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Introductiongénérale

LIntroduction générale

La pomme de terre joueunrdle primordialdansle systémealimentairemondial.Cette
culturevientauquatriémerang enimportancedanslemonde,apréslemais,lerizetleblé

(http://faostat.fao.org.).

Lapomme de terreestlaplusimportanteculture  légumiereenAlgérie.De1970a2012,la
consommationalgérienne de pommesde terre alargementaugmenté,passantde 20a105kg par

habitantetparan,soita peupresla mémequantité que touslesautreslégumes frais consommés.

Enraisonde sa demandesur le marché nationalde légumes,etgrice auPNDA le secteur de
lapomme deterreaconnuuneaugmentationde la superficieoccupée par cetteculture, passantde65
790haen2001a138 666haen2012,représentant37%delasuperficiedes cultures maraicheres,
avecuneproduction de 4 219 476 tonnes (http://faostat.fao.org.).

Comparativement aux rendements obtenus de par le monde, ceux de [I'Algérie
relativementfaiblerestentaffectésparde nombreuxfacteursabiotiquesetbiotiques,
essentiellementlesproblémesliésa lasemence,auxengraisetauxmaladiesetravageurs.  Apresle
mildiou,la maladie quiestomniprésente danstoutesles régionsetquivientde
prendredeplusenplusdel’ ampleur,estbien I’alternariosecauséeparlesdeuxespeces

fongiquesAlternaria solani (Ellis &Martin)Soraueret A. alternata(Fr.)Keissler.

Deparlemonde,cettemaladie,pendantlongtempsmoinsétudiéeparrapportaumildiou, a
connuaucoursde cesdernicresannéesune forte explosionouelleestdevenue une maladie
importantedanslaplupartdesrégionschaudesproductricesde pommes de terre(Vloutoglou et al.,

2000).

Enparticulier,l’alternarioseprovoquedespertesderendementpardéfoliationdesplants
etdegravesépidémiespeuventréduirelesrendementsde20a30%(ChristetMaczuga,
1989 ;Shtienbergetal.,1990).Cespertespeuventallerjusqu’a60%,enl’ absencedetout
controle(Sikora etal., 2004).Aussi,l'effetdel’ alternariosepeutparfoisétreaggravépar

l'incidenced'autres maladies, telles quela verticilliose (Van der Walls et al., 2001).

D’unemanieregénérale,laprincipaleméthodemenéeactuellementpourlecontroledes

maladiesdelapommedeterre,ycomprisl’alternariose,restebaséesurl’utilisationpar
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alternancedeproduitschimiquessystémiquesetdecontact,entenantcomptedesconditions

climatiques.

Cependant, les effets néfastes de cette pratique, sur I’environnement et sur la santé

humaine et animale, sontbien évidents.

De ce faitleschercheurs tententcesdernieéresannéesa trouver d’autresmoyensplus
respectueuxde I’environnement,tels:larésistance  variétale desespecescultivées,lesagents
deluttebiologique,lesplantesetleursextraits,l’ utilisationdesrégulateursdecroissanceet les

méthodes physiqueset culturales.

Lesagentsde luttebiologiqueinféodésauxmaladiesfongiques sontconstitués
principalementpar des especesfongiquesetdesbactériesantagonistes.Le  genre quiafait
I’objetdenombreuxtravauxetétudesdans lemondeentieretquiestincludansdemultiples
programmes de lutte biologique et intégrés pour la maitrise de diverses maladies est

évidement Trichodema.

Plusieurssouchesdugenre Trichodermasontdotéesd’unpotentielantagoniste
incontestable,employantdesmécanismesnombreuxetvariés.Cepotentielestlabasepour
desapplicationsefficacesde différentessouchesde Trichodermacomme une alternative a la
luttechimiquecontre ~ unlarge  éventaild'agentspathogenesfongiquesdesplantes(Chet1987;

Harman etBjorkman, 1998).

Parailleurs,plusrécemment,plusieursplantes,sauvagesetcultivées,ontmontré une aptitudea
synthétiser etsecréterdessubstancesnaturellesayantdeseffetssouhaitablescontre lesdéprédateurs.
Cessubstancespeuventétre  utiliséesdanslestraitementsphytosanitairesen  remplacementdes

composéschimiques desynthese.

Ainsi,l’utilisation  desproduitsvégétaux,entantquemoyendeluttebiologique,s’est montrée
écologique et efficace contre de nombreux agents pathogenes des plantes. Un nombre
d'especesde plantesontété signalésacontenirdessubstancesnaturellesquisont
toxiquespourdenombreuxchampignonsresponsablesdemaladiesdesplantes(Spenceret al., 1957;

. Fawcettet Spencer, 1970) .

Danslaperspectivedel’utilisationdecesmoyensalternatifs,]’ objectifdecetteétudeest

d’évaluerleniveaudecontrolefourniparl’utilisationdeTrichodemaspp. etquelques
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extraitsvégétauxenverslesdeuxespecescausantl’alternariosede la pomme de terre,par rapport
aumoyenchimique.Cette ~ approche  estexpérimentéeinvitroetinvivosousdes  conditions

contrOléesselon la démarchesuivante:

-Destestsinvitrodeconfrontationdirecte etindirecte,dessouches deTrichodermaavec
deuxisolatsd’ A.solanietd’ A.alternata,afindemettreenévidencel effetantagonisteen contact et

adistancede Trichoderma al’égard decesdeuxpathogenes.

-Untestinvitro quiexaminelepouvoirantifongiquedesextraitséthanoliquesdequatre especes

végétalesenvers ces pathogenes.

- Enfin,aprésavoirprouvé le pouvoirantifongique de [I’extraitphénolique duthym,un
essaiinvivodetraitementdesplantsdepommedeterreplantésenpots,pardessolutions contenant cet

extrait, a été réalisé, toutenévaluantleur efficacité.
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I1.1. Culture de lapomme deterre

I1.1.1. Importanceéconomique

« Lapommedeterreestenpremicrelignedanslaluttecontrelafaimetlapauvretédans le

monde.»considéraitJacques Diouf, directeurgénéral dela FAO, 2008 (FAO, 2008).

Lapommedeterrejoueunroleclédanslesystemealimentairemondial;elleestla
principaledenréealimentairenoncéréalieredumondeoulaproductionmondialeaatteint

364.808.768tonnes en 2012. (http://faostat.fao.org.)

Danslespaysdéveloppés,laconsommationdelapomme de terre eststabledepuisles

années80etreprésenteplusde la moitié de larécolte mondialeavec une quantité élevée d’environ

80 kg/ habitantet an (FAO, 2009).

Cependant, la consommation dans les pays en développement a augmenté

considérablement ces deuxdernieres décennies, passant del3 kg/personne etparanen 1990 a25

kg/ personneet paran en 2005 (FAO, 2009).

En Algérie,depuissonintroductionaumilieudul9¢me siécle, lapomme de terre est

devenueaussiunedesprincipalesculturesdestinée a 1’alimentationhumaine.Elleest considérée
(Mouhouche

comme unalimentde base,aumémetitre que

etBazouche, 2008).

lescéréalesetleslégumessecs

Ainsi,commelemontreletableau01,lapommedeterreaprisunepartplusimportante

dans le régimealimentairedel’algérien aucours de ces dernieres années.

Tableau 01: Evolution de la consommation de pomme de terre/habitant/an, et de la

consommation globale.

Année 1970 1989 1995 2005 2012
Consommation parhab./an 20 kg 42 kg 41 kg +65 kg +100 kg
Consommation entonne 273647 1.000.700 1.200.000 2.156.550 4.219.476

Source: http://faostat.fao.org.
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En raisonde sa demandedanslemarché nationalde légumes,les agriculteursontinvesti

danslaproductionde la pomme de terre.Celas’esttraduitpar uneaugmentationde la
superficieoccupéeparcetteculture(Tabl.02),qui  aatteint138.666ha  en2012,s50it37%  dela

superficie descultures maraicheres (http://faostat.fao.org. 2014).

Tableau02:Evolutiondessuperficiesoccupéesparlaculturedepommedeterrede2003 22012

(Unité: Ha)

Année 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 2012

Superficie
occupée

(ha)

88.660 | 93.144 | 99.717 | 98.825 | 79.339 | 91.841 |105.121|121.996|131.903|138.666

Source: http://faostat.fao.org.

I1.1.2. Types de culturedepommede terrepratiqués en Algérie

Selon les régions, on distinguetrois types deculture en Algérie (Regueig, 2008):

Laculturedeprimeur :estpratiquée surtoutsurlelittoralatempératuredouceetabsence degel ; la

plantation a lieu en novembre.

Laculturedesaison:sepratiquedanstouteslesrégions,dontlamiseenplacedela

cultureestréaliséeenJanvieraulittoral,enFévrier-MarsdanslesPlaines,etenMars  /Avril pourles

hauts plateaux.

La culture d’arriere -saison:Cettedernieresepratiquedansdeszonesagrandepossibilité

d’irrigation ou presquetout lecycle sedérouleenabsencedepluie.

Aulittoral,lamiseenplace de la culture sefaitenAout-Septembre,etenJuilletsurles hauts

plateaux.

I1.1.3. Principales zonesdeproduction

Larépartitiongéographique de la culture de pomme de terre estfortementinfluencée par les
conditionsagro  climatiques etpar les possibilitésd’irrigation. Selonles donnéesdu

MADR(2007), ellerestepratiquéedans toutes lesrégions du pays.
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Ouest:Tlemcen,Mostaganem,Chlef, Tiaret, Mascara,avecunesuperficiemoyennede24

212 ha, soit 30,52 % dela superficieglobale.

Centre:principalementdansleswilayated’ AinDefla, Tipaza,Alger,Boumerdes,Bouira

et Tizi Ouzou, couvrant une superficiede24 426ha (soit30,79 %des superficies).

Est :dansleswilayate deSkikda,Guelma,Sétif,MilaetBatna,avecunesuperficiede plus de8881
ha (soit11,19 %des superficies).

Sud du pays: 11 s’agitdel’apparition récente du bassin spécifiqued’El Oued, ou la
pommedeterre estdevenueenquelquesannées,unespéculationmajeureavecpresde 7.000 hectares

chaque année.

I1.1.4. VariétéscultivéesLes variétéscultivées

LalistedesvariétésdepommedeterrehomologuéesenAlgérie  établieparleCNCC  comporte
156variétés(communicationpersonnelle,BenilaleL.). Toutescesvariétéssont — importées, dont

58%desPaysBas, 16% dela France et 13% duDanemark.

Communément les variétés sont classées par la couleurdela peau: blancheou rouge.

SelonlesdonnéesdelaChambreNationaled’ Agriculture,lesvariétéslesplusdemandées

en production sont:

Pour la catégoriepeaurouge: Désirée, Kondor,Stemter, Cardinal;

Pour la catégoriepeau blanche: Timate, Spunta,Diamant, Nicolas, Escort et Apollo.
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I1.2. L’alternariose

I1.2.1. Importance

I’alternariose aété décrite pour la premierefois enl892.Elleconstitueunproblémegrave
dansde nombreuses régionsdumonde ouelle affecte nonseulementla pomme de terre,mais
aussilatomateetd’ autressolanacées(Zachmann, 1982 ;Tymonetal.,2013). Cettemaladie
étaitmoinsétudiéeparrapportaumildiou,maisaucoursdecesdernieéresannées,elleest devenue une
maladie importante dansla plupartdesrégionschaudesproductricesde pomme deterre(D’Hondt-

Defranco, 1984; Vloutoglou et al., 2000).

Lamaladieprovoquedespertesderendementpardéfoliationdesplantsdontlesgraves
épidémiespeuventréduire lesrendementsdepommesdeterrede20a30%(Christ,et Maczuga,1989
;Shtienbergetal.,1990).Cespertespeuventallerjusqu’a60%silamaladie ne faitl’objet d’aucun

contréle (Sikoraet al., 2004).

I1.2.2. Symptomes

LessymptomescausésparAlternariaalternatadifferentdeceuxcausésparA.solani

(Stevenson et al., 2001).

Les lésions causés par A. alternatasont exclusivement présentes sur les feuilles et
prennent laformedepetitestachesbrunes, souventnombreuses etdispersées sur lasurfacede la

feuille (fig. O1)(French, 2001).

LessymptomescausésparA.solaniapparaissentsurlesfeuillesetsurlestubercules

(Stevenson et al., 2002).

Surlesfeuilles,deslésionsbrunesfoncées,plusoumoins circulaires,avecdesanneaux disposésde
maniereconcentriqueressemblantaunpanneaudecible,sedéveloppentd'abord sur les feuilles les

plus agées(fig. 02 ; A) (CIP, 1996).

