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Résumeé

Les champignons constituent la cause de nombreuses maladies des plantes qui entrainent
d'importantes pertes de rendement et conduisent a la destruction de cultures. Afin de limiter ces
maladies, l'utilisation de souches de Trichoderma spp. a montré ses effets antagonistes contre
plusieurs especes de champignons phytopathogenes et leur capacité a controler ces maladies. Une
collection de quarante-six souches de Trichoderma spp. ont été isolées du sol dans différents lieux
(Nord, Est, Ouest et Sud) et écosystemes en Algérie. Elles ont été identifiées au niveau de
I'espece par l'analyse des régions 1 et 2 de leurs espaceurs internes transcrits (ITS1 et ITS2) de
I'ADNr et d'un fragment du gene du facteur d’élongation de la traduction 1-o (Tefl). Au total, 46
isolats de Trichoderma spp. ont été attribués a T. atroviride (12 souches), T. gamsii (10), T.
orientale (1) et 23 au complexe d'especes de T. harzianum (T. harzianum, T. afroharzianum, T.
atrobrunneum et T. guizhouense). Dans la présente étude, nous soulignons que T. gamsii, T.
orientale, T. atrobrunneum et T. guizhouense sont signalées pour la premiére fois en Algérie. La
croissance mycélienne des isolats a été évaluée a des températures allant de 10 a 40°C sur des
milieux de culture PDA et SNA. En général, le taux de croissance le plus élevé a été enregistré a
25 et 30°C. Cependant, T. orientale a pu croitre a 40°C, tandis que les autres especes ne
poussaient pas a cette température. Des tests ont été menés pour évaluer I'effet antagoniste in vitro
de tous les isolats contre quatre espéces pathogénes associées a des cultures stratégiques en
Algérie : Fusarium culmorum, Botrytis cinerea, Alternaria solani et Rhizoctonia solani sur milieu
PDA par confrontation directe et indirecte. Dans la confrontation directe, I'inhibition du taux de
croissance se situait entre 37,22 % et 80,95 %, tandis que dans la confrontation indirecte, elle se
situait entre 00 % et 88,89 %. L'essai de biocontrole effectué sur blé a montré que T. atroviride
(Ta.09), T. orientale (To.15), T. afroharzianum (T af. 17 et T af. 37) et T. gamsii (T g. 39) ont
donné des résultats trés prometteurs a 1’égard de F. culmorum, le principal agent pathogéne
associé a la pourriture du collet et 1la fusariose de I’épi du blé en Algérie. Cette constatation est
basée sur la diminution significative de la gravité de la maladie par rapport au témoin (> 82 %).
Les données enregistrées ont également montré que T. atroviride (Ta.09) a enregistré le

pourcentage le plus élevé de réduction de la maladie (97,28%).

Mots clés : Trichoderma, ITS, EF-1a, Potentiel antagoniste, Taux de croissance
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Abstract

Fungi are the cause of many plant diseases, these diseases cause significant yield losses,
sometimes leading to the destruction of crops, or even entire fields. To control these diseases by
biological methods, the use of strains of Trichoderma spp has been extensively researched and
proven to have antagonistic effects against several species of pathogenic fungi and to be reliable in
the fight against these diseases. This thesis work made it possible in particular to constitute a
collection of forty-six strains of Trichoderma spp which were isolated from the soil in different
places (North, East, West and South) and ecosystems in Algeria. They were identified at the
species level by analyzing regions 1 and 2 of their transcribed internal spacers (ITS1 and ITS2) of
rDNA and a fragment of the translation elongation factor gene 1- o (Tefl). A total of 46
Trichoderma spp. were identified of which attributed to T. atroviride (12 strains), T. gamsii (10),
T. orientale (1) and 23 to the species complex of T. harzianum (T. harzianum, T. afroharzianum,
T. atrobrunneum and T. guizhouense). In the present study, we highlight that T. gamsii, T.
oriental, T. atrobrunneum and T. guizhouense are reported for the first time in Algeria. The
mycelial growth of the isolates was evaluated at temperatures ranging from 10 to 40 ° C on PDA
and SNA culture media. In general, the highest growth rate was recorded at 25-30 ° C. However,
T. oriental was able to grow at 40 ° C, while other species did not grow at this temperature. Tests
were carried out to evaluate the antagonist effect in vitro of all the isolates against four pathogenic
species associated with strategic cultures in Algeria: Fusarium culmorum, Botrytis cinerea,
Alternaria solani and Rhizoctonia solani on PDA medium by direct and indirect confrontation. In
the direct confrontation, the inhibition of the growth rate was between 37.22% and 80.95%, while
in the indirect confrontation it was between 00% and 88.89%. The wheat plant biocontrol test
showed that T. atroviride (Ta.09), T. orientale (To.15), T. afroharzianum (T af. 17 and T af. 37)
and T. gamsii (T g. 39) have given good results against F. culmorum, the pathogen of crown rot
and fusarium wilt of wheat in Algeria. This finding is based on the significant decrease in disease
severity compared to control (> 82%). The recorded data also showed that T. atroviride (Ta.09)

recorded the highest percentage of disease reduction (97.28%).
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Introduction générale

Les champignons sont la principale cause de nombreuses maladies des plantes cultivées et par
consequent, jouent un réle direct dans la destruction des ressources naturelles en agriculture.
Les champignons ont un impact négatif sur I'économie et I'environnement, entrainant chaque
année des pertes de rendement considérables dans plusieurs pays du monde ainsi qu'une forte
diminution de la qualité des récoltes, menagant de ce fait la sécurité alimentaire mondiale
ainsi que la biodiversité (Grandaubert et al., 2013). Les champignons phytopathogénes tels
que Alternaria, Botrytis, Rhizoctonia et Fusarium sont capables de résister longtemps en
dehors de leur hote, et peuvent méme se répandre sur de longues distances (Gilbert et
Fernando, 2004 ; Leyronas, 2019). Parmi, ces agents phytopathogénes de nombreuses
espéces de Fusarium et d’Alternaria sont capables de produire des mycotoxines, dangereuses
pour la santé humaine, qui constituent des contaminants naturels des aliments et
principalement des denrees végétales telles que les céréales (Tabuc, 2007). Des stratégies de
prévention et de lutte contre ces agents ont été adoptees, parmi lesquelles la lutte chimique,
qui constitue la méthode de traitement la plus répandue pratiquée depuis des années en
utilisant des fongicides extrémement dangereux pour I'homme et pouvant détruir des
organismes nuisibles ou utiles aux cultures. Ainsi, I’utilisation systématique de ces produits
est largement responsable du phénoméne de résistance observé actuellement sur la plupart des
souches de champignons phytopathogénes ce qui rend leur controle trés difficile (Tamra et
al., 2017 ; Abdel-lateif, 2017). Comme il est également possible que des résidus de ces
produits chimiques soient présents dans les cultures. En conséquence, il était devenu
primordial de trouver des moyens de lutte alternative pour combattre ces maladies afin de
préserver en qualité et en quantité des produits agricoles. Pour cela, depuis de nombreuses
années, les efforts de recherche se sont tournés vers les moyens de lutte biologique, cette
derniére a fait I'objet de plusieurs travaux plus ou moins fructueux. La lutte biologique est une
alternative utile a la lutte chimique et constitue I'une des méthodes prometteuses, caractérisée
par la capacité d'utiliser des organismes vivants ou leurs produits pour lutter contre d'autres
organismes considérés comme nuisibles. En effet, parmi celles-ci I'utilisation de champignons
telluriques non pathogenes qui ont la spécificité d'étre antagonistes d'agents phytopathogenes.
Le genre Trichoderma pers. a €té reconnu comme un agent antagoniste mondialement
répandu et qui a des effets antagonistes a 1’égard d’au moins 18 genres et 29 especes de
champignons phytopathogénes. Les Trichoderma spp. s'adaptent a une multitude de
condiditons de I'environnement et leurs taux de croissance sont généralement beaucoup plus
rapides que ceux des agents phytopathogénes (Wu et al., 2017). Ce travail a pour objectif :

(i) isoler et identifier les souches de Trichoderma dans les sols de différentes régions



d'Algérie, (ii) étudier la croissance de souches de Trichoderma in vitro a différentes
températures, sur deux milieux de culture PDA et SNA, (iii) évaluer l'activité antagoniste in
vitro par des confrontations directes et indirectes vis-a-vis des agents pathogenes comme
Alternaria solani (Ellis & G. Martin) L.R. Jones & Grout, Botrytis cinerea (Pers.),
Rhizoctonia solani J.G. Kihn et Fusarium culmorum (W.G. Smith) Saccardo qui sont
associés a certaines cultures stratégiques en Algérie en particulier le blé, la pomme de terre et
la tomate. (iv) sélectionner un certain nombre de souches de Trichoderma ayant donné les
meilleurs résultats de I'inhibition de la croissance mycélienne de F. culmorum in vitro en vue
d'évaluer leur efficacité par des tests in vivo contre ce méme agent pathogéne, principal
responsable de la pourriture du collet du blé en Algérie.



Chapitre 1. Synthése bibliographique
1. Données sur le genre Trichoderma
1.1 Historique du genre et taxonomie

Le genre Trichoderma a été introduit et décrit pour la premiére fois dans la littérature
mycologique par le mycologue sud Africain Christiaan Hendrik Persoon en 1794, sur la
base de matériel collecté en Allemagne (Samuels, 2006 ; Druzhinina et al., 2006 ; Lopes
et al., 2012). Dans un premier temps, ce genre avait inclus quatre especes, mais parmi
celles-ci seul Trichoderma viride Pers. est encore présente dans ce genre.

La plupart des souches de Trichoderma ont d'abord été identifiée uniqguement sous la forme
asexuée (anamorphique ou mitosporale), appelée Trichoderma, tandis que la forme sexuée
(teléomorphique) rattachée pour la plupart des especes au genre Hypocrea n’a été reconnue
qu’en 1865 par les fréres Tulasne qui ont suggéré que Hypocrea rufa est le téléomorphe de
Trichoderma viride (Bisby, 1939 ; Gams et Bissett, 1998 ; Chaverri et Samuels, 2004 ;
Schuster et Schmoll, 2010). En 1891 Brefeld a réussi a isoler une seule ascospore a partir
de H. rufa et a obtenu T. viride en culture (Chaverri et Samuels, 2004 ; Samuels, 2006).
Cependant, les différentes especes attribuées aux genres Trichoderma/Hypocrea étaient

difficiles a distinguer morphologiquement (Schuster et Schmoll, 2010).

Une confusion dans la nomenclature des especes de ce genre est apparue au cours des
années suivantes, Il a méme éeté proposé de reduire la taxonomie a une seule espéce,
Trichoderma viride par Bisby (1939). Celle-ci a été considérée comme l'espéce type du
genre et durant cette période, toutes les souches de Trichoderma étaient identifiées comme
"T. viride". (Bisby, 1939 ; Rifai, 1969 ; Gams et Bissett, 1998 ; Schuster et Schmoll,
2010). Cette espece unique a été trés bien prise en compte et aucune connaissance

approfondie n'a été nécessaire pour procéder a une nouvelle identification.

Par conséquent, ce n'est qu'en 1969 que le développement d'un concept d'identification a été
initié grace a Rifai (1969) qui était le premier mycologue moderne a entreprendre une
taxonomie des Trichoderma. Il a rapporté dans ces travaux que le genre comprend plus
qu’une seule espece, il a décrit ainsi en neuf espéces "agrégées", qu'il a reconnues comme
étant des complexes d'espéces plutdt que des espéces biologiques. Ces neuf especes agrégées
de Trichoderma sont: T. aureoviride Rifai, T. hamatum (Bonord.) Bain, T.harzianum Rifai,
T. koningii Oudem, T. longibrachiatum Rifai. T. piluliferum Rifai, T. polysporum (Link: Fr.)
Rifai, T. pseudokoningii Rifai, et T. viride Pers.:Fr. (Rifai, 1969).



