb fut a partir de la péninsule italienne et de la
Sicile (Boulal et al., 2007).

1.1.2 Le cycle de croissance du blé

Le cycle de développement du blé peut étre résumé en trois phases (Fig.1), la premiere
phase correspond a la levée et le tallage (la phase végétative), qui se déroule du début de
I’automne jusqu’a la fin de I’hiver. Pendant cette période, la plante installe ses capteurs foliaires
(les talles) et racinaires pour intercepter le rayonnement solaire, absorber 1’eau et les é1éments

minéraux.

La deuxiéme correspond a la phase reproductive (montaison, épiaison et floraison),
durant laquelle la plante met en place ses organes reproducteurs. A I’issue de cette derniére, le

nombre potentiel de grains est fixé.

A la fin du cycle, la troisiéme phase qui correspond au remplissage et a la maturation
du grain, nécessitant de la chaleur et un climat sec. Durant cette phase, le grain profite des
assimilas provenant de la remobilisation de I’azote et des dernieres feuilles photo-
synthétiquement actives. Ensuite, le grain se déshydrate partiellement et prend une couleur
jaune doré, indiquant le moment optimal pour la récolte (Gate et Giban, 2003 ; Egli, 2017).


http://www.google.dz/search?hl=fr&client=firefox-a&hs=YvN&sa=X&rls=org.mozilla:fr:official&channel=s&prmdo=1&biw=1366&bih=583&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Claire+Dor%C3%A9%22&ei=3X5XUPhmkMqzBrX0gbAO&ved=0CDEQ9Ag
http://www.google.dz/search?hl=fr&client=firefox-a&hs=YvN&sa=X&rls=org.mozilla:fr:official&channel=s&prmdo=1&biw=1366&bih=583&tbm=bks&tbm=bks&q=inauthor:%22Fabrice+Varoquaux%22&ei=3X5XUPhmkMqzBrX0gbAO&ved=0CDIQ9Ag
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Figure 1.Cycle de développement du blé (Gate et Giban, 2003)

1.1.3 Importance économique du blé
1.1.3.1 Dans le monde

L'histoire de la domestication et de l'utilisation du blé est étroitement liée aux efforts
déployés par I'nomme pour se protéger de la faim et contrdler son alimentation. Aujourd'hui,
le blé est cultivé dans le monde entier sur une plus grande superficie des terres emblavées, parce
qu’il a I'avantage de nécessiter moins d'eau pour sa culture que d'autres cultures comparables,
tout en étant I'ingredient principal de I'alimentation humaine. 1l est devenu I'aliment de base des
principales civilisations d'Europe, d'Asie occidentale et d'Afrique du Nord. Sa production dans
le monde a atteint 808 millions de tonnes en 2022, dépassant celle de toutes les autres cultures,
y compris le riz et la pomme de terre (FAOSTAT, 2024).

La guerre en Ukraine, les changements de politigue commerciale dans plusieurs pays et
les prix internationaux élevés ont largement influencé les perspectives du marché du blé. Les
prix internationaux du blé sont & des niveaux qui n'ont pas été atteints depuis 2008, suite a une

saison ou les disponibilités mondiales ont été limitées en raison de la réduction des récoltes
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dans certains grands pays exportateurs et de la suspension des exportations par d'autres,
notamment I'Ukraine (un exportateur important) et I'Inde (un exportateur émergent) (Devadoss
et Ridley, 2024).

1.1.3.2 En Algérie

Les céréales constituent I’aliment majeur du peuple algérien, avec le blé comme
I’ingrédient principal dans la préparation des pates alimentaires, du couscous, des gateaux et du
pain. Durant la période 2010-2019, la superficie dédiée a la culture des céréales représentait en
moyenne annuelle prés de 32% de la Superficie Agricole Utile (SAU). Cette superficie répartie
entre trois zones agro-écologiques a savoir : les plaines littorales, le sub-littoral et les hauts
plateaux, et elle varie entre 2,8 et 3,2 millions d'hectares. Parmi ces cultures, le blé dur occupe
47% de la surface avec un rendement de 17,93 qx/ha, suivi par l'orge et le blé tendre
respectivement avec 33% et 17%. L'avoine, quant a elle, ne représente que 3% de la surface
dédiée aux céréales (ONS, 2019).

Malgréla stratégie du gouvernement algérien qui vise a contréler les importations en
réduisant les dépenses et encourageant la production de blé,I'Office Algeérien Interprofessionnel
des Céréales (OAIC) n'a pu collecter que 13 millions de quintaux (1,3 million de tonnes
métriques) de blé. Les factures d’importation du blé tendre et dur ont atteint environ 2,25
milliards $ en 2021, soit le quart de la facture totale des importations alimentaires (USDA,
2022).

1.1.4 Etat phytosanitaire du blé en Algérie

Le blé peut étre affecté par plusieurs complexes d’agents pathogénes (champignons,
virus, bactéries et nématodes) ainsi que par des ravageurs (insectes et pucerons). Ces
bioagressseurs sont capables d’attaquer le blé a tous les stades de son développement et pendant

la conservation.

La conservation post-récolte est le seul moyen d’assurer le lien entre la récolte de
I’année et la consommation permanente. Cependant, la prolifération des champignons et
d’autres agents sur les plants ou sur les produits récoltés, conservés généralement dans des
conditions inadéquates, engendre une altération de la qualité du grain. Cela se répercute sur la
valeur nutritionnelle des produits dérives et favorise la production de mycotoxines (ONS,
2024).
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Les agents fongiques qui attaquent le blé sont tres dommageables et peuvent engendrer
des pertes annuelles comprise entre 15 et 20% a 1’échelle mondiale (Figueora et al., 2017). Ces
maladies sont répertoriées selon les parties qu’elles affectent : les maladies qui causent des
symptomes localisés sur le feuillage, celles qui causent des pourritures sur le collet et les
racines, et celles qui causent des symptomes sur les épis (Aouali et Douici-Khalfi, 2009).

Les rouilles, les septorioses, 1’oidium et les Helminthosporioses sont les principales
maladies qui touchent le feuillage du blé. En Algérie, les rouilles détectées sont présentées par
deux espéces : Puccinia recondita f.sp. tritici Hend, qui cause la rouille brune, et Puccinia
striiformis Westend, responsable de la rouille jaune (Aouali et Douici-Khalfi, 2009). Selon
Meamiche Neddaf et al. (2016), la tache septorienne causée par Mycosphaerella graminicola
(Fuckel) J. Schrét., (anamorph : Zymoseptoria tritici (Roberge ex Desm.) Quaedvl. & Crous est

largement répandue dans toute la région nord du pays.

Parmi les autres maladies fongiques touchant le feuillage, la tache auréolée «tan spot»,
causée par Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechsler (Anamorph: Drechslera tritici-
repentis (Died.) Shoem.), est l'une des plus répandues, affectant le blé dans le monde. En
Algérie, cette maladie est largement présente sur le blé dur et le blé tendre (Lamari et al.,
2010 ; Quaar et al., 2021). Par ailleurs, I'oidium sur blé causé par Blumeria graminis f. sp.
tritici et ayant un impact persistant sur sa production (Ttnde et al., 2015), est rencontré

annuellement sur blé en Algérie (Aouali et Douici-Khalfi, 2009).

Les charbons, les caries et la fusariose de 1’épi sont les maladies les plus connues pour
leurs dégats sur les épis du blé. Ces maladies causent des pertes redoutables sur la production

ceréaliere en Algérie et dans le monde (Aouali et Douici-Khalfi, 2009; Figueora etal., 2017).

En effet, la fusariose de 1’épi du blé a fait objet de plusieurs travaux en Algérie qui ont
montré son occurrence (Touati- Hattab et al., 2016; Laraba et al., 2017a ; Abdallah-
Nekache et al., 2019), sa distribution (Laraba et al., 2017a ; Abdallah-Nekache et al., 2019)
ainsi que les principales especes pathogenes qui lui sont associées, leur agressivité et leur
pouvoir toxinogéene (Abdallah-Nekache et al., 2019; 2021).

Les maladies bactériennes (les glumes noires, la strie bactérienne) affectant le blé, ainsi
que plusieurs bactéries phytopathogénes Rathayibacter tritici, Erwinia rhaponhici,
Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas syringae pv. atrofaciens ont été signalées en Algerie
(Djebari, 2005 ; Khenfous-Djebari et al., 2019; Khenfous-Djebari, 2021). Khenfous -

7
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Djebari (2021) a signalé pour la premiere fois la présence des souches de Xanthomonas

translucens qui causent des symptomes atypiques sur blé en Algérie.

Boubetra et al. (2023) ont rapporté la présence de la jaunisse nanisante de 1’orge, la
mosaique en strie de 1’épi et le virus de la mosaique de I’orge. Beaucoup de travaux ont
¢galement fait 1’objet des nématodes affectant le blé en Algérie (nématodes a Kkystes
Heterodera spp.) (Hadadi et al. 2013 ; Smaha et al., 2018 ; Mehlaine et al. 2020).Ces
maladies peuvent occasionner des pertes considérables dans des conditions environnementales

favorables pour les pathogenes, ainsi que lorsque les variétés utilisées sont sensibles.

1.2 Apercu sur la pourriture du collet

1.2.1 Distribution de la maladie et des agents pathogénes responsables

La pourriture du collet est mondialement répandue sur les cultures céréaliéres,
principalement dans les zones caractérisées par la sécheresse et les hautes températures (Siou,
2013 ; Scherm et al., 2013). Cette maladie a été rapportée dans plusieurs régions du monde,
notamment en Australie, dans le Nord-Ouest du pacifique des Etats-Unis d’Amérique (USA),
en Afrique du Nord (Algérie, Maroc et Tunisie), en Afrique du Sud, en Moyen-Orient (Turquie,
Syrie, Irak et Iran), en Chine et dans le sud de I'ltalie (Smiley et al., 2005 ; Murray et Brennan,
2009 ; Chekali et al., 2013; Laraba et al., 2017a ; Alahmad et al., 2018 ; Abdallah-Nekache
etal., 2019 ; Matny et al., 2019 ; Qosta et al., 2019).

La pourriture du collet est principalement causée par des espéces du genre Fusarium,
dont les plus importantes sont Fusarium culmorum (W.G. Smith) Sacc., F. pseudograminearum
Aoki et O'Donnell (teleomorphe : Gibberella coronicola) et F. graminearum Schwabe
(teleomorphe: G. zeae (Schwein.) Petch) (Scherm et al., 2013 ; Beccari et al., 2018),
Microdochium nivale (Fr.) Samuels & I. C. Hallett (Smiley et Patterson, 1996 ; Burgess et
al., 2001).

En Algérie, une enquéte réalisée ces dernieres années, a montré que F. culmorum est
I'espece dominante associée a la pourriture du collet sur blé, avec un pourcentage de 68%.
Toutefois, d'autres espéces étaient également impliquées dans la pourriture du collet sur blé,
comme F. pseudograminearum (10%), F. verticillioides (3%), F. avenaceum (2%), M. majus
(13%) et M. nivale (4%) (Abdallah-Nekache et al., 2019). Récemment, une nouvelle espece

Fusarium algeriense Laraba & O'Donnel a été décrite pour la premiére fois comme agent de la
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pourriture du collet sur blé en Algérie (Laraba et al., 2017b). F. culmorum a été signalé comme
I'espéce dominante en Turquie, en Tunisie, dans le sud de I'ltalie et en Irak (Tunali et al.,2008
; Chekali et al., 2013 ; Chekali et al., 2016 ; Shikur-Gebremariam et al., 2017 ; Qosta et
al., 2019 ; Matny et al., 2019). F. culmorum est également parmi les principaux agents causaux
de la maladie aux Etats-Unis, en Australie, en Syrie et en Iran (Cook, 1980 ; Backhouse et al.,
2004 ; Smiley, 2005 ; El-Khalifeh et al., 2006 ; Eslahi, 2012).

1.2.2 Taxonomie de F. culmorum

L’espece F. culmorum appartient au regne Fungi; Phylum: Ascomycota; sous-Phylum:
Pezizomycotina; Classe: Sordariomycetes; sous-classe: Hypocreomycetidae; ordre:
Hypocreales; Famille Nectriaceae; Genre: Fusarium. Ce pathogéne peut attaquer toutes les
céréales, particulierement le blé dur, le blé tendre, 1’orge et le mais (Scherm et al., 2013).

1.2.3 Développement de la maladie et symptomatologie

La pourriture du collet est une maladie transmise par le sol et par les semences
contaminéespar le pathogéne. L’agent causal infecte la racine, le collet et la base de la plante.
Les semences infectées pourrissent ou les plantules meurent avant méme leur levée (Fig.2).
Lorsque la graine germe, le champignon pénetre par les lésions qui se forment pendant
I’émergence de la racine primaire, puis progresse systémiquement a travers les apoplastes et les
symplastes vers la tige et les autres organes. Les symptdmes les plus courants sont ceux
initialement observés sur I’entre-nceud de la sous-couronne. Ce sont de petites lésions
nécrotiques brunes de forme ovale qui, au fur et a mesure que la plante mdrit, peuvent fusionner
pour englober I’ensemble de I’entre-nceud de la sous-couronne. La nécrose peut s’étendre vers
le haut dans la couronne de la plante, englobant la base des feuilles et des talles. En cas d’attaque
sévere renforcée par des conditions climatiques favorables, la production d’épis blanchatres
prématurés ou bien la mort des plants, avant I’épiaison, peut survenir dans le temps (Mathre et
al., 2003 ; Smiley et al., 2009 ; Alexander et al., 2011 ; Saremi et al., 2011 ; Scherm et al.,
2013).
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Figure 2. Symptémes de la pourriture du collet sur le blé. A: brunissement sur la base de la
tige; B: coloration rose-rougeatre sur lesnceuds de la base de la tige. C: présence des épis blancs
(desséchement avant maturité) (Scherm et al., 2013).

1.2.4 Les facteurs de pathogenése chez les agents pathogénes associés a la pourriture
du collet

1.2.4.1 Lesenzymes dégradant la paroi cellulaire (CWDES)

Le rdle des enzymes impliquées dans la dégradation des parois cellulaires (CWDES) en
tant que facteurs de virulence chez F. culmorum a été largement étudié (Cooper et al.,
1988 ;Miedaner et al., 1997 ; Hestbjerg et al., 2002 ). En effet, des différences dans I’intensité
de la maladie et la colonisation des tissus entre les isolats pathogénes et non pathogeénes de F.
culmorum ont été liées a la différence dans I’efficacité des enzymes impliquées dans la

dégradation des parois cellulaires CWDE (Jaroszuk-Scisel et Kurek, 2012).
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1.2.4.2 Les Mycotoxines

Le réle du désoxynivalénol (DON) (trichothécéne) dans la virulence des agents
pathogenes associés a la pourriture du collet a été rapporté chez F. pseudograminearum par
Kazan et Gardiner (2018). Ces mémes auteurs ont rapporté 1’existence, dans certaines
situations, d’une relation entre 1'agressivité des souches du pathogeéne et I'accumulation de
mycotoxines. Les travaux entrepris ont également montré que le DON avait un rdle dans
I’invasion des tissus de I’hdte par le pathogeéne en agissant par I’inhibition des mécanismes de

défense des plants de blé, en inhibant des protéines essentielles dans la réponse immunitaire.

1.2.5 Effet de la maladie sur I’état physiologique et biochimique de la plante
1.2.5.1 Effet sur la translocation de I’eau et des éléments nutritifs

Le role principal des racines est d’absorber 1’eau et les éléments nutritifs trouvés dans
le sol. Ces éléments sont transportés par le xyleme vers les autres parties de la plante pour
assurer les différents processus physiologiques, comme la croissance végétative, la
fructification, la photosynthése. La destruction totale ou partielle du xyléme des racines
séminales par le pathogéne affecte directement I’absorption de ces éléments. En traversant le
xyleme, le pathogéne interfere avec la translocation des substances organiques et des nutriments
vers le haut, ce qui affecte différents parameétres physiologiques et morphologiques de la plante
(Fitt et Hornby, 1978 ; Sharma, 2004).

1.2.5.2 Effet sur la photosynthése et la translocation des nutriments résultants

L'infection par I’agent pathogeéne peut entrainer une inhibition compléte de l'activité
métabolique, ainsi qu’une perturbation prononcée des performances photosynthétiques. Ceci
est traduit par une accumulation des produits photosynthétiques et nutriments inorganiques dans
les zones infectées, caractérisées par une photosynthése réduite et une respiration accrue (Yang
et al., 2016). Cependant, la synthese de I'amidon augmente temporairement dans les zones
infectées, ce qui indique une translocation d'éléments nutritifs organiques provenant de zones
non infectées des feuilles vers les zones infectées. De plus, les toxines produites par le
pathogene peuvent aussi réduire la photosynthése en inhibant 1’activité de certaines enzymes
impliquées dans ce processus. Les stomates restent partiellement fermes, la chlorophylle est

réduite et la photosynthése s'arréte avant méme que la plante ne se flétrisse (Sharma, 2004).
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1.2.5.3 Effet sur la respiration

Lorsque les plantes sont infectées par des agents pathogeénes, le taux de respiration
augmente. Cette augmentation est due a une consommation accrue des glucides par les tissus
infectés, elle est plus importante que celle des tissus sains. Elle survient peu de temps apres
I'infection, probablement au moment de l'apparition des symptdmes visibles, et continue
d'augmenter pendant la croissance et la sporulation de I'agent pathogene. Par la suite, le niveau
de respiration revient a la normale ou méme devient inférieur a celui des plantes saines. Ce
processus se déroule plus rapidement chez les variétés résistantes, qui nécessitent de grandes
quantités d'énergie pour une réaction rapide ou une mobilisation des mécanismes de défense
des cellules. Toutefois, chez ces mémes variétés, la respiration décline aussi rapidement apres
avoir atteint son maximum. En revanche, chez les variétes sensibles ou aucun mécanisme de
défense ne peut étre rapidement mobilisé contre un agent pathogene specifique, la respiration
augmente lentement apres I'inoculation mais continue d'augmenter et reste a un niveau éleve
pendant une période beaucoup plus longue (Agrios, 2005 ; Moore et al., 2020).

Plusieurs changements dans le métabolisme de la plante malade accompagnent
l'augmentation de la respiration apres infection. En effet, I'activité ou la concentration de
plusieurs enzymes des voies respiratoires semble étre accrue ainsi que l'accumulation et
I'oxydation de composes phénoliques, dont beaucoup sont associés (Agrios, 2005 ; Li et al.,
2020).

1.2.6 Les moyens de lutte

La pourriture du collet est causée par des agents pathogenes transmis par le sol et la

semence, elle est donc difficile a combattre et plusieurs méthodes sont recommandées :

1.2.6.1 Les pratiques culturales

D’apres McMullen et al. (2012), les stratégies les plus importantes pour contréler la
pourriture du collet du blé consistent a limiter voire éviter 1’exposition des plants aux spores.
Pour cela, I'utilisation de plantes non-hétes dans le systéeme de rotation des cultures peut
naturellement minimiser la présence de I'agent pathogene dans le sol. Malheureusement, cette
méthode de lutte peut avoir moins d'effets sur F. culmorum, car les chlamydospores peuvent
résister plusieurs années dans le sol par rapport au mycélium dans le chaume (Smiley, 2009).
L’amendement du sol par le biochar ou le compost présente une grande opportunité pour

dégrader ou diminuer le pouvoir infectieux des chlamydospores et d’inhiber le développement
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de Fusarium. Cette protection est expliquée par la stimulation des défenses naturelles des
plantes et/ou par la stimulation de la microflore et de son activité enzymatique dans le sol
(Bhattacharyya et al., 2005 ; Pérez-Piqueres et al., 2006 ; Akhter et al., 2016).

1.2.6.2 La lutte chimique

Le traitement des semences a 1’aide d’un fongicide systémique permet de protéger la
culture du blé de la maladie transmise par les graines (Regnault et Coord, 2005). Le
difenoconazole-mefenoxam, le thiophanate-méthyle, le tébuconazole et le fludioxonil &-
cyclodextrin sont couramment utilisés pour réduire l'incidence de la pourriture du collet
(Balmas et al., 2006 ; Hellin et al., 2017; Na et al., 2018; Shah et al., 2018).Toutefois,
I'efficacité de la lutte chimique est limitée aux premiers stades du cycle de croissance du blé,
car les traitements fongicides des semences ne conservent pas leur efficacité bien au-dela du
stade plantule. Cela peut étre d0 a différents facteurs, notamment la dégradation rapide de la

matiére active par la microflore du sol (Balmas et al., 2006).

1.2.6.3 La lutte biologique

La lutte biologique avec des antagonistes naturels s'appuie sur différents mécanismes, a
savoir le mycoparasitisme, la compétition, I’antibiose et la résistance induite. Cette approche
est efficace et respectueuse de I'environnement dans la gestion des maladies causées par les

especes du genre Fusarium.

Le prétraitement de la semence avec des bactéries et des champignons rhizosphériques
est I’une des stratégies de lutte biologique qui s'aveére compatible avec le systéme de culture du
blé (Paulitz et al., 2009). De plus, I’application de stimulateurs de défense comme produits
contenant des maticres actives extraites d’agents de lutte biologique vise a déclencher les

mécanismes de défense naturelle de la plante (Mustapha, 2015).

Ce qui est important dans la stratégie de lutte biologique a 1’égard de F. culmorum est
de minimiser la quantité de I’inoculum, plus particuliérement le nombre de chlamydospores qui
peuvent persister dans le sol plusieurs années et infecter les cultures dés que les conditions
deviennent favorables. Cependant, certaines études se sont basées sur la recherche des
antagonistes de ce type de conidies. L’utilisation de trois espéces de Pythium (P.

acanthophoron, P. oligandrum et P. periplocum) in vitro a entrainé une diminution importante
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de la sporulation de F. culmorum en dégradant le cytoplasme des macroconidies et des

chlamydospores du pathogéne (Davanlou et al., 1999).

L’utilisation des éliciteurs de nature biologique s’est avérée étre une alternative
précieuse aux pesticides chimiques dans la lutte contre les maladies des plantes. Ces produits
ont la capacité d’induire une résistance localisée ou systémique chez un grand nombre de
pathosysteme plante - pathogene. Les travaux de Shcherbakova et al. (2018) ont montré que
le prétraitement du blé par un métabolite purifié d’une souche de F. sambucinum, induit la
résistance au flétrissement de la tomate et a diminué de 37 a 50 % la sévérité de la pourriture
racinaire  du blé causée par F. culmorum, F. avenaceum, F. graminearum, F.

sporotrichioides, F. gibbosum et Bipolaris sorokiniana.

Par ailleurs, 1’application du jasmonate de méthyle ou d’acibenzolar-S-méthyle a
également prouvé son efficacité dans le renforcement de la résistance et la retardation du
développement des symptémes de la pourriture du collet causée par F. pseudograminearum
(Desmond et al., 2006). De méme, le traitement des semences de blé par 1’acide salicylique ou
par ses analogues synthétiques a montré son efficacité comme protecteur de la plante contre la
pourriture du collet. De plus, Lastochkina et al. (2020) ont signalé que le traitement de la
semence du blé avec ’acide salicylique en combinaison ou non avec Bacillus subtilis a diminué

jusqu’a 80 % les symptdmes de la pourriture du collet.

1.2.6.4 Utilisation des variétés tolérantes

Selon les auteurs, aucun cultivar de blé disponible ne présente une immunité totale a
I’égard de la pourriture du collet, bien que des différences de sensibilité soient observées. Les
sources de résistance a cette maladie demeurent limitées, et la base génétique de la résistance
reste encore mal comprise (McMullen et al., 2008 ; Alahmad et al.,, 2018 ; Kazan et
Gardiner, 2018).

La capacité d’un cultivar a tolérer une infection pathogénique plus que d'autres de la
méme espece végeétale a une relation avec I’expression de certains genes spécifiques. Ces génes
induits comprennent principalement ceux ayant des fonctions défensives, tels que les génes
codant pour les protéines PR (Pathogenesis-RelatedGenes), ainsi que ceux liées aux stress
oxydatif, aux molécules de signalisation et aux protéines impliquées dans le métabolisme
primaire et secondaire (Adhikari et al., 2007). Ainsi, ’amélioration génétique d'une variété de

blé est donc une stratégie importante dans la lutte contre une large gamme de pathogénes.
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Desmond et al. (2008) ont réalisé une analyse détaillée de I’expression de certains génes induits
par le Fusarium pseudograminearum en utilisant la RT-PCR quantitative en temps réel sur deux
cultivars de blé : Kennedy (trés sensible a la pourriture du collet) et Sunco (tolérant a la
maladie). Leur étude a révélé que la différence de la résistance entre ces deux cultivars est due

a I’induction précoce d'un grand nombre des PR chez le cultivar Sunco.

1.2.6.5 La lutte intégrée

L’absence de variétés de blé completement immune, le manque des fongicides
¢économiques et efficaces, ainsi que la difficult¢ d’éradiquer les formes résistantes des
pathogenes telluriques nécessitent I’adoption d’une stratégie de lutte efficace, économique et
respectucuse de 1’environnement. L’intégration de différents moyens de lutte s’est avérée Etre
I’approche la plus durable pour gérer ces maladies. Cependant, ce concept requiert une gestion et une
planification rigoureuses afin de sélectionner les moyens de lutte les plus appropriés et de déterminer

les conditions optimales pour leurs application (Paulitz et al., 2002 ; Moya et Jacobsen, 2015).