Selonlesconditionsenvironnementalesetlavariétécultivée,latailledeslésionspeut
varierde(,5a2,0cmde diametre(Avery,1983).Lorsquelestachess'agrandissent,elles
deviennentlimitéesparlesnervuresdesfeuillesetprennentuneformeangulaire(fig.2 ;B)
(Gaucher,1997).Une étroite bande de tissuchlorotique entoure souventchaque lésion,etune

vaste chlorosesedéveloppe au fil du tempssur lefeuillageinfecté(Schoberet
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Figure02.Les 1ésionscausées parA. solani

A)jeunes feuilles attaquées

B) forme deslésions : sériealternéed'anneauxconcentriques bruns clairs et foncés, C)
feuilles desséchéeet morte, maisrestent attachésauplant (fleches).

D et E) tubercules malades

Source: Whartonet Kirk,2007
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Turkensteen,1992).Sousdesconditionsseches,lapartie nécrotique peuttomberlaissantun trou.La
maladie setraduitgénéralementpardéfoliationdesfeuillesdesséchées,maisparfois
cesdernieresrestentattachéesauxplants(fig.2;C) (Randall,1995).Deslésionssimilaires
seproduisentégalementsurlespétiolesetlestiges(RadtkeetRieckmann, 1991 ;Jacobsenet Zidack,

2010).

Lestuberculesinfectéssontcaractériséspar deslésionscreusesirrégulieresavec des
borduressoulevées.Ellessontréparties de maniere aléatoiresur lasurfacedutubercule.Leur
couleurvariedugris, debrun ou violet au noir(fig. 2 ; Det E) (Thomaset Rosemary, 1986;

Selman et al., 2008).

I1.2.3. Agent causal

11.2.3.1. Taxonomie

LegenreAlternaria aété crééenl816avecA.alternata(al'origineA.tenuis) comme
isolattype.En raisonde I'absence d'unstade sexué identifi€é pourlagrande majoritédes
especesAlternaria,cegenre  aétéclassé  dansla  divisiondeschampignonsmitosporiques:le
phylumdesChampignonsImparfaits (Fungi Imperfecti)(BartetThomma, 2003). SelonEllis

1971, la classification dugenre Alternaria s’établicommesuit:

Classe: Deuteromycetes
Sous-Classe : Hyphomycetes
Ordre : Moniliales
Famille : Dematiaceae
Lacaractéristique taxonomique clédugenreAlternaria estlaproductionde

phaeodictyospores.Ces conidiessontpluslargealeur ~ baseetserétrécissentprogressivement
enunbecallongé,offrantuneapparenced’ unemassue(Fig.3;4).Ellessontproduitesen
chailnessimplesouramifiéssurconidiophorecourtetérigé(Campbell, 1969;Carzanigaet al.,

2002;Kawamura et al. , 1997).

Dans legenre Alternaria, les espeéces sontprincipalementdéfiniespar lescaractéristiques
desconidies. Plus de 100especesprésentesdansle monde ontétédécrites(Simmons,1992).

Toutefois,deserreursdanslataxonomiedesespecesAlternariaontsurgienraisondela
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variabilitédesescaracteresmorphologiques,quinesontpasseulementaffectéspardes facteurs

intrinseéques, mais également par les conditions environnementales(Rotem, 1994).

11.2.3.2. Descriptionmorphologique

D’apresplusieursauteurs(MathuretKongsdal,2003;RadtkeetRickman, 1991;Ellis,

1971 etChampion,1997),lesconidiesd’ AlternariasolanietA.alternatasecaractérisent commesuit:

Lesconidiesd’A.solanisontelliptiques,oblonguesouenforme de massue,de couleur noiratre,
transversalement cloisonnées.Elles sontsouvent sanscloisons longitudinales, et se
terminentparunelonguecelluleterminale(Fig.03).Ellessontdetaillemicroscopiquedel5 a
20umde large et de 150a 300umde long.Lacelluleterminalese rétrécitendirectionde son

extrémité de2,5 45,0 um.

enrevanche,lesconidiesd’ A.alternatasontbrunes,lissesouverruqueusesaapexsimple etde
taille relativementréduite.Ellescomportentgénéralementunnombre de logesassez
restreint;lecloisonnementlongitudinalseréduitsouventalou?2 cloisons,pour3as

cloisonstransversales.Leurtaillede7a19 pmdelargeet10a71pmdelong.Ellesnaissent

sur le conidiophore enchaines d’unedizaine deconidies(Fig. 04).

Fig. 03 : Spores d'Alternaria solani, Fig. 04 Conidiophoresd’A.
Notezles cloisonstransversales et lelong alternataavecdes chaines de conidies.
«bec»(fleche). Source : http//www.inra.fr (2011)

Source: Wharton et Kirk, 2007
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I1.2.4. Epidémiologie dela maladie

Lepathogeéneseconservedanslesdébrisdeplantes,danslestuberculesdesemenceou
dansd’autressolanacées,telsque latomate(Jacobsen etZidack,2010),L’infectionprimaire se
faitsurlesfeuillesagées,lesjeunesfeuillesetlesplantesbiennourries,nemontrantpas de
symptomes(VloutoglouetKalogerakis,2000).Parlasuite,avecl’agedelaculture, les
infectionssecondairesrépandentrapidementlamaladie.La  température  optimaleétant26’C,
etsonextension estfavoriséepardespériodessuccessivesd”humiditéetdesécheresseainsi
queparleslonguespériodesderosée(PelletieretFry,1990).Lamaladieestplussévere
danslecasdemauvaisesconditionsdecroissancedelapommedeterre(par ex.:mauvaise
fertilisation)oual’ approchedelasenescencedelaplante,Ainsi,lesvariétésacyclelong (tardives)

sont engénéralmoins attaquées (Caligari et Nachmias, 1988).

I1.2.5. Moyens de controle

Lagestionefficace de cette maladienécessitelamiseenceuvre d'uneapprocheintégrée,
principalement par l'utilisation de pratiques culturales, des cultivars résistants et des fongicides

foliaires(Schultzet al.,2009).
I11.2.5.1. Lutte culturale

Despratiquesculturalescommelarotationdescultures,lasuppressionetdestructionpar
lefeudesdébris végétauxinfectés,etl'éradicationde mauvaisesherbeshotesaidenta réduire le

niveau d'inoculumpour des plantations ultérieures (Lacyet al., 1984).

D’autresmesuresdelutteculturalesontpréconisées(Kucharek,2000;0Olanyaetal.,

2009):

-Eviterl'irrigationpartempsfraisetnuageux,etchoisirunmomentquipermetauxplants

d’étresec avantla tombéede la nuit.
-Utiliserdes semencessaines exemptes de maladies(certifiées).

- Pratiquer un travail du sol, tel le labour d'automne, qui enterre profondément les

débrisvégétaux.

11
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I11.2.5.2. Cultivarsrésistants

Desvariétésavecunbonniveaude résistanceauchampsontapréconiser,toutensachant qu’iln’y
pasd'immunitéal’alternariosechezlescultivarsdepommesde terrecommerciales ou leurs parents

sauvages(Weber et Jansky, 2012)

Lescultivars tréssensiblesdoiventdonc étreévitésdanslesendroitsoul’ alternarioseest
répandueetlapressionde lamaladieestélevée.La résistance surleterraina l'infectiondu feuillage

estassociéealamaturitédes plants (White et Shaw, 2008).

11.2.5.3. Lutte chimique

Leprocédé decontrolele pluscourantetleplusefficacecontre 1’alternarioseest l'applicationde
fongicidesfoliaires.Cesderniersrecommandésenpréventifpour lecontrole dumildiou telsle
manebe,lemancozebe,lechlorothalonilettriphénylhydrox yded'étainsont
égalementefficacescontrel’alernariose,lorsqu’ilssontappliqués ades intervalles de7al0 jours

(Abu-EI samenet Al Shudifat, 2011).

Une résistanceaugroupedesstrobilurinesaétérapportéedansleMichigan.Larépartition
géographique de cette résistance n'est pas connue ; c’est pourquoi les applications des
strobilurinesdoiventétre priseencombinaisonavec desmélangesd’autresfongicides (Zachmann,

R. 1982).

L'applicationdefongicidesfoliaires n'estpas nécessairesurlesplantsaustade végétatif, quand
ils sontrelativementrésistants. En conséquence,la pulvérisation devraitcommencerau
premiersignede maladieouimmédiatementapreslafloraison.La fréquence des
pulvérisationsultérieuresdevraitétre déterminée selonlegénotypeetlarésistance ducultivar liée a
l'age  (Fairchildetal.,2013).Lesfongicidesprotecteursdoiventétre  appliquésd'aborda  des

intervalles relativementlongs et a des intervalles plus courts quel'dgedela culture.

12
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I1.3. Trichoderma spp.:agent delutte biologique.

I1.3.1. Introduction

LeTrichodermaestungenre de  champignonquia été  décriten1794,ilcomprenantdes
especesanamorphiquesisoléesprincipalementdusoletde lamatiere organiqueen
décomposition(Monte  etLlobell,2003).LeConceptd'espéce  auseindugenre  Trichoderma
esttreslarge,ce  quiaentrainé  lareconnaissance de  nombreuxgroupesinfraspécifiques.
Certainsgroupesde biotypesdans ce conglomératsont capablesd’avoiruneaction d'antagoniste a
I’égard deschampignonsphytopathogenesenutilisantlaconcurrence pour le substrat,]’antibiose
et/oule mycoparasitisme comme principauxmécanismes.Ce potentiel antagoniste estla base
pour desapplicationsefficacesde différentessouchesdeTrichoderma comme une alternative a la
lutte chimique contre unlarge éventaild'agentspathogeénes fongiques des plantes(Chet

1987;Harman etBjorkman, 1998).

I1.3.2. BiodiversitédesTrichoderma spp.

LaplupartdesespecesdeTrichodermasontmorphologiquementtrésprochesetontété
considéréespendantdenombreusesannéescommeuneseuleespece: T.viride(Bisby,
1939). Plusrécemment,de nouvellesespecesontétéreconnuesetunnouveausysteme
taxonomiqueestconsolidé;ainsiRifai(1969)ena  proposé et définimorphologiquementneuf
grouped’especesetBisset(1991)aajoutécingnouvellessections. Ainsi,lesméthodes
baséessurl’analysedel’ ADNontapportédescritéressupplémentairesalataxonomiedes
Trichodermaspp.Cescritéressontutilisésaujourd huipour lesétudesquiincluent
l'identification(Hermosaetal,2001;Liibecketal2000) etla classificationphylogénétique (Kullnig-
Gradinger et al, 2002;Lieckfeldtet Seifert 2000).

Lestravauxportantsurdesanalysesphylogénétiquesontétablile ~ lienétroitentre le  genre
mitosporiqueTrichoderma etl’ascomycete Hypocrea,ouseulementquatreespecesontété

avérésclonales (strictement asexuées) (Druzhinina etal (2010)(2008); Samuels et al, 2010).

LaplupartdesisolatsdugenreTrichodermaquimontrentuneactionmycoparasitea [’égard de
nombreuxagentsphytopathogenes,ontété  classéscommeT.harzianumRifai  (GamsetMeyer,
1998).C’esta raisonque l'espece"T.harzianum"estgénéralement

considéréecommeungroupecomposédesouchesmycoparasitesetdebiocontrole.Cequi

13
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expliquel’existenced’ uneforteplasticitémorphologiquedontlescaractereschevauchent

avecd'autres especes; dans cecas,l’identificationdel'especedevient tres difficile.

I1.3.3. Mécanismes d'action

L'undesaspectslesplusintéressantsdansle domaine dela lutte biologique estl'étude des
mécanismesutiliséspar les agentsde lutte biologiquedansle controle desmaladies.Afinde
rendrel'utilisationplusefficace decetagent,nousdevonscomprendreles mécanismes employés

par les Trichodermaspp. et quisont nombreuxet variés.

11.3.3.1. Mycoparasitisme

Selon Punja et Utkhede(2003), les Trichodermaspp. sontles champignons mycoparasites

les plus étudiés.

Lemycoparasitismepeutétredéfinicommel'attaquedirected'unchampignonsurun
autre,etestunprocessustréescomplexequiimpliquedesévénementsséquentiels,ycompris la

reconnaissance, l'attaque, la pénétration ultérieureet lamort de I'hdte(Benitezet al., 2004).