La taxonomie de Trichoderma a connu une transformation remarquable au cours des années

qui suivent. Une étude plus approfondie des variations morphologiques au sein du genre a
été entrepris par Bissett (1984 ; 1991a ; 1991b ; 1991c ; 1992), qui a decrit 27 espéces de
Trichoderma sur la base de leurs caractéristiques morphologiques. En effet, Bissett (1991a)
a pratiqguement élevé les agrégats de Rifai au rang de section, soit 5 sections reconnues :
Trichoderma Pachybasium, Hypocreanum, Longibrachiatum et Saturnisporum (Bisset et
al., 2003) (Fig.1).
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Figure 1. lllustration des cing sections reconnues dans Trichoderma (Bissett 1991a).




Dans les années 90, l'utilisation de I'analyse des séquences d'ADN est devenue le nouveau
paramétre de la systématique fongique. White et al., (1990) ont défini les premieres amorces
pour l'amplification des genes codant pour 'ADNr 18S et les ITS des champignons (Suong,
2011) (Fig. 2).

Gréce a cette possibilité d'analyser I'ADN, les chercheurs travaillant sur Trichoderma ont
rapidement intégré les techniques RFLP, RAPD, puis l'analyse des séquences dans la
taxonomie de Trichoderma / Hypocrea. Kuhls et al. (1996) et (1997) ont principalement
utilisé I’analyse des séquences de la région nucléaire de I'ADN ribosomique contenant les
espaceurs internes transcrits (ITS-1 et ITS-2) et le gene de 'ARNr 5.8S pour la révision de la
section Longibrachiatum. Kindermann et al. (1998) ont réalisé une premiére analyse
phylogénétique du genre Trichoderma, en utilisant I'analyse de la séquence de la région ITS1
de 'ADNr.

Les premiers travaux réalisés ont eté publiés par Lieckfeldt et al. (1998). Le programme de
codes a barres en ligne basé sur ITS TrichOKEY (www.isth.info; Druzhinina et al., 2005;
Druzhinina et al., 2006) a fournit un outil utile pour I'identification des especes Trichoderma
/Hypocrea (Kredics et al., 2014).

5’ TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’ 5’-GCATCGATGAAGAACGCAGC 3’

ITS 1 ITS3
— —

NN ITS 1 IEWA 26S rDNA

ITS 2 ITS 4
e e

5’ GCTGCGTTCTTCATCGATGC 3’ 5’ TCCTCCGCTTATTGATATGC

Figure 2. Structure de la région de I'ADN ribosomal nucléaire. Les amorces indiquées sur

la figure sont les plus couramment employés (Coutinho Moraes et al., 2015).



Le genre Trichoderma en 2015 contenait plus de 260 especes, dont la majorité ont été
décrites au cours de ces deux dernieres décennies, principalement sur la base d'analyses
phylogénétiques des séquences d'/ADN (Bissett et al., 2015; Chaverri et al., 2015). Les
approches récentes de la classification de Trichoderma répartissent les espéces en clades
phylogénétiques sur la base de I’analyse des séquences (Druzhinina et al., 2012; Chaverri
et al., 2015).

Druzhinina et al., (2012) et Samuels et al., (2012) ont examiné le clade Longibrachiatum
sur la base d'analyses phylogénétiques utilisant les données de séquence du facteur
d'élongation de la traduction TEF1-a (Fig. 3), calmodulin (CAL) et de I'endochitinase
(CHI18-5, syn. ECH42). IIs ont reconnu 21 especes au sein du clade, dont huit nouvelles

especes.
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Figure 3. Structure schématique du gene EF-1a de I’espéce Hypocrea jecorina, avec la

localisation des amorces utilisées pour son amplification (Druzhinina et Kubicek, 2005).

Chaverri et al. (2015) ont révisé le complexe d'especes de T. harzianum pour inclure au
moins 14 espéces sur la base des séquences d'ADN combinées de a-actine (ACT),
calmoduline (CAL), espaceurs internes transcrits de ’ADNr (ITS), ARN polymérase II
sous-unité 2 (RPB2) et TEF1-a, en incluant deux nouvelles especes (T. lentiforme (Rehm)
P. Chaverri, Samuels & F.B. Rocha, et T. lixii (Pat.) P. Chaverri, ainsi que 9 autres especes
décrites (T.afarasin P. Chaverri & FB Rocha, T.afroharzianum P. Chaverri, FB Rocha,
Degenkolb & Druzhin., T. atrobrunneum FB Rocha, P. Chaverri & Jaklitsch, T.
camerunense P. Chaverri & Samuels, T.endophyticum FB Rocha, Samuels & P. Chaverri,
T.neotropicale P. Chaverri & FB Rocha, T. pyramidale Jaklitsch & P. Chaverri, T.rifaii FB
Rocha, P. Chaverri & Samuels et T. simmonsii P. Chaverri, FB Rocha, Samuels, Degenkolb

et Jaklitsch).



Récemment, en utilisant les données des séquences CAL, ECH42, RPB2 et TEF1-a, cing
nouvelles espéces supplémentaires du genre Trichoderma ont été signalées et décrites en
Afrique du Sud. Ces espéces sont nommées T. beinartii du Plessis, Druzhin., Atan., Yarden
& K. Jacobs, T. caeruleimontis du Plessis & K. Jacobs, T. chetii du Plessis, Druzhin., Atan.,
Yarden & K. Jacobs, T. restrictum du Plessis & K. Jacobs et T. undulatum du Plessis & K.
Jacobs (Du Plessis et al., 2018).

En effet, la diversité de Trichoderma était limitée a quelques dizaines d'espéces, mais
I'introduction des méthodes basées sur I'évolution moléculaire ont entrainé I'expansion
exponentielle de la taxonomie de Trichoderma, avec jusqu'a 50 nouvelles espéces reconnues
par an (Cai et Druzhinina, 2021). Selon Cai et Druzhinina (2021), 464 épithétes d'espéces
de Trichoderma existent, parmi eux, 90 noms ne sont pas actuellement utilisés. La
nomenclature valide contemporaine de Trichoderma spp. se compose de 375 noms d'espéces

retenus jusqu’a juillet 2020.

Actuellement le genre Trichoderma est rattaché au Phylum: Ascomycota, Subphylum:
Pezizomycotina, Classe: Sordariomycétes, Ordre: Hypocréales, Famille: Hypocreaceae,
(Gorai et al., 2020).

1.2. Caractéristiques et morphologie de Trichoderma / Hypocrea

La caracterisation morphologique de Trichoderma n'est pas une tache facile a entreprendre, en
raison du degré de similarité morphologique existant entre les différentes especes. Cette
caractérisation est en effet utilisée depuis 1969 pour différencier les différentes espéces de
Trichoderma (Gams et Bissett, 1998). Malgré le grand nombre d'informations sur les
caractéristiques morphologiques utiles, telles que la couleur, le taux de croissance, la
formation de pustules, le mode de ramification des conidiophores ou d'autres caracteristiques,
mais reste suffisamment limité pour fournir une description précise permettant de définir
I'espéce Trichoderma (Gams et Bissett, 1998). Rifai (1969) et Bissett (1991a) ont discuté
des caractéres morphologiques qu'ils ont utilisés pour caractériser et différencier les espéces
de Trichoderma, en soulignant les difficultés rencontrées pour définir ces espéces (Gams et
Bissett, 1998).

1.2.1 Caractéristiques macroscopiques

Le genre Trichoderma se caractérise par des colonies a croissance rapide sur le milieu de
culture (PDA), qui ont initialement une surface lisse et presque translucide ou blanc cassé,

devenant ensuite floconneuse ou compacte en touffes ou pustules, et se développant souvent



en anneaux concentriques distincts avec de multiples nuances de pigments verdatres, jaunatres
ou, plus rarement, blanchatres qui peuvent étre sécrétés dans le milieu de culture (Fig. 4)
(Rifai, 1969 ; Bissett, 1984). La croissance des colonies est rapide a des températures
optimales comprises entre 25 et 30 °C, et généralement minimale ou nulle a des températures
supérieures a 35 °C (Samuels et al., 2012), bien que certaines espéces se développent bien a
35 °C, ces observations ont été tres utiles pour distinguer les espéces morphologiquement
similaires (Samuels et al., 2002). Certaines especes, comme T. atroviride, produisent une

odeur caractéristique de noix de coco (Bissett, 1984 ; 1991a).

Figure 4. La variation des couleurs et la morphologie des colonies fongiques de Trichoderma
spp. sont montrées sur le milieu PDA. La rangée supérieure, puis la rangée inférieure (a partir
de la gauche) sont : T. cremeum, T. longipile, T. viride, T. harzianum, T. atroviride, T.

citrinoviride) (Blaszczyk et al., 2014).

1.2.2 Caractéristiques microscopiques

En général, les espéces de Trichoderma ont des hyphes végétatifs cloisonnés, hyalins et a
parois lisses (Gams et Bissett, 1998). Le conidiophore de Trichoderma est hautement
ramifié, généralement de maniére réguliére et dendritique, c'est-a-dire qu'il se ramifie a un
nombre indéfini de niveaux. Les branches primaires produisent des branches secondaires plus
petites qui peuvent également se ramifier, et ainsi de suite, les branches formées en premier
étant longues, les branches successives aux niveaux supérieurs étant apicales et distales,

progressivement plus courtes, et les branches et les phialides divergeant a tous les niveaux.



Les phialides sont de forme ampulliforme a lageniforme, généralement resserrées a la base,
plus ou moins gonflées au milieu et se terminant au sommet par un étranglement court. Elles
sont disposées en verticilles a I'extremité des branches du conidiophore, ou plus rarement
seules ou en verticilles directement sous les cloisons le long du conidiophore et de ses
branches (Bissett, 1984; Bissett, 1991b) (Fig. 5).

Chez certaines espéces, vu au microscope, les conidies matures sont de couleur vert foncé,
chez d'autres elles sont seulement pales (Gorai et al., 2020). Les surfaces des conidies sont
généralement lisses chez la plupart des espéces, mais des conidies rugueuses peuvent exister
chez quelques espéces, comme T. viride (Gams et Bissett, 1998 ; Samuels et al., 2002a). Les
chlamydospores sont communes et présentes chez de nombreuses especes, elles se forment a
partir du mycélium et apparaissent en abondance dans les cultures les plus anciennes, ce sont
des cellules végétatives lisses, a parois épaisses et élargies avec un cytoplasme dense, hyalin
ou verdatre, ayant une forme subglobuleuse a ellipsoidale, elles sont solitaires, intercalaires
ou terminales, disposées sur de courtes branches latérales (Bissett, 1984 ; Gams et Bissett,
1998 ; Samuels et al., 2002) (Fig. 6).

Figure 5. Aspect morphologique des conidies, des conidiophores et des phialides de
Trichoderma spp. : A. T. longibrachiatum, B. T. reesei, C. T. pseudokoningii. Barres

d’échelle = 10 pm (Samuels et al., 1994)



Figure 6. Aspect morphologique des chlamydospores de Trichoderma harzianum sur PDA :
(c et d) chlamydospores ; (e) chlamydospore qui se forme en intercalaire sur les hyphes ; (f et
g) chlamydospores terminales formées a 1'extrémité des hyphes. Barres d’échelle =20 um (Li

et al., 2005)

1.3. Habitat de Trichoderma spp.

Les especes de Trichoderma sont considirées comme une importante ressource naturelle
durable. Leur diversité d'espéces riche dans differentes régions géologiques et niches

écologiques ne peut jamais étre sous-estimée (Zhang et Zhuang, 2018).