1.2.7 Meécanismes de défense de la plante a la pourriture du collet

Les mécanismes impliqués dans la défense des plantes contre 1’agent pathogene et le

développent de la maladie sont classés en deux catégories :

1.2.7.1 Les mécanismes de défenses constitutives (passives)

Pour accéder aux nutriments ou a d'autres substances disponibles dans les cellules hotes,
les agents pathogénes doivent d'abord envahir les barriéres naturelles des plantes saines. Ces
derniéres agissent comme un rempart naturel contre un large éventail d’agresseurs. Les
barrieres naturelles peuvent étre structurales (par exemple, rhizoderme des racines, la paroi
cellulaire) ou chimiques (tels que les composés inhibiteurs ou l'absence de composés
stimulateurs nécessaires au développement de I'agent pathogéne) (Mahawer et al., 2022).En
effet, les microbes incapables de développer des stratégies adaptées pour contourner la paroi
cellulaire des plantes hotes restent soit non-pathogenes, soit mal adaptés en tant qu'agents
pathogénes (Kaur et al., 2022). Parmi les mécanismes permettant aux agents pathogénes de

surmonter ces barrieres, on peut citer :
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1.2.7.1.1 Les barriéres structurales

Les barrieres structurales, telles que I’architecture des racines avec des €épidermes riches
en callose, lignine, silice ou subérine, ainsi que la paroi pectocellulosique et les cuticules
épidermiques cireuses chez les parties aeriennes de la plante, représentent le premier obstacle
qu’un agent pathogeéne rencontre avant son contact avec les parois des cellules épidermiques de
la plante ou s’effectuera le premier niveau de reconnaissance responsable du devenir de

I’interaction (Kaur et al., 2022).

La paroi végetale constitue une seconde barriere de la plante. Elle est composée de
polyméres polysaccharidiques, comme la cellulose, la pectine et 1’hémicellulose. Ces
polymeéres sont associés a des composés phénoliques qui vont former des complexes structuraux

importants pour la résistance des tissus végétaux (Dibyajyoti et Parul, 2024).

1.2.7.1.2 Les substances biochimiques

a. Les phytoanticipines

Les phytoanticipines sont des molécules & faible poids moléculaire, produites
naturellement pendant la croissance de la plante. Elles sont stockées dans les cellules végétales
sous forme de précurseurs inactifs, mais peuvent étre facilement converties en substances
antimicrobiennes biologiguement actives par les enzymes végétales en réponse a une attaque
par des agents pathogenes (Gascuel, 2014). Les phytoanticipines proviennent généralement des
voies métaboliques des isoprénoides, phénylpropanoides, des alcaloides ou des acides
gras/polykétides (Pedras et Yaya 2015 ; Oros et Kallai, 2019).

Chez le blé et certaines espéces de Poaceae, on trouve des composés hydroxamiques
appelés les benzoxazolinones. La production de ces molécules atteint un pic durant la
germination précoce des semis de blé, ce qui suggere qu'elles peuvent contribuer activement a
la défense de la plante contre les pathogenes telluriques (KETTLE et al., 2015). Cependant, des
études récentes ont montré que certaines espéces de Fusarium, responsables de la pourriture
racinaire et de la fusariose de I’épi comme F. pseudograminearum, sont soit insensibles a ces

composeés, soit capables de surmonter leur activité antimicrobienne (KETTLE et al., 2015).

b. Absence chez la plante des nutriments stimulateurs de I’attaque pathogénique

En fonction de la disponibilit¢ des nutriments, les agents pathogénes adoptent
différentes stratégies pour coloniser leurs hotes et en tirer profit (Urooj et Senthil-Kumar,

2015). 1l est également important de noter que certaines formes de résistance des pathogénes

16


https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Kettle%2C+Andrew+J
https://bsppjournals.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Kettle%2C+Andrew+J

Chapitre | : Synthese bibliographique

peuvent dépendre de substances nutritives spécifiques provenant de la plante pour germer. Cela
signifie que des éléments tels que les acides aminés ou les sucres peuvent étre indispensables
pour initier le processus de germination des spores des pathogénes. Ainsi, les plantes qui ne
produisent pas ces stimulateurs nutritifs sont considérées comme résistantes par défaut (Guest
et Brown, 2001).

1.2.7.2 Les mécanismes de défenses inductibles (actives)

Par la pression mécanique, a 1’aide de I’appressorium, ou par I’hydrolyse enzymatique,
le pathogéne est capable de rompre les premiéres barrieres de défense et de coloniser la plante
avec succes. Dans ce cas, la plante devient son hote et « la compatibilité basale » est obtenue.
Apreés la détection et la reconnaissance plus ou moins spécifique d’un agent pathogene, la plante
déclanche une résistance & certaines races ou a certaines souches pathogenes (resistance
spécifique). Cette résistance est toujours basée sur des mécanismes de défenses actives, qui
peuvent étre de nature structurelle ou biochimique induits par une infection (Moerschbacher
et Mendgen, 2001).

1.2.7.2.1 Structurelle

a. Le dépot de callose (1,3 -p-glucan)

La déposition de callose est I’une des réponses rapides de la plante suite a une attaque
fongique ou a une blessure. 1l s'agit d'un composant vegétal polysaccharidique de haut poids
moléculaire. Sa production est due a la glucane-synthase, se produisant dans les papilles ou
dans les membranes cellulaires, pour participer a la réparation des dommages physiques (Millet
et al., 2010).

En général, le dépbt de callose aux sites de pénétration des agents pathogénes contribue
a I'immunité innée de la plante. Selon Jones et Dangl (2006), il existe une corrélation entre le
dépdt de callose et la résistance du blé au F. graminearum, lI'agent causal de la fusariose de
I’épi. Chez les plantes sensibles, cette molécule de défense peut étre dégradée ou sa synthese
peut-étre inhibée par des substances spéecifiques sécrétees par le pathogene, comme la libération

d'acides gras libres polyinsaturés dans le cas de F. graminearum (Ellinger et al., 2014).
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1.2.7.2.2 Biochimique

a. Les espéces réactives de I’oxygene (ROS) a faible concentration et leur importance

dans I’induction de la défense chez la plante

Les especes réactives d’oxygene a faibles concentrations constituent 1'un des premiers
mécanismes de défense déclenchés chez la plante en réponse a une infection par un agent
pathogeéne. Ces espéces incluent principalement I’oxygéne singulet (*O2), I’anion superoxyde
(02°-), le peroxyde d’hydrogene (H20>) et le radical hydroxyle (OH®). Lorsd’une interaction
incompatible plante-pathogeéne, les ROS peuvent induire la sécrétion de certaines substances
hormonales responsables de la limitation de propagation du pathogéne, par la fermeture des
stomates, I’activation de la réponse hypersensible, la destruction des cellules infectées et/ou le

renforcement de la paroi cellulaire dans les cellules, entourant des cellules infectées (Fig.3).

La reconnaissance du pathogene conduit a l'initiation ou a la maintenance de la
signalisation systémique de résistance des plantes. Cela se fait par le déclenchement des
cascades de signalisation qui induisent et régulentde nombreux génes de défense, notamment
les protéines chaperons (protéines de choc thermique), les enzymes antioxydants telles que
I'ascorbate peroxydase (APX) et les glutathion-S-transferases (GSTs), ainsi que les genes
codant pour les proteines PR. Ces processus contribuent a renforcer la réponse de défense des
plantes contre les infections par les pathogéenes (Parent et al., 2008 ;Vlot et al., 2008 ; Zago et
al., 2006 ; Kovalchuk, 2011 ;Sharma et al., 2012)(Fig.3).
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Figure 3. Les espéces réactives de 1I’oxygene (ROS) a faibles concentrations (H202 et Oz, O*—2,
OHe) et leurs roles dans la signalisation suite a une exposition de la plante a un stress

(Krishnamurthy etRathinasabapathi, 2013).

b. Les protéines relatives a la pathogenése (protéines PR)

Les protéines PR constituent un groupe de protéines végétales toxiques pour les agents
pathogénes. Elles sont largement distribuées dans les plantes en quantités infimes, mais leur
production augmente significativement suite a une attaque par un agent pathogene ou a un stress
(Agrios, 2005). Les protéines PR ont été classées, en fonction de la similarité des séquences et
de l'activité biologique, en 19 familles, y compris les -1,3-glucanases (PR-2), les chitinases
(PR-3), les protéines analogues a la thaumatine, les peroxydases (PR-9), les thionines, les
protéines de transfert de lipides non spécifiques et des protéines de type oxalate-oxydase
(Shetty et al., 2009 ; Kaur et al., 2022).Les deux hydrolases végétales PR-2 (-1, 3 glucanase)
et PR-3 (chitinase) sont les protéines les plus importantes qui dégradent les parois des cellules
fongiques et peuvent donc inhiber directement la croissance de I’agent pathogéne (Kini et al.,

2000).

c. Les phytoalexines

Les phytoalexines sont des produits naturels antimicrobiens qui sont produits chez les

plantes apres une agression par des agents biotiques ou abiotiques. Ces métabolites jouent un
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role dans la défense de 1’hote. Ils s’accumulent rapidement a des concentrations inhibitrices sur
le site du développement de 1’agent pathogéne (Pedras et Abdoli, 2017). Parmi ces métabolites,
les composés phénoliques représentent un large groupe de molécules avec une variété de
fonctions dans la croissance, le développement et la défense des plantes. Ces composés peuvent
étre produits et s’accumulent a une vitesse plus rapide apres I’infection d’une variété résistante
par rapport a une variété sensible d’une plante donnée. Les paramétres qui déterminent
I’induction de la synthése de phytoalexines chez les plantes semblent donc étre liés a une
perturbation du systeéme métabolique plutot qu’a la structure ou la nature méme de 1’¢éliciteur

(Pedras et Abdoli, 2017).

Les phytoalexines sont principalement synthétisées par la voie de I’acide shikimique.
Cependant, deux autres voies peuvent néanmoins conduire a leur synthése: la voie de 1’acétate-
mévalonate et celle de I’acétate-malonate (Sharma et al., 2022). D’une maniére générale,
I’effet antifongique des phytoalexines peut se manifester par 1’inhibition de la germination des
spores, de I’élongation du tube germinatif ou de la croissance mycélienne (Mazaro et al., 2013).
Certaines phytoalexines exercent également un effet antibactérien notable (Gnanamanickam
et Patil 1977). Cavalcanti et al., (2005) affirment que le mode d'action des phytoalexines sur
les champignons comprend une granulation cytoplasmique, une désorganisation du contenu
cellulaire, la rupture de la membrane plasmique et I'inhibition des enzymes fongiques, se
traduisant par I'inhibition de la germination des spores et I'allongement du tube germinatif ains
la réduction ou I’inhibition de la croissance mycélienne. Si les phytoalexines jouent un role
indiscutablement important dans la défense chimique des plantes a une agression microbienne,
il n’en reste pas moins vrai que 1’agent pathogéne va tenter de contourner cette barriére
chimique de différentes facons. Il peut ainsi, (i) supprimer la synthése des phytoalexines grace
a des suppresseurs (oligosaccharides ou glycopeptides de la paroi fongique) (Yamada et al.,
1989); (ii) détoxifier certaines phytoalexines; (iii) et acquisition de la capacité de tolérer des
doses toxiques de phytoalexines (VanEtten et al., 2001). Les phytoalexines présentent une
grande diversité, et plus de 300 types ont été caractérisés parmi différentes classes de composés
chimiques tels que les coumarines, les diterpenes, les flavonoides, les alcaloides, les composés
mécanismes de défense des plantes a base de composés phénoliques comprennent des
modifications physiques telles que la lignification et la subérisation des parois cellulaires des

plantes. Les composeés phénoliques les plus rencontrés chez les cultivars de blé qui interviennent
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dans la défense a 1’égard de la fusariose sont les acides féruliques, p-coumariques, et

syringiques (McKeehen et al., 1999 ; Boulenouar, et al., 2011).

d.Les enzymes antioxydantes et leur réle dans la régénération et I’élimination des

especes réactives de ’oxygene (ROS) dans les cellules végétales.

Les principaux ROS sont les radicaux superoxydes (O2), le peroxyde d'hydrogéne
(H202), les radicaux hydroxyles (OH) et I'oxygene singulet (*O2). Ils sont essentiellement
générés dans chaque organite cellulaire (les chloroplastes, les mitochondries et les
peroxysomes). Ces radicaux se transforment spontanément par l'activité de la superoxyde-
dismutase (SOD), en H20.. En effet, plusieurs systemes enzymatiques sont responsables de la
production directe du d'H.O> au sein de ces organites (Corpas, 2015). Parmi les systemes
fongiques producteurs de ROS, la NADPH oxydase (Nox) est la plus largement caractérisée.
Le NADPH Oxydase (Nox) est composée de plusieurs sous-unités et se localise généralement
au niveau de la membrane plasmique ou du réticulum endoplasmique. Elle transporte les
électrons a travers les membranes en réduisant la molécule d'oxygéne en anion superoxyde
(O2") en utilisant le NADPH comme donneur d'électrons. Ensuite, la superoxyde-dismutase
(SOD) catalyse I'02 en H202 (Fig.4).

L’augmentation rapide des concentrations des ROS li¢e a la consommation d’oxygene
moléculaire est appelée «stress oxydatif», durant lequel I'état redox des cellules est
profondément modifié, le rendant toxique pour la plante. Par la suite, la plante peut mobiliser
plusieurs systemes enzymatiques comme la peroxydase (POX), la catalase (CAT), ainsi que des
systémes non enzymatiques tels que 1’acide ascorbique (AA), les flavinoides, le glutathion
(GSH), les carotenoides (CAR). Ces mécanismes permettent aux cellules d'éliminer les
radicaux libres et le H2O>, limitant ainsi le potentiel de dommages oxydatifs (Kotchoni, 2004 ;
Corpas et al., 2017).
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Production des ROS
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Figure 4. Les systémes de production et de nettoyage des ROS dans la plante lors d’une attaque
pathogénique, NOX (NADPH Oxydase), GSH: glutathione, AA (acide ascorbique), CAR
(carotenoids) (Zhang et al., 2020).

La catalase est une enzyme clé dans la dégradation du peroxyde d'hydrogéne (H205),
elle est principalement localisée dans le peroxysome ou se produit la synthése du H20.. Cette
enzyme catalyse la dismutation du H2O, transformant cette molécule qui s'accumule a des
niveaux toxiques dans les tissus malades en eau et en oxygeéne, avant qu'elle ne puisse s'écouler
dans d'autres parties de la cellule (Desikan et al., 2004). La dismutation représente donc une
défense antioxydante importante dans les cellules photosynthétiques. Par ailleurs, la SOD
constitue la premiére ligne de défense contre les ROS, protégeant les cellules et les tissus de la

destruction oxydative (Arias et al., 2011).

e. La réaction d’hypersensibilité¢ (HR)
La réaction d’hypersensibilité est une sorte de défense locale de la plante suite a la

premiére reconnaissance d’un pathogéne biotrophe ou hémi-biotrophe ou un de ses metabolites,
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souvent médiée par des protéines de résistance telle que les NBS-LRR (Nucleotide-Binding
Site- Leucine-Rich Repeat). Elle vise a empécher la pénétration et la propagation du pathogéne
vers les tissus sains de la plante en induisant une réaction de la mort des cellules qui entoure le
site d’infection (mort cellulaire programmée). De plus, la réaction d'hypersensibilité peut
également activer d'autres mecanismes de defense dans la plante, renforcant ainsi sa résistance
systémique face a de futures infections (Balint-Kurti, 2019).

f. L’induction des deux réactions de résistances systémiques : SAR et ISR
Les défenses de la plante a 1’égard des agents phytopathogénes ne se limitent pas
seulement localement, autour de la zone d’infection ou au niveau de I’organe attaqué (résistance
locale), mais elles peuvent s’étendre systémiquement dans tous les tissus sains. Cette
généralisation est assurée par la voie de la résistance systémique acquise (SAR) et/ou par la

résistance systémique induite (ISR).

i. Induction de la résistance systémique acquise (SAR)

La résistance systémique acquise est stimulée suite a une premiére attaque par un agent
pathogeéne avirulent. Suite a cette interaction, la plante mémorise I’impact de 1'agent pathogene,
ce qui lui permet de développer une résistance pour contrer d'éventuelles attaques futures, en
empéchant ainsi l'invasion des barriéres initiales ou le développement dans les tissus. Cette
résistance se caractérise par une accumulation de certaines molécules telles que I’acide
salicylique et les protéines liées a la pathogeénicité (PR). La résistance conférée par ce
phénomene persiste dans le temps et est efficace sur une multitude de plantes et contre un large
spectre de pathogénes, y compris les virus, les bactéries, les champignons et les nématodes
(Parh et al., 2008).

ii. Larésistance systémique induite (ISR)

La résistance systémique induite (ISR) est une résistance systémique généralisée a
toutes les parties de la plante, qui est naturellement présente mais qui est induite ou bien
renforcée par des bactéries et des champignons rhizosphériques (PGPR et PGPF) non
pathogénes associés a la plante. Elle peut étre différente de celle de la SAR par la nature des
éliciteurs et des voies de sa régulation impliquées. Contrairement a la SAR, I'ISR n'implique
pas l'accumulation de protéines liées a la pathogenese ou d'acide salicylique, mais s'appuie sur

des voies régulées par le jasmonate et I'éthylene (Devendra et al., 2007).

23



Chapitre | : Synthese bibliographique

En effet, plusieurs especes bactériennes (PGPR) ou fongiques (PGPF) ont été testées et
elles ont prouvé leur réle important dans la stimulation des mécanismes de défense systémique
de la plante contre les pathogénes. Les espéeces de Trichoderma sont parmi les PGPF qui ont
acquis une grande importance dans des études visant a mettre en évidence leur effet dans
I’induction systémique des systemes immunitaires de différentes plantes contre les agents

pathogénes (Devendra et al., 2007).

1.2.8 Expression de la résistance lors de I’interaction plante-agent pathogéne (Modele
zig-zag)
Jones et Dangl (2006) ont schématisé le systéme immunitaire des plantes contre les
pathogénes sous forme de modele dit «zig-zag» (Fig.5).Ce modéle est constitué de quatres

étapes :

1.2.8.1 Reéaction de défense suite a la reconnaissance du pathogene

Cette premiere étape consiste a la detection initiale du pathogéne qui se manifeste par la
reconnaisance extracellulaire des motifs moléculaires associeés aux pathogenes (PAMPS) via
des récepteurs spécifiques de la plante comme PRRs (Récepteurs de Reconnaissance de
Modéles). En réponse a cette détection, la plante déclenche les mécanismes de défense généraux
et de faible intensité (PTI). Cela inclut I'accumulation de molécules de défense, comme l'acide
salicylique, et I'expression de génes de défense (Gascuel, 2014).

1.2.8.2 Contournement de la premiére résistance par les effecteurs de I’agent
pathogéne
Apreés la reconnaissance intracellulaire, le pathogene peut évoluer des effecteurs de
pathogénicité (ETS) qui peuvent interférer avec la résistance basale de la plante (PTI). Ces
effecteurs peuvent cibler les PRRs ou les voies de signalisation internes pour diminuer la
réponse immunitaire). La résistance peut de nouveau étre contournée, ce qui diminue la défense

et aboutit a la sensibilité de I'h6te au pathogéne.
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1.2.8.3 Activation de la deuxieme résistance de la plante

Pendant cette phase, la plante peut activer des nouvelles protéines (R2) qui sont capables
de reconnaitre ces nouveaux effecteurs, ce qui conduit & une nouvelle réponse immunitaire,
connue sous le nom d'effector-triggered immunity (ETI) qui est généralement plus intense que
la PTI (Mangin, 2012).

Figure 5. Modele en zig-zag de Jones et Dangl (2006), Iégerement modifié par Qari & Byung-Wook
(2020), illustrant la coévolution des mécanismes de défense des plantes et des stratégies d’attaque

des agents pathogenes.

2. Généralités et bénéfices de I’agent de lutte biologique Trichoderma

Par prise de conscience de la nocivité des pesticides, I’intérét de 1’utilisation des agents
de lutte biologique est en augmentation. En effet, les champignons filamenteux, tels que
Trichoderma, ont attiré I’attention des mycologues en raison de leur action contre divers agents

phytoppathogenes (Harman et al., 2005, Dubey et al., 2007). Ce genre de champignon est
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présent dans le monde entier, sur différents substrats a savoir le sol, la rhizospheére et la matiere
organique en décomposition. Il se localise a proximité des racines des plantes et les protége
contre les maladies, soit par une attaque directe ou par production de certaines substances
toxiques pour 1’agent pathogéne (Scheepens et Hoevers, 2007). Parmi les effets bénéfiques des

especes du genre Trichoderma, nous donnons les exemples cites ci-dessous :

2.1 L’induction des mécanismes de défense chez la plante a 1'égard du pathogéne

L'utilisation d'agents de lutte biologique, notamment les champignons filamenteux du
genre Trichoderma, est de plus en plus demandée en raison de la prise de conscience des effets
nocifs des pesticides. Les Trichoderma ont été remarqués pour leur action efficace contre divers
agents phytopathogeénes. Ils peuvent protéger les plantes contre les maladies et réduire la

dépendance aux pesticides (Meena et al., 2022).

Parmi ces agents antagonistes, les espéces du genre Trichoderma sont connues pour
leurs actions directes sur le pathogéne (mycoparasitisme, antibiose et compétition), ou via la
plante par I’induction des mécanismes de défense tels que I’ISR pour combattre les agents

pathogenes et protéger les plantes (Harman, 2006 ; Scheepens et Hoevers, 2007).

Ces actions successives impliquent une cascade de signalisation par I’acide salicylique,
le jasmonate et I’éthyléne, entrainant une induction de résistance répondant a des degrés divers
dans toute la plante contre I’attaque du pathogene (Shoresh et al., 2010 ; Salas-Marina et al.,
2011 ; Bisen et al., 2016 ; Singh et al., 2018). Trichoderma peut déclencher une surexpression
durable de l'acide salicylique chez la plante méme en absence de pathogéne. Cependant,
lorsqu'une infection par un pathogene se produit, Trichoderma entraine une modulation dans
I’expression des géne liés a 1’acide salicilique (SA-dépendant), suivie par la transduction du

signal du jasmonate, ce qui entraine une activation de I’ISR (Tucci et al., 2011).

Les espéces de Trichoderma ont marqué leur effet dans la modification de la structure
et le renforcement de la paroi végétale, comme enregistré dans une étude immunochimique et
microscopique réalisée par Basinska-Barczak et al., (2020). Cetteétude a noté une
modification de la paroi végétale du blé tendre lors de son interaction avec Trichoderma,
marquée par une accumulation de lignines faiblement méthylestérifiées ainsi que la

réorganisation de la pectine et des protéines arabino-galactanes.
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2.2  Effet de Trichoderma sur la nutrition et la régulation de la croissance et du développement
des plantes

Les especes du genre Trichoderma sont parmi les champignons qui forment avec les
racines un pont de transfert des minéraux et des éléments nutritifs du sol vers la plante,
augmentant ainsi sa capacité nutritionnelle (Yedidia et al., 2000 ; Harman et al., 2005). Ce
champignon intervient également dans la solubilisation de certains nutriments insolubles et des
éléments non absorbés qui existent dans le sol, tels que le phosphore, le fer, le cuivre, le zinc,
et le manganese (Altomer et al., 1996).Certaines études montrent que les espéces de
Trichoderma stimulent la croissance et la photosynthése des plantes, en augmentant ainsi leur
vigueur et leur productivité (Harman, 2005 ; Vurro et Gressel, 2006). Divers mécanismes ont
été proposés pour expliquer la stimulation de la croissance, notamment la lutte contre les agents
pathogénes mineurs, l'amélioration de I'absorption des nutriments, l'augmentation du
métabolisme des glucides et de la photosynthése, ainsi que la synthése des phytohormones
(Alison et Robert, 2014 ; Sivagami et al., 2022).

2.3 Larésistance au stress abiotique

Les changements climatiques tels que les sécheresses prolongées, les pluies intenses, les
inondations, la salinité et la sodicité des sols, les vagues de chaleur et les dommages causés par
le gel sont des facteurs majeurs qui agissent négativement sur la productivité et la qualité de la
culture du blé. Par exemple,le stress salin peut provoquer un stress des ROS et un stress
osmotique chez les plantes, entrainant une peroxydation accrue des lipides et une inactivation
des enzymes antioxydantes qui affectent la morphologie, la physiologie et le métabolisme des
plantes (Garg et Manchanda, 2009 ; Yantai Gan et Xu, 2016).

Des niveaux élevés de salinité du sol peuvent également inhiber la germination des
graines et la croissance des semis en raison de I’effet combiné d’un potentiel osmotique ¢élevé
et d’une toxicité ionique spécifique, et méme inhiber le processus de photosynthése en agissant
sur la croissance racinaire, qui est importante pour 1’absorption de I’eau et des nutriments du

sol (Grieve et Suarez, 1997).