Lerdle desenzymesextracellulairesa été bienmisenévidence par plusieurschercheurs.
Nouspouvonsciterlesenzymesprotéolytiques(Kredicsetal.,2005;Pozoetal.,2004) ; systéme-1,3-
glucanolytique(Kubiceketal.,2001 ;delaCruzetLlobell, 1999 ;Vazquez-
Garciduenas,1998)etlachitinase(Brunneretal.2003 ;Hoelletal.,2005).Lecomplexe
d'enzymesextracellulairesestconsidérécommeun facteurclé dansla lyse dela paroi cellulaire
desagentspathogeénespendantlemycoparasitisme(Howell,2003;Elad,2000; Benhamouet Picard,
1999).

I11.3.3.2. Antibiose

Elleestdéfiniecommeétantleprocessusdesécrétiondescomposésanti-microbiennes
pardeschampignonsantagonistes,afinde supprimerleschampignonspathogénesdansle
voisinagedeleur zonede croissance(Schirmbdcketal.,1994).Lorsde plusieursétudes
(MenendezetGodeas,1998;Ghisalberti,2002;GhisalbertietSivasithamparam,1991;Inbar,
1996etCalistruetal.,1997),lesauteursontconstatéque malgréuncontactétroitentreles
hyphesdesTrichodermaspp.etlespathogenes,lapénétrationdeshyphesétaitabsente,ce
quisuggerequele mycoparasitismen'étaitpasla  seulecausedeseffetsinhibiteursobservés. Par

conséquent, les métabolites produits par les Trichoderma spp. tellesles substances
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volatiles,etlesenzymesextracellulairesouantibiotiquesontétéconsidéréescommeles éléments

probables impliquées dans 1’antibiose.

Ces métabolites antagonistes produits parles Trichoderma spp. sont des polypeptides
linéaires,amphipathiques,nomméspeptaibolsetpeptaibiotics(Szekeresetal.,2005). les propriétés
biologiquesde cescomposésantibiotiques comprennentlesperturbationsdes
lipidesmembranaires,lesactivitésanti- microbiennes,etl'inductionderésistancephysico-

chimique des plants (Verma et al., 2007)

11.3.3.3. Compétition

Le manque de nutrimentsfacilementaccessiblespour les microorganismes,enparticulier
ceuxquiviventdansle  soletsurles surfacesdesplants,pourraitentrainer ~ uneconcurrence
expliciteentrelesmicroorganismes(Celar,2003;Blakeman,1978;SivanetChet,1986 ;
LewisetPapavizas,1991).Cephénomeneestlargementconstatéentreles Trichodermaspp.
etcertainspathogenestelluriques (Hutchinson,1999;HansonetHowell2002 ;Srinivasanet
al.,1992).Ilsembley avoirunconsentementgénéralal'effetcombinédesdeuxfacteursque sont les

enzymes et les antibiotiques (Liu et Yang, 2005; Howellet Puckhaber, 2005)

11.3.3.4. Inductiondesmécanismes dedéfensedela plante

Ilestconstaté que I’associationdeTrichodermaavec les racines,etplusieursenzymes
lytiquesinduites parlesystemededéfensedesplantes, détruitlaparoicellulaire des pathogeénes
(Benhamou etal., 1999; Shoresh et al., 2005). Ces associations racine- champignon stimulent

également les mécanismesdedéfensedes plantes.

Lessouches deTrichodermaprésentesauniveaude larhizosphéreproteégentlesvégétaux
contredenombreusesclasses d'agentspathogenes,y comprisceuxquiprovoquentdes
infectionsaériennes,Cessouchesinduisentdesmécanismesde résistance similairesa la réponse
dhypersensibilit¢ (RH),a la résistance systémiqueacquise(SAR), eta larésistance

systémiqueinduite (ISR)chezles plantes (Harman et al., 2004).

Au niveaumoléculaire,la résistance résulteenune augmentationde laconcentrationdes
métabolitesetdesenzymesliéesauxmécanismesde  défense,telsquel’enzymephényl-  alanine
ammonio-lyase(PAL) etde lachalcone synthase (CHS),impliquésdansla

biosynthésedephytoalexines (réponseRH), des chitinases et des glucanases. Celles-ci
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comprennentdesprotéines liéesa lapathogenese (PR)(réponse SAR) etdesenzymes impliquées

dans la réponse au stress oxydatif(Staceyet Keen, 1999).

Certainsauteursontdécritque lorsque cesplantssontencontactavecTrichodermaspp.,
leurrésistancepersistependantdelonguespériodes,aumoinsplusieursmois(Harmanetal.,

2004).

11.3.3.5. Stimulationde croissancedes plants

Lalittératureestriche denombreuses étudessurl’activité promotionnellede la croissance

desplantessous 1’actiondesTrichoderma spp. (Chetet al.,1997; Aroraetal.,1992; Harman et

Bjorjmann, 1998;Wuetal.,2005).Certains chercheurs ontsuggéréquela
productiond’hormonesdecroissance(Anderson, 1993 ;Harmanetal.,2004)etletransfert
accrudeminérauxdelarhizosphere(Harmanetal.,2004)sontlesfacteursdirectsqui régissent

laperformancespectaculairedes biofongicides a base deTrichodermaspp.

Trichodermaspp.acquierentfacilementlesélémentsnutritifsa partirdessubstrats
complexesdanslesol,commelesprotéinesetlaglucosamine.Cesélémentsnutritifs sont
facilementutilisésparlaplanteenbénéficiantdeleurrelationsymbiotiquemutuelle(Verma et al.,

2007).

I1.3.4. Application

Etantdonné que desépidémiescauséespardessouchesdeTrichodermaharzianumontété
signaléessurlechampignoncultivécommercialement(Agaricusbisporus)(Samuelsetal.,
2002) etdeseffetsnocifs sur les mammiféresimmunodéprimésont été bien démontrés
(Kredicsetal.,2003),l'applicationdeTrichodermaspp.commeagentsdeluttebiologique
dansl'environnementdoiventétreraisonnéeetétudiée,enutilisantuniquementlesespeces

inoffensives.

Néanmoins,l'applicationgénéralisée deTrichodermaspp.comme agents de lutte biologique a
étéappliquéecontre plusieurschampignonsphytopathogenestelluriques(Baker
etCook,1974;Papavizasetal.,1982)etégalementpourprotégerlesfruitsetlégumesa plus-
value,commelabanane,lapomme,la fraise,lamangue,lapomme de terreetlatomate,
aucoursdustockagepost-récolte(MorenoetPaningbatan,1995;Batta,2004;Hjeljordet al.,
2000;Bankoleet Adebanjo, 1996; Perello et al., 2003; Escande et al.,2002).
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T

Comparativementa la plupartdes agentsfongiquesde lutte biologique,lesTrichoderma

spp.peuventétreutiliséesefficacementsousformedespores,quisontplustolérantesaux  conditions

environnementales défavorables lors de la formulation et de I’utilisation du

produitauchamp,contrairementaleurformemycélienneoudechlamydospores(Amsellem

etal.,1999).Néanmoins,laprésence d'une massemycélienne estégalementunélément essentiel

pourla production demétabolites antagonistes (Benhamou et Chet,. 1993).

I1.3.5. Biofongicides a base deTrichodermaspp.

LepotentieldesespecesdeTrichodermacomme

agentsde

luttebiologiquecontre

maladiesdesplantesaétéreconnuaudébutdesannées1930,etlesannéesquisuivirent.

les

Ainsile

contrle de nombreuses maladiesa étéajouté a la liste.Cela a aboutia la production

commerciale de plusieursespecesdeTrichodermapour la protectionetl'améliorationde la

croissanced'un certain nombrede cultures (Howell, 2003).

LesbiofongicidesabasedeTrichodermaspp.sontuneréalitédansl'agriculture,avec

plusde

S0formulationsaujourd'huidisponiblesentantque produitshomologuésa travers le monde (Tabl.

03) (Verma et al.,2007). La majorité de ces produits sont utilisés pour controlerles agents

phytopathogenes transmis parle sol (Harman, 2000).

Tableau03.QuelquesbiofongicidesabasedeTrichodermacommercialisésetutilisésdans le monde

(Verma et al.,2007).

Agents Agents cibles Hotes Produits Compagnies Pays
antagonistes
Margo
T. viride Fusarium spp., Pythium | Céréaleset Ecoderma biocontrol Inde
spp.et Rhizoctoniasolani | cultures Trieco Private Ltd
J.G. Kuhn maraicheres EcosenseLabs
Rhizoctonia solani, Cultures Supresivit Borregaard and | Danemark
T. harzianum | Pythium spp.et maraichéres | Trichoderma Reitzel
SclerotiumrolfsilSacc. 2000TUSAL Mycontrol Espagne
Fusarium spp., Culturesde Trichodry, Nouvelle
T. harzianum | Phytophtoraspp., plein champ, | Trichoflow,Trich | Agrimm Z&lande
etT. viride Pythium spp. cultures ogrow, Trichopel | Technologies
et R. solani maraichéres | RTrichopel, Etats Unis
etplantes Trichojet, ,
ornementales | Trichodowels, Belgique
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I1.4.Extraitsvégétaux: moyen deluttebiologique

II1. 4.1. Introduction

Lestraitementsa  based’extraitsvégétauxetd’autresméthodesdeluttebiologique  existaient
depuislongtemps, mais ces pratiques ancestrales ontlargementété oubliées avec 1’avénementde
la chimie de synthése,essentiellementdansla secondemoitié duXXeme siecle (Pintureauet

al.,2009).

Lesplantesindigenesouacclimatéesa  partir  desquelles onpeutfacilementextraire  des
substances efficacespour la protectiondescultures,sonten faittresnombreuses (Régitiiult-
Rogeretal.,2002).Contrairementauxpesticideschimiques, cessubstancesnaturellesn’ont
pasd’impactviolentsurl’environnement,etellesse ~ dégradenttotalementetrapidement.Un  cofit

écologique raisonnable s’additionne ainsiaun tres faible colitéconomique.
I1.4.2. Principaux groupes de composés antimicrobiens

Lesplantesproduisentune grande variétéde métabolitesbioactifsquiserventde mécanismes

de défensedes plantes contreles parasites.

Certainsmétabolites ~ secondairesdonnentauxplantesleursodeurs(terpenoides),  certains
sontresponsablesdepigmentsvégétaux(quininesettanins)etd'autressontresponsablesde la saveur
de la plante.Cescomposésbioactifs antimicrobienssontclasséspar Cowan(1999) en Sgrandes
catégoriescomprenant:les terpénoides et huiles essentielles;les composés phénoliques et

polyphénols,les alcaloides,les polypeptides etles mélangesdivers (extrait brut).
11.4.2.1. Les huiles essentielles

Leshuilesessentiellessont dessubstanceshydrophobes, contenantdes aromatiques
volatilesextraitesa  partirde lamatierevégétaleal'aidede vapeur d'eauoudestechniquesde
distillationhydrauliques.LLa  plupartdecesproduitsnaturelsvolatilsappartiennentaux composés
monoterpénoides (Hanson, 2003). Les huiles essentielles sont importantes en raisonde
leurspropriétésantibactériennes,antifongiques,anti-ox ydantesetanti-cancérigenes  (Tzortzakis,

2007).

18



Analysebibliographique

L'activité antifongique des composés volatiles extraits de feuilles, tiges et fleurs de
Lantanacamara,MalvaviscusarboreusetHibiscusrosa-sinensisontété testéscontre
Alternariasolani,Botrytiscinerea,Fusariumsolanif.sp.cucurbitae,F. oxysporumf.sp. niveum,
Pythium ultimum, RhizoctoniasolanietVerticillium dahlia(Boughallebetal.,2005).
Lesrésultatsontmontré quelescomposésvolatilesa partir defleursontuneactivité
antifongiqueplusforte quelesextraitsde tigesoude feuillescontre leschampignonstestés,a

I'exception de P. ultimum.

Cependant,P.ultimumn'a pasétéaffectée par lesextraitsde n'importe lequeldesplantes testées

(Boughalleb etal., 2005).

BienquePythiumsoitclass€é ~ commeunoomycete,il  n'est  pasconsidérécomme  un
véritablechampignondanslessystémesdeclassificationmoderne.Etantdonnéquelacible de
nombreuxfongicidesclassiquesestlabiosyntheésedel'ergostérol,ils neparviennentpasa
influersurlesOomycetescarleursparoiscellulairessontconstituéesdecellulose,telsque ceuxdes

plantes supérieures (Deacon, 1997).