Le genre Trichoderma constitue I'un des plus grands taxons avec de nombreuses especes
distribuées a travers le monde entier (Kubicek et al., 2019). La plupart des espéces de
Trichoderma sont souvent prédominantes sur de grandes zones géographiques dans toutes les
zones climatiques, qui se trouvent dans de nombreux pays. En effet elles sont répandues dans
les régions tempérées froides, et également dans les climats chauds, et dominantes méme
dans des conditions d'humidité excessive (Kubicek et al., 2008 ; Kredics et al., 2014). Elles
ont été isolées a partir des sols des foréts pluviales et dans d'autres habitats spécifiques tels
que le sable de riviere, I'humus, les bois, les débris végétaux, le bois en décomposition
(Gams et Bissett, 1998 ; Hoyos-Carvajall et Bissett, 2011), I'éponge marine (Touati et al.,
2018), a partir du tissu interne de l'algue rouge marine Chondria tenuissima (C.Agardh) (Shi
et al., 2020), le corps humain (walsh et al., 2004 ; Kantarcioglu et al., 2009 ; Sandoval-

Denis et al., 2014) ainsi que des sols agricoles et des vergers.
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Des études écologiques et bio-géographiques détaillées sur les Trichoderma ont révélé que
les espéces de ce genre se trouvent le plus souvent sur les fructifications d'autres champignons
et le bois mort. (Druzhinina et Kubicek, 2014 ; Jaklitsch, 2009 ; Atanasova, 2014 ;
Kubicek et al., 2019) (Fig. 7). De plus, elles peuvent se développer sur les structures
fongiques latentes (sclérotes) de divers champignons phytopathogénes (Druzhinina et al.,
2011).

Figure 7. Occurrence de Trichoderma spp. dans la nature. A) bois mort colonisé par
Trichoderma spp. B) T. atroviride sur le bois mort. C) T. harzianum sur le sol. D) T. simonsii
sur les sporocarpes de Stereum sp. La barre d'échelle sur B et C correspond a 1 cm (Kubicek
et al., 2019).

Les especes de Trichoderma sont bien connues pour leur présence abondante au niveau des
racines des plantes mono- et dicotylédones, qu'elles colonisent rapidement et facilement,
entrainant des changements importants dans le métabolisme des plantes. Ces changements
concernent la teneur en hormones, en sucres solubles, en composés phénoliques et en acides
amineés, le taux de photosynthése, la transpiration et la teneur en eau (Yedidia et al., 2003).
Elles comptent parmi les microorganismes rhizosphériques les plus concurrentiels
(Contreras-Cornejo et al., 2016). Elles profitent de l'apport en nutriments émis par le
systéeme racinaire des plantes. La pénétration des Trichoderma dans les tissus racinaires est
généralement limitée aux couches externes des cellules racinaires (Yedidia et al., 1999).
Elles sont connues comme des colonisateurs performants de leurs habitats, luttant
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efficacement contre leurs concurrents (Schuster et Schmoll, 2010). Cette prédominance peut
étre attribuée a la diversité des capacités metaboliques et a la nature de ces espéces qui sont
généralement considérées comme des concurrents agressifs (Samuels, 1996 ; Gams et
Bissett, 1998 ; Lopes et al.,, 2012). Toutes ces caractéristiques citées sur Trichoderma
témoignent de leur caractére opportuniste et de leur grande adaptabilité (Druzhinina et al.,
2011).

1.4. Trichoderma et la lutte biologique

Cook et Baker (1983), ont défini la lutte biologique comme étant « la réduction de la quantité
d'inoculum ou de l'activité productrice de maladie d'un pathogene réalisée par le biais d'un ou
plusieurs organismes vivants. En effet c’est une méthode qui permet d'utiliser les capacités
biologiques d'un organisme vivant pour réduire, empécher ou stopper le développement d'un

autre organisme vivant tout en évitant I'utilisation de pesticide chimique.

La nécessité daugmenter la productivité agricole et la qualité a conduit a une utilisation
excessive d'engrais chimiques, créant une grave pollution environnementale (Hermosa,
2012). En effet les différentes méthodes appliquées dans le secteur agricole ont permis
d'améliorer la production dans ce domaine, mais certaines pratiques telles que les applications
de fongicides ont des répercussions sur I'environnement et constituent une sérieuse menace
pour la santé humaine. Le récent défi auquel est confrontée l'agriculture est d'obtenir des
rendements plus élevés tout en préservant I'environnement. La recherche de solution donc doit
étre écologique et qui consiste a trouver des traitements alternatifs plus sdrs, c'est-a-dire sans
impact sur les consommateurs, I'environnement ou la qualité des produits agricoles. Par
conséquent, la lutte biologique est considérée comme une alternative a l'utilisation de produits
chimiques et il en résulte que plusieurs produits biofongicides et biopesticides sont
commercialisés et appliqués dans différentes parties du monde et qu'ils sont fabriqués a base
de combinaisons d'agents microbiens (Lorito, 2010).

De nombreux micro-organismes ont été utilisés dans la lutte contre les maladies
phytopathogenes, notamment Trichoderma qui est I'un des agents de lutte biologique les plus
couramment utilisés contre un large spectre d’agents phytopathogenes aussi bien telluriques
que foliaire. Le potentiel de Trichoderma pour la lutte biologique a été connu au début des
années 1930 (Lopes et al., 2012) par Weindling et ses collaborateurs qui ont montré qu'une
espéce du genre Trichoderma était capable d’inhiber d'autres champignons et de controler les
maladies des plantes (Weindling, 1932 ; 1934).
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1.4.1. Efficacité de Trichoderma dans la lutte contre les agents phytopathogénes

Trichoderma est un genre fongique qui comprend des espéces actuellement utilisées comme
agents de lutte biologique en raison de leur capacité a inhiber d‘autres champignons (Howell,
2003). De nombreuses souches ont été identifiées comme étant efficaces pour lutter contre
certaines maladies fongiques et bactériennes (Sriram et al., 2013). En effet 90 % des
applications des agents antagonistes dans la lutte biologique ont été réalisées avec des souches
de Trichoderma (Benitez et al., 2004). Ces dernieres sont les plus utilisées contre un grand
nombre de champignons phytopathogénes (Liu et al., 2010; Huang et al., 2011; Montero-
Barrientos et al., 2011), notamment contre les ascomycetes, les deutéromycétes et les
basidiomyceétes, qui sont principalement des agents pathogénes telluriques et aériens (Monte,
2001 ; Druzhinina et al., 2018).

En reéalité plusieurs espéces ont été exploitées comme antagonistes contre certains des plus
importants champignons phytopathogenes dans le monde (Fusarium oxysporum Schitdl.,
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary) rendant T.
harzianum, T. viride, T. virens et T. atroviride les meilleures options pour le contréle
biologique des maladies des plantes (Jorge, 2014). Les espéces les plus utilisées en lutte
biologique sont T. harzianum, T. atroviride, T. polysporum, T. asperellum et T. viride (Woo
et al., 2014).

En Algérie, des isolats appartenant aux espéces T. atroviride, T. harzianum et T.
longibrachiatum ont été utilisées en expérimentation pour la lutte biologique contre ’agent du
flétrissument fusarien du pois chiche cause par Fusarium oxysporum f.sp. ciceris (Padwick)
Matuo et K. Sato (Foc), et ont entrainé une diminution significative de la gravité de la
maladie avec des taux de réduction élevés (Boureghda et Bouznad, 2009). Il a également été
montré que T. harzianum, T. viride et T. hamatum sont efficaces dans le biocontrole de la
pourriture du collet et des racines du blé causee par les espéces de Fusarium (Dendouga et
al., 2016). Des études menées par Debbi et al. (2018) ont montré que les especes T. ghanense
Yoshim. Doi, Y. Abe & Sugiy et T. asperellum Samuels, Lieckf. & Nirenberg sont efficaces
dans la protection de la tomate de Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Sacc.) Snyder et
Hansen (FOL), responsable du flétrissement vasculaire, et Fusarium oxysporum f. sp. radicis

lycopersici Jarvis et Shomaker (FORL), responsable de la pourriture du collet et des racines.

1.4.2. Mécanismes utilisés par Trichoderma spp. dans la lutte biologique

Les mécanismes de lutte biologique utilisés par les espéces de Trichoderma sont étudiés
depuis des années (Howell, 2003 ; Benitz et al., 2004 ; Harman et al., 2004a, b ;

Atanasova et al.,, 2013a). En raison de leur présence dans différents environnements,
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Trichoderma spp. sont en concurrence avec de nombreux autres organismes pour les
nutriments et l'espace. Les mécanismes de lutte biologique attribués & Trichoderma spp. sont
les suivants : compétition pour les nutriments et ’espace, le parasitisme, I’antibiose, la
sécrétion d'enzymes et la production de composes inhibiteurs, ainsi que I’induction de la

réssitance chez les plantes (Howell, 2003).

* La compétition : La compétition est définie comme le comportement inégal de deux ou
plusieurs organismes devant un méme besoin (substrat, nutriments), lorsque l'utilisation de ce
substrat par l'un des organismes réduit la quantité ou l'espace disponible pour les autres
(Hjeljord et Tronsmo, 1998). C’est est un phénoméne dans lequel les espéces de
Trichoderma et l'agent pathogéne concurrencent au niveau de la rhizosphére pour une
disponibilité limitée de nutriments (le carbone, l'azote, le fer) ainsi que pour I’espace. La
compétition pour l'espace et les nutriments est I'un des mécanismes classiques de la lutte
biologique utilisé par Trichoderma. En effet Trichoderma emploie ce mode d’action surtout
pour occuper les lieux avant I’arrivée des champignons phytopathogeénes. Par exemple,
Trichoderma spp. concurencaient Pythium pour la disponibilité du fer dans le sol (Gorai et
al., 2020). Dans le sol, Trichoderma a la capacité d'assimiler les nutriments plus rapidement
que les agents phytopathogenes, favorisant son établissement et son développement,
contrblant ainsi l'infection et la dissémination des pathogenes (Gonzalez-Estrada et al.,
2018).

* Le mycoparasitisme : Le mycoparasitisme est un processus complexe (Harman et al.,
2004a) qui implique l'interaction parasitaire de deux ou plusieurs champignons dans lesquels
I'un parasite le mycélium de l'autre (Druzhinina et al., 2011). C’est un mode de vie que 1'on
peut dater d'au moins 400 millions d'années grace a des preuves fossiles (Taylor et al., 2005).
Cette propriété est tres répandue dans la famille des Hypocreaceae, et la capacité de parasiter
ou méme de tuer d'autres champignons (hyperparasitisme, nécrotrophe) est particulierement
courante chez le genre Trichoderma (Druzhinina et al., 2011 ; Kubicek et al., 2019). Une
étude récente sur plus de 1100 souches d'Hypocrea/Trichoderma provenant de 75 especes
moléculairement définies, a révélé que toutes ces especes testées ont un potentiel
mycoparasitaire contre trois agents phytopathogénes : Alternaria alternata (Fr.) Keissl,

Botrytis cinerea et Sclerotinia sclerotiorum (Druzhinina et al., 2011).

Dans ce processus, les espéces de Trichoderma détectent d'abord I'agent pathogéne et l'attaque
par la suite, entrainant des changements morphologiques tels que I'enroulement et la
formation d'appressoriums qui provoquent des perforations au niveau de la paroi du

pathogene, suivis d'une pénétration progressive des hyphes de Trichoderma a l'intérieur des
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hyphes du pathogéne pour aboutir a sa mort (Fig. 8 et 9) (Vinale et al., 2008a; Omann et
Zeilinger, 2010). Ce mécanisme peut étre décrit en quelques étapes comme suit :

- Reconnaissance : elle s'effectue entre Trichoderma et le champignon phytopathogéne par
I'intermédiaire de molécules peptidiques qui sont libérées par I'agent pathogene suite a I'action
des protéases sécrétées par Trichoderma (Druzhinina et al., 2011).