De plus, le déficit accru en eau dans le sol est un autre facteur de stress important qui a
un impact sur la productivité des cultures. La sécheresse provoque des changements physico-
chimiques dans la plante, tels quela fermeture des stomates, la répression de la croissance et de

la photosynthése, ainsi quel’activation de la respiration. Cependant, la plante peut perdre cette
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tolérance dans des degrés éleveés de la sécheresse qui qui mettent fin a son cycle de vie. En effet,
Trichoderma est capable de coloniser les racines et la rhizosphere de la plante, influencant ainsi
le processus physiologique (cire épicuticulaire des feuilles et le changement de la morphologie
des racines) et physico-chimique du sol (par la production d’exo-polysaccharides et la
formation de biofilm). Il en résulte une induction de la tolérance de la plante au stress abiotique,
par le biais de plusieurs mécanismes comme 1’induction des osmo-protecteurs et des proteines

de choc thermique (HSP) dans les cellules végétales (Grover et al., 2011 ; Zaidi et al., 2013).

Trichoderma peut retarder de nombreux aspects de la réponse aux stress de la secheresse, de la
salinité et d’autres facteurs stressants en favorisant une croissance accrue des racines et leur

prolifération dans le sol pour assurer une meilleure absorption de 1’eau et des nutriments (Bae

etal.,, 2009 ; Masunaka et al., 2011 ; Sharma et al., 2012 ; Wu and Zou, 2017).
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Chapitre Il : Effet de F atroviride (Ta.13) sur la protection du blé a [’égard de la pourriture du collet
causée par F. culmorum.

Introduction

Plusieurs méthodes sont appliquées pour limiter I’impact de la pourriture du collet.
Parmi celles-ci, le traitement chimique des semences est un moyen de lutte efficace, mais il se
limite généralement aux premiers stades du cycle du blé (Scherm et al., 2013). De nombreuses
études ont également montré les avantages de la rotation des cultures non hotes et des jacheres
dans la gestion de la pourriture du collet (Chekali et al., 2016). Cependant, la rotation des
cultures peut aussi avoir des limites sur le plan économique (Kazan et Gardiner 2018).

L'utilisation des variétés plus tolérantes est un élément clé dans la gestion de la
pourriture du collet. Bien que des efforts et des recherches soient entrepris pour identifier les
genes impliqués dans la résistance au FCR, seul un nombre limité de variétés présentant une
résistance partielle ont été identifiées, et aucun cultivar de blé n'a été identifié et enregistré avec
une résistance ou une immunité totale (Wallwork et al., 2004 ; Al Ahmad et al., 2018; Kazan
et Gardiner, 2018).

Dans la stratégie de la gestion de la maladie, I'application d'un microorganisme
antagoniste fongique ou bactérien par enrobage des graines peut réduire la sévérité de la
pourriture du collet. Plusieurs travaux ont rapporté que Trichoderma harzianum a réduit la
seveérité de la maladie au champ (Roberti et al., 2000) et sous serre (Dendouga et al., 2016).
Une étude récente a également montré que la co-inoculation du blé avec T. gamsii ASMH et T.
harzainum Tr906 réduit I'abondance de I'agent pathogene F. pseudograminearum et agit sur la

microflore fongique au niveau de la rhizosphere du sol (Stummer et al. 2022).

Dans la méme optique, des travaux récents ont rapporté que les especes de Trichoderma
ont la capacité d'établir une relation avirulente avec la plante et de susciter une défense durable
(amorgage) qui renforce et accélére la réponse de défense de la plante (Monte et Hermosa,
2022). De plus, il a été démontré qu'en plus d'un contréle biologique direct, T. atroviride était
capable d'induire une résistance systémique sans établir de contact avec I'agent pathogéne, et
que la résistance induite chez les plants de tomates était transmise a la descendance (Medeiros
et al., 2017). Ainsi, l'utilisation de micro-organismes antagonistes lors du traitement des
semences peut permettre une protection par rapport aux fongicides chimiques dont I'efficacité
est tres limitée au début du cycle de la plante. Cela représente une voie prometteuse pour
contrdler les pathogénes du sol difficiles a gérer.
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Cependant, il est important de noter que chague méthode de gestion des maladies
présente ses limites, et que la stratégie la plus efficace est la combinaison de plusieurs méthodes
de contrdle (produit chimique, biologique, résistance de I'néte et pratiques culturales) dans le
cadre d'une stratégie de lutte intégrée raisonnable.

Les especes du genre Trichoderma sont largement reconnues pour leur capacité a se
développer rapidement dans différents types de sols et conditions environnementales, ce qui en
fait les agents de biocontrdle les plus utilisés contre les maladies fongiques des plantes, y
compris celles affectant le blé (Blaszczyk et al., 2014).

L’objectif de ce chapitre est (i) d’évaluer I’effet de I’agent antagoniste T. atroviride dans
la réduction de I’incidence de la pourriture du collet causée par F. culmorum sur le blé et (ii)
d’évaluer I’influence de I’effet variétal (variété du blé) sur ’effet de T. atroviride dans la

protection a 1’égard de la pourriture du collet causée par F. culmorum.
1. Matériel et méthodes

1.1  Matériel

1.1.1 Matériel végétal

Les semences de deux variétés de blée dur (Waha et Vitron) ainsi que d'une variété de
blé tendre (Ain Abid) ont été utilisées dans la présente étude. Ces variétés nous ont été
gracieusement fournies par 1'Institut Technique des Grandes cultures (ITGC) d’Oued Smar. La
variété Vitron a été sélectionnée en raison de sa sensibilité a la fusariose, d’une part, et de son
utilisation répandue parmi les variétés de blé dur dans le systeme de production national, d'autre
part. En revanche, les variétés Waha et Ain Abid ont été choisies parmi les sept variétés de blé
testées en raison des meilleurs résultats de protection qu'elles ont obtenus dans leur interaction
avec T. atroviride a I’égard de F. culmorum dans notre travail de de magistere (Belhadj Ben
yahia, 2014).

1.1.2 Matériel fongique

1.1.2.1 L’agent antagoniste

Dans la présente étude, nous avons utilisé 1’isolat Tal3 de ’espéce T. atroviride
provenantde la collection de Trichoderma du laboratoire de mycologie du département de

botanique (ENSA). Cet isolat obtenu a partir de la semence du blé (Boureghda, 2009), a été
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sélectionné en raison de son potentiel antagoniste démontré dans des études antérieures a
I’égard de F. oxysporum f. sp. Ciceris (Foc), I’agent causal du flétrissement du pois chiche
(Boureghda et Bouznad, 2009), ainsi qu’a 1’égard de la fusariose de 1’épi du blé (Boureghda
et Renane, 2011 ; Belhadj Benyahya, 2014). Cet isolat est conservé a 4°C dans des tubes

inclinés contenant le milieu PDA, au sein du laboratoire de mycologie.

1.1.2.2 L’agent pathogéne

L'agent pathogene F.culmorum (FC.09.11), utilisé dans la présente étude, a été
sélectionné parmi une collection de 21 isolats de F. culmorum provenant de différentes régions
de la région centre de 1’ Algérie, en raison de son agressivité élevée sur blé (Belhaj Benyahya,
2014). Cet isolat a été obtenu et identifié précédemment, et il est conservé au laboratoire de

mycologie de ’ENSA dans des tubes inclinés contenant le milieu PDA, a 4 °C.

1.2 Méthodes

1.2.1 Traitement de la semence du blé par ’agent antagoniste

La technique adoptée pour I’apport de I’agent antagoniste T. atroviride est celle décrite
par Harman et al. (1989), qui consiste a traiter les graines de blé avec une suspension de spores

de Trichoderma avant le semis.

1.2.2 Préparation de la suspension des spores de T. atroviride (Ta.13)

La suspension de spores a été préparée en prélevant des fragments de 8mm de diameétre
de l'isolat Tal3 provenant d'une culture agée de 7 jours cultivée sur milieu PDA et incubée a
une température comprise entre 20 et 22°C sous lumiére continue. Ces fragments sont ajoutés
a 50 ml d'eau distillée stérile. La concentration en spores a été ajustée a 107-108 spores/ml a

I'aide de la cellule de Malassez.

1.2.3 Traitement de la semence du blé par la suspension de spores de T. atroviride

La graines des variétés de blé utilisées sont préalablement désinfectées dans de
I’hypochlorite de sodium a 2% (NaClO) pendant 5 minutes afin d’éliminer la flore saprophyte,
puis elles sont rincées dans 3 bains d’eau distillée stérile (5 minutes chacun) et séchées sur du
papier Joseph stérile. Apres séchage, les graines de blé sont traitées avec la suspension de spores

de T. atroviride d’une concentration de 107-108 spores/ml, a raison de 1 ml/4 grammes de blé.
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Les graines ainsi traitées sont laissées pendant 2 heures a la température ambiante du laboratoire

avant le semis.

1.2.4 Préparation du sol pour le semis

Le sol utilisé pour le semis a été obtenu de la station de ’ENSA et stérilisé a 105°C
pendant 24h dans 1’étuve. Ce sol stérilisé a été mélangé avec du terreau stérile commercialisé,
a raison de 2/3 de terre et 1/3 de terreau, puis et réparti dans des pots en plastique de 1 litre de

volume.

1.2.5 Préparation de I’inoculum de F. culmorum

L’isolat FC.09.11 de F. culmorum a été cultivé dans des boites de Petri (9cm ©O)
contenant le milieu PDA, et les cultures ont été incubées pendant 7 jours a une température

comprise entre 20 et 22°C sous lumiere continue.

1.2.6 Le semis et I’inoculation par I’agent pathogéne

Les graines de blé, préalablement désinfectées et traitées par 1’agent antagoniste, ont été
semees dans les pots contenant le mélange décrit au-dessus, a raison de 16 graines par pot.
Chaque graine de blé a été mise en contact avec un fragment de mycélium (6 mm de diamétre)
prélevé sur une culture agée de 7 jours de l'agent pathogéne. Ensuite, les graines ont été
recouvertes par le sol. Le protocole d’inoculation par 1’agent pathogene utilisé est celui décrit

par Demirci et Dane (2003).

1.2.7 Le dispositif expérimental

L'essai expérimental se compose de quatre traitements :

- Plants témoins non inoculés : Les graines de blé de chaque variété sont semées sans
aucune inoculation par I’agent pathogéne ou par I’agent antagoniste. Un fragment de 6
mm de diameétre de gélose est placé au contact de chaque graine de blé.

- Plants inoculés par I'agent pathogéne seul : chaque graine de blé est mise en contact avec
un disque mycélien de 6 mm de diamétre de la culture de F. culmorum &gée de 7 jours

cultivée sur milieu PDA.
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- Plants inoculés par I’agent antagoniste seul : les graines de blé sont traitées avec une
suspension de spores de 1’agent antagoniste Tal3 comme décrit précédemment, sans étre
inoculéespar I'agent pathogéne.

- Plants dont les graines sont co-inoculés par 1’agent pathogéne et 1’antagoniste comme
décrits précedemment.

Pour chaque traitement de chaque variété, trois répétions ont été réalisées, une répétition

correspondant a un seul pot dans lequel 16 graines ont été semées.

Les pots sont placés dans une serre ou la température varie entre 20 °C et 28°C, ’essai
a été réalisé du 20 mars au 19 Avril 2017.

1.2.8 Le suivi des symptomes et le calcul de ’indice de maladie

Apres 30 jours de I’inoculation (semis), les plants de blé ont été arrachés puis rincés
sous I’eau du robinet pour éliminer les particules du sol collées sur les racines. Par la suite,
I’intensité des symptomes a été évaluée selon 1’échelle de notation de 0 a 3 degrés de Grey et
Mathre (1984) légerement modifiée. L’intensité des symptomes est calculée selon la formule

ci-dessous :
IM = (0x FO + 1x F1 + 2 xF2 + 3 xF3) / N.

Ou: IM: indice de la maladie ; F: nombre de plants pour chaque degré dans 1’échelle de
notation de 0 a 3 ; N: nombre total des plants utilisés dans I’essai ; 0: absence des symptomes ;
1: noircissement ou brunissement de 1 & 25% de la surface du collet ; 2: noircissement ou
brunissement de 26 a 50% de la surface du collet ; 3:noircissement ou brunissement de plus de
50% de la surface du collet (Fig.6).

L'indice de réduction de la maladie par Trichoderma se calcule selon la formule :

IM plants traités par Tal3 et inoculés par F. culmorum =IM chez les plants co-inoculés-IM des

plants inoculés par le pathogéne seul
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Figure 6. Echelle de notation des symptdmes de la pourriture du collet chez le blé. 0: absence
symptdme ; 1: noircissement ou brunissement de 1 & 25% de la surface du collet ; 2: noircissement
ou brunissement de 26 a 50% de la surface du collet ; 3: noircissement ou brunissement de plus de
50% de la surface du collet (Belhadj Benyahia, 2014).

2. Résultats

Aucun symptome n’a été observé ni chez les plants témoins ni chez ceux inoculés

uniquement avec 1’agent antagoniste.

En effet, les symptomes typiques de la pourriture du collet ont été observés chez les
plants inoculés par le pathogene, par un brunissement ou noircissement et/ou apparition des
nécroses au niveau du collet, des fontes de semis ont également été rapportées. Les premiers

symptomes sont apparus vers le 15éme jour chez les plants inoculés seulement par le pathogene,
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tandis qu'un retard dans l'apparition des symptémes a été remarqué chez les plants co-inoculés,

notamment chez les variétés Waha et Ain Abid.

Apreés 30 jours du semis, I’arrachage des plants a montré un rétrécissement des racines
chez les plants inoculés par 1’agent pathogene, ces racines sont apparues tres fines et faciles a
détacher, contrairement aux racines des plants témoins non inoculés. Concernant la notation
des symptomes sur I’échelle de 0 a 3, les plants inoculés uniquement avec 1’agent pathogéne
ont montré que la variété la plus sensible était Vitron (blé dur), avec un indice de maladie de
2,64, suivie de la variété Waha (blé dur) avec un indice de 1,83. En revanche, la variété la plus
tolérante était Ain Abid (blé tendre), qui a enregistré un indice de maladie de 0,86 (Tableau 1).
Cet essai a montré que I’application de 1’agent antagoniste Ta.13 de T. atroviride a conduit a
une réduction significative de I’intensité de la pourriture du collet causée par F. culmorum chez
le blé, avec une différence significative entre les trois variétés (p<0,05). Le potentiel de
réduction de I’indice de maladie le plus élevé conféré par cet isolat a ét€ marqué chez la variété
Waha, avec 56,69 % suivi par la variété Ain abid (41,93 %), tandis que son efficacité avec la

variété Vitron était tres faible, ne dépassant pas 1,15 % (Tableau 1).
Tableau 1. Indice et pourcentage de réduction de la maladie chez les variétés de blé témoins

et traitées par T.atroviride (Tal3).

IM plants IM plants traités par
Variétés | inoculés par | Tal3etinoculéspar F.| 70 deréductionde
F.culmorum culmorum Pindice de maladie
Ain Abid 0.86% 0.52 41.93
Waha 1,83¢ 0.792 56.69
Vitron 2.64% 2.69 1.15

Les valeurs avec les mémes lettres, dans les lignes et les colonnes, ne sont pas significativement
differentes selon le test de HSD de Tukey a 5%. IM: Indice de maladie.
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Discussion

Les tests realisés in vivo ont montré que le traitement des semences de blé avec I'isolat
Tal3 (T. atroviride), provoque une réduction significative de I'intensité de la maladie causée
par F.culmorum. La reduction dans I’indice de maladie sur blé a atteint un taux de réduction
de 56% chez la variété Waha. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Dendouga
et al., 2016), qui ont montré que le traitement de la semence avec Trichoderma spp. (T.
harzianum, T. viride et T. hamatum) peut réduire I’incidence de la pourriture du collet chez le
blé de plus de 70 .

De méme, Toghueo et al., (2016) ont rapporté que le traitement des semences du
haricot avec T.atroviride a réduit de 40% I’incidence de la pourriture brune causée par
Fusarium solani (MART.) SACC.. Les résultats obtenus de cette étude sont aussi comparable a
ceux de Nandini et al., (2017), qui ont enregistré un niveau de protection élevé vis-a-vis
Sclerospora graminicola (Sacc.) J. Schrét. (Le mildiou du millet) avec un taux de réduction de

la maladie de 53,60% en utilisant des extraits protéiques bruts totaux de T.atroviride.

Dans ce travail, il a été également observé une différence importante dans le
pourcentage de réduction de la maladie conférée par I’isolat Tal3 entre les trois variétés de
blé utilisées. La variété Waha a enregistre le taux le plus élevé de réduction, atteignant
56,69%, suivie par la variété Ain Abid avec un taux de réduction de 41.93%. En revanche,
chez la variété Vitron, un pourcentage de réduction insignifiant a été obtenu (1,15 %). Selon
Perello et al. (2007),la performance de Trichoderma différe selon le cultivar testé en raison
de variations de tolérance aux conditions microclimatiques pendant la période d’essai. Du
point de vue génétique, Jamali et al. (2009) ont noté que le cultivar de petit pois influence
I’expression du géne hcnA-lacZ de I’isolat CHAO de Pseudomonas fluorescens MIGULA
(responsable de la sécrétion d’une substance antifongique HCN), ce qui entraine une
différence dans la protection contre Rhizoctonia solani J.G. Kihn. entre les différentes

variétés de la plante.

Par ailleurs, Tucci et al., (2011) ont également suggéré que le génotype de la tomate est
un déterminant clé de I’effet des traitements a base de Trichoderma sur la résistance des plants
au Botrytis cinerea PERs., notamment en ce qui concerne la colonisation de la rhizosphere par
I’antagoniste, ce qui peut soutenir la transcription de certains genes liés a la défense. En effet,

cette modulation de I’efficacité de Trichoderma pour diminuer 1’incidence de la pourriture du
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collet peut étre liee a la capacité des récepteurs et des genes de résistance spécifiques de chaque
variété a détecter de faibles niveaux de certaines enzymes sécrétées par Trichoderma comme
des molécules fongiques étrangéres. Par la suite, la plante active rapidement son systéme de

défense avant ou immédiatement apres ’attaque (Woo et al., 2006).

Conclusion

Le test in vivo visant a évaluer I’efficacité de I’isolat Tal3 dans la réduction de la
maladie causée par F. culmorum a révélé que 1’agent antagoniste a diminué 1’incidence de la
maladie, avec des pourcentages variant entre 1,15% (pour Vitron), 41,93% (pour Ain Abid) et
56,69% (pour Waha).

Les résultats obtenus ont montré également I’effet génotype sur la performance de
I’agent antagoniste, avec une différence significative dans la réponse entre les variétés. Waha
était la variété qui a eu le niveau de protection le plus élevé par I’antagoniste. Cette différence
pourrait s’expliquer par I’existence d’une interaction génétique entre 1’agent antagoniste et le
génotype de la plante. Cela souligne la nécessité d’explorer une gamme plus large de variétés

de blé dur et de blé tendre utilisées dans le systéeme agricole algérien.

En effet, le taux de réduction le plus élevé (56,69%) est observé chez la variété Waha.
Ce résultat est prometteur, car nous soulignons que 1’application de cet agent antagoniste est
envisagée dans le cadre d’une lutte intégré combinant différentes pratiques culturales, lutte

chimique et génétique.
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Introduction

Les bacteries et les champignons sont continuellement étudiés et exploités pour leur role
potentiel dans la croissance et la santé des plantes. Alors que certaines de ces recherches en sont
encore au stade préliminaire ou au laboratoire, d'autres font I'objet d'études sous serre et sur le
terrain, certaines sont au stade de la commercialisation et d'autres sont déja disponibles sur le
marché (Droby, 2016).

De nombreux travaux portent sur les microorganismes stimulateurs de la croissance des
plantes cultivées. Parmi eux, les espéces de Trichoderma sont actuellement utilisées comme
des bio-fertilisants pour améliorer la vigueur et la croissance des plantes. Ces champignons
établissent un lien avec les racines, formant un pont de transfert des minéraux et des éléments
nutritifs du sol vers la plante, ce qui accroit sa capacité nutritionnelle. Cette interaction favorise

une utilisation plus efficace de I’azote, du phosphore et du potassium.

De plus, Trichoderma participe a la solubilisation de certains nutriments insolubles et
des éléments non absorbables présents dans le sol, tels que le phosphore, le fer, le cuivre, le
zinc et le manganese. Ces champignons stimulent également la production d’hormones de

croissance vegetales (Yedidia et al, 2000 ; Harman et al., 2005 ; Singh et al. 2019).

L’amélioration de la vigueur de la plante par les agents biologiques est considérée
comme 1’un des paramétres qui ont un effet sur la tolérance des plantes aux stresses biotigques.
Murphy et al. (2003) ont constaté que I’amélioration de la croissance des plants de tomates,
sous I’effet des Bacillus spp., entrainait également une protection contre le virus de la mosaique
du concombre (VMC). Zhang et al. (2004) ont aussi prouvé qu’il existe une relation entre la
diminution de la sévérité de la moisissure bleue chez les plants de tabac traités par les PGPR et
la stimulation de la croissance des plants. La méme constatation a été rapportée par Wang et
al. (2009) qui ont utilisé les Bacillus spp. a 1°égard du virus de la mosaique du tabac (VMT).

Les résultats obtenus dans le chapitre précédent ont montré que 1’isolat Ta.13 de I’espece
T. atroviride est doté de la capacité a protéger le blé a 1’égard de F. culmorum agent causal de
la pourriture du collet et que son efficacité est liee a la variété de la plante. Ainsi, nous avons
voulu vérifier dans ce chapitre si la variabilité dans la réduction de I’intensité de la maladie a
une relation avec la stimulation de certains parameétres physiologiques liés a la résistance du
blé, mettant également en évidence I’interaction avec la variété de la plante. Etant donné que

F. culmorum est un pathogéne tellurique, et du moment qu’il colonise les racines du blé, il peut
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altérer le métabolisme de la plante par I’assimilation des carbohydrates et des éléments nutritifs
essentiels a la synthese de la chlorophylle de son hote. Cette altération peut aboutir a une
perturbation de la photosynthése et a 1’apparition de lésions et de taches nécrotiques dans les
tissus de la plante (Berger et al., 2007).

Dans ce chapitre, nous avons évalué¢ I’effet de T. atroviride sur divers parameétres
physiologiques des plants de bl¢, notamment la surface foliaire, I’humidité pondérale, le poids
frais, le poids sec et la teneur relative en chlorophylle. Ces plants ont été soumis a I’essai décrit
au chapitre III, portant sur 1’effet de Trichoderma dans la protection du blé contre la pourriture

du collet.
1.1 Matériel

Le matériel végétal et fongique sont les mémes que ceux utilisés dans le chapitre
précédent (description détaillée du matériel dans le chapitre I11).

1.2 Méthodes

Les différents parametres analysés dans ce chapitre ont été réalisés sur les plants de blé
qui ont fait I’objet de I’étude de I’effet de Trichoderma sur la protection du blé a I’égard de la

pourriture du collet dans le chapitre 11l comme mentionné ci-dessus.

Au 12°™ jour apres le semis, une évaluation du taux d'émergence et de la teneur
chlorophylle a été effectuée sans arracher les plants. Par la suite, au 30°™ jour, les plants soumis
aux différents traitements (témoins, plants inoculés par le pathogene, les plants inoculés par
I’antagoniste et les plants co-inoculés par le pathogéne et I’antagoniste) ont été arrachés pour

évaluer la biomasse et la surface foliaire.

1.2.1 Le taux d'émergence
Le taux d’émergence est calculé selon la formule suivante :

Nombre des graines germées dans chaque pot
Emergence (%) = * 100

Le nombre total des graines semées dans chaque po

1.2.2 Mesure de la teneur relative en chlorophylle

Pour la mesure de la teneur en chlorophylle des plants de blé des différents traitements,
nous avons utilisé le chlorophyllemetre Minolta SPAD 502 (Spectrum Technology Inc., IL,
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USA) (Fig.8), qui a été gracieusement fourni par Institut National de la Recherche
Agronomique (INRAA). Nous avons opté pour le chlorophyllemétre Minolta SPAD 502 afin
de contourner les limitations de la méthode traditionnelle de mesure de la teneur en
chlorophylle, qui est colteuse, destructive pour la plante et consomme beaucoup de temps. Pour
cela, cet appareil a été fabriqué pour pallier a ces contraintes (Manetas et al. 1998). En effet,
des centaines d’études publiées antérieurement ont utilis€ cet appareil dans la littérature
scientifique et ont approuvé sa fiabilité dans 1’estimation de la teneur en chlorophylle chez les
plantes (Shibaeva et al., 2020 ; Almansoori et al., 2021; Villegas-Velazquez et al., 2022 ). Le
principe du SPAD-502 est basé sur la mesure de la transmission des rayonnements rouge
(650 nm) et infrarouge (940 nm) a travers la feuille, avec un calcul par un microprocesseur pour
obtenir une valeur relative de chlorophylle en métre SPAD dans la feuille (Minolta, 1989 ;
Uddling et al., 2007). Les mesures ont été effectuéees sur les feuilles étendards du blé sans les
détacher. Apres la calibration de 1’appareil, trois mesures ont été prises par feuille pour avoir

une moyenne, avec une feuille choisie par pot représentant une répétition.

1.2.3 Mesure de la biomasse et de la surface foliaire

Apres ’arrachage des plants, les racines de 1’ensemble des plants de chaque pot sont
rincées sous I’eau du robinet afin d’éliminer toutes les particules du sol, comme décrit
précedemment (Chapitre 11). Les plants sont ensuite pesés pour mesurer leur poids frais. Pour
la mesure de la surface foliaire, un plant est sélectionné au hasard a partir de chaque répétition
d’un traitement (03 plants pour chaque traitement, un plant est considéré comme étant une
répétition). La surface foliaire est estimée a 1’aide d’un planimeétre sur la feuille étendard apres
sa séparation du collet selon la technique de Barker (1968). Les plants de chaque pot sont
placés dans des sacs en papier et séchés dans une étuve pendant 48 heures a 60°C afin de peser
leur poids sec et de mesurer le rapport entre le taux d’humidité et le taux de la matiére séche
(Humidité pondérale).