Changetal.(2008) ontétudié I'activité antifongique deshuilesessentiellesetde ses
constituantsdeCalocedrusmacrolepisvar.formosanasurlacroissancemycélienne des
champignonsphytopathogenes.Leursexpériencesontmontré quelescomposants
sesquiterpénoidesétaientplusefficacesquelescomposantsmonoterpénoidesdel'huiledes
feuilles.Cesrésultats ontrévélé queleT-murololeta-cadinolpossédentdesactivités

antifongiquescontreunlargespectredechampignonspathogenesdesplantestestées.Ces

deuxcomposésinhibentfortementlacroissance deRhizoctoniasolanietFusarium
oxysporum,avecdesvaleursde DL50inférieursaSOug /ml.Cescomposésinhibent
égalementefficacementla croissancemycélienne deColletotrichumgloeosporioides,

Pestalotiopsis funerea, Ganoderma australe et Fusarium solani(Changetal., 2008).

11.4.2.2. Les mélanges (extraits bruts)

Lesscreening  surlesplantespour des  activitésantimicrobiennespossiblescommencent
généralementpar extraitsbrut,aqueuxoud’alcools,suivispar différentes méthodesde
fractionnementorganiques.Le choixde laprocédure d'extractiondépendde lanature du matériel

source et descomposés a isoler (Hanson, 2003).
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Commelaplupartdes composantsidentifiésapartirdeplantes,actifscontreles
microorganismessontdescomposésorganiquesaromatiquesousaturés;ilssontleplus souvent

obtenus par extraction initiale parl'éthanol ou leméthanol (Cowan, 1999).

Yazdanietal.(2011) ontsuggéré que lamajorité desétudesfaitessurl’effetdes métabolites
secondaires contre les champignons phytopathogénes ont ¢été réalisées par
l'extraitbrutaulieudefractionsspécifiques,etleméthanolétaitlemeilleurparrapporta
I'eauoud'autressolvantsorganiques.Lesavantagesdel'utilisationdel'extraitbrutsont: 1'effet additif
ou synergique des mélanges, l'augmentation du spectre antimicrobien de l'extrait et la
diminution du risque pour la résistance de l'agent pathogéne au mélange
(Yazdanietal.,2011).Enoutre,descombinaisons synergiquesdesmélangesontété détectés contre
différentsagentspathogenes,indiquantlagrande efficacitédescombinaisonspar rapport

auxtraitements en monothérapie(Tahanyet al., 2010).

Lesextraitsal'éthanolde4Oplantessupérieuresreprésentant23famillesontétéétudiés

parBegumetal.(2007) pour uneactivité antifongique contresixchampignons phytopathogenes

(Alternaria alternata; Curvularia lunata; Fusarium equisetti,
Macrophominaphaseolina;BotryodiplodiatheobromaeetColletotrichum corchori).Les
résultatsontrévéléque lesextraitslesplusactifsétaientobtenusd’ AcoruscalamusetPiper

betel.L'extraitderhizomed’A.calamusa une concentration de Olmg/mlexhibe l'activité
antifongiquelaplusélevée,uneinhibitionde la croissance mycélienne del00% pour les06

pathogéenes testés.

Dansunautredépistage,deseffetsantifongiquesde66plantesmédicinalesappartenanta
41famillesdeplantesontétéévaluéscontre Pythiumaphanidermatum,l'agentcausalde
fontedesemis(Muthukumaretal.,2010).L’ extraitdefeuillesdeZimmu(AlliumsativumL.

XAllium cepal..)auneconcentration de10%a eu l'effetinhibiteurle plusélevé.

L'efficacitédel'extraitd'ailfrais(Alliumsativum)préparéparmixeurcontreunegamme de
champignonspathogenesdesplantes:Alternariabrassisicola,Botrytiscinerea,Fusarium
tabacinum,Magnaporthe  grisea,etPhytophthorainfestansaétéétudiéeparCurtisetal.  (2004).
Cette étude a montré que la croissance in vitro de A. brassisicola, B. cinerea,
M.griseaetP.cucumerinaaétéinhibéecompletementparl'extraitd'aila20ul/boite.Pour le
testinplanta,uneréductiondel’agressivitéde la maladie aétéobservée pour la

pyriculariosecauséeparM. grisea,lemildioud’ ArabidopsiscauséparHyaloperonospora

20



Analysebibliographique

parasiticaetlemildiousurtuberculesdepommedeterrecauséparP. infestans.Dansles
expériencesavecM.griseactH.parasitica,leplushautniveauderéductionaétéobtenu lorsqueles

plants ont ététraités 24 h avant l'infection (Curtis et al., 2004).

I1.4.3) Biofongicides a base d’extraits végétaux

A T’état actuel,lJacommercialisationdesproduitsfongicidesa base d’extraitsdesplantes reste
embryonnaire, moinsde 01% du marché. Cela estdiiprincipalementauxniveauxde controle
fournis par ces produits qui sont insatisfaisants, & I’exception de la spécialité TimorexGold™
préparée a base del'arbrea théMelaleucaalternifolia,quidonne le méme niveau de controle que
les fongicides de synthese spécifiques, contre les mildious, les oidiums et 1’alternariose, sur
vigne, tomate, pomme de terre et cucurbitacée, ainsi la

cercosporiosenoiresur banane (Reuveni, 2010).

Cependant,lamajoritédecesbiofongicides(Tabl.04)montredes efficacitésinstables, quioblige
lesproducteursbioa  lesintégreradéquatementdanslesprogrammesde  lutte  intégrés(Cao

etal.,2010).

Tableau04.Biopesticidesa base d’extraitsvégétauxcommercialisésauxEtats-Unis pour le

controle des maladiesdes plantes (Cao etal., 2010).

L’extrait Maladies ciblées Hotes Dénomination  du Compagnies

produitcommercialisé

I'anthracnose, fruits,noixet | concentrate Company
L'huiledeneem , . L.
I’alternariose, et | épices
d'autres maladies
Alternaria, Certis USA
anthracnose, Botrytis,| Cultures
L'huiledeneem Triact® 70EC

chute des fruits aprés| maraicheres
la floraison, Oidium,

les crotes, les rouilles
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maladies  fongiques, Tout type Bio Huma
essentiellement de cultures, Netus,Inc.
Huile du thym causées par | plantes Promax ™
Phytophthora sp. ornementales
, et gazon
Alternariose, Soja, pomme Heads Up® Plant
Chenopodium pourriture racinaire et | de terre,| Protectant Heads Up
quinoa saponins | fontedesemis tomate, petit Plant
pois, haricots Protectants

et blé
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II1. Matérielsetméthodes

II1.1.Matériel biologique

III.1.1. Agents pathogenes :Alternaria solani etA. alternata

Les isolatsd’Alternariasolaniet d’A. alternatautilisés lors de ces travauxproviennent de
lacollectiondulaboratoirede ~ phytopathologiede = I’ENSAd’El-Harrach,etobtenusa  partir
deplantsdepommedeterre malades,provenantdedifférentesrégionsdupays.Lavariété
d’ouiestobtenuchaqueisolat,larégionetladated’isolementsontprésentésdansletableau

05.

Cesisolatsontsubiune conservationdansdestubesenverre,contenantlemilieuPDA ,a une
température de 4°C.Avantleur utilisation,ilssontrepiquésdansdesboitesde Pétriet incubés

pendant la périodenécessairealeurcroissance et sporulation.

Tableau05 :L origine, la région et la date d’isolement des isolats d’Alternaria spp. utilisés.

Espéce Isolats Variétés Régions Dates d’isolement
) AS1 Bartina
Alternaria
. AS2 Fabula Bouira Octobre
solani
AS3 Spunta 2012
ASS5 Burene
. AAl Spunta Staoueli
Alternaria
AA3 Spunta Mascara 2012
alternata
AA4 Kuroda El-Oued
AAS Bartina El-Oued

II1.1.2. Agents antagonistes:Trichodermaspp.

Leshuit(08) isolatsdeTrichodermasp.utiliséslorsdenosdifférentesexpériences
proviennentégalementdelacollectiondudépartementdebotaniqueetphytopathologiede

I’ENSAJd’El-harrach(fig.06).Ilssonttraitésdelamémefaconqueceuxdel’ Alternaria.Les
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isolatsnommésT3,T7,T13etTn3appartiennental’ espéceTrichodermaatrovirideP.  Karst.,alors
queTl, T4, T9 etTl10appartiennentda T.longibrachiatum Rifai.Lacultured’ot est obtenu

chaqueisolat,la région et la dated’isolement sont présentés dans le tableau(06.

Tableau06 :L’origine,larégionetladated’isolementdesisolatsdeTrichodermaspp. utilisés.

Espéce Isolats source Régions Dates
d’isolement
. T3 Sol, céréales B. Bahri 2007
Trichoderma
. T7 Sol, céréales Oued smar 2007
atroviride
T13 Graines deblé ITGC 2007
Tn3 blé El-harrach 2012
. T1 contamination ENSA 2007
Trichoderma
i . T4 sol Staouali 2007
longibrachiatum
T9 rhizospheérepois chiche ENSA 2007
T10 rhizospherepois chiche 2007

II1.2. Matérielvégétal

Variétés de pommedeterre

Deuxvariétésde pomme deterre,homologuéesenAlgérie,sontutilisées:Désirée(trés ancienne)
et Sarpo Mira. Cette dernicre a montré une sensibilit¢é élevée a 1’égard de
I’ Alternariosedansdifférentstravaux(WhiteetShaw,2008),y comprislors denostravaux

antérieurs(Moulai, 2010).
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Espéces végétales utiliséesa des fins d’extracti on

Pour [D’essaides effetsdesextraitsvégétauxsur lesisolatsd’ Alternaria,quatre espeécesde
plantesquisont mentionnéesdansd’ autrestravauxont étéchoisies, pourleurefficacité
antifongiqueenversplusieurschampignons(Abdurrahmanetal.,2005;Lathaetal.,2009;

FengW .etal.,2011).Cesont: Thymussp.(thym),lnulaviscosa(L.)Aiton,Alliumcepal..

(oignon)etAllium sativumlL.(ail).

Leséchantillonsde plants(feuillage) sontrécoltésa partir desmaquisetdesculturesde la
régionsud-ouestdelawilayadeBouira,durantlafinduprintemps(finMai-débutJuin
2013).1ls sont tout d’abord séchés al’airlibre,puis découpésenpetits morceauxet réduits en
poudreal’aided’unbroyeur.Cettederni¢reestconservéedansdes sacsencarton jusqu’ason

utilisation(Fig. 07).

II1.3. Extractiondesphénolsnonvolatiles parvoiefroideapartir desespeces végétales

Le procédé d’extractionutilisé aucoursde notre expérimentationestlamacération
alcoolique,quiconsistea maintenir la plante encontactavecde 1’éthanol,a une température
ambiante pendantuntempsplusoumoinslong,afin de libéreretextrairela majorité de molécules

activesexistantes chezles plantes a étudier.

Aceteffet,cinquantegrammesdumatérielvégétalsecestmisensolutiondans500ml
d’éthanolabsolue pendant22hdansdesflaconshermétiques,sousagitationhorizontalea 150 tpma
la température ambiante dulaboratoire (Jassode Rodriguezetal.,2007).Le mélange
estensuitedécanté et les surnageants sont filtrés successivementd’abordal’aided’un
passoir,puispar  lebiaisdupapierWattman(N°1).Lefiltratobtenuesttraitédansun ~ rotavapeur
afind’évaporer I’éthanolpuisl’extraitsecestrécupérédans5S0mld’ eaudistillée stérilepour

fairedissoudre les constituants (composés actifs) (Hou et al.,2010) (Fig. 07).

Les quatreextraits brutsobtenus ontété ensuite préservés aseptiquement dansdes tubes en
verre stériles, recouvert par du papier aluminium afin d’éviter toute dégradation des molécules

par lalumiere,puis conservés auréfrigérateur (4°C) pour uneutilisation ultérieure.
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Séchagedu feuillage

Meélangedu broyatavecdel’ éthanol Agitation Filtration

Evaporation del’ éthanolpar un rotavapeur Récupération del’extrait

Fig. 05 :Les différentesétapes de I’extraction alcooliquedes phénols par voie froide.
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II1.4. Sélection desisolats agressifs d’Alternariasolaniet d’A. alternata

Pour une meilleure fiabilité de nos traitements retenus, les isolats d’A. solaniet

d’A. alternatales plus agressifs ont étéséléctionnés.

Pour cela,desplantsdepomme de terrede deuxvariété(Sarpo Miraetdésirée),plantésen

potsetbien entretenus,sontinoculéspar pulvéristiondessuspensionsde sporesdesdeux
pathogénes.Laconcentrationretenuedel’ inoculumestde05.10* spores/mlpourA.solani

et10éspores/mlpourA.alternata(LathaP.etal.,2009;Egusaetal.,2008).Lesisolatstestés

pourleuragressivitésont ceuxreprésentés dans letableau 05 ; deuxplants dela méme variété

sont inoculés par chaqueisolat.