- Adhésion et enroulement : lorsque la réponse de reconnaissance est positive, les hyphes de
Trichoderma adhérent aux processus enzymatiques déclenchés par I'ndte. L'adhésion des
hyphes se fait par l'association de la paroi de 1’antagoniste composée de glucides avec une

lectine présente dans la paroi de l'agent pathogéne.

- Activité lytique : dans cette étape, un réle considérable est joué par les enzymes lytiques
CWDE « Cell Wall Degrading Enzymes », sécretees par les especes de Trichoderma,
principalement des chitinases, des glucanases et des protéases qui dégradent les parois
cellulaires de I'ndte composees de polysaccharides de chitine et de glucane, facilitant ainsi la
pénétration a I’intérieure des hyphes pour I'absorption des nutriments de I'agent pathogene, ce

qui entraine la perte du contenu cytoplasmique de la cellule hote (Blaszczyk et al., 2014).

L antibiose : Le mot "antibiose" fait référence a la production de substances qui jouent le
réle d'antibiotiques contre I'agent pathogene. Il s'agit d'un important mécanisme de contréle
biologique dans lequel les especes de Trichoderma produisent différents types de substances
(s) de faible poids moléculiare volatils ou non volatils, en particulier des substances
métaboliques toxiques qui agissent comme antibiotiques ou antifongiques provoquant la

dégradation des champignons phytopathogénes.

Dennis et Webster (1971) ont été les premiers a décrire les propriétés antagonistes de
Trichoderma en termes de production d'antibiotiques (Ghisalberti et Sivasithamparam,
1991). lIs ont pu montrer que les espéces de Trichoderma produisent des composés volatils et
non volatils capables d'inhiber la croissance mycélienne de divers champignons et que la
production de substances antifongiques varie selon l'isolat, méme au sein d'un méme agrégat
d'especes (Ghisalberti et Sivasithamparam, 1991). Ce travail marque en quelque sorte le
début des recherches modernes sur le r6le des antibiotiques dans la lutte biologique contre les

agents phytopthogenes par les espéces de Trichoderma.
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Figure 8. Mycoparasitisme de Trichoderma virens (T) sur Rhizoctonia solani (R). A:
Attraction, B : Attachement, C : Enroulement, D : Lyse des hyphes de I'hdte (Mukherjee,
2011).
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Figure 9. Les événements pré-contact de l'interaction Trichoderma-champignon hote.
Phase 1 : Trichoderma produit des composés de haut poids moléculaire qui atteignent
I'n6te. Phase 2: les produits de dégradation de faible poids moléculaire qui sont libérés par
les parois cellulaires de I'n6te atteignent Trichoderma et activent la cascade de l'expression

mycoparasitaire génétiquement (Vinale, 2008a)
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1.4.3. Métabolites secondaires et enzymes impliqués dans I'action antagoniste
de Trichoderma

Les Trichoderma spp. sont considérés comme une source abondante de métabolites
secondaires (Mukherjee et al., 2012), en effet 373 composés différents ont été identifiés dans
la base de données Antibase (Laatsch, 2012), dont certains ont une importance médicinale ou
agronomique (Sivasithamparam et Ghisalberti, 1998 ; Reino et al., 2008). Ces derniéres
années, un grand nombre de métabolites ont été isolés a partir d'espéces de Trichoderma
(Zhang et al., 2021). La production de métabolites secondaires par Trichoderma spp. depend
de la souche et comprend des substances antifongiques appartenant a diverses classes de
composés chimiques (Vinale et al., 2008b; Bhardwaj et Kumar, 2017).

Le pouvoir mycoparasitaire de Trichoderma sur un agent pathogéne est d0 a la production de
métabolites secondaires a activité antifongique et/ou la production d'enzymes hydrolytiques
extracellulaires. 1l existe des preuves directes et indirectes de I'implication des métabolites
secondaires (produits naturels) dans l'activité antagoniste de Trichoderma contre un nombre
considérable de bactéries, de levures et de champignons, ainsi que dans les effets benéfiques

que Trichoderma exerce sur les plantes cultivées (Zeilinger et al., 2016).

1.4. 3.1 Les métabolites secondaires

Les métabolites secondaires sont un groupe hétérogéne de composés naturels dont on
considére qu'ils aident l'organisme qui les produit a survivre et a assurer ses fonctions de
base, telles que la compétition, la symbiose, le transport des métaux, la différenciation, etc
(Demain et Fang, 2000). Les champignons appartenant au genre Trichoderma sont des
producteurs bien connus de meétabolites secondaires ayant une activité directe contre les
agents phytopathogeénes et les composeés qui affectent sensiblement le métabolisme de la
plante (Vinale et al., 2014). Les especes de Trichoderma peuvent produire un grand nombre
de métabolites secondaires de différentes classes de composés chimiques (Klein et
Eveleigh, 1998; Reino et al., 2008), dont on peut citer les peptaibols, les diketopiperazines
(gliotoxine et la gliovirine), les terpenes, les pyrones et les polykétides (Hermosa et al.,
2014).

1.4.3.1.1. Les peptaibols

Les peptibols sont constitués d'une chaine d'acides aminés reliés entre eux par des liaisons
dites peptidiques (Cardoza et al., 2005 ; Poirier, 2007). Ces peptides linéaires contiennent 7
a 20 acides aminés (Hermosa et al., 2014 ; Reino et al., 2008). Les peptides contenant de

I'acide a-aminoisobutyrique et un alcool C-terminal) constituent le plus grand groupe qui est
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caractérisé par une extrémité N-terminale acylée et un amino-alcool lié & un amide a
I'extrémité C-terminale (par exemple, phénylalaninol, valinol, tryptophanol, leucinol,
isoleucinol) (Zeilinger et al., 2016). Les peptaibols agissent en synergie avec les chitinases et
la P-1,3-glucanase dans I'inhibition de la germination des spores fongiques et de I'élongation
des hyphes (Schirmbock, 1994).

Les especes de Trichoderma sont généralement considérées comme la source la plus riche
en peptaibols et les especes les plus étudiées sont T. viride, T. brevicompactum, T. virens, T.
parceramosum, T. ghanense et T. harzianum (Neumann et al., 2015).

1.4.3.1.2. Les diketopiperazines

Dans cette classe de composeés, La gliotoxine et la gliovirine sont les deux plus importants
métabolites secondaires des especes de Trichoderma (Vinale et al., 2014) (Fig. 10).

- La gliotoxine : est le premier métabolite décrit chez Trichoderma (Brian, 1944), de type
fongistatique et qui a été impliquée dans l'antagonisme contre Rhizoctonia dans le sol des
les années 1930 (Weindling, 1934 ; Weindling et Emerson, 1936). Depuis, il a été
largement étudiée pour son réle dans le biocontrle des champignons pathogenes du sol
(Howell, 2006). Selon Pietro et al., (1993), la gliotoxine agit en synergie avec la chitinase

dans le processus d'activité antifongique de T. virens (Fig. 10).

- la gliovirine : est un métabolite avec de puissantes propriétés antimicrobiennes (en
particulier contre les Oomycetes) (Howell et al., 1993 ; 2003). C’est un composé qui a une
activité antifongique hautement toxique a 1’égard de Pythium ultimum Trow (Howell et
stipanovic, 1983) et l'espece Phytophthora palmivora (E.J. Butler) E.J. Butler agent

responsable de la maladie de la cabosse noire du cacao (Pakora et al., 2018) (Fig. 10).
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Figure 10. Structures des Diketopiperazines de Trichoderma spp : [1] gliotoxine isolée de
T. lignorum, [2] gliovirine isolée de T. virens, [2a, 2b] analogues de la gliovirine isolés de T.
longibrachiatum (Khan et al., 2020)
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1.4.3.1.3. Les terpénes

Les terpénes représentent l'un des plus grands groupes de produits naturels, qui comprennent
de nombreux métabolites secondaires ayant d'importantes activités pharmacologiques telles
que des activités antivirales, antibactériennes, antipaludéennes et anti-inflammatoires, ainsi
que l'inhibition de la synthese du cholestérol et une activité anticancéreuse (Hermosa et al.,
2014). Ces composeés ont été utilisés dans le biocontrdle pour leurs propriétés antifongiques,
a savoir les ergokonines et les viridines, et ces derniers sont produits en grande quantité par
Trichoderma (Sivasithamparam et Ghisalberti, 1998 ; Reino et al., 2008).

Les terpens comprennent les monoterpenes, les diterpene, les triterpénes, dont le composé
tétracyclique harziandione est déclaré étre le premier diterpene isolé de l'espéce
Trichoderma (Ghisalberti et al., 1992). Les sesquiterpénes de Trichoderma ont montré des
activités antibactériennes, antifongiques et neuroleptiques (Bennett et Klich, 2003 ; Berg et
al., 2003).

Les toxines fongiques connues sous le nom de trichothécénes constituent un groupe
particulier de sesquiterpénes, en effet, seules certaines espéces de Trichoderma peuvent
produire les trichothécénes, a savoir la trichodermine et le harzianum A (HA) (Cardoza et
al., 2011). Ce dernier produit par T. harzianum a des propriétés utiles pour les plantes et une
activité inhibitrice sur la croissance des champignons phytopathogenes (Malmierca et al.,
2012).

Récemment huit nouveaux dérivés du trichothécene, a savoir les trichodermarines, ont été
isolés de la souche fongique T. brevicompactum (G.F. Kraus, C.P. Kubicek & W. Gams) A-
DL-9-2 obtenue a partir du tissu interne de l'algue rouge marine Chondria tenuissima (Shi et
al., 2020). Ces composés ont été testés pour l'inhibition de la croissance de cing
champignons phytopathogenes (Botrytis cinerea, Cochliobolus miyabeanus (S. Ito &
Kurib.), Fusarium oxysporum f. sp. cucumerium J.H. Owen, Fusarium oxysporum f. sp.
niveum (E.F. Sm. ex Wollenw.) W.C. Snyder & H.N. Hansen, et Phomopsis asparagi Sacc.

et ont montré des activités inhibitrices significatives (Shi et al., 2020).
1.4.3.1.4. Les pyrones

Les pyrones constituent une famille de composés cycliques insaturés a six éléments constitués
de cing atomes de carbone et un oxygene, et contenant deux doubles liaisons (Lee, 2015).
L'un des premiers composeés antifongiques volatils isolés des espéces de Trichoderma est le 6-
pentyl-a-pyrone (6-PP.) (Fig. 11) ce composé est un agent aromatisant non toxique qui a été

synthétisé chimiquement a des fins industrielles avant sa découverte en tant que produit
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naturel (Cardoza et al., 2005). Le 6-PP appartient au groupe chimiquement diversifié des
métabolites de faible poids moléculaire ayant une pression de vapeur élevée a température
ambiante et une faible solubilité dans l'eau, classés comme composés organiques volatils
(COV) (Zeilinger et al., 2016). Celui-ci a été isolé pour la premiére fois a partir de T. viride
(Collins et Halim, 1972).