Le calcul du taux d’humidité est calculé selon la formule suivante :

P, —P,

H% = x 100

1

Le taux de matiére seche est calculé selon la formule suivante :

P
MS% = —2= x 100
Py
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Le calcul de I’humidité pondérale est calculé selon la formule suivante

_ H%
 MS%

Hp

H% : le taux d’humidité

MS% : le taux de matiere séche

P1 : Le poids en gramme de 1’échantillon avant la déshydratation (poids frais).
P2 : Le poids en gramme de 1’échantillon apres la déshydratation (poids sec).
Hp : ’humidité pondérale.

Les analyses statistiques pour chaque paramétre de croissance ont été réalisées a partir
de 3 répétitions, en comparant les données quantitatives par le test des comparaisons multiples
(ANOVA) du logiciel STATISTICA version 6. La différence entre les comparaisons binaires a

éte déterminée selon le test de Tukey (p< 0,05).

2 Résultats

L’analyse de la variance des pourcentages d'émergence, de la teneur en chlorophylle,
des poids frais et secs, de la plante en entier (plante entiere: racines, tiges et feuilles), des
surfaces foliaires, ainsi que le rapport entre le taux d’humidité et le taux de matiere seche a
révele des différences significatives entre les traitements pour chaque variété étudiée, entre les
variétés pour chaque traitement,ainsi quedans D’interaction des deux facteurs (effet du
traitement et effet de la variété). Les moyennes de chaque paramétre ont été comparées a l'aide
du test HSD de Tukey (P < 0,05).

2.1 Le taux d'émergence

Au 12™¢ jour apres le semis, le taux d’émergence des graines a été quantifié, mettant en
évidence une variabilité notable entre les différents traitements. Cette variabilité était
particulierement marquée chez les plants inoculés avec le pathogéne. Fusarium culmorum a
significativement réduit le taux d’émergence des semences non traitées avec Ta.13 dans les trois
variétés étudiées (p < 0,001). Les variétés Vitron et Waha ont montré une forte réduction du
taux d’émergence, respectivement de -77% et -59%, tandis que la variété Ain Abid a enregistré

une diminution moindre, de -33% (Fig.7).
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Le traitement des semences avec Ta.13 seul a montré les taux d’émergence les plus
élevés parmi les trois variétés, comparé a tous les autres traitements, y compris le témoin non
inoculé. Le taux d’émergence le plus €élevé a été observé chez la variété Ain Abid (33%), tandis

que le plus faible a été enregistré chez la variéte Vitron (10%) (Fig.8).

Pour évaluer I’effet de T. atroviride sur le taux d’émergence des semences de blé infectées par
F. culmorum, nous avons déterminé le pourcentage de variation de leur taux d’émergence par rapport
aux plants inoculés uniquement avec le pathogéne. Les résultats ont montré que Trichoderma a
significativement amélioré le taux d’émergence des graines, avec des différences trés marquées entre
les variétés (p < 0,005). Dans cette étude, I'augmentation du taux d’émergence était de 126% pour la
variété Waha et de 122% pour la variété Vitron, tandis que la stimulation observée pour la variété Ain

Abid était relativement faible, atteignant seulement 8% (Fig.8).
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Figure 7. Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le taux d’émergence des trois

variétés de blé inoculées avec Fusarium culmorum comparée aux témoins non inoculés.

- Les plants traités avec Tal3 seul (Ta) ; les plants inoculés par F. culmorum (F) et les

plants traités par Tal3 et inoculés par le pathogene (Ta+F).
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Variativn du taux d’émergence (%)

Figure 8. Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur Le taux d’émergence des
graines de blé des variétés inoculées par le pathogéne par rapport au témoin inoculé.

- Ainabid (A) ; Waha (W) ; Vitron (V).

2.2 La teneur en chlorophylle

L’analyse de la teneur en chlorophylle des feuilles du bl¢ indique qu’il existe une
difference trés hautement significative entre les témoins des trois variétes de blé (P<0,001). Les
variétés Vitron et Waha ont montré les valeurs de SPAD les plus élevées, atteignant
respectivement 40 et 41,87 unités respectivement, tandis que la variété Ain abid a montré la
teneur la plus faible en chlorophylle (24.47 SPAD). En outre, le traitement avec 1’agent
antagoniste Trichoderma seul a amélioré la synthese chlorophyllienne de tous les plants, avec
des pourcentages d’augmentation variant entre 15 et 16% par rapport aux témoins non inoculés

(Fig.9), mais aucune différence significative n’a été détectée entre les trois variétés (P>0.05).

Les teneurs en chlorophylle ont été significativement réduites (P<0,05) sous I’effet du
stress biotique causeé par F. culmorum, par rapport aux témoins non inoculés. Toutes les variétés
étudiées ont été affectées, mais avec des réductions plus prononcées chez la variété Ain Abid
(-82%) suivie par la variété Waha (-72%) et enfin (—60%) chez la variété Vitron (Fig.9).

Par rapport aux plants inoculés par I’agent pathogéne seul, Trichoderma a amélioré la

synthese chlorophyllienne des plants co-inoculés. Le pourcentage d’augmentation a atteint
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(+40%) chez la variété Ain abid et (+43%) chez Waha. Cette amélioration est negligeable chez
la variété Vitron (Fig.10).

2.3 Poids frais et poids sec

L’analyse de la variance des poids frais et des poids secs de la plante entiére (racines,
tiges et feuilles) révele des différences significatives entre les traitements pour chaque variété
¢tudiée, entre les variétés pour chaque traitement, ainsi que dans I’interaction des deux facteurs
étudiés (effet de traitement et effet variété). Les moyennes de chaque parametre sont comparées
selon le test HSD de Tukey.

F. culmorum a significativement affecté le poids frais et le poids sec des trois variétés
de blé par rapport a leurs témoins non inoculés. Concernant le poids frais, les variétés Vitron et
Waha ont subi une diminution de -80% et -79% respectivement, tandis que la variété Ain Abid
a montré une baisse la moins importante (-28%) (Fig.11). La diminution la plus marquée du
poids sec est enregistrée chez les variétés Vitron et Waha a -88% et -79 % respectivement,
suivies par la variété Ain Abid (-64%) (Fig.13).

Le traitement par Trichoderma seule a amélioré a la fois le poids frais et le poids sec
chez les trois variétés de blé par rapport aux témoins non inoculés. Les taux d’induction du
poids frais étaient de 63% et 67% chez Ain Abid et Vitron (Fig.11), respectivement, et de 48%
chez la variété Waha (Fig.11). En ce qui concerne le poids sec, la meilleure augmentation a été
observée chez la variété Ain Abid (102%) suivie par Vitron (57%), tandis que I’augmentation
était plus faible chez Waha (15%)(Fig.13).Chez les plants de blé co-inoculés, 1’antagoniste a
stimulé le poids frais uniquement chez la variété Ain Abid (45%). Par contre, les variétés Vitron
et Waha ont marqué une diminution de -56% et -71% respectivement, par rapport a leurs
témoins non inoculés (Fig.11). Cependant, la comparaison des plants co-inoculés avec ceux
inoculés par le pathogene seul confirme que 1’antagoniste a induit une amélioration trés
significative du poids frais (Fig.11) et du poids sec (Fig.12) chez les trois variétés co-inoculées
(P<0,001). Dans ce cas, les variétés Ain Abid et Waha ont présenté des taux trés élevés de poids
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frais (309% et 115%, respectivement), tandis que la variété Vitron avait un taux de poids sec
presque quadruplé par rapport aux autres variétés (628%).
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Figure 9. Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le taux de chlorophylle des

trois variétés sous différents traitements, par rapport aux témoins non inoculés.

- Les plants traités avec Tal3 seul (Ta) ; les plants inoculés par F. culmorum (F) et et les
plants traités par Tal3 et inoculés par le pathogéne (Ta+F).
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Figure 10.Evaluation de I’effet de 1’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le taux de chlorophylle des

trois variétés co-inoculées par rapport aux témoins inoculés par le pathogéne seul.
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Figure 11. Evaluation de I’effet de 1’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le poids frais : taux de

variation du poids frais total des plants du blé (feuille, tige et racine) des trois variétés de blé

sous différents traitements par rapport aux témoins non inoculés.

- Les plants traités avec Tal3 seul (Ta) ; les plants inoculés par Fusarium culmorum (F)
et les plants traités par Tal3 et inoculés par le pathogene (Ta+F).

150
g 100 - ; :
T B Ain Abid
[=E)
- W “Waha
= .
= 50 Witron
=
=
g 0
k:
=
- .50 -
Ta TatF
=100

Figure 12. Evaluation de ’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le poids sec : taux de variation du
poids sec total des plants du blé (feuille, tige et racine) des trois variétés de blé sous différents traitements
par rapport aux témoins non inoculés.
- Les plants traités avec Tal3 seul (Ta) ; les plants inoculés par Fusarium culmorum (F)
et les plants traités par Tal3 et inoculés par le pathogéne (Ta+F).
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Figure 13. Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le poids sec des trois
variétés du blé co-inoculées, par rapport aux plants inoculés par le pathogene seul.

- Ainabid (A) ; Waha (W) ; Vitron (V).

2.4 Le rapport entre le taux d’humidité et le taux de matiere seche (1’humidité pondérale)

L’objectif de ce test est d’étudier I’efficacité de I’agent antagoniste a rétablir 'équilibre
entre le taux d’humidité et le taux de la matiére séche (H/MS) des trois variétés de blé. En
effet, I'ensemble des témoins des trois variétés, comparés entre eux, présentait des taux
d’humidité chez les variétés Ain Abid et Vitron 4 fois plus élevés que le taux de maticre séche.
Par contre, Waha avait un taux de matiére séche 1.77 fois deplus que son taux d’humidité
(Fig.14).

L’infection des plants de blé par F. culmorum seul a déséquilibré le rapport H/MS chez
les plants d’Ain Abid et Vitron, par rapport aux témoins non inoculés. Chez la variété Ain
Abid, le rapport était 2,78 fois plus bas que celui de son témoin. En revanche, le déséquilibre
chez Vitron était de 1.88 fois plus élevé que son témoin (Fig.14). En cherchant quel élément
de ce rapport a créé le déséquilibre, nous avons remarqué que chez la variété Vitron c’est
I’augmentation du taux d’humidité, tandis que chez Ain abid, ¢’est I’augmentation du taux de
maticre séche, accompagnée d’une diminution du taux d’humidité. Cependant, chez la variété

Waha, le pathogeéne n’a eu aucun effet sur ce rapport.

47



Chapitre I11 : Effet de Trichoderma atroviride sur les parameétres de croissance des plants de blé et
sur la teneur en chlorophylle.

Le traitement par T. atroviride seule n'a eu aucun effet sur le rapport H/MS des trois
variétés. En revanche, chez les plants co-inoculés, 1’antagoniste a rétabli 1'équilibre chez la
variété Ain abid. Par ailleurs, malgré le traitement par 1’antagoniste, les plants inoculés de la
variété Vitron ont également subi un déséquilibre marqué par une diminution accrue, jusqu’a

5 fois inférieure au témoin.

48



Chapitre I11 : Effet de Trichoderma atroviride sur les parameétres de croissance des plants de blé et sur la teneur en chlorophylle.

100 o
o0 - B
B0 !( - 7
T0
- B
&0
-5
50 —
| 4 %S
40 B % d'humidite
- 3
30 a——1H (RS
20 +— —_ 2
10— — L 4
o T T T T T T T T T T T T T T - 0
T Ia F Ta<F T Ta F Ta+F T Ia F Ta+F
L ] v J \ Y J
1 |
Ain Abid : Waha Vitron

Figure 14. Evaluation de I’effet de I’isolat Tal3 (T. atroviride) sur le taux d’humidité (H%) et de la matiere seche des trois variétés du blé sous

différents traitements par rapport au témoin non inoculé(T).

- Témoin non inoculé(T) ; les plants traités avec Tal3 seul (Ta) ; les plants inoculés par F. culmorum (F) et les plants traités par Tal3 et
inoculés par le pathogéne (Ta+F).
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2.5 La surface foliaire

Par rapport au ttmoin non inoculé, le pathogene a entrainé des réductions significatives
de la surface foliaire (p<0.01), surtout chez la variété Vitron (-83%) suivi par Waha (-33%),
tandis que chez Ain abid, aucune diminution n'a été observée. Le traitement par Trichoderma a
amélioré, de maniere générale, la surface foliaire des plants de blé. Cette amélioration dépend
étroitement de la variété et de la présence ou absence du pathogene. Cependant, 1 ‘inoculation
par Trichoderma seul a augmenté la surface foliaire de 67% chez la variété Ain abid et de 45%
chez la variét¢ Waha, mais aucun effet n’a été¢ marqué chez les plants de la variété Vitron, tandis
que dans la co-inoculation, I’induction de la surface foliaire était élevée chez Ain abid (60%)
et faible chez Waha (14%). En revanche, Vitron a marqué une importante diminution de -83%
(Fig.15).

En comparaison avec les plants inoculés seulement par le pathogene, Trichoderma a
augmenté la surface foliaire des plants infectés d’Ain abid et Waha de +155% et +55 %

respectivement et aucun effet n’a été enregistré chez la variété Vitron (Fig.16).
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Figure 15. Evaluation de ’effet de I’isolat Tal3 (T.atroviride) sur la surface foliaire des trois variétés
inoculées sous différents traitements par le pathogene par rapport aux témoins non inoculés.
- Ain Abid (A) ; Waha (W) ; Vitron (V). Les plants traités avec Tal3 seul (Ta) ; les plants
inoculés par F. culmorum (F) et les plants traités par Tal3 et inoculés par le pathogéne
(Ta+F).
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Figure 16. Evaluation de ’effet de 1’isolat Tal3 de T. atroviride sur la surface foliaire des trois

variétés inoculées par le pathogéne par rapport aux plants inoculés par le pathogéne seul.
- Ain Abid (A); Waha (W) ; Vitron (V).
Discussion

L’analyse des paramétres de croissance des plants de blé révele que le traitement des
semences par T. atroviride seule a exercé un effet positif sur la teneur en chlorophylle, taux
d’émérgence, le poids frais, le poids sec et la surface foliaire par rapport aux plants témoins non
traités. Cette constatation concorde avec de nombreux travaux démontrant la capacité des
souches de Trichoderma a stimuler la croissance des plantes (Singh et al., 2020 ; Mukherjee
et al., 2021 ; Pérez et al., 2023). Yedidia et al.( 2001) ont signalé que T. harzianum stimule
plusieurs paramétres de croissance chez les plants de concombre sains, avec des taux
d’augmentations variables, y compris la germination des graines (30%), le poids sec (80%) et
la surface foliaire (80%).

Par ailleurs, F.culmorum a réduit la croissance des plants des trois variétés étudiées,
avec des réductions allant de -60% a -82% pour la teneur en chlorophylle, de -33% a -77% pour
le taux d’émergence, de -64% a -80% pour le poids frais, de -28% a -88% pour le poids sec et
de -33% & -88% pour la surface foliaire chez les plants inoculés par 1’agent pathogéne, par

rapport aux plants témoins non inoculés. En outre, dans le cas de la co-inoculation,
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Trichodermaa amélioré considérablement tous les parameétres de croissance par rapport aux
plants inoculés seulement par F. culmorum chez les variétés Waha et Ain Abid. Cependant chez
la variété Vitron, une faible augmentationou est enregistrée pour le poids frais, la surface

foliaire et le taux d’émergence et la teneur en chlorophylle.

L’analyse de la teneur en chlorophylle est utilisée pour envisager la performance
photosynthétique de la plante sous un stress (Fracheboud et al., 1999). Dans la présente étude,
le pathogéne a considérablement réduit le taux de la chlorophylle des trois variétés. Ce résultat
est en accord avec les constatations de Baghbani et al. (2019) qui ont constaté une réduction
similaire chez les plants infectés par des champignons phytopathogenes. Cette diminution est
liée a ’activation de I’enzyme chlorophylase suite a un endommagement des tissus de la plante
par le pathogéne. Cette enzyme transforme la chlorophylle au phytol et chlorophylide. Par
’action photodynamique de I’enzyme, la dégradation des chlorophylles est peut étre utile dans
la réparation des tissus pour éviter les dommages cellulaires (Benedetti et al.,1998 ; Takamiya
et al., 2000 ; Huang, 2013). La réduction du nombre de chloroplastes conduit aussi a une
diminution de la biosynthese de la chlorophylle qui peut retarder ou inhiber le développement
des plastides et le processus de photosynthése. Selon Hock etElstner (2004), la destruction des
chloroplastes conduit au développement des Iésions nécrotiques.

Plusieurs travaux ont montré ’efficacité de Trichoderma dans la stimulation de la
croissance chez les plants stressés. Harris (2013) a constaté qu'en co-inoculant les plants de
laitue (Lactuca sativa) avec Sclerotinia sclerotiorum (LiB.) DE BARY et T. hamatum (Bonord.)
Bainier le taux de levée a augmenté de 77 %. De méme, Hibar et al. (2005) ont enregistré une
croissance végetative importante chez les plants de tomate traités avec T. harzianum et inoculés

par F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (JARVIS & SHOEMAKER), par rapport aux plants

témoins. Zhang et al.(2016) ont également observé une augmentation de la tolérance du soja
au S. sclerotiorum en utilisant I'espéce T. harzianum. Ils ont remarqué une augmentation de la
teneur en chlorophylle et en phénols apreés I'application de I'agent antagoniste. Cette stimulation
est peut-étre due a plusieurs mécanismes, directs ou indirects. Le mécanisme direct le plus
important repose sur le fait que Trichoderma, en colonisant les plantes, produit ses propres
phytohormones qui affectent 1’équilibre hormonal de la plante et influent sur son interaction

avec les microorganismes (Nieto-Jacobo et al., 2017).
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Pour approfondir la compréhension du mécanisme par lequel l'agent antagoniste
influence les parametres de croissance des plantes, Contreras-Cornejo et al. (2009) ont étudié
I'effet de Trichoderma. virens et T. atroviride sur la stimulation de la production d'auxines chez
Arabidopsisthaliana. Les actions de cette hormone sont multiples : elle favorise I'élongation
cellulaire, la dominance apicale, la rhizogenése, la fructification, et la germination des graines,
tout en prévenant I'abscission des feuilles. Les chercheurs ont mis en évidence que Trichoderma
stimule la croissance des plantes en produisant des composés associés aux auxines, tels que
I'acide indole-3-acétique, I'indole-3-acétaldéhyde et I'indole-3-éthanol, De plus, Trichoderma
renforce la réponse des plantes a la signalisation auxinique, contribuant ainsi a une amélioration
globale des processus de croissance et de développement.

L’un des mécanismes indirects de Trichoderma dans la protection contre les maladies
et la stimulation de la croissance chez la plante est d’assurer une bonne nutrition de la plante en
formant avec les racines de la plante un pont de transfert des minéraux et des éléments nutritifs
du sol vers les parties et les organes de la plante. L’évolution de la tolérance ou de la résistance
aux dommages causés aux plantes dépend de la quantité de nutriments disponibles et du taux

de croissance de la plante (Harman et al., 2005 ; Pagén et Garcia-Arenal, 2018).

Dans la présente étude, il a été observé que la stimulation de la croissance des plants de
blé par I’antagoniste variait significativement d’une variété a I’autre et d’un traitement a 1’autre.
De fortes augmentations des parametres de croissance ont été notées chez les plants co-inoculés
par rapport a ceux inoculés uniquement avec le pathogéne. Par exemple, le poids frais a montré
une augmentation de 115 % chez la variété Waha et de 309 % chez Ain Abid, tandis que le
poids sec a atteint jusqu’a 628 % chez la variété Vitron. Une observation similaire a été faite
pour la surface foliaire, avec une augmentation de 155 % chez Waha. De plus, Trichoderma a
induit un taux d’émergence accru de 126 % chez Waha et de 122 % chez Vitron. Ces taux élevés
de stimulation de la croissance peuvent étre attribués a la méthode d'incorporation de fusar,
notamment par enrobage des semences des variétés de blé utilisées (Stewart et Hill, 2014).

Cette stimulation de la croissance est étroitement liée a la disponibilité de I'eau, qui joue
un réle essentiel dans de nombreux processus métaboliques et fonctions chimiques au sein des
cellules végétales. L'eau est essentielle pour I'élongation cellulaire, le transport des nutriments
et la régulation thermique. Ainsi, un pourcentage de matiére seche équilibré, qui refléte la santé

des plants, peut également étre influenceé par I'amélioration des conditions d'humidité et la
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stimulation racinaire favorisée par Trichoderma. En d'autres termes, une croissance vigoureuse,
comme l'indiquent les augmentations observées, est souvent le résultat d'une meilleure gestion
de l'eau, renforcant ainsi lI'importance de l'interaction entre I'agent antagoniste et les plantes
hotes (Taiz et Zeiger, 2015 ; Khan et Ghosh, 2020).Cependant, cette dynamique est menacee
par la colonisation et la dégradation des racines et des tissus vasculaires par les agents
pathogenes. Ces altérations peuvent réduire la capacité photosynthétique des plantes en
perturbant le mouvement et l'assimilation de I'eau. De plus, les toxines sécrétées par ces
pathogénes peuvent compromettre la physiologie de I'h6te, diminuant ainsi I'efficacité de la
photosynthese (Liu, et al., 2020).

Le traitement de la semence du blé avec Tal3 (T. atroviride) a rééquilibré le rapport
entre I’humidité et la mati¢re seche chez les plants des variétés Ain abid et Waha inoculés par
le pathogéne. Cela est peut étre traduit par le fait que 1’antagoniste, par sa croissance sur les
racines ou autres mécanismes de son interaction avec les racines de la plante, a bloqué le
développement du pathogene et a facilit¢ I’absorption des éléments nutritifs du sol et leur
circulation dans les tissus conducteurs. Ainsi a également assuré son équilibre nutritionnel, ce
qui est nécessaire au bon état physiologique de la plante. Par contre, chez la variété Vitron, ce
rapport a diminué. Cependant, le pourcentage de mati¢re seéche a augmenté et le taux d’humidité
a été réduit. En revanche, le rééquilibre créé chez la variété Ain abid est due a une meilleure

interaction entre les racines de la variété et 1’agent antagoniste (Sharma et Prasal, 2021).

La variabilité dans la stimulation de la croissance observée entre les trois variétés
traitées par T. atroviride peut étre liée aux divers facteurs, dont la lignée génétique des plantes.
En outre, des éléments tels que les conditions environnementales, le type de culture, la
concentration de l'inoculum et la formulation de l'antagoniste jouent également un role
significatif dans cette non-uniformité, comme 1’ont souligné Harman (2006) et Stewart et Hill
(2014).

Le déséquilibre dans l'absorption des nutriments et la disponibilité en eau peut
considérablement influencer le taux d’émergence et la croissance des plantes (Igbal & Ashraf,
2013). Cela souligne I'importance de créer des conditions optimales pour leur développement,
en intégrant a la fois la gestion des pathogenes et un équilibre nutritionnel approprié. Ainsi,
pour assurer le succés des cultures, il est essentiel d'adopter une approche globale qui prenne

en compte ces divers facteurs.
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Conclusion

Il semble que l'utilisation de I’isolat Ta.13 de I’espéce T. atroviride comme biofertilisant
soit une solution souhaitable pour améliorer toute les composants de la croissance du blé, y

compris le taux d’émergence, la teneur en chlorophylle, le poids frais et le poids sec.

Les résultats montrent que Trichoderma est parvenue a stimuler les parametres de
croissance des plants du blé a des degrés variables entre les variétés et en présence ou en absence
du pathogene. De maniere générale, les meilleures inductions sont enregistrées chez les plants
co-inoculés des variétés Waha et Ain abid, sauf dans le cas du poids sec ou Vitron a enregistré

un taux plus élevé que celui des autres variétés.
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Chapitre 1V : Effet de Trichoderma atroviride (Ta.13) sur les activités enzymatiques et les
composés liés & la resistance de la plante contre le pathogéne

Introduction

Au cours de leur croissance, les plantes développent des mécanismes de défense face aux stress
biotiques et abiotiques, tels que 1’épaississement des parois cellulaires pour limiter la
pénétration des agents pathogeénes, ainsi que l'accumulation et la production de composés
phenoliques et de faibles concentrations d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) (Cawood et
al., 2013; Bae et al., 2020). Cependant, la production accrue de radicaux libres nécessite une
consommation excessive d'oxygene, ce qui peut étre toxique pour la plante, entrainant un stress
oxydatif. En réponse, les plantes activent des systemes enzymatiques antioxydants tels que la
peroxydase (POX) et la catalase (CAT), ainsi que des systémes non enzymatiques, comme la
production de polyphénols et de protéines solubles. Cette activation permet aux cellules
d’éliminer les radicaux libres en surplus, limitant ainsi le potentiel de dommages oxydatifs

(Kotchoni et Gachomo, 2006).