Lapréparationdespots,l’entretien,laplantation,]Jaméthode  d’inoculation,lapréparation  des
suspensions et lanotation des symptomes sont présentés en détail dansla partie du testin- vivo

des extraits végétaux.

IIL.5.Techniqued’étudedel’effet antagonistedeZrichodermasp. a 1’égard des isolats

d’Alternariasp.

La méthode consisteaconfronter directement etindirectement,enboitesde Pétri,nos isolats de
Trichoderma a deux isolats parmi les plus agressifs d’A. solaniet une d’A. alternatadéja

sélectionnés.

I11.5.1.Confrontationdirecte

CetteméthodedécriteparBenhamouetChet(1996),consisteadéposer dansdesboitesde
Pétricontenantle milieude culture PDA,deuxexplantsde 6mmde diametre provenantde
culturesagéesde7joursdel’agentantagonisteTrichodermasp.etdel’ agentpathogéne
A.solaniouA.alternata.lLesdeuxexplantssont placésselonunaxediamétrala3Smmeta équidistance
ducentre de laboite(Fig.06). Aucoursdecetessai,quatrerépétitionsontété
réaliséespourchaquecombinaison« Trichoderma-Alternaria».Desboitestémoin,ne
contenantquel’ agentpathogene,ontétéréaliséesaraisondequatreboitespourchaque
isolat. Touteslesboitessontincubéesa une température de 25°Csouslumicere  blanche
continue,pendant7jours;lesnotationsdelacroissancedudiamétredescoloniessont effectuées

quotidiennement.
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I11.5.2. Confrontationindirecte ou a distance

Cette techniquedécrite par Olivier etGermain(1983), consistea repiquer 1’agent
antagonisteetlepathogeénedansdeuxboitesdePétricontenantlemilieuPD Aséparément.
Lesexplantsontundiametre debmmetproviennentdeculturesagéesde7jours.Lesdeux boites sont
assemblées: celle contenant [I’Alfernaria en haut et celle contenant le
Trichodermaenbas,puisellessont scelléesparduparafilmpour éviterlespertesen
substancesantifongiquesvolatiles(Fig.07). Quatre répétitionssontréaliséespour chaque couple«
Trichoderma/Alternaria».Desboitestémoinnecontenantquel’explant d’Alternariaenhaut,ontété
effectuéesaraisonde quatre répétitionspour chaque isolat. Touteslesboitesde Pétrisontincubéesa
une température de 25°C,sousune lumiére blanche continuependant 7 jours; les notations

dela croissance du diametre des colonies sont effectuées quotidiennement

I11.5.3. Mesuredela croissancemycélienne.

Les mesures dela croissancesontréaliséesselon laméthodedécrite par Rapilly(1968).

L'inhibitionexercéeparles Trichodermaspp.parlesdeuxtechniquesdeconfrontation,
estévaluéeparlecalculdupourcentagederéductiondelacroissancemycélienned’ A.solani

etA. alternata calculé selon la formule :

I1%=1-(C,/Cy)x100

- 1% :Pourcentage deréduction delacroissancemycéliennede 1’agentpathogéne.
- C,: Diametre moyen du mycéliumde 1’agentpathogéne en présencede l'antagoniste.

- Cy: Diametre moyen du mycéliumdu témoin.
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/
Trichodermasp. ~ Alternariasp.

Fig.06.Schéma delaconfrontation directeentreTrichodermasp.et Alternariasp.

Alternariasp.

Trichoderma sp.

Fig.07.Schémadela confrontation indirecte entreTrichodermasp.etAlternaria sp.
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I11.6. Etudedupouvoirantifongiquedes extraits végétaux

L activitéantifongiquedes extraits végétauxal’égard desisolats sélectionnés d’Alternaria

solaniet d’A. alternataa été évaluéepar deuxtests: I’un in-vitro et I’ autre in-vivo.

II1.6.1)Test invitro

Laméthodeutiliséeconsisteacultiverlechampignondansunmilieudeculture(PDA)
contenantdel’ extraitvégétal. Ainsi,cinq(05)mldel’ extraitbrutoudesadilutionde1/10  estajoutéea
95mldumilieu,juste avantd’étre coulédansdesboitesdePétri,aune températurede45
°C.Apressolidification,undisquemycélienissud’uneculturefongique ~ jeune découpé a
1’aided’unemporte-piece de 6mmde diameétreestdéposéau centre de la
boitedePétri.LetémoinnégatifestconstituédeboitescontenantlemilieuPDAavecle

mémevolumed’eau distilléestérile ; chaquetraitement est répété 05fois.

L’activité antifongiquedesextraitsbrutsa 1’égarddesisolatstestés,estestimée en mesurant

lediametre descolonies du champignonen mmapres 07 jours.

La croissance radiale est exprimée en pourcentage d‘inhibition de la croissance mycélienne

en utilisant laformuledécrite par Pandeyet coll:

PI=(Dc — Dt)/Dc %100

Ou

PI :Pourcentaged ‘inhibitiondelacroissancedeschampignonstestés(%).
DC:lediametre moyendelacroissancemycélienneduchampignonnontraité(eaudistilléestérile)(mm). CT :

Lediamétre moyendelacroissancemycélienneduchampignontraité(extraitpuroudilutions)(mm).

II1.6.2) Test invivo

Afind’évaluerl’effet antagoniste de I’extraitobtenu a partir duthyma [’égard de
I’Alternariasurboite de Pétrienconditionproche de laculture,unessaienvue deson utilisation

commetraitementfongicidea été réalisé.

Le testconsistea inoculer desplantsdepomme de terre,ayantsubiune journée avantun

traitementparunesolutiond’extraitdethym,parunesuspensiondesporesd’ Alternaria
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solanietd’ A.alternata.Desplantsnontraitésparl’extraitetd’ autrestraitésparunfongicide sont

utilisés respectivement commetémoin négatif et positif.

Préparation des pots, semis et entretien

Lespotsutilisésontun diameétre de 25cm,sontremplispréalablementdusolauparavant stérilisé

au four a105°Cpendant 24 h.

Lestubercules de la variétéSarpo Mira sonttoutd’abord triés, pour ne garder que ceuxde
petitetaille(3a4cmdediametre)endébutdegermination,puissontplantésdanslesola uneprofondeur

deO5cm.

Lespotssontirriguésréguliecrementselonlesbesoins,a raison de troisfoispar semaine.A la
levée,unefertilisationdes plants est réaliséeparun apport d’engraissousformegranulaire: N 15

P15 K15 a raison del2g/pot.

Traitements des plants

Lesplantsdepommedeterreontfaitl’ objetdedifférentstraitements:deuxconstituésde

. . N , . . ®
solutionsdel’extraitdu thym(a20%et10%),d’unfongicide(SCORE " )ayantcomme
matiereactivedudifénoconazolaladosepréconisée ~ auchampcommetémoinpositif,etun  autre

avecdel’eau distillée constituant letémoinnégatif.

Lasolutionde I’extraitde thymestcomposéed’eaudistillée stérileetlaquantitéde
I’extraitbrutnécessairepouravoirlaconcentrationvoulue(20% ou 10%).Levolume
pulvériséestlemémepourtouslestraitements(200ml/bloc);lestraitementssontréalisés
25 jours aprés lalevée.Ledispositif expérimentalest composédedeuxessais différents: 1'un
estinoculé parA.solanietl’ autreparA.alternata.Chaque essaicontientquatre blocset
chaquebloccomportequatre plants.Lesdifférentstraitementssontreprésentésparleschéma dela

figure08.
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Témoin |

Thym (20%) 1

Fongicide |

Thym (10%) \l

Fig. 08 : Dispositif expérimental pourletestin-vivo des extraits végétaux.
Inoculation

Tousles plantsontétéinoculéssoitpar unesuspensionde sporesd’ A.solania une
concentrationde5.10*spores/ml,soitparune suspensiondesporesd’A.alternataiune concentration

de106sp0res/ml.

L’inoculumestpréparéapartirdeculturesbiensporuléessurmilieuPDA;10mld’eau
distilléestérilesontverséesdanschaqueboite, puislasuspensionestrécupéréedansuntube a
essai,engrattantlasurfaceavec  unepipette ~ Pasteur  recourbée.Lesconcentrationsinitiales

sontévaluées al’aide d’une cellule deMalassezetajustées auxconcentrations retenues.

Lessuspensionsainsipréparées,sontpulvériséessur lesplantsunjouraprestraitements, selon

ledispositif représentéparla figure 08.

Apresinoculation,chaque plantestrecouvertparunsachettransparentenplastic afinde

maintenirune atmospherehumide favorable alagermination des spores (fig.09).
Notations

Deésl’ apparitiondessymptomes,desnotationssontréaliséespourévaluerlamaladie,en

estimantlepourcentaged’attaquedesplants:lapremierenotationestréaliséedixjoursapres
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lespremierssymptomes;ladeuxiemeesteffectuéeunmoisapres.L’estimationestbaséesur

une échelle denotation de 1 a9, proposépar le CIP (OEPP, 2008) (tabl. 07).

Tableau 07 :Echelledenotation de 1’agressivitédel’alternarioseproposépar leCIP.

Description des plants attaqués parA. solaniet/ouA. alternata Sévérité (%) | Niveau
Pas d’infection visible 0 1
100 1ésions parplant 2.5 2
10 %du feuillagenécrosépar bloc 10 3
25 %du feuillagenécrosépar bloc 25 4
50 %du feuillagenécrosépar bloc 50 5
75 %du feuillagenécrosépar bloc 75 6
90 %du feuillagenécrosépar bloc 90 7
97,5 %du feuillagenécrosé par bloc 97,5 8
Destruction totale des plants 100 9

Fig.09:Plantsdepommedeterrerecouvertsd’unsacplastictransparentdurant48hapres inoculation

Analyses statistiques

L’ensemble desrésultatsobtenussonttraitéspar le logiciel STATISTICA,quipermetune
analysedelavariance,etuneanalysehiérarchiquedesgroupements,desindividusou des parameétres

étudiés.
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IV.1. Evaluationdel’agressivitédesisolats d’Alternariasolaniet d’A. alternata.

Lesisolats d’AlternariasolanietA.alternataontattaqué différemmentlesplantsde pomme de
terre desdeuxvariétés SarpoMiraetDésirée.LetableauO8récapitule le niveau d’attaqueobtenu de

chaqueisolatsur les deuxvariétés utilisée.

Tableau08:Niveaud’attaquedesisolatsd’A.alternariaetd’ A.solanisurl’échellede

notation.
Alternaria solani Alternaria alternata
Variété AS1 AS2 AS3 AS5 AAl AA3 AA4 AAS
Sarpo Mira 1 1 4 2 0 0 0 2
Désirée 0 0 1 0 0 0 0 0

D’aprés letableau08, nousremarquonsqueparmiles isolatsd’A.alternata, seul [I’isolat
AASs’estmontré agressifenprovoquantdessymptomestypiquesdel’alternariose surla
variétéSarpo-mira.Enrevanche,touslesisolatsd’ A.solaniontattaquéla variétéSarpo-mira,

avecdesdifférencesde degrésd’attaque ;seull’isolatAS3s’estmontréagressifsurlavariété Désirée.

De cesrésultats,nouspouvonsconclure quelavariétéSarpoMiraestplussensiblea
I’alternariose,etquelesisolatsAASetAS3sontlesplusagressifsrespectivementpour A.

alternataetA. solani.

IV.2. Effet antagoniste des isolats deTrichodermasp.

Lesisolatsde Trichodermautilis€sontmontréunedifférencedansleurpouvoird’inhiber
lacroissancemycéliennedesisolatsd’ Alternaria spp.Leurantagonismeapparaitnettement dans les

deuxtests de confrontation: directeet indirecte.
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1V.2.1. Confrontationdirecte

IV.2.1.1.Inhibitiondelacroissancemycélienne

Laconfrontationdirectedesisolatsde ~ Trichodermaa 1’égard desisolatsAASd’ Alternaria
alternata et AS3d’A.solani,amontréunecroissanceplusrapideetplusimportantedes
isolatsdeTrichoderma parrapportauxisolatsd’Alternariasp.Auboutde quatre jours d’incubation,
les boites sont presque totalement  envahies  par I’agent  antagoniste
contrairementaAlternariaspp.quioccupentunesurfaceréduite(par rapportauxtémoins) (Fig.11 et

12).

ApresO7joursd’incubation,lesdiametresdescoloniesdesAlternariaspp.nousapermis

de calculer lepourcentaged’inhibition de la croissancemycéliennedechaqueisolat(fig.10).