Par la suite, d'autres souches de Trichoderma (T. atroviride, T. harzianum, T. koningii) ont
également été identifiees comme productrices de 6-PP (Vinale et al., 2014). 1l est responsable
de l'ardbme de noix de coco dégagé par les colonies développées. Le 6-PP a montré des
activités antifongiques in vivo et in vitro contre plusieurs champignons phytopathogénes
(Vinale et al., 2008b). En effet le traitement par ce métabolite réduit la gravité de la
pourriture grise causée par B. cinerea sur les cotylédons de la tomate et les symptomes de la
maladie de Leptosphaeria maculans sur Brassina napus (colza) (Reithner et Mach, 2014). Il
a egalement réduit la croissance de F. oxysporum et de R. solani de 31,7 % et 69,6 %,
respectivement (Khan et al., 2020). De méme, le 6-PP trouvé chez T. harzianum T77 et SQR-
TO37 ont été utilisés pour la lutte contre les maladies du tronc de la vigne (Mutawila et al.,
2016).

o 0

Figure 11. La structure du 6-PP isolé de T. viride (Khan et al., 2020)

1.4.3.1.5. Les polyketides

Les polykétides constituent un vaste groupe de meétabolites secondaires qui contiennent
alternativement des groupes carbonyles et des groupes méthylénes (-CO-CH2-). Ce sont des
des produits naturels d'une immense importance clinique et économique et sont impliqués
dans la compétition et la communication entre les organismes (Zeilinger et al., 2016). Ce
groupe a une structure trés variée, de métabolites secondaires produits par les bactéries et
les champignons, comprend des substances ayant une activité antibiotigue comme les

tétracyclines et les macrolides (Zeilinger et al., 2015; Hermosa et al., 2014). lls
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représentent une partie importante des divers métabolites secondaires produits par les
espéces de Trichoderma (Atanasova et al., 2013b)

Les polykétides et leurs analogues sont connus pour leur activité antifongique. En 2017 cing
nouveaux polycétides fongiques comprenant I'ent-koninginine A, la 1,6-di-épi-koninginine
A, la 15-hydroxykoninginine A, la 10-désacétylkoningiopisine D et la koninginine T, ainsi
que deux analogues connus, la koninginine L et le trichokétide A ont été isolés et identifiés a
partir de I'extrait de culture de T. koningiopsis QA-3. Ces composés ont été testés pour leurs
activités antimicrobiennes contre les champignons phytopathogénes suivants (Bipolaris
sorokiniana Shoemaker, Ceratobasidium cornigerum (Bourdot) D.P. Rogers, Colletottichum
gloeosporioides Penz, Fusarium graminearum Schwabe, Fusarium oxysporum, Penicillium
digitatum (Pers.) Sacc., Physalospora piricola Nose, et Valsa mali Miyabe & G. Yamada) et
la plupart de ces composeés ont montré une activité antifongique. En effet, particulierement,
le composé trichokétide a montré une activité a large spectre contre lI'ensemble des huit

champignons phytopathogenes testés (Shi et al., 2017).
1.4.3.2. Les enzymes

Les champignons sont des hétérotrophes qui vivent a l'intérieur ou a la surface de leur
nourriture. 1ls se nourrissent en seécrétant des cocktails d'enzymes digestives qui
décomposent une diversité de biopolymeres, tels que la cellulose, I'neémicellulose, la lignine,
la chitine, les lipides et les protéines, il en résulte des produits solubles qui sont ensuite

absorbés par les cellules fongiques (Druzhinina et al., 2012 ;Wessels et Sietsma, 1881).
1.4.3.2.1. Les enzymes lytiques

Les espéces de Trichoderma inhibent la croissance des champignons phytopathogénes par la
production d'enzymes lytiques (Viterbo et al., 2002b). Ces derniéres sont des enzymes
hydrolytiques telles que les chitinases, les cellulases, les amylases, les B-1,3-glucanases, les
protéases et d’autres hydrolases qui dégradent la paroi cellulaire des champignons
phytopathogenes (Hamrouni, 2019). Elles sont parmi les principales enzymes impliquées
dans le mécanisme de défense déployé par Trichoderma (Howell, 2003 ; Harman, 2004a ;
Druzhinina et al., 2011). L’inhibition de la croissance est également potentialisée par des
substances biologiquement actives produites par les especes de Trichoderma qui inhibent la
synthese des parois cellulaires des agents phytopathogénes (Harman et al., 1993; Lorito et
al., 1993; Lorito ,1996a, b; Witkowska et Maj, 2002; Sanz et al., 2004).

Une partie fondamentale du systéme antifongique de Trichoderma repose sur une série de

genes codant pour une variété d'enzymes lytiques extracellulaires (Sanz et al., 2004).
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Il a été montré que les especes de Trichoderma produisent des enzymes hydrolytiques
comme les chitinases, les B-glucanases et les protéases pour dégrader les parois cellulaires
des champignons phytopathogenes (Dendouga et al., 2016 ; Bekkar et al., 2016) et que la
présence de chitinases et de B-1,3-glucanases est considérée comme la clé de la lyse des
parois cellulaires dans I'action mycoparasitaire contre les champignons phytopathogénes (De
La Cruzetal., 1992 ; 1995). Le mycoparasitisme de plusieurs souches de Trichoderma spp.
est lié a la présence d'enzymes lytiques telles que la chitinase et la -1,3-glucanase (Sahai et
Manocha, 1993). La production de ces deux enzymes a été induite par différentes souches
de Trichoderma harzianurn dans des milieux de culture contenant des parois cellulaires
composées de B-1,3-glucane et de chitine provenant des espéces Rhizoctonia solani et de
Sclerotium rolfsii Sacc. come seul source de carbone (Elad et al., 1982)

- Les chitinases

Les chitinases fongiques ont de multiples fonctions physiologiques, notamment la
dégradation de la chitine exogéne présente dans les parois cellulaires fongiques et le
remaniement de la paroi cellulaire pendant la croissance des hyphes, tout en sachant que les
génomes des champignons filamenteux contiennent généralement entre 10 et 25 genes
codant pour les chitinases différentes (Seidl, 2008). La premiere création d'une liste
compléte d'enzymes chitinolytiques basée sur des données de séquences genomiques a été

réalisée chez T. reesei E.G. Simmons (Seidl et al., 2008).

Les chitinases sont impliquées dans I'hydrolyse de la paroi cellulaire lors des attaques
mycoparasitaires par certaines especes de Trichoderma (Benitez et al., 2004 ; Hjeljord et
Tronsmo, 1998). Elles sont les principales enzymes hydrolytiques responsables de la
dégradation de la chitine (Henrissat et Bairoch, 1993). La chitine, qui est le composant le
plus abondant dans de nombreuses parois cellulaires fongiques (Song et Suh, 1996 ;
Nasraoui, 2015). C’est un homopolysaccharide composé d’unités N-acétyl-p-D-

glucosamine liées entre elles par des liaisons glycosidiques (1—4) (Saguez, 2007) (Fig. 12).

Les chitinases sont des glycosides hydrolases, qui assurent la rupture des liaisons B-1,4
glycosidiques qui lient les carbones C1 et C4 de deux résidus N-acétylglucosamine

consécutifs (Saguez, 2007). Elles peuvent étre classées en deux grandes catégories :

-Les endochitinases (EC 3.2.1.14) clivent la chitine au hasard a sites internes, générant des
multiméres de faible masse moléculaire GICNAc, comme le chitotétraose, le chitotriose et le
diacétylchitobiose (Dahiya et al., 2006).
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-Les exochitinases peuvent étre divisees en deux sous-catégories : les chitobiosidases (EC
3.2.1.29), qui catalysent la libération progressive de diacétylchitobiose a partir de I'extrémité
non réductrice de la microfibrille de chitine, et les p-(1,4) N-acétyl glucosaminidases (EC
3.2.1.30), qui clivent les produits oligomeres des endochitinases et des chitobiosidases,
générant des monomeres de GIcNAc (Sahai et Manocha, 1993).
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Figure 12. Structure moléculaire de la chitine (Okay, 2005)

B-1,3-Glucanase, est une enzyme (glycoside hydrolase) dégradant les B-1,3-glucanes. Un f3-
glucane est un polysaccharide entierement constitué de D-glucose liés par des liaisons béta.
Les liaisons peuvent étre B (1—3), B (1—4) ou B (1—06), les chiffres indiquant les atomes de
D-glucose concernes (Fig. 13). p-1,3-Glucan est un composant de la paroi cellulaire de la
plupart des champignons et les [-1,3--glucanases se sont avérées é&tre directement
impligquées dans l'interaction mycoparasitaire entre Trichoderma et son héte (Harman,
2000). Elles sont constituées principalement de deux enzymes, a savoir I'exo-glucanase (EC
3.2.1.58) et I'endoglucanase (EC 3.2.1.39) qui attaquent spécifiquement et qui agissent sur
les positions (1, 3) et (1, 6) du B-D-glucane pour libérer du glucose (Giese et al., 2011 ;
Chen et Wang, 2017 ; Sutherland, 1999)

CH;OH ] CH,OH
o] J ) o | o
(ID B-(1.6)-D-glucose branch
oH | OH ;

OH OH |
[

B-(1.3)-D-glucose B-(1.3)-D-glucose B-(1.3)-D-glucose

Figure 13. Structure du B-glucan des champignons (Abuajah, 2017)
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1.5. Induction de la résistance systémique chez les plantes par Trichoderma spp.

La résistance systémique induite (RSI) des plantes contre les agents phytopathogénes est un
phénomeéne trés répandu. En effet, apres une infection par un agent pathogene donng, les
plantes sont capables de déclencher une réponse immunitaire qui conduit & la production de
signaux au site de l'infection, qui se propagent ensuite de maniére systémique dans toute la
plante, ce qui va induire les plantes a développer une résistance contre une future attaque par

divers pathogénes microbiens (Heil, 2001 ; Srivastava et al., 2016).

La RSI est un phénoméne principalement induit par des micro-organismes phytopathogenes,
mais elle peut étre déclenchée par d'autres organismes, tels que Trichoderma qui a montré sa
capacité a protéger les plantes en renforgant leur systeme de défense par ’induction de leur
résistance systémique (Scherm 2007 ; Hartman et al., 2016). Plusieurs études ont montré le
role de certaines souches de Trichoderma dans I'amélioration de la résistance des plantes.
En effet les souches colonisent la surface des racines dans lesquels s’effectue la production
de différents composes (les peptides, les protéines et les composés de bas poids moléculaire)
ce qui induit la production d'éthyléne, une reponsse hypersensible et d'autres réactions liees a
la défense chez les plantes (Harman et al., 2004a; Scherm, 2007). Il a été montré que T.
asperellum peut pénétrer dans les racines des plants de concombre et coloniser I'épiderme et
le cortex racinaire externe (Yedidia et al., 1999). Ces interactions induisent également une
résistance de la plante héte aux agents pathogenes, méme dans sa partie supérieure (Yedidia
et al., 1999 ; Yedidia et al., 2003). Plusieurs génes de défense des plantes sont exprimés en
présence de certaines Trichoderma spp. par la voie de signalisation Acide/éthyléne ce qui
rend les plantes plus résistantes a l'infection par les pathogenes (Viterbo et al., 2002a)
(Fig.14).
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Figure 14. Interactions d'Hypocrea/Trichoderma spp. avec dautres organismes de la
rhizosphére. Les hyphes d'Hypocrea/Trichoderma spp. liberent plusieurs composants qui

déclenchent la résistance systémique de la plante (Druzhinina et al., 2011)

1.6. Stimulation de la croissance des plantes par les especes de Trichoderma

Trichoderma spp. ne se limitent pas a contrbler les agents pathogenes, mais favorisent
également la croissance des plantes et le bon développement des racines (biofertilisant). La
colonisation du systéeme racinaire par des souches de Trichoderma  entraine un
développement accru des systemes racinaires et/ou aériens et des rendements des cultures
(Yedidia et al., 2001). Il a été montré que la souche T-22 de T. harzianum augmente le
développement des racines du mais et de certaines autres plantes (Harman, 2000 ; Harman
et al., 2004a). 1l a aussi été montré que Trichoderma spp. améliore la croissance des plants de
laitue, de tomate et de poivron (Vinale et al., 2004 ; 2008b). La productivité des cultures

dans les champs a augmenté, apres traitement avec T. hamatum ou T. koningii, comme le
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montre la comparaison des parcelles traitées avec des témoins non traités sur la base de
mesures du poids des racines fraiches/seches et de la biomasse aérienne, de la hauteur des
plantes, du nombre de feuilles et de fruits (Benitz et al., 2004 ; Vinale et al., 2008b). Les
travaux de Sherm (2007) ont montré que la production des phytoalexines par la plante été

augmentée en présence de Trichoderma spp.
1.7. Application de Trichoderma en agriculture

Trichoderma spp. sont des agents de contr6le biologique tres efficaces dans la gestion des
maladies fongiques des cultures. Ces agents font preuve de mycoparasitisme a I'égard d'un
large éventail d'agents phytopathogénes. Pour lutter biologiquement contre ces derniers et
pour garantir une agriculture durable et un environnement plus sain, cette efficacité a été
exploitée pour la fabrication commerciale de biofongicides comme agent de biocontrdle. En
effet Trichoderma spp. ont été largement étudiées et sont actuellement commercialisées
comme biopesticides, biofertilisants et amendements du sol, en raison de leur capacité a
proteger les plantes, a ameliorer la croissance végétative et a limiter les populations
pathogenes dans de nombreuses conditions agricoles (Vinale et al., 2008a). Prés de 20
préparations fongiques de biocontréle sont a base de Trichoderma (Cumagun, 2012)
(Tableau 1). L'espece prédominante dans la majorité des produits a base de Trichoderma est
T. harzianum (83 %), dont 55 % sont associés a T. viride et 28 % a T. koningii (Woo et al.,
2014).