Par ailleurs, les voies impliquées dans la génération de ROS jouent un rdle essentiel
dans les mécanismes de défense des plantes, notamment en leur permettant de réagir aux
attaques des agents phytopathogénes et en contribuant a la résistance acquise aux maladies.
Plusieurs études ont montré que l'application d'especes de Trichoderma et d'autres agents de
lutte biologique améliore la production d'espéces réactives d’oxygene, renforgant ainsi les
défenses des plantes dans divers pathosystéemes (Yedidia et al., 2003; Harman, 2006 ;
Guzman-Valle et al., 2014; Mustafa et al., 2017; Rais et al., 2017).

Les objectifs de ce chapitre sont d'étudier I'effet de T. atroviride (Ta.13) sur I’induction et
la production des protéines totales, des polyphénols et d'enzymes antioxydantes (peroxydase et
catalase) liées aux mécanismes de défense a I’égard de F. culmorum. L’évaluation de
I’induction des métabolites a été réalisée dans deux organes des plants de blé. Les changements
biochimiques ont été évalués dans la zone d'infection (partie basale) et dans les feuilles de trois

variétés de blé utilisées dans la présente étude.

Les trois variétés de blé dont les informations ont déja été citées dans les chapitres
précédents sont utilisées dans ce chapitre a savoir 2 variétés de blé dur (Waha et Vitron) et la
variété de blé tendre (Ain Abid).
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1. Materiel et methodes

1.1 Matériel fongique

Les mémes isolats pathogenes (FC.09.11 de F. culmorum) et I'agent antagoniste (Ta.13

de T. atroviride) précédemment cités dans les chapitres précédents sont utilisés dans ce chapitre.

1.2 Méthodes

1.2.1 Traitement de la semence par ’agent antagoniste et inoculation par ’agent
pathogéne
Les mémes méthodes décrites précédemment dans les chapitres 3 et 4 sont utilisées dans
cette partie. Cela inclut la méthode de traitement des semences par I'agent antagoniste selon
Harman et al. (1989), ainsi que la méthode d'inoculation de F. culmorum selon Dermici et al.,
(2003).

1.2.2 Préparation du matériel végétal pour les analyses biochimiques

Apreés quinze jours de semis, les plants de blé au stade trois feuilles ont été arrachés et
mis dans de I'azote liquide afin de bloquer leur métabolisme. Ils ont ensuite été conservés a -
80°C en vue d'une analyse plus approfondie. Les étapes d'extraction et d'analyse de chaque
parameétre biochimique ont été effectuées sur deux parties de chacun des trois plants
échantillonnés (un plant par répétition) : la partie basale (le collet et une partie de la racine) et

la partie apicale des feuilles d'un plant sélectionné au hasard dans chaque pot.

1.2.3 L’extraction et le dosage des protéines totales

Le matériel végétal (200 mg) a été placé au-dessus d'un bac rempli de glace, puis broyé
apres l'ajout de 1,5 ml de tampon phosphate 50 mM (Ph=7). L'extrait a ensuite été centrifugé a
12 000 x g a 4°C pendant 5 minutes. Le dosage des protéines totales a été effectuée selon la
méthode de Bradford (1976) avec de I'albumine du sérum bovin comme étalon. A 10 pl de
I'extrait protéique, sont ajoutés 790 ul du tampon phosphate (50 mM, pH 5,5) et 200 pl du
réactif de Bradford, et le mélange a été laissé pendant 5 min a température ambiante.
L'absorbance a ensuite eté mesurée a 595 nm dans un spectrophotomeétre UV-Visible 2650 UV
LABOMED INC. La quantité de protéines a été exprimée en mg de protéines/0,2 g de poids

frais.
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La quantité des protéines est calculée selon la formule suivante :
Quantité de protéines = (DO /V)/ €

DO : densiteé optique

V : volume d’extrait enzymatique

€: coefficient d’extinction =0.056

1.2.4 Détermination du contenu phénolique

Le contenu phénolique total a été estimé par la méthode Folin-Ciocalteu (Folin et
Ciocalteu, 1927).

Des échantillons de 500mg de feuilles fraiches ont été broyés dans 2 ml de méthanol
(80%) a 4°C, puis centrifugés a 1000 tours/minute pendant 10 minutes. Un volume de 100 pl
du surnageant a été ajouté au mélange réactionnel contenant 50 ul de carbonate de sodium (20
%), 1750 pl d'eau distillée stérile et 250ul de réactif Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich,
Allemagne). Le mélange réactionnel a été bien mélangé et incubé pendant 30 minutes a 40°C,
puis refroidi & température ambiante. La densité optique a été mesurée a 760 nm, et la quantité
de phénol a été déterminée en utilisant le catéchol comme étalon et exprimée en mg/g de poids

frais. La concentration est calculée selon la formule :
Teneur en composeés phénoliques = densité optique *C, est exprimee en mg /ml.

C: la concentration en catéchol mg/ml obtenu a partir d’une courbe d’étalonnage

obtenue avec de catéchol utilisé comme standard.

1.2.5 Extraction et détermination des activités des enzymes antioxydantes

a. Peroxydase

Des échantillons de 500 mg ont été homogeénéisés dans 5 ml du tampon phosphate de
potassium 50mM (pH 5,5). Aprés centrifugation a 12 000g pendant 20 minutes a 4°C, le
surnageant a été recueilli sous forme de solution enzymatique brute. Un mélange réactionnel a

été préparé en ajoutant au surnageant recueilli 2,9 ml du tampon phosphate de potassium 50
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mM (pH 5,5), 1ml de H202 (0,6 M) et 1ml de gaiacol 50 Mm a 0,1ml de la solution enzymatique
brute selon le protocole décrit par Egley et al. (1983).

L'activité enzymatique est déterminée par spectrophotométrie en utilisant le garacol et
le peroxyde dhydrogéne (H202) comme substrats de I'enzyme. Dans une cuve de 1 ml, sont
ajoutés dans l'ordre, 0,5ml de tampon acétate 0,1 M (pH 5,0), 0,4ml de gaiacol (a une
concentration précisée selon le test, voir tableau ci-dessous), 50 pl d'enzyme et 50 pl de H20>
(0.6 M) qui servira pour déclencher la réaction. Le réglage a zéro de la densité optique (DO)
est réalisé apres ajout de I'enzyme. Apres déclenchement de la réaction par addition de H202,
la cuve est couverte a l'aide d'un papier aluminium, est agitée rapidement (par inversion dans
les deux sens). Des lectures de la densité optique a 470 nm sont réaliseées au bout de chaque
minute pendant une durée de 3 minutes. Les variations de DO entre la 2™ et la 3™ minute et
entre la 1¥ et la 26™ minute sont mesurées. Une unité enzymatique correspond a la quantité de

protéines donnant 0,1 unité de DO a 470 nm.

L'activité spécifique des peroxydases (unité mg-1 de protéine) est calculée selon la

formule suivante :
POX= (ADO peroxydase X FD) / (quantité de protéines de 1’enzyme)
POX : L'activité spécifique de la peroxydase
ADO : variation de la densité optique
FD : facteur de dilution =30

La teneur en protéines de la solution enzymatique brute a été déterminée selon la

méthode de Bradford (1976) comme décrit précédemment.

b. Catalase

Le matériel végétal (200 mg) a été broyé a 4°C dans 1,5 ml de tampon phosphate 50
mM (pH 7). L'extrait obtenu a ensuite été centrifugé a 12 000 g & 4°C pendant 5 minutes. Le
surnageant a été utilisé comme extrait enzymatique. L'activité de la catalase (CAT) a été
mesurée selon la méthode de Beers et Sizer (1952). L'activité de la CAT a été calculée sur la
base de la décomposition du H202, mesurée comme la diminution de I'absorbance a 240 nm,

selon la réaction chimique :
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2H;0; » 2H:0+ Oy

Le mélange réactionnel se compose de 724 ul de tampon phosphate (50 mM, pH=7), de
226ul de H202 a 30% et de 50ul de surnageant. L'absorbance a été mesurée sur une période
d'une minute. L'activité spécifique de l'enzyme a été calculée en utilisant un coefficient

d'extinction de 36 M1.cm™ et exprimée en pkat/mg de protéine.
L’activité spécifique de I’enzyme est mesurée selon la formule suivante :
SA= (ACx DF)/(At x quantité de proteines)
AC: (A OD)/eL
SA = (ACx DF) / (At x quantités de protéines)
AC : (ADO)/ €L
ADQ: variation de la densité optique entre deux valeurs (At : intervalle de temps = 1 minute)
€: facteur d'extraction = 36 mM-1.cm-1
L : longueur du volume de lecture dans la cuvette.

FD : facteur de dilution =20

Les analyses statistiques ont été réalisées a lI'aide du logiciel Statistica ink, version 6.1.
Les résultats des données quantitatives ont été soumis a une analyse de variance ANOVA. La
comparaison des moyennes a été réalisée a I’aide du test HSD de Tukey. Les différences ont

été considéres comme significatives a p < 0,05.

2. Reésultats

Le traitement des graines de blé par I’isolat T. atroviride (Ta.13) a induit des
changements dans les contenus protéiques et phénoliques ainsi que sur les activités de la
catalase et de la peroxydase des tissus des plants de blé. Cette induction varie plus ou moins
considérablement d'une variété a l'autre et d'une partie de la plante a l'autre (partie basale et

feuilles). Les résultats ont révélé une différence significative pour chaque paramétre étudié
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entre les variétés pour chaque traitement et les niveaux étant les plus bas dans les plants de blé
témoins non inoculés, suivis des plants inoculés avec F. culmorum seul, ensuite de ceux
inoculés avec Ta.13 seul et en dernier des plants co-inoculés avec T. atroviride et F. culmorum.
Au sein d'une variété de blé donnée, il a été noté une différence significative pour touts les
paramétres biochimiques mesurés entre les tissus de la partie basale des plants de blé et les
tissus des feuilles.

2.1 Lateneur en protéines

L'inoculation des graines de blé avec Fusarium culmorum seule, ainsi que la co-
inoculation avec T. atroviride (Ta.13) et le pathogéne, a entrainé des variations tres
significatives de la teneur en protéines totales par rapport au témoin non inoculé (P < 0,0005).
Dans les échantillons prélevés a la base des plants, les teneurs en protéines étaient les plus
élevées dans les plants inoculés uniquement avec le pathogéne. Les variétés Vitron et Waha ont
affiché des augmentations maximales de 133% et 114%, respectivement, par rapport au témoin.
La variété Waha, co-inoculée avec F. culmorum et T.a13, a montré des augmentations de 66%
dans le collet et de 37% dans les feuilles par rapport au témoin non inoculé. En revanche, pour
les deux autres variétés, les augmentations étaient marginales, avec 17% dans les feuilles d’Ain

Abid et 16 % dans le collet de Vitron (Fig.17).

Par rapport aux plants inoculés avec F. culmorum seul, la co-inoculation avec le
pathogéne et Trichoderma a réduit de maniére significative le taux des protéines totales dans
les feuilles et les collets des plants de la variété Vitron infectés par le pathogéne (-63% dans les
feuilles et -50% dans les collets) (P < 0,0005). En revanche, une petite augmentation a été notée
dans les feuilles des plants de la variété Waha (8%) co-inoculés a la fois avec le pathogene et
Trichoderma, par rapport aux plants de Waha inoculés uniqguement avec le pathogéne.

2.2 Lateneur en phénols

La teneur totale en composés phénoliques, des feuilles et des parties basales des plants
de blé non inoculés des trois variétes, a montré que les tissus foliaires des variétés du blé dur
(Waha et Vitron) avaient des concentrations en phénols plus élevées que les parties basales. Par
contre chez la variété Ain Abid (blé tendre), la concentration en phénol la plus élevée était
enregistrée dans les parties basales (tissus du collet). Chez les plants de blé co-inoculés a la fois

avec Ta.13 et F. culmorum, la teneur en phénol différait significativement de celle des plants
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témoins non inoculées (P < 0,0005), la plus grande teneur en phénol est enregistrée dans les
parties basales de la variété Waha co-inoculée (un taux d’augmentation de 1400% par rapport
au témoin), suivie des tissus foliaires de la variété de blé tendre Ain Abid (336% du témoin)
(Fig.17).

Parmi les plants inoculés uniquement avec I'agent antagoniste, les feuilles de la variété
Ain Abid ont montré le plus haut niveau de composés phénoliques (11,24 mg/ml), soit 1000%
de plus que les plants témoins non inoculés. Cependant, cette augmentation des composés
phénoliques chez la variété Ain Abid s'est produite uniquement dans les feuilles et il n'y avait

pas d'augmentation significative des composés phénoliques dans les parties basales (P >0,05).

Les plants co-inoculés avec Trichoderma, par rapport a ceux inoculés uniqguement avec
le pathogéne, ont révélé un changement significatif du contenu phénolique dans les trois
variétés testées (P < 0,05). La co-inoculation a entrainé une augmentation remarquable de la
teneur en phénols chez la variété Waha, atteignant jusqu'a 1600% dans les parties basales (P <
0,05). La variété Vitron a également montré une augmentation significative de 313% dans les
zones basales (P <0,05). En revanche, la variété Ain Abid a présenté une diminution du contenu
phénolique dans les deux tissus, avec des réductions de -46 % dans le collet et -36 % dans les
feuilles (Fig.17).

2.3 L’activité de peroxydase

L'activité de la peroxydase (POX) chez les plants témoins non inoculés était plus élevée
dans les feuilles et la partie basale de la variété Vitron par rapport aux variétés Waha et Ain
Abid. Les niveaux enregistrés atteignaient 82,22 U/mg de protéines dans les feuilles et 42,51
U/mg de proteines dans le collet pour Vitron. En revanche, la variété Waha affichait une activité
peroxydase plus faible, avec seulement 10,16 U/mg de protéines dans les feuilles et 26,54 U/mg

de protéines dans les collets.

Lorsque les grains de blé ont été inoculés avec le pathogéne (F. culmorum) seul, un effet
significatif sur lI'induction de la POX a été observé. Les feuilles des variétés Waha et Ain Abid
ont montré une augmentation marquée de l'activité peroxydase, respectivement de 191% et
135% (P < 0,05). Cependant, pour la variété¢ Ain Abid, I'induction était limitée dans la partie
basale. En contraste, I'inoculation n'a pas entrainé d'augmentation de la POX pour la variété

Vitron, tant dans les feuilles que dans la zone basale, par rapport au témoin non inoculé (Fig.
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18). Ainsi, ces resultats suggeérent que I'impact de I'inoculation sur I'activité de la peroxydase

varie considérablement selon les variétés de blé (Fig.18).

Par rapport aux plants témoins non inoculés, la co-inoculation avec Ta.13 et F.
culmorum a provoqué une augmentation significative de l'activité peroxydase, en particulier
chez la variété Waha, de 282% dans les feuilles et de 77% dans les parties basales (P < 0,0005).
Cependant, il n'y avait qu'un faible niveau d'induction de la peroxydase par la co-inoculation
chez la variété Ain Abid et une diminution des niveaux de I’activité peroxydase chez la variété
Vitron, a la fois dans les feuilles et les collets (Fig. 18). Par rapport aux plants inoculés avec le
pathogéne seul, les plants de la variété Waha co-inoculés ont présenté une activité paroxydase

significativement accrue dans son collet, atteignant les 393% (P <0,05).

2.4 L’activité de catalase

Une activité catalase similaire a été trouvée chez les plants témoins non inoculés des
trois variétés testées et cette activité était plus élevée dans les feuilles que dans les parties

basales pour toutes les variétés.

Par rapport aux plants témoins non inoculés, les plants de blé co-inoculés a la fois avec
Ta.13 et F. culmorum ont montré des changements significatifs dans I'activité de la catalase (P
<0,005). L'activité catalase maximale a été enregistrée dans les parties basales et les feuilles de
plants co-inoculés de la variété Ain Abid, avec une augmentation de 641% et 788% par rapport
aux témoins non inoculés, respectivement (Fig.18). Cette modification de I'activité était moins

prononcee chez la variété Waha que chez la variété Ain Abid.

En effet, les plants de la variété Waha co-inoculés avec Ta.13 et F. culmorum avaient
un taux de changement (par rapport au témoin) équivalent a celui des plants inoculés avec F.
culmorum seul, ce qui suggeére que Ta.13 n'a pas eu d'effet supplémentaire sur I'induction de la
CAT. Chez la variété Vitron, l'activité CAT des plants inoculés uniquement avec le pathogene
était significativement plus élevée dans le collet que dans les feuilles (P <0.005). En revanche,
chez les plants co-inoculés a la fois avec Ta.13 et F. culmorum, l'activité CAT était plus élevée

dans les feuilles que dans les collets (P <0,005).

Les trois variétés de blé inoculées avec Ta.13 seul ont montré une diminution ou une

augmentation non significative de 'activité catalase, en particulier dans les feuilles (P >0,0 5).
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Par rapport aux plants inoculés avec F. culmorum seul, les plants Ain Abid co-inoculés
ont montré l'activité catalase la plus élevée, parmi les trois variétés, a la fois dans leurs collets
et leurs feuilles. Cette activité étant plus haute de 154% et 261% respectivement par rapport
aux plants témoins non inoculés, suivi par les plants de la variété Vitron, qui ont montré une

augmentation de 80% de I'activité CAT dans les feuilles seulement (Fig.18).
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Figure 17.Evaluation de I’effet de T. atroviride sur lI'induction des protéines totales (a) et des

polyphénols (b) dans les feuilles et les parties basales des variétés de blé a 1’égarde F.

culmorum.

- F=inoculé avec F. culmorum seul, T = traité avec Trichoderma seul, T+F co-inoculé
avec Trichoderma et F. culmorum, A = Ain Abid, W = Waha, V = Vitron.
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Figure 18. Evaluation de I’effet de T. atroviride sur I'induction de I'activité de peroxydase

(a) et de la catalase (b) dans les feuilles et dans les parties basales des variétes de blé contre

F. culmorum.

- F=inoculé avec F. culmorum seul, T = traité avec Trichoderma seul, T+F co-inoculé
avec Trichoderma et F. culmorum, A = Ain Abid, W = Waha, V = Vitron.
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Discussion

L'efficacité limitée des fongicides chimiques dans la protection du blé a I’égard les
pourritures des racines et du collet, ainsi que I'absence de variétés de blé totalement résistantes
a ces maladies, créent un besoin pour des méthodes alternatives de lutte, y compris des agents
de biocontrol. Nos résultats montrent qu'il existe des changements significatifs dans la teneur
en protéines, en phénols totaux, ainsi que dans les activités enzymatiques de la peroxydase et
de la catalase chez les plants de blé inoculés avec 1’agent antagoniste T. atroviride (Ta.13), par
rapport aux plants témoins non inoculés et aux plants inoculés par 1’agent pathogéne seul. Il a
également été remarqué des différences significatives dans ces réponses entre les variétés de

blé utilisées et entre les tissus végétaux, les parties basales et les feuilles.

Par rapport aux plants témoins non inoculés, les trois variétés de blé inoculées avec le
pathogéne F. culmorum seul ont montré une surproduction de protéines totales. Cette
surproduction a également été observée chez les plants co-inoculés a la fois avec le pathogéne
et ’antagoniste T. atroviride (Ta.13), en particulier chez la variété Waha. Cette augmentation
de la teneur en protéines peut s'expliquer par la présence de protéines de défense, qui jouent un
role crucial dans le maintien des fonctions cellulaires et la protection des tissus contre les
dommages causés par des composés endogenes (Chan et Tian, 2006). En revanche, la
diminution de la teneur en protéines dans certains traitements pourrait étre liée a l'inhibition et
a la dégradation de la synthese des protéines par les radicaux hydroxyles sous stress (Corduk
etal., 2016).

En ce qui concerne les teneurs en composes phénoliques et par rapport aux plants
témoins non inoculés, les teneurs les plus élevéees ont été enregistrées dans la partie basale de
la variété Waha co-inoculée avec Ta.13 et F. culmorum, suivie des feuilles de la variété Ain
Abid inoculée par I’agent antagoniste Ta.13 seul, avec des augmentations de 1400% et 1000%
par rapport au témoin, respectivement. Surekha et al. (2014) ont rapporté dans leurs travaux
les niveaux de phénol les plus élevés dans les plants de haricot d'urad, Vigna mungo (L.) Hepper
inoculés avec T. viride Pers. seul (avec une augmentation de 150% par rapport au témoin), suivi
par les plants co-inoculés avec a la fois T. viride et Fusarium oxysporum Schlecht. (Avec une
augmentation de 113% par rapport au témoin). L’augmentation de la teneur en composés

phénoliques dans les collets des plants, mais non dans les feuilles, a été observée chez les
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variétés Waha et Vitron, ce qui peut étre lié au fait que les plants limitent localement le
pathogene a la zone du collet, ou les composés phénoliques bloquent le développement du
pathogene. L’agent antagoniste Trichoderma induit des métabolites défensifs, qui peuvent
contribuer a la capacité de la plante a inhiber la progression du pathogéne dans les tissus
végétaux (Zaidi et Singh, 2013 ; Guzman-Valle et al., 2014).

Les niveaux de I’activité peroxydase ont été¢ augmentés par I'application de T. atroviride
chez les trois variétés de blé, par rapport aux témoins non traités. L'induction la plus
significative de cette activité enzymatique a été enregistrée dans les tissus foliaires de la variété
Waha co-inoculée, avec une augmentation allant jusqu'a 393% par rapport au témoin non
inoculé et par rapport aux plants inoculés uniquement avec le pathogene et chez lesquelles

l'augmentation était de 288%.

Plusieurs études ont porté sur les applications de Trichoderma spp. dans d'autres patho-
systémes et ont obtenu des résultats similaires. Fotoohiyan et al. (2015) ont noté que I'induction
de la peroxydase était plus importante dans les noyaux de pistache co-inoculés avec T.
harzianum et I'agent pathogéne Verticillium dahlia Kleb. que dans ceux inoculés avec l'agent
pathogene seul ou l'antagoniste seul. Singh et al., (2018) ont constaté que l'induction de cet
enzyme augmentait de 346% dans les plants de canne a sucre infectés par Colletotrichum
falcatum Went. Guzméan-Valle et al. (2014) ont signalé que I'application de T. asperellum
Samuels, Lieckf. & Nirenberg a trois variétés d'oignons a 1’égard de Sclerotium rolfsii Sacc. a
augmenté l'activité enzymatique, en particulier dans les plants co-inoculés, plus que chez ceux
inoculés par T. asperellum seul. Mustafa et al. (2017) ont signalé que I'inoculation du blé avec
des mycorhizes a arbuscules pour lutter contre I'oidium induisait une activité POX dans les
feuilles infectées, par rapport au témoin non inoculé. Sreedevi et al. (2011) ont rapporté que
T. harzianum induit l'activité POX et la teneur en polyphénols dans les plants d'arachide

lorsqu'il est appliqué a 1’égard de 1’agent pathogéne Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

Dans la méme optique, Rais et al. (2017) ont également constaté que Bacillus spp.
améliorait I'activité peroxydase de trois variétés de riz Basmati a la fois dans les feuilles et dans
les racines, et que la supére variété Basmati montrait le plus haut taux d'augmentation par
rapport aux autres variétés (de plus de 3,5 a 4,1 fois). La valeur élevée de I'activité enzymatique
POX peut étre considérée comme un marqueur de la résistance aux maladies fongiques, peut-

étre par son utilisation dans la lignification de la paroi cellulaire, qui constitue une barriere

68



Chapitre 1V : Effet de Trichoderma atroviride (Ta.13) sur les activités enzymatiques et les
composés liés & la resistance de la plante contre le pathogéne

physique contre la pénétration des pathogénes dans les cellules ou les vaisseaux (Welinder,
1992 ; Vidhyasekaran, 1997 ; Fotoohiyan et al., 2015).Selon Armas et al. (2007), les
augmentations de l'activité POX font partie du mécanisme de défense mais pas un déterminant
général ou un marqueur de résistance. Les niveaux d'activité POX peuvent également étre
utilisés dans les programmes de sélection pour identifier les clones prometteurs parmi les

cultivars testés.

Des niveaux tres élevés d'induction de l'activité de CAT dans les feuilles et les tissus du
collet ont été enregistrés chez la variété Ain Abid lorsqu'elle a été co-inoculée avec T.al3 et F.
culmorum. En revanche, il n'y a eu qu'un faible niveau d'induction chez les variétés Waha et
Vitron dans ces mémes conditions de co-inoculation. D'autre part, et pour le méme traitement,
l'activité POX était tres faible chez la variété Ain Abid par rapport a la variété Waha, ou elle
était tres elevée. Ce schéma peut étre dd a la relation synergique entre les deux enzymes étant
donné que le réle principal de la catalase est d'oxyder le peroxyde d'hydrogene en oxygeéne, et
que les peroxydases utilisent cette forme intermédiaire pour la dégradation d'autres substrats
plutét que H20: (Vidossicha et al., 2012; Leung, 2018 ; Njuma et al., 2018).

La présence d'une activité catalytique naturelle dans les feuilles de plants sains joue un
role dans la dégradation des ROS et des espéces azotées réactives (RNS) libérées par les
peroxysomes lors de la photo-respiration ou de la lignification. Sous I'effet de stress biotiques
ou abiotiques, la génération de ROS par les peroxysomes est altérée, entrainant une dépression
de Il'activité antioxydante (Eising et al., 1998 ; Heinze et Gerhardt, 2002; Del Rio et al., 2006
; Corpas, et al. , 2017).