Pourcentaged'inhibitionde la croissancemycélienne
d'Alterenariaspp.par lesisolatsdeTrichoderma.
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©
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Isolatsde Trichoderma

Fig. 10 : Histogramme représentant le pourcentage d'inhibition de la croissance
mycélienne  desisolats  d’Alterenariaspp.confrontésauxisolatsdeTrichodermasp.pour  la

confrontation directe.
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Fig.11 :Résultats de laconfrontation directe de Trichoderma avecA. alternata.
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|

puche 53 d'Altemario solant

st de confrontation direct

Fig. 12:Résultats de la confrontation directe de Trichoderma avecA. solani.
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L’analysede lavariancedupourcentage d’inhibitiondesdeuxespecesd’ Alternaria,a
révélél’ existenced’ unedifférencehautementsignificative(P<0.0005)entre lesisolatstestés
deTrichoderma.

Tableau(9 : Analysedelavariancedupourcentaged’inhibitiondelacroissancemycélienne

pourla confrontation directe avecA. alternata.

= Degr. de WA F o
Effet Liberté
ord. origine 151928 4 1 191928 4 0 2144013 | 0000000
souche de Trchoderrna 2130 R 7 304 4 42 95 0,000000
Erreur 113 .4 1B N

Tableaul0 : Analysedelavariancedupourcentaged’inhibitiondelacroissancemycélienne

pourla confrontation directe avecA. solani.

= Degr. de hAC F P
Eftat Liberté
ord. arigine 171060 3 1 171060 3 | 4023339 0,000000
souche de THochoderns B2al 1 7 121 4 28 56 0, a00000
Erteur 80 16 43

LetestdeNewman-Keuls auseuilde5%pourlaconfrontationdirected’A.alternata, (tabl.11),
faitressortirdeuxgroupeshomogenesavecunemoyennedupourcentage ~ d’inhibition de la

croissancemycéliennequivariede61,9 %a87, 3 %:

Tableaul1:RésultatsdutestdeNewmanetKeulspourlepourcentaged’inhibitiondela

croissancemycéliennepour la confrontation directeavecA. alternata

Souche de 1 2

Cellule N® | Trchoderma Moyen.

7 T3 b1 90476 o
4 T4 b5 07937 i
B T10 82 53968 i

3 T7 8333333 i

2 T3 84 92063 i

1 Tn3 64 92063 i

B T13 B 50794 i

] T1 67 30159 i
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Lepremiergroupecomprendlesdeuxisolats :T9etT4,ayantmontréunpourcentage d’inhibition
de 61,9 % et 65 % successivement. Ces isolats sont pourvus du pouvoir d’inhibitionle plus

faible.

Lesecondgrouperassemblelesautresisolats :T1,T3,T7,T10,T13etTn3,quiont
montrédespourcentagesd’inhibitiontrésprochesvariantde83%a87, 3%.Cesisolatsse
caractérisentdoncd’un pouvoird’inhibitionrelativementélevéetsontconsidéréscomme  tres

antagonistes.

Concernantla  confrontationavecA.solani,letestde  Newman-Keuls auseuilde 5%fait
ressortirquatregroupeshomogenesoulamoyenne dupourcentage d’inhibitionde la

croissancemycéliennevariede74,6 % a91,2 %(tabl. 12):

Tableaul2:RésultatsdutestdeNewmanetKeulspourlepourcentaged’inhibitiondela

croissancemycéliennepour la confrontation directeavecA. solani

=ouche de 1 2 3
Cellule M® | Thchoderma | Moayen.
4 T4 74 80317 e
7 T 75 39683 i
] 10 84 12655 “‘*‘*"’
1 Tn3 8412698 i
3 T 87 30159 il -
] T 83 09524 - -
2 T3 80 47619 e
g 113 21 26554 o

Lepremiergroupecomprendégalementlesdeuxisolats :T9etT4,avecunpourcentage

d’inhibition de 74,6 % et 75,4% respectivement.

Ledeuxiemegroupeestconstituépardeuxisolats :T10,Tn3,avecunmémepourcentage

d’inhibition de 84 %.

Le troisieme groupe comprend les deux isolats : T7 et Tl, avec un pourcentage
d’inhibitionde  87,3%et88%respectivement.Cesdeuxderniersgroupessecaractérisent  parun

pouvoir d’inhibition moyen.
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LequatriemegroupeestreprésentéparlesdeuxisolatsT3etT13lesplusantagonistesde

lacollection,quiontmontré lepourcentaged’inhibitionleplusélevé,soit90%et91%

respectivement.

1V.2.1.2.Sporulation sur lemycélium du pathogéne

Parmi les actions des Trichoderma spp., des observationsmontrent une sporulation des
isolatsduchampignon  surlemycéliumdesdeuxpathogenesA.altenataetA.solani,une  semaine

apres incubation.

Nousavonsnotéque lamajorité desisolatsduTrichoderma ontsporulé sur le mycélium
desdeuxespecesd’Alternaria,sauf  T9 etT4 (fig.13).Cela confirmele faible pouvoir

antagonistedeces derniersisolats et prouvel’activité antagoniste des autres.

Fig. 13 :Représentationdesisolats sporulantet non sporulant du7richoderma sur le

mycélium d’Alternaria spp.
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1V.2. Confrontationindirecte

Ce mode d’actionmetenévidence I’effetfongistatique de substancesantifongiques
volatilesémisesparlesisolatsdeTrichodermaal’ égarddesisolatsd’ A.alternata(AAS)et
A.solani(AS3).ApresO7joursd’incubation,lesrésultatsobtenusmontrentl’existence d’une
réductionsignificative de lacroissance mycélienne desisolatsAASetAS3parrapportau témoin

(Fig.15et 16).

LesdiameétresdecoloniesdesAlternariaspp. obtenus,nousapermisdecalculerles pourcentages

d’inhibition de la croissancemycéliennedechaqueisolat (fig.14).

Pourcentaged'inhibitiondelacroissancemycélienne
d'Alternariaspp.confrontéachaqueisolatde
Trichoderma.

S
© 60
c
0
2
o 50
(&)
4
[}
T 40
c
2
=
'_E 30 mA. alternata
':; m A, solani
o\o 20

10

0

T10 T9 T13 T1 T7 TN3 T3 T4
Isolatsde Trichoderma

Fig. 14 :Histogramme représentant le pourcentaged'inhibition de lacroissancemycélienne

d'Alterenariaspp. par laconfrontation indirecteaveclesisolats de7Trichoderma.

L’analyse de variance dupourcentage d’inhibitiondesdeuxespecesd’Alternaria,révele
I’existence d’unedifférencehautementsignificative (P<0.0005)entre lesisolatsde Trichoderma

testées.
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Fig. 15 :Résultats de laconfrontationindirectede Trichoderma avecA. alternata.
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Fig. 16 :Résultats de laconfrontationindirectede Trichoderma avecA. solani.
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Tableaul3 :Analysedelavariancedupourcentaged’inhibitiondelacroissancemycélienne par

confrontation indirecte avecA. alternata.

ol Degr. de M1C F p
Effet Liberté
ord. origine 2188323 1 2188328 | 3296751 0000000
Souche de Trchoderna 2660 55 7 3BS 79 5 5107 0 0022385
Erreur 1062 05 16 BE 35

Tableaul4: Analysedelavariancedupourcentaged’inhibitiondelacroissancemycélienne

par confrontation indirecte avecA. solani.

ol Degr. de M F p
Effet Liberté
ord. origine 27458 75 1 27456 75 1307 957 0000000
Souche de THohoderrna 3349 25 7 478 4R 22793 0, 000000
Erreur 3357 16 20 599

Le testde Newman-Keuls auseuilde 5% pourla confrontationindirected’A.alternata,

(tabl.15),faitressortirtroisgroupeshomogenesoulamoyennedupourcentaged’inhibition

dela

croissancemycéliennevariedel7,2 %a48,6 %:

Tableaul5:RésultatsdutestdeNewmanetKeulspourlepourcentaged’inhibitiondela

croissancemycéliennepour la confrontationindirecte d’A. alternata.

souche de 1 2

Cellule N® | Trchoderma Moyen.

5 T1 17 25490 —

i TS 18,82353 —

4 T4 21 17847 —

2 T3 S0 558524 e o
1 Tn3 a0 9E039 e o
B T10 32 54502 e o
3 T/ 41 56863 e
] T13 48 B2745 o

Lepremiergroupecomprendlestroisisolats :'T1,T9etT4,quimontreunpourcentage

d’inhibition de 17,2 % a21%, soitun pouvoir d’inhibition tres faible.
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Lesecondgroupeestreprésentéparlesisolats  :T3,Tn3etT10,quiontmontrédes pourcentages

d’inhibition trés proches variant de 31% a 32, 5% ; ces isolats sont donc pourvus d’unpouvoir

d’inhibition relativementmoyen.

Le troisieme groupe comprend les deux isolats : T7 et T13, avec un pourcentage
d’inhibitionde  41,5%et48,6%respectivement.Ellesmontrentlepourcentage  d’inhibition le

plusélevéetsontconsidéréescommeayantles activitésantagonistesadistance les plus importantes.

ConcernantlaconfrontationindirecteavecA.solani,letestdeNewman-Keuls auseuil de 5%
faitressortir  cinqgroupeshomogenesotlamoyenne  dupourcentage  d’inhibitionde la

croissancemycéliennevariede74,6 % a91,2 %(tabl.16):

Tableaul6: Test de Newman et Keuls du pourcentage d’inhibition de la croissance

mycéliennepourlaconfrontationindirecte avec A.solani.

Souche de 1 2 3 4

Cellule N | Trchoderma | Moyen.

[ 1. 15 bob2? o
4 T4 17 25450 o
b T10 2941178

5 T1 34 501596 -

1 T3 85 29412 =

2 T3 41 17647 “'“"’ e

3 17 465 27451 —

5 T13 A0 55524 —
Lepremiergroupecomprendtoujourslesdeuxisolats :T9etT4,avecunpourcentage

d’inhibitionde 15,7% etl7,2%respectivement.Celaconfirmeencorequecesdeuxisolats — ont

lepouvoir d’inhibition le plus faible.

Le deuxieme groupe est représenté par un seul isolat: T10, avec un pourcentage

d’inhibition de 29,4 %.

Letroisiemegroupeestconstituéparlesdeuxisolats :T1etTn3,avecunpourcentage
d’inhibitionde 34,9 % et35,3 %respectivement.Cesdeuxderniersgroupesse caractérisent parun

pouvoir d’inhibition moyen.
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Lequatrieme groupe comprend un seul isolat: T3, avecun pourcentaged’inhibition

relativement €levéde 41,2 %.

Lecinquieémegroupe comporteles deuxisolats: T7 et TI13,montrantles pourcentages
d’inhibitionlesplusélevésde46%et50%respectivement. AvecT3,cesderniersisolats peuvent

étreconsidérés comme les isolats ayant 1’activité antagonistela plus élevée.

Discussion :

Dessouchesdugenre Trichodermasontreconnuesdepuislongtempspourleurcapacité
élevéeaagirentantqu'agentsdelutte biologique contrebeaucoupd’agentspathogeénesdes
plantes.Desrecherchesmultiplesontdécritleur mécanisme d'actionetlesmodalitésde 1’utilisation

en protection des cultures (Harman, 2006).

GhildyaletPandey(2008)ontestiméqueTrichodermaspp.produisentdesmétabolites diffusibles
et volatils. Cette production d'antibiotiques volatiles et non volatiles par les
especesdeTrichodermaa étéégalementsignaléepar Denniset Webster (1971,inUbaluaet Oti,

2007).

Lestestsde confrontationréalisésentre desisolatsde Trichodermasp.etdesisolats
d’Alternariaalternataetl’isolatAS3d’ A.solani,montre  uneactivitéantifongique remarquable
;ellesontréduitfortementleurdéveloppement.LesisolatsdeTrichodermase développentplus
rapidement que ceuxd’A.alternataetA. solani,enconfrontationdirecte et
indirecte.LedéveloppementintensifdeTrichodermaluidonne unavantageimportantlorsde
concurrenceaveclesagentspathogénespourlesélémentsnutritifset 1'espace(Barbosa, Rehm et al.,

2001)

Lecontactentre lesdeuxchampignons,en confrontationdirecte,commence deésla troisiéme
journée. Puis, la croissance mycélienne des deux pathogeénes stagne, et
Trichodermacontinue ase développer eta se propager. SelonAlmeida etal.(2007),
l'inhibitiondel'agentpathogeénedanslesculturesdoublescommencepeuapreslecontact

avecl'antagoniste.