T. harzianum et T. viride largement utilisés sont principalement appliqués comme traitement
du sol dans environ 87 cultures diverses contre 70 pathogénes du sol et 18 pathogenes

foliaires, principalement des champignons (Sharma et al., 2014 ; Sharma, 2018).

Les biofongicides a base de Trichoderma sont aujourd'hui présentés avec plus de 250 produits
disponibles dans le monde et représentent environ 60% du marché international des
biofongicides (Topolovec-Pintari¢, 2019). Le pays le plus important en termes d'utilisation
massive des produits Trichoderma est I'Inde, qui représente 90 % du marcheé asiatique (Woo
et al., 2014), suivi par le Brésil dont la production est la plus importante en Amérique du Sud

et en Amérique centrale (Topolovec-Pintari¢, 2019).
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Tableau 1. Les biopesticides a base de Trichoderma commercialisés dans le monde
(Cumagun, 2012)

Promot PlusWP Promot PlusDD

Fulhumaxin 5.155C
BioSpark Trichoderma

Bio - Humaxin Sen Ving 65C,

Trichoderma spp.
Trichoderma koningii
Trichoderma harzianum

Trichoderma spp.

T. parceramosum,

Product Strain Company, Country

Topshield, Rootshield T. harziamum T-22 Bioworks, Geneva, N.Y.

T-22G, T-22B T. harzianum T-22 TGT Inc., New York

T35 T. harzianum Makhteshim-Agan Chemicals, Israel

Harzian 20, Harzian 10 T. harzianum Natural Plant Protection, Noguerres, France

F-stop T. harzianum Eastman Kodak Co., United States TGT Inc.,
New York

Supraavit T. harzianum Bonegaard and Reitzel, Denmark

Solsain, Hors-solsain, Plantsain Trichoderma spp. Prestabiol, Montpellier, France

ANTI-FUNGUS Trichoderma spp. Grondontsmettingen De Ceuster, Belgium

Ty Trichoderma spp. Mycontrol, Israel

GlioGard and SoilGard T. virens (Gliocladium virens) Grace-Sierra Co., Maryland

Bip T T. viride Poland

Tan Quy, Vietnam

TRiBI Trichoderma spp. National Institute of Plant, Vietnam

TRICO-DHCT Trichoderma spp. Can Tho University, Vietnam

Vi-DbK Trichoderma spp. Pesticide Corp., Vietnam

NLU-Tri Trichoderma virens Ho Chi Minh University of
Agriculture and Forestry, Vietnam

Biobus 1.00WP Trichoderma viride Nam Bac, Vietnam

An Hung Tuong, Vietnam

BioSpark Corporation, Philippines
T. pseudokeningii, and Ultraviolet
irradiated strain of T, harzianum

2. Donneées genérales sur les champignons phytopathogeénes affectants des cultures
stratégiques en Algérie

2.1. Fusarium culmorum

Fusarium culmorum (W.G. Smith) Saccardo est un champignon du sol largement répandu
dans le monde entier. C’est un agent pathogene affectant différentes céréales a petits grains,
en particulier le blé et l'orge. F. culmorum est I'un des agents pathogénes les plus nocifs
affectant le blé dur (Pasquali et al., 2013). Cette espéce est également connu comme un
agent pathogéne post-récolte, en particulier sur les céréales fraichement récoltées qui n‘ont pas
été séchées ou stockées correctement (Eifler et al., 2011; Lowe et al.,, 2012). Le F.
culmorum provoque deux maladies distinctes sur le blé : la pourriture du collet (FCR=
fusarium crown rot) ; aussi appelée pourriture du pied et des racines (Fusarium foot et

Fusarium root rot) et la fusariose de I'épi (FHB = fusarium head blight). Comme il est capable
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de produire toute une gamme de mycotoxines nuisibles a la santé humaine et animale
(Wagacha et Muthomi, 2007 ; Scherm et al., 2013 ; Siou, 2013).

En Algérie, le F. culmorum est considéré comme la principale espéce associée avec la
fusariose de I'épi et la pourriture du collet du blé (Laraba et al., 2017 ; Abdallah-Nekache et
al., 2019). Le blé dur (Triticum durum Desf.) est sensible a la fusariose de 1’épi et a la
pourriture du collet FHB. Il s'est avéré difficile d'améliorer sa résistance en raison de I'étroite

variation génétique de ce caractére dans le pool génétique du blé dur (Prat et al., 2014).

En Algérie, les céréales occupent une place importante dans le systeme alimentaire ainsi que
dans le secteur économique du pays. Ce sont principalement le blé dur et I'orge qui sont
produits, représentant respectivement 51% et 29% de la production céréaliere totale en
moyenne (MADR 2017). La superficie emblavée en céréales est en moyenne de 3 385 560 ha
(MADR 2017), dont le blé seul occupe une superficie de récolte de 1 974 987 ha, pour une
production de 3876876 tonnes, et un rendement de 19630 kg/ha (FOASTAT 2019).

2.1.1. Les symptomes de la maladie

La pourriture du collet (FCR): brdlure des semis avec mort de la plante avant ou apres la
levée ;coloration brune des racines et des coléoptiles des semis infectes ; coloration brune de
la sous-couronne et des deux a trois premiers entre-noeuds de la tige principale blanchiment
et formation d’épis inproductifs dans le cas des attaques sévéres (Hare et Parry 1996 ;
Scherm et al., 2013).

La Fusariose de I'épi : Les symptdomes comprennent des lesions brunatres sur I'épi, avec
I'apparition d'un ou plusieurs épillets prématurément blanchis, ou I’apparition de 1'épi entier
blanchis, qui est facilement observable lorsque le blé se trouve encore au stade de la
maturation, I'épi infectée reste vide ou contient des grains de couleur sombre (Scherm et al.,
2013).

2.2. Botrytis cinerea

Botrytis cinerea Pers. (téléomorphe Botryotinia fuckeliana de (Bary) Whetzel) est un
ascomyceéte phytopathogéne nécrotrophe qui provoque des moisissures grises (maladie de la
pourriture grise) sur une large gamme d'hdtes (Mosbach et al., 2011). Il est également
capable de se développer comme un saprophyte sur des matiéres végétales mortes et en

décomposition (Williamson et al., 2007). La pourriture grise est une maladie ancienne,
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connue depuis I'antiquité, est la maladie la plus répandue dans le monde, elle touche un grand
nombre de plantes, dont les légumes (par exemple, la tomate, le concombre), les plantes
ornementales (par exemple, la rose, le gerbera), les bulbes (par exemple, l'cignon) et les fruits
(par exemple, les fraise, les pommes, le raisin, etc.) (Diguta, 2010). B. cinerea affecte plus de
1400 espéces de cultures, dont beaucoup sont des cultures qui ont un intérét commercial
important (Fillinger et Elad, 2016). Ce pathogene peut attaquer la culture a n'importe quel
stade de son développement et peut infecter n'importe quelle partie de la plante (Benito et al.,
2000 ; Carisse et Van der Heyden 2015). De plus, ce pathogéne tres répandu est souvent
présent sous forme d'infection latente il s'agit donc d'une maladie dite latente dont 1’agent
causal pénétre dans le tissu végétal par des blessures ou des ouvertures naturelles
(Fernandez-Baldo et al., 2011). La latence est généralement définie comme la période entre
I'infection et I'apparition des symptomes visibles et peut, dans le cas de B. cinerea, étre
longue et variable (De Kock et Holz, 1992).

En Algerie, la pourriture grise est I'une des plus redoutables maladies de la tomate (Solanum
lycopersicum L.). La tomate est l'un des legumes-fruits les plus importants pour la
consommation humaine en Algérie et considérée comme un aliment tres nutritif en raison de
sa teneur élevée en vitamines A et C ainsi qu'en lycopéne - antioxydant naturel, que I'on ne
trouve pas dans les autres cultures de solanacées (Chohan et al., 2015). Ces derniéres
années, la culture de cette plante a connu un développement trés rapide (Lakhdari et al.,
2017). C’est I'une des plus importantes cultures de Solanaceae qui fait partie des cultures
industrielles du payais. En effet, celle-ci est confrontée a plusieurs problémes dont
notamment la pourriture grise qui entraine une baisse importante de la production et une

détérioration de la qualité du fruit.
2.2.1. Symptdme de la pourriture grise sur tomate

B.cinerea est capable d'attaquer toutes les parties aériennes de la plante. Il provoque
I’avortement des fleurs et la chute prématurée des jeunes fruits (Eden et al., 1996). Les
symptémes sur fleurs, conduisent a la perte totale de la récolte et sont foudroyantes. Au
niveau des feuilles, les blessures nécrotiques se développent soit sous forme de cercles
concentriques autour du lieu de I'infection, soit sous forme de brllure sur la nervure médiane.
Au niveau des tiges, des chancres se forment, ce qui peut entrainer la mort des plantes ; les
symptdmes sur les fruits sont de deux types, on observe des halos jaunatres appelés « taches
fantdmes » lorsque l'infection a été initiée mais stoppée par les mécanismes de défense de

I'n6te, ou on observe encore une pourriture mole (Aissat, 2008).

29



2.3. Alternaria solani

Les especes du genre Alternaria sont trés communes et abondantes. En général, toutes les
especes de ce genre, y compris Alternaria solani ont une répartition géographique mondiale
(Rotem, 1994). Le genre Alternaria comprend des champignons saprophytes ainsi que des
especes phytopathogénes qui ont un impact économique important (Wolters et al., 2018).
Elles provoquent l'alternariose (Early blight) de la pomme de terre (Solanum tuberosum L.)
I'une des principales maladies fongiques de la pomme de terre et des autres solanacées ; une
maladie grave du feuillage et des tubercules de la pomme de terre, présente dans la plupart
des régions productrices de pommes de terre du monde entier (Christ et Haynes 2001 ;
Leiminger et al., 2013 ; 2014 ; Alvarenga et al., 2016 ; Abuley et Nielsen, 2017).

En effet, l'alternariose de la pomme de terre est considérée comme la deuxiéme maladie
foliaire la plus destructrice des cultures de pommes de terre dans le monde apres le mildiou
(Late blight) causé par Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (De Vijver, et al., 2019)
l'alternariose peut entrainer des pertes de rendement allant jusqu'a 50 % (Horsfield et al.,
2010 ; Leiminger et Hausladen, 2012).