En effet, I’induction de ces métabolites de défense dans les feuilles indique que la
réponse est systémique (Armas et al., 2007 ; Salas-Marina et al., 2011 ; Guzméan-Valle et
al., 2014 ; Zehra et al., 2017). Plusieurs études ont montré que les especes de Trichoderma
peuvent activer le métabolisme défensif, les voies systémiques contre plusieurs stress biotiques
ou abiotiques (Kumar et al., 2017). Salas-Marina et al. (2015) ont confirmé que T. atroviride
peut induire génétiqguement une résistance systémique acquise (SAR) et une résistance
systémique induite (ISR) dans la protection des plants de la tomate contre Botrytis cinerea Pers.
et Alternaria solani Sorauer. A l'aide d'analyses génétiques et moléculaires, ils ont confirmé
I'activation de genes spécifiques associés a ces mécanismes de défense, mettant en évidence
I'efficacité de T. atroviride comme agent de protection des cultures contre ces pathogenes.

Kumar et Kumar (2018) ont constaté que T. harzianum induit une resistance chez Brassica
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juncea (L.) Czern. Contre Albugo candida (Pers.) Roussel. Des résultats similaires ont été
trouvés en utilisant d'autres agents antagonistes dans d'autres systémes pathologiques. Chen et
al .(2000) ont rapporté que I'application des rhizobactéries favorisant la croissance des plantes
(PGPR) dans les racines du concombre a supprimé la pourriture des racines causée par Pythium
aphanidermatum (Edson) Fitzp. par la colonisation des racines et I'induction des enzymes de
défenses systémiques.

La présente étude a montré que les activités de peroxydase et de catalase sont induites,
ainsi que la production des protéines totales et de phénols, de maniere différente selon les
variétés de blé et les tissus (collet et feuilles) d'une méme plante. Cette variation peut étre liée
au génotype de la plante, aux types de pathogénes ou aux conditions physiologiques et

environnementales (Lattanzio, 2013).
Conclusion

En résumé, T. atroviride a montré une grande efficacité dans l'induction des parametres
biochimiques importants liés a la résistance aux maladies, tels que l'accumulation des
polyphenols, les activités catalase et peroxydase. Cette induction était systémique et dépendait
de la variété de blé. Des recherches supplémentaires, telles que des analyses moléculaires et
histologiques, sont nécessaires pour comprendre les mécanismes stimulant les métabolites de
défense, en mettant I'accent sur la variété et la migration de ces métabolites entre les parties de
la plante.
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Introduction

Apreés la reconnaissance initiale entre la plante et le pathogene, les especes réactives de
I’oxygeéne se produisent a de faibles concentrations, jouant le réle de molécules signaux
permettant a la plante de déclencher le systéme de défense contre une infection par un agent
pathogene. Les ROS comprennent a la fois des formes libres (radical superoxyde (O2™), radical
hydroxyle ("OH), radical hydroperoxyle (HO."), radical alcoxy (RO”) et radical peroxy (ROO")
et non radicalaires (moléculaires) comme 1’oxygéne singulet (*O2) et le peroxyde d'hydrogéne
(H20.) (Boelrijk et Dismukes, 2000). Le peroxyde d’hydrogene (H202) est parmi les ROS les
plus importants, impliqués dans de nombreux processus physiologiques et de développement
de la plante, y compris la régulation du métabolisme des plantes et la signalisation cellulaire en
réponse aux stress environnementaux. Il se produit a partir des radicaux superoxydes a I’aide

du superoxyde dismutase (SOD).

S0D
0;+2HO e  H;0;+0;

L'envahissement des premiéres barrieres structurales de la plante par le champignon et
son développement peuvent entrainer une production excessive de H20», ce qui provoque des
dommages aux cellules végétales (Habibi, 2014). Des études antérieures ont revélé qu'un des
meécanismes par lesquels les agents de biocontréle améliorent la résistance aux maladies
consiste a réguler le niveau des espéeces réactives de I'oxygene (ROS) dans les tissus végétaux
(Akansha, 2014 ; Xiaoyun, 2022).

L’objectif de ce chapitre est de mettre en évidence 1’effet de T. atroviride dans la
régulation du niveau de peroxyde d’hydrogéne chez les plants de blé infectés par F. culmorum.
Nous avons focalisé sur une étude histologique et biochimigque en mesurant le H2O2 dans les

parties basales et les feuilles des plants de blé.
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1. Matériel et méthodes

1.1 Détection histochimique du peroxyde d’hydrogéne dans les feuilles de blé

Pour la détection histologique du peroxyde d’hydrogene dans les feuilles de blé, nous
avons utilisé la méthode de coloration de 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) décrite par Thordal-
Christensen et al. (1997) et qui a été 1égérement modifiée par Liu et al. (2012) pour s’adapter
aux feuilles de ble. Aprés 15 jours de I’inoculation du pathogéne, une feuille est choisie au
hasard de chaque répétition d’un traitement. Les feuilles de blé ont ét¢ coupées en petits

segments de 1,5 cm destinés directement a la coloration.

Les segments des feuilles de chaque traitement (témoins, plants inoculés seulement par
le pathogene, inoculés seulement par Tal3, co-inoculés par Tal3 et le pathogéne) ont été
immédiatement placés dans des tubes contenant un volume 5ml d’une solution d’une
concentration de 1mg/ml d'acide 3,3 'diaminobenzidine-chlorhydrique (pH=3,8). Les tubes
sont ensuite placés dans un dessiccateur pendant 30 minutes, puis rincés avec de 1’eau distillée.
Apres le rincage a I’eau distillée, les feuilles ont ét€ mises sur du papier absorbant saturé d'une
solution de fixation (éthanol / acide acétique 3:1) puis sont laissées tremper dans 1’éthanol
pendant au moins 24h pour décolorer les feuilles. Ces dernieres sont ensuite transférées sur du
papier absorbant saturé d'une solution de lactoglycérol (acide lactique/glycérol/H.O 1:1:1).
Apres ce traitement, les segments seront examinés aprés quelques heures d'incubation a
température ambiante, et I'accumulation de H2O> sera observée au microscope (G: x1000 ou
x400). L’intensité de la coloration au DAB sera classée en 4 catégories. Classe O : les feuilles
ne présentent aucune coloration au DAB, classe 1 : faible intensité de coloration, classe 2 :

intensité moyenne, classe 3 : forte intensité.

1.2 Estimation de la teneur en peroxyde d’hydrogéne dans les feuilles et les parties basales de
la plante
Par conséquent, le peroxyde d'hydrogene peut étre quantifié par une méthode spectro-

photométrique en suivant I'absorption de I-.

Les niveaux de présence du peroxyde d’hydrogeéne dans les feuilles et les parties basales
des plants de blé ont été estimés selon la méthode de Sergiev et al., (1997). Cette méthode
repose sur l'oxydation de I'iodure de potassium (IK) par H2O2 en milieu acide. Lorsque le

peroxyde d'’hydrogene est ajouté a une solution incolore d'iodure de potassium (IK), les ions
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d’iodure (I') sont lentement oxydés en iode (I2) selon I’équation : 21~ + 2H* + H202— 1>+ 2H20.
En présence d'iodure, I'iode réagit pour former du tri-iodure, (I3) selon I’équation : I2 + I~ —1I3~

ce qui donne une coloration jaunétre.

Le 15°™ jour aprés 1’inoculation, une quantité de 500mg de la matiére fraiche, choisie
au hasard de chaque pot d’un traitement, est homogénéisée dans un mortier a glace avec Sml
d’une solution de 0.1% (w/v) de I’acide trichloracétique (TCA). Les extraits sont récupéres et
mis dans des tubes Eppendorf. L’ensemble est centrifugé a 12000g pendant 15 min a 4° C,
ensuite un volume de 0,5ml du surnageant a été ajouté a 0,5ml du tampon phosphate de
potassium 10 mM (pH=7,0) et Iml d’iodure de potassium (1M). L'absorption du peroxyde
d'’hydrogeéne été lue a 390nm, avec un spectrophotometre a UV. La teneur en H2O> a été donnée

sur une courbe standard et exprimée par umol.ml™* de matiere fraiche.

La courbe d'étalonnage est dessinée a partir des concentrations connues de peroxyde
d'’hydrogeéne, et la concentration de peroxyde d'hydrogene de I'échantillon est calculée selon la

formule :

absorbance — b

[H202] = —

[H202] : est la concentration de H20- dans les extraits végétaux ;
m: est la pente de la courbe d'étalonnage ;

b : I'absorbance lorsque la concentration de H.O> est nulle.

2. Résultats

2.1 Histolocalisation du peroxyde d’hydrogéne

L’examen de coloration par le DAB a montré que les feuilles des plants témoins et des
plants traités seulement par Trichoderma, des trois variétés de blé, ne présentent aucune
coloration par le DAB. Cependant, I’inoculation par le pathogéne seul et la co-inoculation par
I’antagoniste et F. culmorum montre une coloration marron dans les nervures principales des
feuilles avec une différence dans I’intensité entre les plants co-inoculés par le pathogene F.

culmorum et 1’antagoniste Ta.13 et les plants inoculés seulement par F. culmorum qui ont
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montré le degré le plus élevé (Fig 19). En comparant les trois variétés, nous avons enregistré
une faible coloration marron chez les feuilles des variétés Waha et Ain Abid, co-inoculées, par
rapport aux feuilles de la variété Vitron ou chez cette derniere la coloration était intense (Fig
19).

Ta+FC R I

Ta

Ta+F

Figure 19. La coloration par le DAB qui montre les différents degrés d‘accumulation de H.0>

dans les feuilles de blé des trois variétés.

- A:variété Ain Abid ; W: variété Waha, V: variété Vitron, T: feuilles témoins ; F: feuilles
des plants inoculés par le pathogene seul ; Ta: feuilles des plants inoculés traités
seulement par Tal3 ; Ta+ F : les feuilles des plants co-inoculées par Tal3 et F.
culmorum ; 0, aucune accumulation de DAB ; 1, faible accumulation ; 3, forte
accumulation de DAB.
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2.2 Le taux du peroxyde d’hydrogéne

Les résultats présentésdans la figure.20 montrent une variation du taux de peroxyde
d'hydrogene (H202) en fonction du traitement, de la variété de blé et de I'organe analysé. Une
accumulation significative de cette molécule a été observée dans les plants témoins non inoculés
de toutes les variétés, avec une concentration plus élevée dans les feuilles par rapport aux parties

basales.

En comparant aux témoins non inoculés, I’inoculation par le pathogéne a entrainé une
augmentation significative (P< 0,001) du taux de peroxyde d'hydrogene chez les plants des trois
variétés infectées seulement par F. culmorum. Les pourcentages d'accumulation ont été
particulierement élevés dans les parties basales de la variété Waha (223%), suivies des parties
basales de la variété Ain abid (167,21%). En revanche, la variété Vitron a montré les valeurs
d’accumulation les plus faibles, avec une augmentation de 84,85% dans les feuilles et 34 %

dans les parties basales (Fig.20).

Il est a noter que le traitement par Trichodema seul a faiblement stimulé la synthese du
peroxyde d’hydrogene dans les feuilles de la variété Ain Abid (54%) et les feuilles de Waha
(12%) et une diminution a méme été enregistrée chez la variété Vitron (-34%), par rapport aux
témoins. Au niveau des parties basales, la valeur la plus élevée étant enregistrée chez la variéte
Waha (250%), suivi par Vitron (80%) (Fig.20).

Par rapport aux plants inoculés par le pathogene seul, la co-inoculation a conduit a une
réduction significative du niveau du peroxyde d'’hydrogéne dans les collets et les feuilles des
trois variétés (P < 0,05), a 'exception des collets de Vitron qui ont connu une augmentation de
52%. Les feuilles et les collets des variétés co-inoculés par Tal3 et F. culmorum ont enregistré
une diminution significative du niveau de H202 de 63% dans les collets de la variété Ain Abid,
suivi des feuilles des variétés Waha et Vitron (-50% et -34% respectivement), par rapport aux
plants inoculés avec le pathogéne seul. Cependant, nous avons enregistré une augmentation de

52% dans les parties basales de la variété Vitron (Fig.20).
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Figure 20.Variation du taux de peroxyde d’hydrogene sous I’effet de I’isolat Ta.13 de T.
atroviride dans les feuilles et les parties basales des variétés de blé. F= plants inoculés avec F.
culmorum seul, Ta = plants traités avec Ta.13 seul, Ta+F = plants co-inoculés avec Ta.13 et F.
culmorum, A = Ain Abid, W = Waha, V = Vitron

Discussion

Les especes réactives d’oxygene jouent un role important dans la résistance des plantes
aux stress biotiques. Ces ROS agissent en limitant la propagation du pathogéne, en induisant la
fermeture des stomates, la destruction des cellules infectées, la lignification et le renforcement
de la paroi cellulaire, ainsi que par ’activation de la réaction d’hypersensibilité lors d’une

interaction incompatible plante-pathogene (Shoresh et al., 2010 ; Sharma et al., 2012b ).

L’extraction et le dosage chimique ont permis de détecter le peroxyde d’hydrogéne dans
les collets et les feuilles des plants témoins des trois variétés de blé, montrant ainsi que son réle
ne se limite pas a la résistance de la plante aux stress, mais aussi qu’il intervient probablement
dans plusieurs processus cellulaires de la plante. A faible concentration, le peroxyde
d'hydrogéne est important comme élément régulateur de la croissance et du développement des
organes et des cellules de la plante (Bell et al., 2009 ; Swanson et Gilroy, 2010). Il joue
également un role d'électron de transport dans les chloroplastes, les mitochondries, le réticulum

endoplasmique et la membrane plasmique, ainsi que dans la photorespiration et la f-oxidation,
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qui sont les principales sources de régénération de cette molécule. Grace a sa capacité de
diffusion membranaire sur de longues distances, le peroxyde d’hydrogene entre également dans
la lignification, la subérisation et dans d’autres processus spécifiques comme la tolérance aux

stress environnementaux et biotiques (Schmitt et Allakhverdiev, 2017).

En tant que réponse de 1’hote, la technique de coloration de DAB a permis de détecter
le peroxyde d’hydrogeéne dans les tissus des feuilles de blé, avec une coloration plus intense
observée suite a une inoculation par le pathogene seul par rapport aux témoins. Cette détection
confirme que la production de peroxyde d'hydrogéne fait partie des mécanismes de défense
systémique inductibles a 1’égard des stress biotiques (Muhammmad et al., 2018).
L'accumulation de H20. peut également étre due a la désorganisation cellulaire suite & une

privation de nutriments par le pathogéne (Tripathy et Oelmdller, 2012).

Certaines théories rapportent que I’accumulation de H2O> peut se faire autour de la zone
de l’infection dans les cellules subissant une réaction hypersensible, au fur et a mesure que
I’hyphe fongique se développe dans la mésophylle des parois cellulaires de la plante (Tripathy
et Oelmuiller, 2012 ; Tan et al., 2024).

La variation d'intensité de la coloration obtenue par la technique DAB dans les nervures
des trois variétés indique que les variétés tolérantes (Waha et Ain Abid) produisent H.O2 a un
niveau plus éleve que la variéte sensible (Vitron). Cette observation a été confirmée par
I’extraction et le dosage du peroxyde d’hydrogeéne, qui ont montré une accumulation
significativement plus élevée (P < 0,05) dans les collets des variétés tolérantes (Waha et Ain
Abid) par rapport a la variété sensible (Vitron). Liu et al. (2010) ont également rapporté des
résultats similaires chez le blé infecté par Fusarium graminearum. De plus, I'accumulation plus
forte de H202 dans les collets par rapport aux feuilles des variétés tolérantes d'orge suggere que
cette molécule pourrait inhiber la croissance de 1'agent causal de I’oidium (Erysiphe graminis
f. sp. hordei) en limitant ses effets nuisibles. Ainsi, I'accumulation de H2O, dans les collets
pourrait jouer un role défensif en restreignant la croissance du champignon a la surface et en
activant des mécanismes de défense locaux (Thordal-Christensen etal., 1997). Chez les feuilles
des plants de blé co-inoculés, la coloration au DAB était moins intense, que chez les plants
inoculés par le pathogene seul. Ce résultat semble soutenir le modeéle selon lequel le traitement
avec Trichoderma minimise le stress pathogénique en induisant systémiquement la protection

physiologique des plantes contre les dommages oxydatifs (Jalali, et al, 2017). Dans ce méme
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traitement, les variétés Waha et Ain Abid présentaient une coloration plus faible par rapport a
Vitron, ce qui explique que le mécanisme de nettoyage du surplus des espéces ROS est lié a la
variété de la plante elle-méme.

En effet, I’estimation quantitative montre que le prétraitement par T. atroviride a
diminué le taux de I’H202 chez les plants co-inoculés par rapport aux plants inoculés par le
pathogene seul, ce qui confirme ainsi que cette diminution contribue aux effets protecteurs
exercés par 1’antagoniste sur les variétés de blé. Selon Garcia-Limones et al., 2002 ; Djebali
etal. 2007 ; Singh et al., 2011 ;Sharma et al., 2012),la diminution du taux de I’ H2O> pourrait
¢galement étre due a une stimulation de I’accumulation de protéines et de composés

antioxydants par 1’antagoniste T. atroviride.

Plusieurs études ont obtenu des résultats similaires en utilisant des espéces de
Trichoderma comme agent protecteurs a 1’égard des stress biotiques ou abiotiques. Singh et
al., (2011) ont observé une augmentation multiple des niveaux des radicaux HO« et O2¢- chez
les plants de tournesol contaminés par Rhizoctonia solani, alors que ces niveaux etaient réduits
chez les plants traités par T. harzianum. Ceci indique que la prévention de ’augmentation de la
production des ROS pourrait étre due a I’accumulation de protéines antioxydantes et de

composes antioxydants, notamment des composés phénoliques.

D'autres travaux ont également montré une réduction des ROS en cas des stress
abiotiques sous I’effet de Trichoderma. Par exemple, Yasmeen et Siddiqui (2017) ont constaté
une diminution significative de la concentration en H2O> chez les plants de mais et de riz soumis
a un milieu salin et traités par Trichoderma, alors que la teneur en peroxyde d’hydrogene était
élevée chez les plants stressés par différents niveaux de salinité et non traités par I'antagoniste.
De méme, Ahmad et al. (2015) ont observé une faible accumulation de H20> chez la moutarde
indienne (Brassica juncea L. Czern.) traitée avec T. harzianum en combinaison avec du NaCl,

par rapport aux plants non traités soumis au méme niveau de saliniteé.

Conclusion

Dans ce chapitre, on peut conclure que T. atroviride a exerce I'un de ses mécanismes
indirects pour améliorer la capacité de résistance des plants de blé contre F. culmorum en
régulant le niveau de peroxyde d'hydrogene. Cette régulation était systémique et dépendait de

la variété de blé, avec une efficacité notable chez les variétés Waha et Ain Abid pour éliminer
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I'exces de peroxyde d'hydrogéne, suggérant que cette réponse peut étre liée a la génétique de la
plante.
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Introduction

Les résultats obtenus dans les chapitres précédents, apres une étude histologique et
biochimique, ont montré que le prétraitement des grains de blé par T. atroviride et I’inoculation
par F. culmorum est accompagné d’une régulation du niveau du peroxyde d’hydrogéne. Cela
s'est manifesté peut etre par une augmentation, pour qu’il joue le réle de la molécule signal, ou
par un nettoyage en cas d’exces d’accumulation. Ces résultats ont également révélé que cet
agent antagoniste est généralement li€ a une augmentation de I’activité des enzymes
antioxydantes (catalase et peroxydase), ainsi qu’a une augmentation des protéines et des

composés phénoliques.

Concernant I’aspect physiologique, le prétraitement par T. atroviride a amélioré le taux
de la chlorophylle et a diminué I’indice de la maladie chez les plants infectés. Ces résultats est
conforme avec I’hypothése, selon laquelle la production du H20», observée au cours de
I’infection, pourrait agir comme une molécule signal incitant la plante & se défendre, en
déclenchant son systeme antioxydants (enzymatique ou non enzymatique) (Zago et al. 2006 ;
Parent et al., 2008 ; Vlot et al. 2008 ; Kovalchuk, 2011 ; Sharma et al., 2012). Il est
également plossible que le traitement par T. atroviride soit associé a une modulation des
activités de la catalase et de la peroxydase, lesquelles semblent jouer un réle dans la régulation
des niveaux de H20> dans les feuilles et les collets des plants de blé.

L’objectif de ce chapitre consiste a examiner les relations entre l'effet de T. atroviride sur la
protection du blé vis-a-vis de F. culmorum (réduction de I’indice de la maladie d’une part) et
sur les enzymes antioxydantes (peroxydase et catalase) ainsi que le niveau de H2O, dans les

tissus des plants inoculés par F. culmorum d’autre part.

En effet, le coefficient de corrélation de Pearson a été calculé, en utilisant le logiciel Statistica

Verssion 6.1, pour étudier les relations suivantes :

- Le taux du peroxyde d’hydrogene et I’indice de la maladie
- Le taux du peroxyde d’hydrogéne et le taux de la chlorophylle
- Le taux du peroxyde d’hydrogene et 1’activité enzymatique (la catalase et la peroxydase)

- le taux du peroxyde d’hydrogéne et la teneur en polyphénols
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Les corrélations concernent uniquement les plants inoculés seulement par le pathogene
et les plants co-inoculés par 1’agent antagoniste et le pathogéne des trois variétés utilisées dans

la présente étude.

1. Résultats

Les résultats obtenus dans les chapitres précédents ont révélé que 1’inoculation par le
pathogene entraine une augmentation de 1’activité des enzymes antioxydantes, notamment la
peroxydase et la catalase, plus particulierement chez les variétés Waha et Ain bid. En parallele
a ces augmentations, nous avons enregistré une variation du taux de H>O> dans les feuilles et
les collets des plants de blé. De plus, le prétraitement par I’antagoniste a conduit a une
augmentation significative de ’activité de ces enzymes, ce qui a provoqué une diminution,
voire parfois une augmentation du peroxyde d’hydrogeéne chez les plants de blé co-inoculeés,
par rapport a ceux inoculés uniquement par le pathogéne. 1’effet variétal dans ces interactions

a été noté.

De ce fait, I’agent antagoniste a induit une protection des plants de bl¢ infectés par
I’agent pathogéne F. culmorum en diminuant I’indice de la maladie et en améliorant leurs
aspects physiologiques, par une amélioration du contenu chlorophyllien, le poids sec, le poids
frais, la teneur en eau et le taux d’émergence. Selon Orozco-Cardenas et al . (2001) et Quan
et al., (2008), le peroxyde d’hydrogéne (H202) peut agir comme un messager secondaire dans
les voies de signalisation, conduisant a 1‘induction des enzymes antioxydants. L.’agressivité de
I’agent pathogene peut aboutir a un exceés de son accumulation qui peut endommager les tissus
et augmenter 1’indice de la maladie chez les plants infectés. Néanmoins, 1’agent antagoniste
Trichoderma peut intervenir indirectement dans la protection des plants de blé, par une

régulation du niveau du peroxyde d’hydrogene.

Nous avons analysé les corrélations entre plusieurs parametres impliqués dans le
systeme de défense des plantes, notamment le taux de peroxyde d'hydrogene, l'indice de
maladie, le taux de chlorophylle, I'activité enzymatique et la teneur en polyphénols.

Les résultats ont montré une association entre 1’augmentation du taux de peroxyde
d’hydrogéne dans les parties basales et 1’activité catalytique de la peroxydase dans ces mémes
parties (r=0,71 ; P<0,05), ainsi que dans les feuilles (r=0,79 ; P<0,05) (Fig. 21A et 21B). Une
augmentation de 1’activité catalytique de la catalase a également été constatée dans les feuilles,

en relation avec une diminution du taux de peroxyde d’hydrogene dans ces mémes feuilles (Fig.
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22). De plus, les résultats ont mis en évidence une corrélation positive entre le taux de peroxyde
d’hydrogéne dans les feuilles et I’indice de maladie (r=0,54 ; P<0,05) (Fig. 23).
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Figure 21. La relation entre le taux du peroxyde d’hydrogéne et ’activité de 1’enzyme de

péroxydase chez les trois variétés de blé.

- A:entre le taux de I’H20> dans les collets et le taux de la peroxydase dans les collets ;

B: entre le taux de 1’H20; dans les collets et le taux de la peroxydse dans les feuilles.
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Figure 22. La relation entre le taux du peroxyde d’hydrogene et I’activité de 1’enzyme de

catalase chez les trois variétés de blé

NHusge de Points : h2o2 feiile vs. im (Obs. m VM ignonees)
= 1 4488 + 01220 * h2a2 feiile

Corélation: r = 54208

i

3.0 " v
2.8

24t o . e
LM zz} ot

ndi %9 | e o

1.8 | B e
EE aa=T - o .._,r

de

ma
lad

1.4
1.2
1.0 |

0.8

0.8
0.4 F
0.2

(-1 -] -] =] =]

Z0

H,0;dansles fewlles

40

o0 &0 100

[ o 95% de mnfiinml

Figure 23.Les corrélations entre le taux de peroxyde d’hydrogene dans les feuilles et I’indice

de la maladie chez les trois variétés du blé.
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Discussion

Vu la multifonctionnalité des enzymes antioxydants et les especes réactives d’oxygene,
I’étude de I’interaction entre eux durant la réponse de la plante au stress est complexe. Dans
cette optique, nous avons exploité les résultats des chapitres précédents et nous avons trouveé
que le stress causé par I’agent pathogéne F. culmorum s’associe a une production accrue du
peroxyde d’hydrogéne, parallelement a une augmentation de 1’activité de la catalase et de la
peroxydase, particulierement pour les variétés tolérantes (Waha et Ain abid). En effet, la
corrélation positive significative entre le niveau du H20O. dans les collets et ’activité de la
peroxydase dans les feuilles concorde avec les résultats obtenus par Desikan et al. (2000) et
Blokhina et al., (2003), qui suggerent que les ROS, en faibles concentrations, notamment le
H»0», participent potentiellement a la signalisation et a I’induction systémique du systéme

antioxydant.