Danslaprésenteétude,nousconstatonsquelamajoritédenosisolatsdeTrichoderma

(6/8)sedéveloppentetsporulentégalementsurleshyphesdesdeuxespeécesd’ Alternaria
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(fig.14) ;c’estlesignaldumycoparasitisme.SelonHarman, 1996, LesTrichodermaspp.se
développentsurlahyphesd’ autreschampignons,entourentleurhypheetdégradentleur

paroiscellulaire.Cetteactionduparasitisme limiteledéveloppementetl'activité des
champignonspathogenes.Enoutre de mycoparasitisme,certainesespecesderichoderma libérent

des substances antibiotiques (Harman, 1996).

Lorsde confrontationindirecte,les agentspathogénesmontrentundéveloppementplus
importantque celuiparcontact.Mais,apreéslequatrieme  jour,oulamajorité desisolatsde
Trichoderma arrivent a un envahissement complet de la boite de Pétri, la vitesse de
croissancedu pathogénediminue jusqu’aun arréttotal dudéveloppement.Cette inhibition est
essentiellementdue auxsubstancesvolatilesémissesparlesisolatsde7richodermacomme rapporté
parKiiciiket Kivanc(2003).Lavariabilitédeceteffetantagonisted’unisolataun autre
s’expliqueraitparune diversité desisolatstestées,etune différence de la nature biochimiquedes

substances antibiotiques élaborées(Ghildyal et Pandey, 2008).

Nous signalonsquelorsdesdeuxtests (action directeetindirecte),une décoloration des
colonies d’A. alternataet d’A. solani a ét€ observée, ce qui a entrainé 1’absence de
sporulation.UneétudeeffectuéeparChangetal.(2008),amontréquelagerminationdes conidies d’A.
alternata a  été fortement réprimée  par la chitinase des Trichoderma spp.

pendanthuitheures,entrainant l'inhibitioncompléte degermination,etdes anomaliesdes tubes

germinatifs.
Dansnotre cas,encomparaisondesisolatstestés,nousremarquonsbienque lesisolats
appartenanta I’especeT.atroviride(T3,T7,Tn3etT13) ontmontréunpouvoirantagoniste

nettementplusélevéparrapportauxisolatsappartenantal’espece.longibrachiatum(T1, T4, T9 et

T10)

Enparticulier,lesdeuxisolatsT4etT9sesont montréeslesmoinscompétitifsavecune
vitessedecroissance mycéliennelaplusfaibleetuneincapacitéde sporulersurlemycélium du
pathogene encontact direct. Elles sont dépourvues aussi demétabolites toxiques agissanta

distance.

Enrevanche,l’isolatT13,appartenantal’ especeT.atroviride,amontréunetrésbonne  efficacité
antagoniste avecune vitesse decroissancelapluscompétitive. Sa capacité de sporuler sur le

mycélium des especes d’Alternaria, est une preuve de son pouvoir
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mycoparasite,etlaproductiondessubstancesvolatilesfongistatiques,confirmantdoncson activité

antagoniste treésélevée.

NoussoulignonslestravauxdeBoureghda,2009,Dane2012etAbdallah,2013quiont montré
quelesisolatsappartenantal’especeT.atroviride,enparticulierl’isolatT13,avaient une grande
activité  antagoniste a 1’égard des Fusarium spp et Botrytis cineria. cequi confirme
lesrésultatsobtenusdansnotreétude,etindique que le méme effetantagoniste,en contact et

adistance, de cesisolats peut étre appliqué ad’ autres pathogenes.

48



Résultatsetdiscussions

1V.3. Etudedu pouvoirantifongiquedes extraits végétaux

1V.3.1. Testinvitro

Lesextraitsdeplantestestéspourleurpouvoirantifongiqueal’ égardd’ A.alternataet

A. solaniont donné des effets tres différents(fig.18, 19).

Aprésunesemained’incubation, lesdiametresdescoloniesdesAlternariaspp.nousa permisde
calculer le pourcentage d’inhibitionde la croissance mycéliennepar chaque extrait
(fig.17);lestraitementsd ’Alliumsativum(Co)etd’ Inulaviscosa(dilutionde1/10)sont

éliminés a cause de fortecontamination.

Pourcentaged'inhibitiondelacroissancemycélienne
d'Alternariaspp.dechaqueextraitvégétal.

100 -

90 -

70

50 W A.alternata

40 - H A.solani

30

% d'inhibitiondelacroissnace

10

0 T T T T T T
Inula A.cepa Thym Cepal/10 Thym1/10 Sat1/10

Extraitvégétal

Fig. 17:Histogramme représentant le pourcentaged'inhibition de la croissancemycélienne

d'Alterenaria spp. dechaque extraitvégétal.
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Thymus sp. Inula viscosa

Alliumcepa Temoin

Fig. 18,a:Résultatsdestraitementsnondiluésdesextraitsvégétauxsurlacroissance mycélienne

d’A. alternata.
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Thymussp. Allium sativum

Alliumcepa Temoin

Fig. 18, b: Résultats des traitements dilués des extraits végétaux sur la croissance

mycélienne d’A. alternata.

51



Résultatsetdiscussions

Inula viscosa

Alliumcepa Temoin

Fig. 19, a :Les résultatsdes traitements non dilués des extraits végétauxsur la croissance

mycélienne d’A. solani.
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Allium sativum

Alliumcepa Temoin

Fig.19,b:Résultatsdestraitementsdiluésdesextraitsvégétauxsurlacroissancemycélienne

d’A. solani.
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L’analysedevariancedupourcentaged’inhibitiondesdeuxespecesd’ Alternaria, révele

I’existenced’unedifférencesignificative (P<0.005) entrelesextraits des plantestestés.

Tableaul7 :Analysedelavariancedupourcentaged’inhibitiondelacroissancemycélienne

d’A. alternatapar les extraits végétaux.

= Degr. de RAC F P
Effet Liberté
ord. origine 37615 30 1 37615 30 BaZ2Y 230 0,00
I'extrait végétal 34237 34 5 BE47 47 1188213 0,00
Erreur 138,31 24 a.7hb

Tableaul8: Analysedelavariancedupourcentaged’inhibitiondelacroissancemycélienne

d’A. solanipar les extraits végétaux.

=l Degr. de PAC F 4
Effet Liberté
ord. origine J5244 42 1 J5244 42 882 5162 0,00
l'extrait végétal 4151214 5 8302 43 2021785 0,00
Erreur 885 585 24 41 0k

LetestdeNewman-Keuls auseuilde5%pourlacomparaisondesmoyennes(tabl.19 ;
40),révelecinggroupeshomogenespourA.altrenataetquatrepourA.solanioulamoyenne

du pourcentaged’inhibition dela croissancemycéliennevariede01 %al00%:

Tableaul9:RésultatsdutestdeNewmanetKeulspourlepourcentaged’inhibitiondela

croissancemycélienned’A. alternatapar les extraits végétaux.

extrait végetal 1 2 3 4 5
Cellule MN° Moyen.
5 Tymus (dilution) 7070y i
4 A cepa (dilution) 5,090 i
2 A cepaic”) 15,8249 i
b A safivum (dilutior | 20 8754 i
1 inula (") 59 5960
3 Tymus () 1000000 o
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Tableau20:TestdeNewmanetKeulspourlepourcentaged’inhibitiondelacroissance

mycélienned’A. solanipar les extraits végétaux.

extrait végetal 1 2 3 4

Cellule MW*® Moyen.

2 A, f:‘“,l:'r.'l:CU:l 1,0586 A

4 A cepa (dilution) 5,003 o

] Trmues (dilution) 8.4463 i

b A safivem (dilution) || 21,8241 i

1 inula () 70,3583 b

3 Tymus (%) 100 0000 Frh

Lesdeuxtableauxci-dessus(Tabl.15,16)présententsensiblementlesméme résultats,
seuleletraitementA.cepa(Cy)seretrouvedansungroupe  apartdanstableaul5.Cependant, on

distinguequatregroupes différents:

LepremiergroupecomportelestraitementsA.cepa(Cy),A.cepa(dilution) etThymus

sp. (dilution) avecdes pourcentagesd’inhibitiontres faibles, soitinférieur a10 %.

LedeuxiemegroupecomporteletraitementA.sativumavecunpourcentaged’inhibition

de21%pourles deuxespeces.

Le troisieme groupe comprend le traitement a 1’Inula (Cp), qui a inhibé 60% de la
croissance mycélienne d’A.alternataet70%d’A.solani.C’estuneinhibitionconsidérée comme

élevée.

Lederniergroupeconcerneletraitement7hymussp.(Cp) ayantuneinhibitionmaximale del00

%!.

Discussion :

Cettepartiedenotreétude,nousapermisd’évaluerl'activitéantifongique,invitro,des
extraitsdequatreespecesdeplantescontrelesdeuxagentsresponsablesdel’alternariosede la pomme

deterre et tomate : A. solaniet A. alternata.
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D’une mani¢re  générale,l’effetdesdifférentstraitementssur  les  deuxpathogénesest
comparable, celanous permetde penserquel’effetdes extraitsdes plantestestées  soit
efficacesur lesdeuxespecesd 'Alternaria,etméme pourplusieursautresespecesfongiques.
Cettehypothéseestrenforcéeparles travauxréalisésparailleurscommeceuxde Benchabane
etal.en2013et FengW .etal.en2011sur7hymussp.,etLathaP.etal.en2009surl’effet des extraits des

Allium sp.

Lacomparaisonentrel’ effetdel’ extraitbrut(Cp)etladilutiondechaquetraitement ~ indique la

présence d’ungradientd’actionselonla dose.Ceciestdéduitlorsde plusieurs
travauxantérieurs(Abd-El-KhairetHaggag,2007 ;FarcasanuetOprea,2006).Cegradient
différed’ untraitementaunautre,carlaconcentration (Cp)de Thymussp.adonnéune

inhibitionde100%,alors quesadilution estpresquesanseffet. Ainsi,lesdilutionsd’ Inulaet d’A.
sativumont montréun effet moyen,maisnettement supérieur a celuidel’extraitdu thym
dilué,maisleursconcentrationsinitialesontdonné  deseffetsinférieurspar ~ rapportacelle  de
I’extraitdu thym.Nouspouvons conclurequeles substancesemployées etleurs modes d’action

différentd’uneplanteauneautre(Stevens et al,1997; Tayloretal, 2003;Urgeovaet Polivka, 2009).

Enparticulier,Ja concentration (Coy) deThymussp.quia donnéune inhibitionde 100%,

celaconfirmesonpouvoirantifongiquetotaletcorroborelestravauxdeBenchabaneetal. (2013) et

Fenget al. (2011).

Parcontre,la concentration (Cgp) de I’extraitd’AlliumCepaetsadilutionquin’ontmontré
aucuneffetsur la croissance mycélienne desespecesd’Alternaria,réveélel’absence totale
d’effetantifongiquea 1’égard desAlternariaspppour cette plante.Toutefois, Shinkafiet
Dauda(2013)ontétudiél’ activitéantimicrobiennedecetteespece,etontmontrésoneffet antistatique,
in vitro, sur une large gamme d’espéces procaryotes: Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes,et Streptococcus pneumonia.

Enrevanche,ladilutiondel’ extraitd’ A.sativumfaitpreuvedel’ effetleplusélevédes
dilutions.Cequiindique quesoneffetpersistemémeavecdepetitesdilutions.Cerésultatest constaté

dans d’autres travaux(Sivagami, 2003 etAbdurahmanet al. 2005).
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1V.3.2. Essaiinvivo :

Deuxnotationsévaluantl’agressivité delamaladie danslesdeuxessais, d’A.alternataet d’A.
solani, sont réalisées: lapremicrefaitea 10 jours apreés l’apparition des premiers
symptomesle12Novembre2013,soit18joursapresinoculation etladeuxiemeaunmoisde

I’apparition des premiers symptomes.

lestanoterquelesplantsinoculésparl’isolatA ASd’ A.alternatan’ ontmontréaucun

symptdmesalapremiérenotation,etunniveaud’ attaquetresfaiblepourladeuxieme(fig.
21).

Enrevanche,lesplantsinoculésparl’isolatd’ A.solaniAS3ontextériorisélessymptomes

typiques d’alternariose, surtoutau niveau des feuilles basales (fig. 22 ; 23).

Lespourcentagesd’ attaquemoyendechaquetraitementpourletestd’A.solani,estimés sur

I’échelledenotationdel a9 (figure20).