En Algérie, au cours de ces derniéres années, cette maladie est devenue une menace
majeure pour la production de la pomme de terre et des incidences élevées de l'alternariose
(pouvant atteindre 80 %) ont été enregistrées dans les régions du nord-ouest de I'Algérie
(Bessadat et al., 2016). La pomme de terre est une culture importante en Algérie. Elle est
répartie difféeremment dans les différentes zones bioclimatiques du pays. Elle occupe une
place importante dans plusieurs régions d'Algérie, du nord au sud et de I'est a I'ouest (Ayad
et al., 2019). Tant du point de vue de la surface que de la production, la culture de la pomme
de terre occupe la premiére place parmi les cultures maraichéres cultivées en Algérie
(Messaoudi , 2019)

2.3.1. Symptdme de I'alternariose de la pomme de terre

Les symptomes typiques de la maladie sont caractérisés par des lésions sombres et
concentriques, semblables a des anneaux, qui sont limitées par les nervures des feuilles
(Waals et al., 2003 ; Abuley et Nielsen, 2017). Les symptémes sont initialement observés
sur des feuilles plus agées et vieillissantes (Waals et al., 2003). En général, la maladie
s'intensifie sur les pommes de terre agées ou vieillissantes (Pelletier et Fry, 1990). Sur les
tubercules, l'alternariose se manifeste par I'apparition d'une pourriture séche de couleur brun-
violet. L'alternariose est une maladie qui se caractérise par sa nature multicyclique, plusieurs

infections se manifestant tout au long de la saison de croissance (Weber et Dennis, 2012).
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Mais sa gravité varie d'une année a lautre en fonction des conditions climatiques
(principalement la température et I'humidité), de I'dge de la culture et de la maturité de la
pomme de terre (Rotem, 1994). Le champignon peut se conserver dans le sol, sur des

résidus de culture ou des tubercules infectés.

2.4. Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani J.G. Kihn, (téléomorphe Thanatephorus cucumeris Frank Donk),
l'espéce la plus importante du genre Rhizoctonia, est un champignon phytopathogéne
nécrotrophe tres répandu dans le sol qui cause des dégats a un large éventail de cultures
importantes sur le plan économique (Banville, 1989 ; Sneh et al., 1996 ; Ogoshi, 1996) ;
Ajayi-Oyetunde et Bradley, 2017). Comme il peut attaquer des plantes spontanées
appartenant a différentes familles botaniques (Roussell et al., 1996). Parmi les cultures
affectées, la pomme de terre. Une importante propagation de cet agent pathogéne peut avoir
lieu dans différentes parties du monde par le biais de tubercules contaminés (Ferrucho et
al., 2012 ; Mumia et al., 2018).

En Algérie les variétés les plus communément rencontrés (Spunta, Kondor, Désére et
Timate) de la pomme de terre sont touchées par R. solani (Midoune, 2014). En effet ce
dernier est ’agent causal de différentes maladies. Il est associé a des chancres sur la tige
(stem cankers) et a des défauts sur les tubercules. Ces maladies peuvent causer des
dommages quantitatifs et qualitatifs a la culture. Les pertes quantitatives sont dues a
I'infection des tiges, des stolons et des racines, qui affectent Ila taille et le nombre des
tubercules, tandis que les pertes qualitatives sont principalement dues a la production de
tubercules déformés et fissurés et aussi dues au développement de sclérotes a la surface des
tubercules appelés rhizoctone brun (black scurf) (Woodhall et al., 2007 ; Carling et al.,
1989).
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Chapitre 2. Matériel et méthodes
1 Materiel

1.1 Matériel fongique
1.1.1. Agent pathogéne

Quatre isolats pathogénes des espéces, F. culmorum, Botrytis cinerea Alternaria solani et
Rhizoctonia solani isolés respectivement du collet du blé, de la tomate et de la pomme de
terre, ont été fournis par le laboratoire de Mycologie du Département de Botanique de I'Ecole
Nationale Supérieure Agronomique (ENSA). Les isolats ont été maintenus sur milieu PDA et

stockés a 4°C jusqu'a leur utilisation.

1.2. Matériel végétal

Le blé dur (Triticum durum Desf) (variété Vitron), a été utilisé pour le test in vivo. Ce
cultivar largement cultivé en Algérie a été sélectionné sur la base de sa sensibilité¢ a la
fusariose en plein champs dans en Algérie. Les semences de ce cultivar ont été aimablement
fournies par I''TGC (Institut Technique des Grandes Cultures) d'Alger. Pour vérifier la
faculté de germination des graines, un test de germination a été effectué. Les graines ont été
placées sur un papier buvard humide au fond d'une boite de Petri a température ambiante

(20°C a 25°C), et apres une semaine, nous avons compte les graines germeées.

2. Méthodes
2.1. Echantillonnage du sol pour I'obtention de Trichoderma

La collection des échantillons a été effectuée dans différentes régions d'Algérie (Nord, Est,
Ouest et Sud) (Tableau 2) a partir des sols agricoles d'un certain nombre de cultures
(pommes de terre, blé, haricots, poivrons, lentilles, petit pois et pois chiche) ainsi que des
sols de palmeraies, de jardins publics et d'oliveraies. Les prélevements de sol ont été
effectués a partir des couches superficielles a une profondeur d’environ 15 a 20 cm. Des
échantillons de sol rhizosphérique ont également été prélevés sur différentes cultures telles
que le pois chiche, le blé, I’ haricot, 1'avoine, la tomate ainsi que le palmier dattier. Les
échantillons ont été apportés au laboratoire, puis séchés a l'air libre et conservés a

température ambiante jusqu'a leur utilisation.

32



Tableau 2. Régions et dates de prélevement des sols

Régions Dates de prélevements Nombre d’isolat
Adrar Décembre 2013 6
Chlef Septembre 2013 1
Béjaia Avril 2014 3
Blida Octobre 2013 4
Tlemcen Septembre 2013 1
Tiziouzou Juin 2013 1
Alger Septembre 2013 22
Jijel Mars 2014 1
Sétif Janvier 2014 2
Constantine Octobre 2013 2
Medea Mai 2014 1
Mostaganem Février 2014 13
Mascara Juin 2013 1
Boumerdes Juin 2013 33
Oran Septembre 2013 1
Tipaza Septembre 2013 1
Ain Timouchent Septembre 2013 1
Ghardaia Septembre 2013 1

2.2. Isolement de Trichoderma spp.

La technique de dilution en suspension decrite par Rapilly (1968) a été utilisée, chaque
échantillon de sol (10 g) a éte mélangé avec 90 ml d'eau distillée stérile et agité pendant 30
minutes, puis une série de dilutions de 10? a 10* a été préparée pour chaque suspension de
sol. Une aliquote de 10 ml de la dilution choisie a été ajoutée au flacon contenant 90 ml de
milieu Potato Dextrose Agar (PDA) en surfusion (Annexe 1). Apres avoir versé le milieu
PDA dans des boites de Petri, elles ont éte incubées a 22°C sous lumiere continue pendant 4 a
7 jours ou jusqu'a ce qu'une croissance fongique soit observée. Les colonies de Trichoderma
spp.ont été sélectionnées en fonction de leur morphologie et de la morphologie des
conidiophores, des phialides et des conidies. Les colonies de Trichoderma ont d'abord été
purifiées par une série de repiquage sur milieu PDA puis par monospore, et incubées a 22 ° C
pendant 7 a 10 jours. Une fois purifiées, les cultures ont été conservées dans des tubes inclinés

contenant le milieu PDA a 4°C jusqu'a leur utilisation.

2.3. ldentification des isolats de Trichoderma spp.
2.3.1. Identification morphologique

Des observations culturales et morphologiques ont été effectuées sur des cultures fongiques

qui ont poussé sur milieu PDA a 25°C sous lumiére blanche artificielle pendant 3 a 7 jours.
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Les caracteéristiques culturales comprenaient la croissance, la couleur, I'aspect de la colonie,
la production de pigment dans le milieu. Les caractéristiques microscopigques comprenaient
la morphologie des conidies, du condidiophore et de ses ramifications, ainsi que la
morphologie des phialides. La présence de chlamydospores et leur morphologie ont été
également prises en considiration. Les isolats fongiques ont été attribués au genre
Trichoderma en fonction des caractéres morphologiques décrits par Rifai (1969), Bissett
(19914, b, c), Gams et Bissett (1998) et Samuels et al. (2002).

2.3.2. Identification moléculaire

L'identification de Trichoderma spp. au niveau de l'espéce a été basée sur le séquencage de
I'ADN des régions 1 et 2 des espaceurs internes transcrits (ITS1 et ITS2) de 'ADNr et d'une
partie du gene du facteur d"élongation -lalpha (TEF 1-a)

2.3.2.1 Extraction de I'ADN

L'ADN génomique a éte extrait selon le protocole décrit par Lee et Taylor (1990) avec
quelques modifications. Le mycélium de Trichoderma spp. a éteé prélevé apres 4 jours de
culture dans un milieu PDB (Potato Dextrose Broth) (Annexe 1) a l'obscurité a 25°C. Le
mycélium a été recupéré par centrifugation pendant 15 minutes a 8000 tours/minute dans une
microcentrifugeuse, le surnageant étant éliminé. Une quantité de 100 pl du tampon
d’extraction a €té ajouté (200 mM Tris HCL pH 8,5, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0,5%
SDS). Le mycélium a été ensuite broyé avec un broyeur conique, ajusté exactement au tube et
homogénéisé par agitation manuelle pendant une minute. Ensuite, les échantillons ont été
places d'abord pendant 20 minutes a - 20 °C, puis pendant 20 minutes a 65 °C et 20 minutes a
- 20 °C. Des volumes de 200ul du tampon d'extraction ont €té ajoutés et le mycélium a été a
nouveau broyé pendant une minute. Les échantillons ont été placés ensuite pendant 30
minutes a 65 °C. Un voulme de 150 pl d'acétate de sodium 3 M, pH 5,2 a été ajouté et les
échantillons ont été incubés a - 20 °C pendant 10 min. Le lysat (aprés 10 minutes a
température ambiante) a été centrifugé a pleine vitesse a 4 °C pendant 20 minutes et le
surnageant a été transféré dans un nouveau tube de 1,5 ml. L'ADN a été précipité par l'ajout
de 450 pul d'isopropanol glacé. Aprés 15 minutes a température ambiante, I'ADN a été mis en
pelote a pleine vitesse pendant 30 minutes a 4 °C (apres avoir éliliné le surnageant de
centrifugation). La pelote a été lavée deux fois avec de I'éthanol glacé a 70 %, ensuite
centrifugée pendant 5 minutes a pleine vitesse (aprés élimination des surnageants de
centrifugation), puis la pelote a été séchée a 65 °C pendant 15 minutes. L'ADN a été remis en
suspension dans 20 pl d'eau stérile ultra pure et la qualité de '’ADN a été ensuite controlée

sur un gel d'agarose.
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2.3. 2.2. Amplification de I'ADN par PCR
Amplification de la région ITS de d’ADNr

Deux amorces décrites par White et al. (1990) : ITS1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGGGGG-
3) et ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3') ont été utilisées pour I’amplification de la
région ITS. L'amplification a été réalisée dans un volume total de 25 pl en mélangeant 1 pl
d'’ADN, 1 pl de chaque amorce, 12,5 ul d'ADN polymérase Taq (MyTaq HS Mix) et 9,5 pl
d'eau ultra-pure. Les conditions de cycle thermique pour I'amplification étaient les suivantes :
une dénaturation initiale a 95 °C pendant 1 minute, suivie de 34 cycles consistant chacun en
une étape de dénaturation a 95 °C pendant 15 s, une hybridation a 55 °C pendant 15 s et une
extension a 72 °C pendant 10 s puis une derniére période d'extension a 72 °C pendant 10 min.