Toutefois, le stress pathologique exige une plus grande production et dépense d'énergie
par un catabolisme accru qui génére du H202 et qui peut créer, par la suite, un déséquilibre entre
ces molécules et le systtme antioxydant de la plante (Jiang et Miles, 1993 ; Lebeda et al.,
2001 ; Mlickova et al., 2004 ).

Dans les chapitres précedents, nous avons conclu que Trichoderma a induit ’activité de
la catalase et de la peroxydase et en méme temps a diminué le niveau du H2O> particulierement
chez les variétés considérées comme tolérantes (Waha et Ain abid). La corrélation négative
entre ces parametres suggére une relation potentielle entre le niveau de H2O> et le systéeme
antioxydant induit par I’antagoniste chez les plants co-inoculés. Le H202, connu pour sa toxicité
élevée, peut entrainer I'oxydation des macromolécules biologiques, telles que les lipides, les
protéines et les acides nucléiques, provoquant ainsi des phénomeénes tels que la peroxydation
des lipides, des dommages aux membranes et I'inactivation des enzymes. Pour limiter les effets
déléteres des ROS, dont le H202, qui peuvent causer des dommages aux plantes et
potentiellement perturber leur systeme de defense, les cellules végétales ont développé des
mécanismes de défense antioxydants. Ces mécanismes incluent notamment des enzymes
comme la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la peroxydase (POX) (Wang et
al., 2007).

Ces résultats sont en accord avec des résultats antérieurs obtenus avec de nombreux
agents de lutte biologique. Singh et al. (2011) et Chen et al. (2019) ont rapporté que les niveaux

élevés de protéines antioxydantes, stimulés par T. atroviride, ont joué un r6le important dans la
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réduction des dommages oxydatifs causés par une surproduction du H>O dans le mécanisme

de lutte biologique contre les agents pathogenes fongiques.

En effet, la catalase est une enzyme importante qui entre dans le catabolisme de I'H2Oo.
Cette enzyme présente une double activité catalytique. La premiere représente une activité
hyperoxydase lorsqu'elle catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogene, donnant de I'eau et
de l'oxygéne. La seconde est l'activité de peroxydant, lorsqu'une molécule de peroxyde
d'hydrogéne et une molécule de donneur d'hydrogéne servent de substrats utilisés par I’enzyme.
La catalase joue le rble d'un POX spécifique protégeant les cellules des effets de I'H20:
(Mlickova et al.2004). Alors que, la peroxydase localisée sur la paroi cellulaire peut produire
des ROS déclenches lors de I'attaque d'un pathogéne et qui peuvent fonctionner pour réticuler

les glycoprotéines des parois et toxifier I'apoplaste (Andrew et Robert, 1997).

Chez la variété sensible (Vitron), une trés faible production de H2O> correspondait a la
fois a de faibles changements de I’activité¢ de peroxydase et a une faible activité de la catalase
que ce soit chez les plants infectés par le pathogéne seul ou chez les plants co-inoculés, ce qui

explique I’indice élevé de la maladie pour cette variété selon Mlickova et al. (2004).

Les résultats obtenus montrent également, qu’en situation de stress, 1’augmentation du
peroxyde d’hydrogéne est accompagnée d'une diminution du pourcentage de la chlorophylle et
d'une augmentation de I'indice de la maladie. Par contre, le traitement par T. atroviride a eu un
effet inverse, en diminuant le pourcentage des ROS, en améliorant le niveau de chlorophylle et
en diminuant I’indice de la maladie chez les variétés marquées tolérantes. Cela peut étre
expliqué par le faite que le stress biotique, tel que l'attaque d'agents pathogénes, peut
endommager les tissus végetaux (Karpinski et al., 2003). Ce qui peut entrainer la libération de
la chlorophylle des membranes thylacoides. Dans une telle situation, les chlorophylles doivent
étre dégradées rapidement pour éviter les dommages cellulaires par leur action photodynamique
(Takamiya et al., 2000). Ainsi, un échec dans la dégradation de la chlorophylle peut augmenter
la quantité des ROS produites a un point donné et la capacité de détoxification par les systemes
antioxydants peut étre annulée. Les molécules toxiques formées peuvent endommager les
organes et entrainer la mort des cellules. Elles peuvent aussi agir comme des signaux cellulaires
(Foyer et al., 1994). Il est donc essentiel que la dégradation de la chlorophylle soit a la fois
efficace et étroitement régulée (Matile et Hortensteiner, 1999 ; Takamiya et al., 2000).
Cependant, les différents composants du systéme antioxydant sont diversifiés dans leur capacité
de piégeage, non seulement en termes de spécificité et d'affinité envers les différentes especes
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ROS, mais aussi par leur localisation sub-cellulaire distincte a proximité des sites de production
des ROS. Les péroxysomes, les chloroplastes et les mitochondries sont des organites qui ont
des activités métaboliques fortement oxydantes ou des taux intenses de flux d'électrons et sont
par conséquent des sources majeures de production des ROS dans les cellules végétales. 1l n'est
donc pas surprenant que ces compartiments sub-cellulaires contiennent diverses enzymes de
piégeage des ROS (Mittler et al., 2011).

Conclusion

Au terme de cette étude et malgré la complexité de comprendre la relation entre les
différents paramétres étudiés, on peut conclure que 1’induction de la protection des plantes de
blé par l'agent antagoniste T. atroviride est corrélée avec 1’induction d’autres parametres

biochimiques et physiologiques liés a la tolérance de la plante au F. culmorum.
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Conclusion générale

Le blé est considéré comme I'aliment principal consommé par la population algérienne.
Cependant, sa culture est confrontée a divers obstacles biologiques et environnementaux,
notamment la pourriture du collet, une maladie redoutable entrainant d'importantes pertes
économiques. Cette maladie est considérée comme chronique dans les pays ou les conditions
sont favorables a son développement, a savoir la monoculture et la sécheresse. Ces conditions
sont réunies dans la plupart des régions ou la culture du blé est concentrée en Algérie. Jusqu'a
présent, la lutte chimique de cette maladie est basée sur I'utilisation de fongicides appliquées
sur la semence assurant la protection uniquement au début cycle du blé (stade plantules). Par
conséquent, il est impératif d'adopter des approches alternatives préservant I'environnement et
la santé. Pour cette raison, nous avons opté pour Trichoderma atroviride, un agent biologique
efficace selon des études antérieures. Cet agent antagoniste a contribué a I’inhibition de
plusieurs agents pathogéenes grace a sa capacité a croitre autour des racines et a la production
de substances antifongiques, ainsi qu'en induisant la résistance et la croissance des plantes de

maniére indirecte.

Les résultats obtenus dans la présente étude ont montré dans un premier temps, 1’effet
protecteur de 1’espéce T.atroviride sur les variétés du blé utilisées a 1’égard de 1’agent causal de
la pourriture du collet. Parallelement, des parametres biochimiques et physiologiques ont été
étudiés, suggérant qu’ils sont impliqués dans les mécanismes d’induction de la résistance chez

le blé a I’égard de la pourriture du collet par I’agent antagoniste Tal3 de I’espece T. atroviride.

Dans le deuxiéme chapitre, les résultats du test in vivo réalisé dans des pots sur les trois
variétés de blé (Waha, Ain Abid et Vitron) ont montré que ’isolat Tal3 a réduit de manicre
significative l'incidence de la pourriture du collet par rapport aux plants du blé inoculés avec le
pathogene seul. La variété Waha a présenté selon notre étude, le niveau de protection le plus
élevé parmi les trois variétés utilisées, avec un pourcentage de réduction de 56%. Cette
différence de réponse entre les variétés peut étre éventuellement attribuée a 1’existence d’un
effet génotype blé sur la performance de 1’agent antagoniste dans la protection a I’égard de la

maladie.

L'étude de I'effet de I’agent antagoniste sur les parametres de croissance du blé, abordée
dans la troisiéme partie de la these, révele que I'utilisation de 1’agent antagoniste Trichoderma

peut constituer une solution prometteuse pour ameliorer divers aspects de la croissance. Cette
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amélioration concerne notamment le poids frais, le poids sec, la surface foliaire, le taux
d'’humidité, le taux de chlorophylle et le taux d’émergence. Les résultats obtenus montrent que
les taux augmentation des parameétres étudiés les plus significatives sont observés chez les
plantes co-inoculés de la variété Waha, suivies par celles de la variété Ain Abid. Ainsi, dans la
présente étude, il est également montré I’existence de ’effet génotype sur la réponse des

variétés de blé par rapport au pouvoir bio-stimulant de 1’isolat Ta.13 de I’espece T. atroviride.

Dans le quatrieme chapitre, afin de comprendre les mécanismes impliqués dans la
protection du blé a I’égard de F. culmorum par I'antagoniste, nous avons focalisé notre étude
sur quelques parametres liés a la résistance tels que les protéines totales, les polyphénols et les
activités des enzymes antioxydantes catalase et peroxydase. Les résultats obtenus ont montré
que Tal3 a induit de manicre systémique (la partie basale et les feuilles) I’activité de la catalase,
des peroxydases ainsi que le taux des polyphénols. Les meilleures inductions selon notre étude

sont toujours observées chez les variétés Waha et Ain Abid par rapport a la variété Vitron.

Les résultats obtenus apres I'utilisation de la technique de la coloration DAB et le dosage
de la teneur en peroxyde d'hydrogene, présentés dans le cinquiéme chapitre, montrent que selon
notre étude, les variétés considérées comme les plus tolérantes a la maladie (Waha et Ain Abid),
ou T. atroviride a éte utilise, ont bénéficié de I'un de ses mécanismes indirects pour renforcer
la capacité de défense de la plante a 1’égard de F. culmorum. Cela s'est manifesté par une
induction systémique de la régulation du niveau du peroxyde d'hydrogene. Cette induction était
probablement liée a la variété de blé, et les variétés Waha et Ain Abid ont montré une efficacité
notable dans I'élimination du surplus de peroxyde d'hydrogéne par I'antagoniste par rapport a la
variété Vitron. Ceci suggére que cette réponse pourrait étre liée aux caractéristiques génétiques

spécifiques de la variéte.

L'étude de la corrélation entre les différents paramétres liés a I’induction de résistance
des plants de blé, dans le dernier chapitre, a permis de suggérer selon notre étude que I’agent
antagoniste T. atroviride joue un role essentiel dans la protection du blé contre F. culmorum.
Cela se manifeste par sa capacité a réguler les niveaux de peroxyde d'hydrogene, a activer les

enzymes antioxydantes, ainsi qu'a améliorer la nutrition et la croissance de la plante.
Les résultats de cette étude ont mis en lumiére plusieurs perspectives importantes :

1. Recherche approfondie sur les mécanismes d'action de T. atroviride dans la protection

a I’égard de la maladie en explorant son effet sur d’autres parametres biochimiques
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éventuellement associés a la résistance. Ceci permettrait de mieux comprendre les

interactions entre I'agent de biocontréle, les plantes hotes et les pathogénes ciblés.

Effectuer des études protéomiques et métabolomiques permettant d'analyser et de doser

I'ensemble des protéines et métabolites impliqués dans les mécanismes de défense des

plantes co-inoculées, et de les comparer avec les plants inoculés uniquement par le

pathogene.

2. Réalisation d'essais sur le terrain & grande échelle pour valider I'efficacité de

Trichoderma dans différents environnements et conditions climatiques, ainsi que la

recherche sur la durabilité de son utilisation, en examinant ses effets a long terme sur la

santé des sols, la biodiversité microbienne et la résistance des cultures aux maladies.

3. Exploration de I'efficacité de T. atroviride contre d'autres pathogénes affectant le blé ou

d'autres cultures importantes en Algérie.

4. Formulation de T. atroviride (Ta.13) sous forme d'un produit commercialisable, qui

pourrait étre intégré dans les programmes de la gestion de la maladie comme

biopesticide et biofertilsant.

5. Puisque le peroxyde d’hydrogéne est un indicateur important dans la détermination de

I'état sanitaire des plantes, il recommander d’explorer la possibilité de fabriquer un

appareil portatif simple a utiliser par les agriculteurs. Cet appareil permettrait de doser

ce métabolite ainsi que d'autres, similaire a un chlorophyllométre. Ce type d'appareil

permettrait de surveiller la santé des plantes quotidiennement, sans nécessiter des

analyses colteuses etdestructrices.
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Tableaul. Les moyennes des poids frais, poids secs, surfaces foliaires, taux de chlorophylle, taux d’humidité et des taux de la matiére

seche chez les trois variétés de blé (Ain Abid, Waha et Vitron).

T Ta F Ta+F
Variétés A W Vv A W V A W \Y A W \Y
Poids frais (g) 11,84 8242 1] 52¢de 19,4°  12,28° 19,28° | 4,19¢ 1,67 2,22% | 17,18° 3,622 3,312
. 5,28¢ 4,23bcd 1,82
Poids sec(g) 2,524bcd 2,22%cd | 510 5 g7° 3,50%cde | 1 8bc 106 (252 . 2,33abcd .
SF cm2 3® 4% 3,66 9,33¢ 7,33¢ 3,66% 3 3 22 7,67° 4,67° 22
Chlorophylle(SP 17,7 39,172 39,43
24 A7° 40 41,872 28,20¢ 46,42 48,332 28,15¢ 24,93°¢ 40,32
AD) 7c b ab
%H 78,712 35,9 80,72 73,7 44,02 81,832 57,1 36,7 88,77% | 75,372 35,72b¢ 34,8°
7b 8abc
51,3 27,70%¢ 39,4 56,4%c 23,742 65,19
%MS 20,47%¢ 19,29% 64,1°cd 18,152 11,178 69,224
2abcde d 5abcd d bed cd
La moyenne des 12,3 14,33
] y 12% 133bc 15,330 16°¢ 840 5df 3f 8,669 11,3329 6,66
graines germées 3abe abe

Les valeurs avec les mémes lettres, dans chaque ligne, ne sont pas significativement différentes selon le test de HSD de Tukey a 5%.T. témoins non inoculés ;

Ta. Plants de blé traités par I’antagoniste seul ; F. plants de blé inoculés par le pathogene seul ; Ta+F. les plants co-inoculés
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Préparation des solutions de I’extraction et le dosage des anzymes antioxydantes

Préparation du tampon de phosphate de potassium 50mM a pH =5,5

Le tampon a été préparé a partir de deux solutions meres :

Solution I : Dissoudre 1,816g de dihydrogénophosphate de potassium dans de I'eau et diluer a
200ml avec le méme solvant. Solution II: Dissoudre 2,322g d'hydrogénophosphate
dipotassique dans de I'eau et diluer a 200 ml avec le méme solvant. Mélanger 188,8ml de la
solution | et 11,2ml de la solution Il. Si nécessaire, ajuster le pH a 5,5 en utilisant la solution |

ou la solution 1.

Pour la courbe standard de H20», prendre 57ul de H202 a 30% et diluer avec de I'eau
distillée et faire 200ml, puis faire une nouvelle dilution 10 fois (10X). (Prendre 1 ml de la courbe
ci-dessus et diluer dans 99ml d'eau distillée

Préparation des solutions pour I’extraction et le dosage du peroxyde d’hydrogéene
Préparation de 0.1% de TCA (masse/volume)

La solution a été préparée en ajoutant 250mg de I’acide pur de TCA a 250ml d’eau
distillée.

Le tampon phosphate de potassium 10mM, pH 7 (KH2PO./K;HPO4)

Le tampon a été préparé par mélange de 0.234g de KoHPO4 et 0.158g de KH2PO4 dans
250ml d’eau distillée. Le pH est vérifié en utilisant un pH - metre et est ajusté si nécessaire.

Solution d’iodure de potassium 1M

La solution a été préparée par le mélange de 41.5g de poudre d’iodure de potassium et de 250ml

d’eau distillée
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Tableau 2.Moyennes des taux des protéines totales, du contenu phénolique (PC) et des activités
spécifiques de la peroxydase (POX) et de la catalase (CAT) dans la partie basale et les feuilles de trois
variétés de blé (Ain Abid, Waha et Vitron).

Proteins totales (mg/0.2 g MF)  POX (U/mg protéine) PC (mg /ml) CAT (uKat/mg protéine)
Parties basales feuilles Parties basales feuilles Parties basales feuilles Parties basales  feuilles
T 0.359%fs 0.29% 41.68 18.59¢ 5.451 0.95% 0.026* 0.099%
Ta 0.26 0.46" 33.429 33.86¢ 4.82¢M 11.24" 0.0272 0.072¢
Ain Abid
F 0.46" 0.4 60.05° 43.87% 4,720t 6.50° 0.077%¢ 0.24%
Ta+F 0.3° 0.34%f 49.44" 20.37¢ 2.52abcde 4.14%f 0.19 0.88'
T 0.21% 0.29« 26.54¢ 10.16* 0.21* 2.23®  0,051° 0.09714f
Ta 0.3919 0.45" 30.26f 13.44° 0.56° 0.22? 0.01502 0.096°
Waha
F 0.45" 0.37¢f0 9.55° 29.61F 0.8* 4.65%%" 0,080 0.159"
Ta+ F 0.35%f 0.4fn 47.15™ 38.871  3.33bcdef 0.56° 0.082%f 0.170'
T 0.18% 0.36%f 82.22" 42 0.66% 3.73%F 0,0232 0.101¢
Ta 0.35¢% 0.31¢ 37.29" 13.33* 0.72° 0.40% 0.00932 0.101
Vitron
F 0.429 0.4fn 51.59° 26.38° 0.13 3.6%%f 0061 0.142"
TatF 0.21% 0.145% 63.42% 45- 2.3330cd 3.84%"  0,0130° 0.25%

T : Témoin inoculé, Ta : grains de blé inoculés avec T. atroviride seule, F : grains de blé inoculés avec
F. culmorum seul, Ta+ F : grains de blé co-inoculés avec T. atroviride et F. culmorum. Les valeurs qui
sont suivies des mémes lettres dans la colonne pour chaque parameétre ne sont pas significativement
différentes, selon le test HSD de Tukey (P <0,05).
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Tableau 3.Tableau d’étalonnage pour le dosage de H20>

Les tubes test 2 3 4 5 6
H>02 mi 0.1 0.2 0.4 0.6 0.8
Tampon phosphate
0.9 0.8 0.6 0.4 0.2
(pH 7.0)
I1MIK 1 1 1 1 1

Tableau 4. Moyennes des teneurs en peroxyde d’hydrogéne dans les parties basales et les

feuilles des trois variétés de blé (Ain Abid, Waha et Vitron) sous l'effet des différents

traitements

Peroxyde d’hydrogene pmol /ml

Partie basale Feuilles
T 7abc 13’369fgh
Ta gabed 21i
Ain Abid :
= 17hij 15gh|
Ta+F 6abc 13defgh
T 4,032 169N
Ta 14,12n 17,691
Waha _
F 13,03defgn 16,66M
Ta+F 11,29¢defg 7,83abed
T 4,662 10,750defg
Ta g8,39abcde 7,09abc
Vitron _
F 6,24abc 19,881
Ta+F 9,57 bedef 10,450defg

T: Témoin non inoculé, Ta: blé inoculé avec T. atroviride seul, F : blé inoculé avec F. culmorum seul, Ta+F: blé co-inoculé

avec T. atroviride et F. culmorum. Les valeurs avec des lettres différentes pour chaque parametre sont significativement

différentes a P <0,05, comme déterminé par le test HSD de Tukey.
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY

Fusarium culmorum (W.G. Sm.) Sacc. is the main causal agent of Received 7 October 2020

wheat crown rot in Algeria, which affects the yield and seed Accepted

quality due to the presence of mycotoxins. In the present study,

we evaluated the effect of the biocontrol agent Trichoderma Tri o
L, L . richoderma atroviride;

atrov:r{de (Ta.13) P. Karsten on the antioxidant enzymes actlvmgs Fusarium culmorum; total

(peroxidase and catalase), as well as on phenolic and protein proteins; phenols;

content of three wheat varieties, compared to uninoculated peroxidase; catalase

controls. The data showed that T. atroviride induced systemically

higher levels of these factors. In general, maximum induction was

recorded in the Waha variety, followed by Ain Abid, when plants

were co-inoculated by both Ta.13 and F. culmorum versus

F. culmorum only. At the same time, lowest levels of these factors

occurred in the Vitron variety. The highest accumulation of

phenols in basal areas of the wheat plant occurred in the Waha

variety, with an increase of up to 1400% compared to the control,

and, also in Waha, there was the greatest increase of peroxidase

activity in the foliar tissues, up to 282% of the control. Protein

content in Waha in the plant collars increased 66% in co-treated

plants. On the other hand, the highest increases in catalase

activity were detected in the basal stem and leaves of Ain Abid

variety co-inoculated with Ta.13 and F. culmorum, with 641% and

788% increases in these tissues, respectively. Our results show

that there are variety-dependant physiological changes exhibited

by the wheat plant during interaction with the pathogen and the

antagonist.

KEYWORDS

Introduction

Fusarium crown rot (FCR), also known as Fusarium foot and root rot, is considered the
most common wheat disease worldwide. It is characterised by discolouration or lesions
on the susceptible plant’s basal parts, including the coleoptile, internodes, and leaf
sheaths (Smiley et al., 2009). Infected seeds die before they emerge, and emerged seed-
lings are yellow and stunted, and their crowns, roots and stems have abrown to red-
brown rot. The disease can also attack older plants, causing a reduction in number or

CONTACT Fayza Belhadj Benyahia @ fayzabelhadj@gmail.com @ city 1500 logements, aadl Ain malha, Gué de
constantine, Algiers, Algeria
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size of mature tillers, which also havewhite ears and shrunken seeds (Saremi et al., 2011;
Scherm et al., 2013).

This disease is widespread, especially in cereal crops growing in dry areas with high
temperatures (Scherm et al., 2013; Siou, 2013). FCR has been reported in Australia,
Pacific the Pacific Northwest of the United States, North Africa (Algeria, Morocco and
Tunisia), South Africa, the Middle East (Turkey, Syria, Iraq and Iran), southern Italy,
and China (Abdallah-Nekache et al., 2019; Alahmad et al., 2018; Chekali et al., 2013;
Laraba et al., 2017; Matny et al.,, 2019; Murray & Brennan, 2009; Qostal et al., 2019;
Scherm et al., 2013; Smiley et al., 2005).

Several Fusarium species cause the wheat crown rots; the most important ones are
Fusarium culmorum (W.G. Smith) Sacc., F. pseudograminearum O’Donnell & Aoki (tel-
eomorph Gibberella coronicola Aoki & O’Donnell), F. graminearum Schwabe (teleo-
morph G. Zeae (Schwein.) Petch) (Beccari et al, 2018; Scherm et al, 2013) and
Microdochium nivale (Fr.) Samuels & Hallett (Burgess et al., 2001; Smiley & Patterson,
1996). In Algeria, a recent survey showed that F. culmorum is the dominant species

associated with crown rot on wheat (68% of the total). However, other species were
also involved in wheat crown rot, including F. pseudograminearum (10%),
E. verticillioides (Sacc.) Nirenberg (3%), F. avenaceum (Fr.) Sacc. (2%), M. majus
(Wollenw) Glynn & Edwards (13%) and M. nivale (4%) (Abdallah-Nekache et al.,
2019). Recently, a new species, Fusarium algeriense Laraba & O’Donnel, has been
described for the first time as a crown rot agent of wheat in Algeria (Laraba et al,
2017). Fusarium culmorum has also been reported as the dominant agents of wheat
crown rot in Turkey, Tunisia, southern Italy, and Iraq (Chekali et al., 2013; Chekali
et al.,, 2016; Matny et al.,, 2019; Qostal et al., 2019; Shikur Gebremariam et al., 2018;
Tunali et al., 2008). It has been reported among the principal species causing the
disease in the USA, Australia, Syria, and Iran (Backhouse et al., 2004; Cook, 1980; El-
Khalifeh et al., 2006; Eslahi, 2012; Smiley et al., 2005).