Niveauxd'agressivitédesplantsinoculésparA.solani

i M niveaud'agressivité

Thymus Thymus  Fongicide Témoin-
20% 10%

O P N W b U1 OO
1

Niveaud'agressivité

Traitements

Fig.20 :Histogrammereprésentantlesvaleursestiméesdespourcentagesd’attaquemoyens

de chaquetraitement
Deuxtypes decomportement peuvent étre distingués:

Lapremierconstitueparlefongicide,oulesplantsont ététréspeuattaqués,ilconstitue un treés bon

témoin positif.
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e oy AT

Thym[20%)]

Témoin-

Fig. 21:Niveau d’attaquedes plants aprésun mois d’inoculation par A. alternata

- Traitement fongicide :aucunetache.

- Lesautres traitements (extrait du thym et témoin-): faible attaque.
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]

A

R A
Fongicide B&

| Thym[20%] [ras

£

Témoin- ! Témoin-

S g) K -

Fig. 22:Niveau d’attaquedes plants apres 10 joursd’inoculation par A. solani;

- Traitement fongicide :aucunetache.

- Lesautres traitements (extraifdu thym et témoin-): début d’attaque.
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e Tl -
—

4 Thym[10% Thym[10%]

—ar

Fig. 23 :Niveau d’attaquedes plants apres22 joursdela premiere apparition des symptomes

d’A. solani; . .
- Traitement fongicide :aucunetache.

- Lesautres traitements 6(Sxtraitdu thym et témoin-): séveérement attaqués.
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Ledeuxiemeconstituéparextraitsoulesplantsont étéattaquéstousauneagressivité relativement

élevée; cequidénote d’un nuleffet del’extraitdu thym.

L’analyse de la variance pourlespourcentagesd’attaque,a révélé 1’existence d’une différence

hautementsignificative (P<0.0005) entre lesdeux typesde traitementsréalisés (fongicide

etextraits).

Tableau 21:Analysedevariances de lavaleur estiméedes pourcentages d’attaque in vivo.

Effet

ol Degr.
Liberte

de MAC F o

ard. ariging | 4lk 2500 1
Ttraitement | 53 2500 3
Erreur 5 S000 12

J06 2500 432 3529 0000000
277500 1 331764 0000002
0,7083

LetestdeNewman-Keuls

auseuilde5%pourlacomparaisondesmoyennes(tabl.22),

distinguedeuxgroupeshomogenesuniquementoulamoyennedelavaleurestimée des pourcentages

d’attaque varie entre(,5 et 6,2.

Tableau22:RésultatsdutestdeNewmanetKeulspourlavaleurestiméedespourcentages

d’attaquein vivo.

Traitement 1 2
Wloyen.

Cellule W®

3 Fongicide || 0500000 i

4 Témain - A 000000 i

2 Thymus 10% || 5, /50000 i

1 Thymus 20% | B 280000 i

Cetteanalysestatistiqueclassedanslemémegroupelestraitementsal’ extraitduthymet le

témoinnégatif (eaudistillée).Celasignifie que cestraitementsn’ontaucuneffetsurle pathogene.

Comparésauxlesplantstraitéspar

lefongicide,quiontétélégerementattaqués, I’action

antifongique del’extraitdans ces conditions du test est totalementnulle.
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Discussion

Leniveaud’attaquetresfaible représentéparlesplantsinoculésparA.alternatanous

empéchedediscutersur les effets des traitements réalisésin vivo.

Auneconcentrationde5%,1’extraitduthymmontre ~ uneactionantifongiqueélevéea 1’égard
desAlternariassp.,en inhibant complétement leursdéveloppementsur le milieu de
culture.Enrevanche,cemémeextraitn’exhibeaucuneffetalaconcentrationde0,5%, ce qui

prouvequel’ effet recherchéest en relation étroite avecla dose.

Cependant,lesplantsinoculésparA.solanietnontraité par le fongicide sontséveérement attaqué
par I’alternariose. On ne constate aucune différence entre les plants traités par I’extraitdu

thymet letémoin; 1’effet antifongiquedecet extraitestnul en condition in vivo.

Lacontroversedel’ effetdel’ extraitduthymobservéentrelesdeuxtestsinvitroetin vivo,

s’explique soitpar :

-I’intervalle entrele traitement et I’inoculationqui est inadéquate ;

-Ou,cesontlesdosesutiliséeinvivo(20%et10% )quisontinsuffisantespouragirsur

les spores d’Alternariaetle développement deleursmycéliums;

-Oubien,cen’estplusladose,maisc’estla formuleemployée(l’extraitbrutetdel’eau
distillée),carilsepeutquel’ extraitsoitlessivéparl’eaudel’arrosage:lasolutionne  contient aucun
moyen permettant la bonne adhésion a la surface des plants. 11  est
indispensabledoncdepenseralaformulation  quandonessaye,danslesconditionsdu champ, les

extraits végétauxpourleurs effets contreles agents pathogenes.
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V. Conclusion etperspectives

Larecherche de nouvellesméthodesalternatives danslatentative d'élimineroude réduire
I’impactdesmaladiescauséespardesagentsphytopathogenes,enparticulier surlesgrandes
culturesa intérétagronomique,estdevenueune nécessitésanitaire,car 1’utilisationdes produits

chimiquesnuit ala santé humaine etauxhabitats naturels.

Dans cecontexte, s’inscritl’objectif de notreétude visantl’utilisationdel’agentde lutte
biologiqueTrichodermasp.etdesextraitsvégétauxdanslecontroled’ Alternariasolaniet A.

alternata agentsresponsablesdel’alternariosedela pommedeterre.

Les résultatsin-vitrode lutte biologique,obtenusla confrontationdirecte etindirected’A.
solanietA.alternataavec  Trichodermasp.,sesontavérés  efficacespour la  majoritédes
isolatsutilisés. Cesderniersontenvahilescoloniesd’A.solanietA.alternataetmémeont sporuléau-
dessus,révélantleurhautpotentielmycoparasitaire. Deméme,lesisolatsde cet
agentantagonisteontmontréunecapacitéasecréterdessubstancesantifongiquesvolatiles
quiinhibentla  croissance = mycélienned’ A.solanietA.alternataa  distance.Cette  activité
antagoniste monte que lesisolatsappartenanta I’espéceT.atrovirideontunpouvoir antagoniste
nettement élevé par rapport aux isolats appartenant a ’espeéce T. longibrachiatum.

Ainsi,I’isolat T13 est leplus antangonistedenotrecollection.

L’effet antagoniste avéré de ces isolats confirme les résultats obtenus sur d’autres

pathogenes(Bouraghdaet al. 2009)

Concernant lestestsin-vitrodupouvoirantifongique desextraitsvégétaux,lesrésultats
obtenusrévelentaussiuneffetremarquabledesconcentrationsinitialesde laplupartdes
especesvégétalestestéesal’ égarddesdeuxpathogenesA.alternataetA.solani.Ainsi,la
concentration (Cy) de Thymus sp. a donné le taux d’inhibition le plus élevé (100%),

confirmant son activitéantibiotique généralisée.

Lestestsdesextraitsvégétauxindiquentque I’ effetdesdifférentstraitementsa I’égarddes
deuxespecesA. alternataetA. solani,indiqueégalementque cesextraitsontunspectre d’action treés

largesurunegrandegammed’espéces fongiques.
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Lacomparaisonentre ~ 1’effetde  laconcentrationinitiale(Cy)  etladilutionde  chaque
traitement,indique  la  présenced’ungradientd’actionvariable  selonladose.  Cegradient
différed’ untraitementaunautre,etnouspermetdedéduire que lessubstancesemployéeset leurmode

d’action différent d’uneplanteaune autre.

Ainsi,laconcentration (Cy)del’extraitd’ Alliumcepaetsadilutionnemontrentaucun effetsur la
croissance mycélienne desdeuxespecesd’Alternaria.Ce comportementrévele 1’absencetotale

d’effetantifongiqueal’égard d’Alternariaspp pour I’extraitde cetteplante.

Enrevanche,ladilution del’extraitd’A.sativummontrel’ effetleplusélevédesdilutions, cequi

suggere queson effet persiste mémeavecdefaibles doses.

Le testin-vivode I’effetde I’extraitduthymréaliséenpots,n’excluepaslepouvoir
antifongiquedecetextrait,cela n’exclue pasquela méthodeutiliséesoitinadéquate.ll  reste
quelesdegrésdesévéritésd’ attaquesobtenusparinoculationdessporesd’ A.alternataet
A.solani,montrebienquel’ agentcausalleplusimportantestbienA.solani;lesdégatssur
lesplantsinoculéspar ce dernier arriventmémea ladéfoliationtotale,contrairementa ceux causés

parA.alternataquise présententsimplementpar tréspeude tachessuperficielles et trés dispersées.

En perspectivederecherches,ilestnécessairedecompléter cetteétudeentestantin-vivo,et
sousdesconditionscontrdlées, I’'isolatT13deTrichodermaatroviride poursoneffetsur
I’ Alternariose.Desexpérimentations doivent étreréaliséessoitparson incorporation ausol,
afindemettreenévidencesacapacitéd’induirelarésistanceetlapromotiondecroissance desplantsde
pomme de terre,soitpar destraitementsfoliairespour testerl’actiondirecte des mécanismes du

mycoparasitisme, 1’antibiose et la concurrence.

IInécessaireaussid’envisageranouveauletestin-vivodesextraitsvégétauxquiont
montréunpouvoirantifongique(Thumus sp.;InulaviscosaetAlliumsativum)al’ égardd’ A.
alternataetd’ A.solani toutenrecherchantuneméthode  deformulationquigarderaitleurs effets

constatés in-vitro,pourun emploipratique,facile etéconomique.

Il serait également intéressant de tester les effets antifongiques de nos isolats de

Trichodermaetdesextraitsdesplantesayantmontréuneefficacité,al’ égardd ungrand
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nombred'agents phytopathogéenesdes cultures lesplus importantescomme les céréales, la

pommedeterre,leslégumineusesetlatomate.
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Résumé:

Lapommedeterreestconsidéréeentantculturestratégiquedanslemondeetparticulierement danslespaysen développement.
Cependant, cettecultureestsujetteadiversescontraintesbiotiqueetabiotiquedont]’alternariosecauséeparlesdeux
especesAltenrariasolanietA.alternataestdevenue,aucoursdecesderni¢resannées, plusimportantesdansles milieuxchaudes.
Desessaisdeluttebiologique, in-vitroetin-vivo,enutilisantl’agent antagonisteTrichoderma spp.etdesextraits
alcooliquesdequelqueplantesmédicinalesontétéréaliséssousconditionscontrdlés.

Lesrésultatsin-vitrodeconfrontation  desTrichodermaspp.aveclesagentspathogénesontmontréunpouvoir  antagoniste
trésimportant delamajoritédesisolatstestés,dontl’isolatT 13estleplusimportantavecunpourcentage
d’inhibitiondelacroissancemycéliennequidépasseles70%.
Ainsi,lesrésultatsdutestin-vitrodesextraitsvégétauxétaientsatisfaisantspourlesextraitsapartirde Thymussp.et
d’Inulaviscosaoilsaffichent1 00%et 60%d’inhibitionrespectivement,a desconcentrationsde0,5%.
L’essaiin-vivodetraitementdesplantsdepommedeterre,plantésen pots,parl’extraitde Thymussp.n’apasdonnéles
résultatsattendus,etdevraitétreconsolidépardestravauxultérieurs.

Motsclés:luttebiologique, Trichodermaspp.,extraitdesplantes,l’alternariose, Thymussp.etpommedeterre.

Abstract:

Potatoisconsideredasa strategiccultureintheworldandparticularlyindevelopingcountries.

However,thiscultureissubjecttovariousbioticandabioticstresseswhichearlyblightcausedbytwospecies
AltenrariasolaniandA.alternatahasbecome,inrecentyears,moreimportantinhotenvironments.

Testingofbiologicalcontrol,  in-vitroandin-vivo,using  theantagonistTrichodermaspp.  andalcoholicextractsofsome
medicinalplantswerecarriedoutundercontrolledconditions.

Invitroresultsofconfrontation of Trichodermaspp.withpathogensshowedaverysignificantpowerantagonist majority
oftheisolatestested,theisolateT 1 3whichisthelargestwithapercentinhibitionofmycelialgrowth,which exceeds70%.

Thus,theresultsofin  vitrotestingplantextracts ~ weresatisfactoryforextracts  fromThymussp.Inulaviscosaandwhere
theyappear60%and100%inhibition,respectively,atconcentrationsof0.5%.

Theinvivotesttreatmentplantspotato  planted inpots,with  theextract ofThymus sp.didnotgivetheexpectedresults,
andshouldbe strengthenedbyfurtherwork.

Keywords:Biocontrol, Trichodermaspp,plantextracts,earlyblight, Thymussp.andpotatoes.
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