Estimates of the economic losses due to wheat crown rot are not available in Algeria.
However, some data are available from other countries such as Australia, where losses are
approximately $97 million losses for wheat and barley (Alahmad et al.,, 2018; Murray &
Brennan, 2009). In the Pacific Northwest of the USA, yield losses are as much as 61% of
winter wheat production (Smiley et al., 2005). Control of crown rot is based on cultural
practices that prevent contact of wheat seeds with pathogen propagules. To this end, the
use of non-host plants in the crop rotation systems can naturally reduce the presence of
the pathogens in the soil. Unfortunately, this control method may have less effect on
F. culmorum because its chlamydospores can persist for several years in infested soils
(Smiley et al., 2009). None of the available wheat cultivars is immune to the disease,
but differences in the disease’s response among varities has been reported. Sources of
resistance are limited, and the genetic basis of resistance is not well understood (McMul-
len et al., 2008). Furthermore, fungicides have only limited effectiveness and leave resi-
dues in the soil. Regular use of fungicides also promotes pathogen’ resistance, making
disease control difficult. Thus, biocontrol agents that reduce this disease are needed (Mie-
daner, 1997; Scherm et al., 2013; Spanu, 2011). Several antagonistic microorganisms have
been particularly effective against F. culmorum, including Trichoderma spp., Bacillus sub-
tilis (Ehrenberg 1835) Cohn 1872, Pseudomonas fluorescens, (Fligge 1886) Migula and
Gliocladium roseum Bainier (Scherm et al., 2013). Use of such antagonistic agents
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against F. culmorum and other Fusarium species have been examined in Algeria (Den-
douga et al., 2016; Lounaci et al.,, 2016). Trichoderma species as a group are among the
most effective agents against several plant pathogens (Guzman-Valle et al., 2014;
Harman & Shoresh, 2007; Hibar et al., 2005; Shoresh et al., 2010;). Species of Tricho-
derma have been known for a century as antagonists of phytopathogenic agents. The
main biocontrol mechanisms that were assumed to be acting on pathogens include
mycoparasitism, antibiosis, and competition for nutrients and space (Harman, 2006).

Plants can defend themselves against biotic stresses in several ways, but the first
defense mechanism that may be triggered is a thickening of the plant’s cell walls to
limit the pathogen’s penetration, together with phenol accumulation and production
of low concentrations of reactive oxygen species (ROS) (Benhamou et al., 1996;
Cawood et al., 2013). However, the increased production of free radicals requires an
excess of oxygen consumption, which can be toxic for the plant (oxidative burst). Never-
theless, the plant activates the enzymatic antioxidant systems, such as the peroxidase
(POX) and the catalase (CAT) enzymes, and non-enzymatic systems, such as polyphe-
nols and soluble proteins production. Through this activation, cells eliminate free rad-
icals, thus limiting the potential for oxidative damage (Kotchoni & Gachomo, 2006).
The ROS network pathways are an essential reaction to the pathogen attacks and are
involved in acquired disease resistance in plants. Several studies have shown that the
application of Trichoderma species and other biocontrol agents enhance the production
of these defense metabolites in several pathosystems (Guzmdn-Valle et al, 2014;
Harman, 2006; Mustafa et al., 2017; Rais et al., 2017; Yedidia et al., 2003).

The objectives of this study were to determine the effect of Trichoderma atroviride
(Ta.13) P. Karsten in the induction of metabolites (total proteins and polyphenols)
and antioxidative enzymes (peroxidase and catalase) related to defense mechanisms
against F. culmorum. We evaluated chemical changes in both the infection zone (basal
part) and in leaves of three commonly cultivated wheat varieties in Algeria.

Materials and methods
Plant material

Seeds of two durum wheat (Triticum durum Desf.) varieties (Waha and Vitron) and one
variety (Ain Abid) of bread wheat (T. aestivum L.) variety were provided by the Technical
Institute of Field Crops (Institut technique des grandes cultures; ITGC), Oued Smar,
Algiers, Algeria. The Vitron variety was used because of its sensitivity to Fusarium
crown rot in the field. In contrast, Waha and Ain Abid varieties were chosen for their
positive interaction with T. atroviride in regards protection against F. culmorum.
Indeed, among the seven wheat varieties tested previously, Waha and Ain Abid varieties
showed the largest disease index reductions when wheat plants were co-inoculated by
both T. atroviride and F. culmorum (unpublished data).

Fungal material

The pathogen F.culmorum (FC.09.11) used in the present study;was selected for its high
infectivity to wheat (unpublished data). The biological control agent Ta.13 (T. atroviride)
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was chosen because of antagonistic potential shown in previous studies to manage chick-
pea Fusarium wilt caused by F. oxysporum f. sp. ciceris (Foc) (Boureghda & Renane, 2011;
Boureghda & Bouznad, 2009) and wheat Fusarium head blight caused by F. culmorum
(unpublished data).

The pathogen and antagonist isolates were stored in tubes containing Potato Dextrose
Agar (PDA) medium at 4°C at the Laboratory of Mycology, Department of Botany,
National Higher School of Agronomy (ENSA), El-Harrach, Algiers, Algeria.

Treatment of wheat seeds with T. atroviride (Ta.13)

Wheat seeds were coated with Ta.13 using a technique described by Harman et al.
(1989). The wheat seeds were disinfected with sodium hypochlorite (2%), rinsed three
time with sterile distilled water, dried with sterile filter paper, and then soaked in a
spore suspension of Ta.13 for 2 h., The spore concentration was determined by use of
a Malassez cell, then adjusted to 107-10® conidia/ml, and used at the rate of 1 ml/4g
of wheat seeds.

Pathogen inoculation

Wheat seeds were sown in 1-liter pots, containing 2/3 sterilised soil (105°C for 24 h) and
1/3 sterilised compost, at the rate of 16 seeds per pot. Each wheat seed was brought into
contact with a mycelial plug (6 mm dia) taken from a 7-day-old culture of the pathogen
grown on PDA medium. The seeds were then covered with 2 cm of additional soil
(Demirci & Dane, 2003). The experimental trial consisted of (1) the uninoculated
control; (2) wheat inoculated with F. culmorum alone; (3) wheat inoculated with Ta.13
alone; and (4) wheat inoculated with both Ta.13 and F. culmorum (co-inoculated). For
each treatment, there were 3 replicates, a replicate being a single pot with in which 16
seeds were sown.

Sample collection for biochemical analysis

Fifteen days after sowing, the plants (three-leaf stage) were pulled up and transferred into
liquid nitrogen to block metabolism. The plants were stored at —80°C until further analy-
sis. The extraction and analysis steps of each following biochemical parameters were
done on two parts of each of three sample plants: the basal part (collar and part of the
root) and the apical part of the leaf of one plant randomly selected from each pot.

Protein determination

The plant material (200 mg) was placed above an ice container and was ground after the
addition of 1.5 ml of 50 mM phosphate buffer (pH 7). The extract was then centrifuged at
12,000 x g at 4°C for 5 min. Total protein determination was performed by using the dye-
binding assay of Bradford (1976) with bovine serum albumin as a standard. To 10 pl of
protein extract, we added 790 ul phosphate buffer (50 mM, pH 5.5) and 200 pl of Brad-
ford’s reagent, and the mixture was left for 5 min at room temperature. The absorbance
was then measured at 595 nm in the visible 2650 UV LABOMED INC Spectropho-
tometer. The protein amount was expressed in mg protein/0.2 g FW (FW: Fresh Weight).
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Phenolic content determination

Total phenolic content was estimated by the Folin-Ciocalteu method (Singleton et al.,
1999). Samples of 500 mg of fresh leaves were ground with 2 ml of methanol (80%) at
4°C and then centrifuged at 1000 rpm for 10 min. A 100 pl of the supernatant was
added to the reaction mixture containing 50 pl of sodium carbonate (20%), 1750 ul of
sterile distilled water, and 250 ul of Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich, Germany).
The reaction mixture was well mixed and incubated for 30 min at 40°C and then cooled
to room temperature. The optical density was measured at 760 nm, and the amount of
phenol was determined using catechol as the standard and expressed as mg.g~" fresh
weight.

Extraction and determination of antioxidant enzymes activities

Peroxidase

Samples of 500 mg were homogenised in 5 ml of 50 mM K-phosphate buffer (pH 5.5).
After centrifugation at 12,000x g for 20 min at 4°C, the supernatant was collected as
the crude enzyme solution. A reaction mixture was prepared by adding 2.9 ml of
50 mM K-phosphate buffer (pH 5.5), 1 ml of H,O, (0.6 M), and 1 m of 50 Mm guaiacol
to 0.1 m of crude enzyme solution (Egley et al., 1983). The crude enzyme solution’s
protein content was determined at 595 nm with bovine serum albumin as the standard
using the Bradford assay (Bradford, 1976). The peroxidases specific activity was deter-
mined with guaiacol at 470 nm and expressed in unit mg~" protein.

Catalase

The plant material (200 mg) was grounded in a mortar placed on an icebox in 1.5 ml of
50 mM phosphate buffer (pH 7). The resulting extract was then centrifuged at 12,000 x

g at 4°C for 5 min. The supernatant was used as the enzyme extract. The catalase (CAT)
activity was measured according to Beers and Sizer (1952). The activity of CAT was calcu-
lated based on the decomposition of H,O, measured as the decline in absorbance at
240 nm. The reaction mixture contained 724 pl of phosphate buffer (50 mM, pH 7),
226 ul of 30% H,0,, and 50 pl of the supernatant. The absorbance was measured at
240 nm and monitored in a time interval of 1 min. The enzyme’s specific activity was cal-
culated using the extinction coefficient of 36 M~".cm ™' 1 and expressed as pkat/mg protein.

Statistical analysis

The statistical analysis was carried out using Statistica ink software, version 6.1. The
results of the quantitative data were subjected to a one-way ANOV A analysis of variance.
The comparison of the averages was performed using Tukey’s HSD test. The differences
were considered significant at p < 0.05.

Results

Treatment of wheat seeds with T. atroviride (Ta.13) induced changes in protein and phe-
nolic contents as well as on the catalase and peroxidase activities of the resultant wheat
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plant’s tissues. This induction varied more or less considerably from one variety to
another and from one part of the plant to another (basal part and leaves). The results
revealed a significant difference for each studied parameter between varieties for each
treatment, with levels being lowest in uninoculated control plants, followed by plants
inoculated with F. culmorum alone, plants with Ta.13 alone, plants inoculated with
both T. atroviride and F. culmorum. Within a wheat variety, there was a significant differ-
ence between the sample from the basal part of the plant and the sample from leaves for
all biochemicals measured (Tablel).

Changes in protein content

Inoculaton of wheat seeds with either F. culmorum alone or with both the pathogen and
Ta.13 (T. atroviride) caused a significant change in total protein content compared to the
control (F=53.61, df =12, P <0.0005). In samples from the basal area (plant collar) of
the plant, protein levels were highest in plants inoculated only with the pathogen
versus both the control and all other treatments, in which the maximum values for
protein were recorded in the Vitron and Waha varieties, with up to 133%, and 114%,
respectively, compared to the control. The Waha variety when co-inoculated with
both F. culmorum and T.al3 showed an increase in protein content up to 66% in the
collar and up to 37% in the leaves, compared to the uninoculated control. For the
other two varieties, protein increased only slightly (versus the control): 17% in the
leaves of the Ain Abid variety and 16% in the collar of the Vitron variety (16%).

Compared to the plants inoculated with F. culmorum alone, the treatment inoculated
with both the pathogen and with Trichoderma significantly reduced total protein in
both plant collars leaves of the Vitron variety infected with the pathogen (—63% in
the leaves and —50% in the collars) (F=53.61, df =12, P <0.0005). In contrast, a
small increase was noted in the leaves of Waha plants (8%) co-inoculated with both
the pathogen and Trichoderma, compared with Waha plants inoculated only with the
pathogen.

Phenol content

The total phenol content of leaves and basal parts of uninoculated wheat plants in the
three varieties showed that leaf tissue of durum wheat (Waha and Vitron varieties)
had higher phenol concentrations than the basal parts. However, in Ain Abid (bread
wheat) variety, this was reversed, with the highest phenol concentration in the basal
parts (collar tissues) (Table 1). In wheat co-inoculated with both Ta.13 and
F. culmorum, phenol content differed significantly from that in the uninoculated
control plants (F=23.99, df=12, P <0.0005), with greatest phenol content being in
the basal areas of the co-inoculated Waha variety (1400% of control), followed by the
foliar tissues of the bread wheat variety Ain Abid (336% of the uninoculated control),
for plants co-inoculated with both Ta.13 and F. culmorum (Fig. 1).

Among plants inoculated only with the biocontrol antagonist, the leaves of the Ain
Abid variety showed the highest level of phenolic compounds (11.24 mg/ml), being
1000% above the uninoculated control plants (Table 1). However, this increase in phe-
nolic compounds in the Ain Abid variety occurred only in the leaves and there was no
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Table 1. Averages of total protein, phenol content (PC), peroxidase (POX), and catalase (CAT) specific
activities in the basal part and leaves of three wheat varieties (Ain Abid, Waha and Vitron).
Total protein (mg/0.2

g FM) POX (U/mg protein) PC (mg /ml) CAT (uKat/mg protein)
Basal part  Leaves  Basal part  Leaves  Basal part Leaves Basal part Leaves
Ain Abid C 0.35%% .29« 41.68 18.59° 5450 0.95% 0.026° 0.099%
T 0.26> 0.46" 33.429 33.869  4.82¢" 11.24" 0.027° 0.072<
F 0.46" 0.4%h 60.05P 4387 4.72%%f 6.509 0077  0.24
F+T  03° 0.349¢f 49.44" 20379 2.5p%bcde 4.14%f 019 0.88'
Waha C 0.21% 0.29< 26.54° 10.16%  0.21° 2.23%¢  0.051° 0.09199
T 0.39fh 0.45" 30.26f 13.44° 0562 0.22° 0.0150° 0.096°%
F 0.45" 0.37¢f9 9,552 2061°  08° 465" 0,080  0.159"
F+T  035%f  qg4fh 47.15™ 38.87'  3.33bcdef 0.56 0.082%f  0.170'
Vitron C 0.18° 0.36%"9 822" 42 0.66° 3.73%%f 0,023 0.1019
0.35%¢f9  31de 37.29 1333 072 0.40* 0.0093° 0.10f
F 0.429" 0.4%h 51.59° 2638°  0.13° 36 0,061 0.142"
F+T  021%® 0.145? 63.42° 45t 2.332bd 3.84%f 00130 025

C: uninoculated control, T: wheat inoculated by T. atroviride alone, F: wheat inoculated with F. culmorum alone, F +T:
wheat co-inoculated with both T. atroviride and F. culmorum. Values with different letters of each parameter are sig-
nificantly different at P <0.05, as determined by Tukey’s HSD test.

significant increase among treatments in phenolic compounds in the basal areas (F =
23.99, df=12, P> 0.99).

Co-inoculated plants, compared with plant inoculated only with the pathogen,
showed that Trichoderma induced a significant change in phenol content in the three
tested varieties in the presence of the pathogen (F =11.65, df =4, P <0.0005). Co-inocu-
lation of plants with Trichoderma significantly increased the phenol content in the Vitron
variety by up to 1600% in the basal areas (F = 11.65, df = 6, P < 0.0005), followed by 313%
in basal areas of Waha (F = 11,65, df = 6, P < 0.05), but was associated with a decrease in
Ain Abid variety in both tissues: —46% in the collar and —36% in the leaves.

Peroxidase activity

Peroxidase activity of the un-inoculated control plants was higher in both leaves and
basal part of the Vitron variety than in the Waha and Ain Abid varieties. Levels recorded
were 82.22 U/mg protein in the leaves and 42.51 U/mg protein in the collar for Vitron.
The peroxidase activity was lower in the Waha variety (10.16 U/mg protein) at the leaf
level and 26.54 U/mg protein at the basal level (Table 1).

When wheat seeds were inoculated with the pathogen (F. culmorum) alone, this treat-
ment strongly and significantly induced POX in the leaves of Waha (191%) (F = 39.31, df
=4, P <0.0005) and Ain Abid (135%) varieties (F = 39.31, df =4, P < 0.0005), but there
was only a low level of induction in the basal parts of Ain Abid. For the Vitron variety,
pathogen inoculation caused no increase in POX in either the basal area or leaves com-
pared to the uninoculated control (Fig. 2).

Compared to the uninoculated control plants, co-inoculation with both Ta.13 and
F. culmorum caused a significant increase in the peroxidase activity, particularly in
the Waha variety, by 282% in the leaves and 77% in the basal parts (F=13.78, df =4,
P <£0.0005). However, there was only a low level of induction of peroxidase by co-
inoculation in Ain Abid and a decrease peroxidase levels in Vitron, in both leaves
and collars (Fig. 2). Compared to plants inoculated with the pathogen alone, co-
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Figure 1. Effect of Trichoderma atroviride in inducing total protein (a) and p phenol (b) in leaves and
basal parts of wheat varieties against Fusarium culmorum. F =inoculated with Fusarium culmorum
alone, T = Treated with Trichoderma alone, F + T = coinoculated with Trichoderma Fusarium culmorum,
A = Ain Abid, W = Waha, V = Vitron.

inoculated Waha plants had significantly increased activity in its collar, by up to 393%
(F=23.53, df =4, P <0.0005).

Catalase activity

Similar catalase activity was found in the uninoculated controls across all tested varieties, and
catalase activity was higher in the leaves than in the basal parts for all varieties (Table 1).
Compared to the uninoculated control plants, wheat seeds inoculated with both Ta.13
and F. culmorum showed significant changes in the catalase activity (F = 133.38, df = 12,
P <0.0005). The maximum catalase activity was found in the basal parts and leaves of
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Figure 2. Effect of Trichoderma atroviridae in inducing peroxidase (a) and catalase (b) activity in leaves
and basal parts of wheat varieties against Fusarium culmorum. F = inoculated with Fusarium culmorum
alone, T = Treated with Trichoderma alone, F + T = coinoculated with Trichoderma Fusarium culmorum,
A = Ain Abid, W =Waha, V = Vitron.

coinoculated plants of Ain Abid variety, up 641% and 788% compared to the uninocu-
lated controls, respectively. This change in activity was less pronounced in the Waha
variety than in Ain Abid. In fact, the Waha plants co-inoculated with Ta.13 and
F. culmorum had a rate of change (from the control) equivalent to that of plants inocu-
lated with F. culmorum alone, suggesting that Ta.13 did not have an additional effect on
CAT induction. In the Vitron variety, the CAT activity in plants inoculated only with the
pathogen was significantly higher in the collar than in the leaves (F = 321.78, df =11, P
<0.=.0005). In contrast, in plants co-inoculated with both Ta.13 and F. culmorum,
CAT activity was higher in leaves than in collars (F=321.78, df =11, P <0.0005. All
wheat varieties inoculated with Ta.13 alone showed a decrease or non-significant increase
in catalase activity, particulary in leaves (F = 133.38, df = 12, P >0.0 5). Compared to the
plants inoculated with F. culmorum alone, Ain Abid plants that were co-inoculated
showed the highest catalase activity, among the three varieties, in both their collars
and leaves, being up 154% and 261% respectively compared to the untreated control, fol-
lowed by Vitron, which showed 80% increase in CAT activity in leaves only.
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Discussion

The limited efficacy chemical fungicides in protecting wheat from root and crown rots, as
well as the absence of any fully disease-resistant wheat varieties, creates a need for other
approaches, including biofungicidal agents. Our results show there are significant
changes in protein content, total phenols, as well as levels of POX activity and CAT
enzymes in wheat plants inoculated with the biofungicide T. atroviride (Ta.13), com-
pared to the uninoculated control plants and co-inoculated plants. We also noticed sig-
nificant differences in these responses between wheat varieties and between plant tissues
(the basal area vs. leaves).

For protein levels, compared to the uninoculated controls in our study, the three
wheat varieties inoculated with the pathogen F. culmorum alone showed an overproduc-
tion of total proteins. This overproduction was also seen in plants co-inoculated with
both the pathogen and the biofungicide Ta.13, especially in the Waha variety. This
increase in protein content and the level of antioxidant defense can be explained in
terms of plant-defense proteins responsible for maintaining cellular functions and pro-
tecting tissues against damage from endogenous compounds (Chan & Tian, 2006).
However, declines in protein content in some treatments can be associated with inhi-
bition and degradation of protein synthesis by hydroxyl radicals under stress (Cordiik
et al., 2016).

In regards phenol levels, compared to the uninoculated control plants, the highest
levels of phenolic compounds were in the basal stem of the Waha variety co-inoculated
with Ta.13 and F. culmorum, followed by the leaves of the Ain Abid variety inoculated by
Ta.13 alone, with increases of 1400% and 1000% over the control, respectively. Surekha
et al. (2014) found the highest phenol levels in urdbean plants, Vigna mungo (L.) Hepper,
inoculated with Trichoderma viride Pers. alone (up 150% over the control), followed by
plants co-inoculated with both T. viride and Fusarium oxysporum Schlecht. (up by 113%
over the control). The induction of phenol in the plant collars, but not leaves, was seen in
the Waha and Vitron varieties, which can be related to the plants’ confinement of the
pathogen locally to just the collar area, where the polyphenols block the development
of the pathogen. The Trichoderma biofungicide induces defensive metabolites, which
may contribute to the plant’s ability to inhibit the pathogen’s progression through
plant tissues (Guzmadn-Valle et al., 2014; Matern & Kneusal, 1988; Viterbo & Horwitz,
2010; Zaidi & Singh, 2013).

Peroxidase levels were increased by application of T. atroviride in all wheat varieties,
compared to the untreated controls, and the most significant induction was found in co-
inoculated Waha leaf tissue, with an increase of up to 393% over the control, compared
with plants inoculated only with the pathogen (for which the increase over the control
was only 288%).

Several studies have focused on Trichoderma spp. applications in other pathosystems
and have obtained similar results. Fotoohiyan et al. (2015) noted that POX induction was
greater in pistachio kernels co-inoculated with T. harzianum Rifai and the pathogen Ver-
ticillium dahlia Kleb. than in plants inoculated with the pathogen alone or the antagonist
alone. Singh et al. (2018) found that POX induction increased 346% in sugarcane plants
infected by Colletotrichum falcatum Went. Guzman-Valle et al. (2014) reported that the
application of T. asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg to three varieties of onion
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against Sclerotium rolfsii Sacc. increased enzymatic activity, especially in co-inoculated
plants, more than T. asperellum alone. Mustafa et al. (2017) reported that inoculation
of wheat with arbuscular mycorrhizae to control powdery mildew induced POX activity
in infected leaves, compared with the uninoculated control. Sreedevi et al. (2011)
reported that T. harzianum induced POX activity and polyphenols content in groundnut
plants when applied against the pathogen Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

In the same way, Rais et al. (2017) also found that Bacillus spp. improved the peroxi-
dase activity of three Basmati rice varieties in both leaves and roots, and that the Basmati
super variety showed the highest rate if increase compared to other varieties (by more
than 3.5-4.1 fold). The high value of the POX enzymatic activity can be considered as
a marker for fungal disease resistance, possibly by its use in lignification of the cell
wall, which constitutes a physical barrier against pathogen penetration of cells or
vessels (Fotoohiyan et al.,, 2015; Vidhyasekaran, 1997; Welinder, 1992). According to
Armas et al. (2007), increases of POX activity are a very significant part of the defense
mechanism but not a general determinant or resistance marker. POX activity levels
can also be used in the breeding programmes to promising clones among cultivars tested.

Very high levels of induction of CAT activity in both leaves and collar area tissues
were recorded in the Ain Abid variety when co-inoculated with T.al3 and
F. culmorum. In contrast, there was only a low level of induction in the Waha and
Vitron varieties under that same co-inoculation conditions. On the other hand, and
for the same treatment, POX activity was very low in the Ain Abid variety compared
to the Waha variety, where it was very high. This pattern may be due to the synergistic
relationship between the two enzymes given that the main role of catalase is to oxide
hydrogen peroxide to oxygen, and peroxidases use this intermediate form for the degra-
dation of other substrates rather than H,0, (Leung, 2018; Njuma et al., 2017; Vidossicha
et al., 2012). The presence of natural catalytic activity in the leaves of healthy plants plays
a role in the degradation of the ROS and reactive nitrogen species (RNS) released from
peroxisomes during photorespiration or lignification. Under biotic or abiotic stresses,
ROS’s peroxisomal generation is altered, leading to depression in antioxidant activity
(Corpas et al., 2017; Del Rio et al., 2006; Eising et al., 1998; Heinze & Gerhard, 2002).

Besides, the detection of these defense metabolites in the leaves indicated that the
response is truly systemic (Armas et al., 2007; Guzman-Valle et al., 2014; Salas-Marina
et al., 2011; Zehra et al,, 2017). Several studies have shown that species of Trichoderma
can activate defensive metabolism activity, systemic pathways against several biotic or
abiotic stress (Kumar et al., 2017; Panina et al., 2007; Singh et al., 2018). Salas-Marina
et al. (2015) have genetically confirmed that T. atroviride can induce systemic acquired
resistance (SAR) and induced systemic resistance (ISR) for the protection of tomatoes
against Botrytis cinerea Pers. and Alternaria solani Sorauer. Kumar and Kumar (2018)
found that T. harzianum-induced resistance in Brassica juncea (L.) Czern. against
Albugo candida (Pers.) Roussel. Similar results have been found using other antagonistic
agents in other pathosystems. Chen et al. (2000) reported that the application of plant
growth-promoting rhizobacteria (PGPR) in cucumber roots suppressed root rot
caused by Pythium aphanidermatum (Edson) Fitzp. through root colonisation and
induction of systemic defensive enzymes.

Our study showed that peroxidase and catalase activities are induced, together with
total protein and phenol production, in ways that differ among wheat varieties and
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between tissues (collar vs. leaves) within the same plant. This variation may be related to
plant genotype, pathogen types, or physiological and environmental conditions (Lattan-
zio, 2013).

In summary, T. atroviride showed high efficacy in inducing important biochemical
parameters related to disease resistance, such as total phenol accumulation, catalase,
and peroxidase activities. This induction was systemic and depended on the wheat
variety. Further research, such as molecular and histological analyses, are needed to
understand the mechanisms stimulated defense metabolites, by emphasizing the
variety and migration of these metabolites among plant parts.
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