Amplification d’une partie du géne TEF 1-a

La séquence TEFl-o. a été amplifiee par le couple damorces EF1-728F (5-
CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3") et EF1-1199R (5-GGGAAGTACCMGTGATCATGT-
3") (Druzhinina et al., 2005) dans un volume total de 25 pl, en mélangeant 1ul d'ADN, 1pl
de chaque amorce, 12,5ul d'ADN polymérase Taq (MyTaqg HS Mix) et 9,5 ul d'eau ultra-pure.
Les parametres d'amplification suivants ont éte utilisés: dénaturation initiale pendant 7 min a
95 ° C, suivie de 34 cycles de dénaturation pendant 30 s a 95 ° C, une hybridation pendant 45
s a 58 ° C, extension pendant 30 sa 72 ° C et une étape finale d'extension a 72 ° C pendant 10
min. Les produits amplifiés ont été séparés sur un gel d'agarose a 1,5% a 90 V et un marqueur

d’ADN d’un poids moléculaire de 1 Kb a été utilisé comme témoin.
2.3.2.3. Sequencage

Les produits PCR ont été purifiés par le kit ’PCR clean-up, Gel extraction’’ et transférés
dans des tubes de 1,5 ml, puis 2,5 ul d'amorces (les mémes amorces utilisés pour
I’amplification des ITS et du Tef- 1 a ont été utilisées pour le séquencage) ont été ajoutés a
chaque tube, et les tubes ont été séchés a l'air a 65 °C. Apres le séchage, des quantités de 10 pl
d'eau ultra-pure ont été ajoutées a chaque tube et ont ensuite été envoyées pour séquencage

par le laboratoire Eurofin Scientific (Luxembourg).

Les séquences obtenues ont été traitées par le logiciel BioEdit version 7.0 et ensuite

comparées aux séquences de la banque génomique NCBI.

2.3.2.4. Analyse phylogénétique

Les analyses phylogénétiques ont été effectuées en utilisant le logiciel Mega (Molecular

Evolutionary Genetics Analysis) version 7.0. L'alignement des séquences a été effectué par le
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programme clustal et I'arbre phylogénétique a été obtenu par la méthode Neighbor-Joining
(NJ). Les supports relatifs des groupes obtenus par NJ ont été estimés en utilisant 100
réplications de la procédure bootstrap.

2.4. Effet de la température sur la croissance des isolats de Trichoderma spp.

Cette étude a été menée pour déterminer le taux de croissance a differente température et la
température de croissance optimale selon le protocole établi par Samuels et al. (2002).

2.4.1. L'effet de la température sur la croissance des isolats de Trichoderma spp. sur
milieu PDA et SNA

Des boites de Petri contenant le milieu PDA ou SNA (Annexe 1) ont été inoculées avec des
explants mycéliens (5 mm) d’une culture agée de 7 jours de chaque isolat de Trichoderma a
1,5 cm de la périphérie de la boite. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque isolat/
milieu, les cultures ont été incubées a différentes tempeératures, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C,
30°C, 35°C et 40°C a l'obscurité et la croissance de chaque colonie a été enregistrée toutes les

24 heures jusqu'au 4¢me jour de I’incubation.

2.5. Evaluation de P’activité antagoniste in vitro des isolats de Trichoderma spp.

L'effet antagoniste de tous les isolats de Trichoderma a 1’égard des quatre agents
phytopathogenes (F. culmorum, Botrytis cinerea Alternaria solani et Rhizoctonia solani) a été

évalué sur milieu PDA par des tests de confrontation directe et indirecte.

2.5.1. Confrontation directe

Le test a été réalisé selon le protocole décrit par Benhamou et Chet (1996) ou l'antagoniste
et ’agent pathogene ont été co-inoculés dans la méme boite de Petri (90 mm de diamétre),
contenant le milieu PDA. Deux explanst de mycélium (5 mm de diametre) obtenus a partir
des marges actives des cultures en croissance de colonies des deux champignons agées de 7
jours ont été placés a une distance de 5 cm et a une équidistance du centre de la boite de Petri.
Pour le témoin, un explant de mycélium de 5 mm de diametre de I'agent pathogene a été placé
de la méme maniere dans la bofte de Petri sans I'antagoniste. Les cultures ont €été incubées a
25 °C a l'obscurité pendant 7 jours. Les boites de Petri ont été examinées quotidiennement

pour évaluer la réduction de la croissance des colonies de l'agent pathogéne (Fig. 15)
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Boite de Petri

Trichoderma spp. Pathogéne
5cm
Milieu PDA

Figure 15. Schéma de la confrontation directe du pathogéne et de Trichoderma spp.
sur milieu PDA

2.5.2. Confrontation indirecte

Selon le protocole décrit par Olivier et Germain (1983), des explants mycéliens de 5 mm de
diametre obtenus a partir des marges actives de cultures agées de 7 jours de chaque agent
pathogene (F. culmorum, Botrytis cinerea Alternaria solani et Rhizoctonia solani) et de
chaque antagoniste ont été placés au centre de deux boites de Petri séparées contenant du
milieu PDA. Les couvercles des boites de Pétri ont éte retirés, et un assemblage a été fait par
superposition des boites, Trichoderma en bas et lI'agent pathogéne en haut. Pour éviter la perte
de substances volatiles, les boites superposées ont été entourées de parafilm. Comme témoin,
deux boites contenant du PDA ont été superposees, la boite supérieure inoculée avec des
fragments de mycélium de 5 mm de diamétre de l'agent pathogene et la boite inférieure
contenant uniquement du milieu PDA.Trois répétitions pour chaque traitement ont été réalisés
et les cultures ont été incubées a 25 °C a l'obscurité pendant 4 jours et des mesures de la

croissance de la colonie de I'agent pathogene ont été enregistrés (Fig. 16).

Parafilm

Trichoderma spp.

Figure 16. Schéma de la confrontation a distance entre le pathogene et Trichoderma spp.

sur milieu PDA
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Le pourcentage d'inhibition de la croissance de I'agent pathogéne dans les deux confrontations
est évalué selon la formule : T (%) = [1- (C, /Co)] x100. C,: diamétre de la colonie des agents
pathogénes en présence d'isolats de Trichoderma (mm). Co: diametre de la colonie des témoins
(mm).

2.6. Essai de protection (in planta) des plants de blé a I’égard de la pourriture du collet
causée par F. culmorum par l’utilisation de quelques isolats de Trichoderma spp.

Cing isolats de Trichoderma spp., T a. 09 (T. atroviride P. Karst.), T 0. 15 (T. orientale
(Samuels & Petrni) Jaklitsch & Samuels), T af. 17 ; T af. 37 (T. afroharzianum P. Chaverri,
F.B. Rocha, Degenkolb & Druzhin.) et T g. 39 (T. gamsii Samuels & Druzhin) qui ont montré
une forte inhibition par les tests in vitro contre F. culmorum ont été sélectionnés pour les
essais de protection du blé a 1I’égard de la pourriture du collet causée par le méme agent

pathogene.
2.6.1. Traitement des graines de blé par Trichoderma spp.

Les conidies ont été prélevées par raclage de la surface des isolats de Trichoderma agés de 7
jours, cultives sur un milieu PDA a 25°C, et mises en suspension dans 50 ml d'eau distillée
stérile. La concentration des conidies a été ajustée a 107 spores/ml. Les graines de blé ont été
désinfectées pendant 5 minutes dans de I'hypochlorite de sodium a 5 %, puis rincées trois fois
a l'eau distillée stérile, séchées sur du papier filtre stérile, puis trempées dans la suspension de
spores de Trichoderma a raison de 3 ml par 10 g de graines de blé et laissées pendant 2 heures

a température ambiante avant le semis.
2.6.2. Inoculation par F. culmorum

L'inoculation a été effectuée selon la méthode décrite par Demirci et Dane (2003). Des
graines de blé enrobées de la suspension de spores de Trichoderma ont été plantées a raison
de 5 graines dans chaque pot (9x9x9,5) cm, a une profondeur de 2 cm dans un mélange de
terre et de terreau préalablement stérilisé (2/1) puis immédiatement inoculées en placant un
fragment de mycélium de 5 mm de diametre prélevé sur des colonies de pathogenes (F
culmorum) agées de 7 jours en contact direct avec chaque graine. Les graines et les inoculums

ont été recouverts par le mélange de terre.

Les pots ont été placés dans une serre a 25 + 2 °C jour/nuit. Quatre répétitions par isolat ont
été utilisées, et chaque répétition consiste en deux pots. Des graines non traitées plantées en
contact avec un fragment mycélium du pathogéne de 5 mm de diametre ont été utilisées
comme témoins positifs et des graines non traitées plantées en contact avec des disques de 5

mm de diameétre du milieu PDA ont été utilisés comme témoins négatifs.
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2.6. 3. Notation des symptomes

Les plants ont été observés périodiquement pour suivre l'apparition et la progression des
symptomes. Les notations sont effectuées aprés 40 jours du semis, au moment ou les plants
sont arrachés. L’intensité de la maladie sur le collet du blé a été évaluée sur une échelle de 0 a

3, comme décrit par Grey et Marthre (1988) :

0 : Absence de symptéme.
1 : noircissement ou brunissement de 1 a 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.

L'indice de maladie (IM) a été calculé a l'aide de I'équation suivante :
IM=(0xFO+1xF1+2xF2+3xF3)/N

Ou:

- IM = indice de maladie.

- F = nombre de plants pour chaque degré dans I'échelle d'évaluation de 0 a 3.

- N = nombre total de plants utilisés.

Le pourcentage de réduction de l'indice de maladie a été calculé a l'aide de la formule

suivante:
PR (%) = [1 - (IM1/ IMo)] x 100
Ou:

- IM~ : indice de maladie des plants provenant de semences traitées avec Trichoderma et

inoculées avec F. culmorum,

- IMo : indice de maladie de témoin positif (plants provenant de semences non traitées et

inoculées avec F. culmorum).
2.7. Analyses statistiques

Les résultats des tests effectués in vitro et in vivo ont été soumis a une analyse de la variance
(ANOVA) par lutilisation du logiciel Statistica version 6. Les différences entre les
moyennes ont été déterminées a l'aide du test HSD de Tukey et les résultats ont été jugés

significatifs au seuil de 5 % (P < 0,05) avec un intervalle de confiance de 95 %.
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Chapitre 3. Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Identification des souches de Trichoderma

1.1.1. Identification morphologique

Quarante-six colonies formées sur milieu PDA ont été attribuées au genre Trichoderma sur la
base de caractéristiques morphologiques. Apres quatre jours de culture, les 46 colonies
présentaient une croissance rapide et une distribution irréguliere de pustules blanches, jaune
ou vertes sur la surface des cultures sur milieu PDA (Fig. 17). La couleur de ces colonies
varie du vert foncé a jaune ou jaune foncé. L'observation microscopique a montré un
mycélium composé d'hyphes hyalins a paroi lisse, de conidiophores tres ramifiés, en forme
pyramidale portant des phialides lagéniformes. Celles-ci sont disposées en verticilles en
position terminale sur les branches du conidiophore, ou moins fréqguemment seules ou en
verticilles directement sous les cloisons le long du conidiophore et de ses branches (Fig. 17).
Ainsi que de nombreuses conidies de forme arrondie ont été observées, tandis que certains
isolats présentaient des chlamydospores globulaires, terminales ou intercalaires (Fig. 17).
Autre particularité importante & mentionner dans cette étude est I'odeur de noix de coco

dégagée par certains isolats.

1.1.2. Identification moléculaire des especes de Trichoderma spp.

L'amplification de la région ITS a donné une bande unique d'environ 600 paires de bases (pb)
pour tous les isolats de Trichoderma (Fig. 18). Aprés séquencage, les séquences ITS ont été
comparées aux séquences ITS de la base de données GenBank (NCBI), a l'aide du BLAST
(Base Local Alignment and Search Tool) (Annexe 2). Le résultat a été le suivant : seuls 23
isolats ont été identifiés parmi les 46 étudiés dont 11 isolats ont été identifiés comme étant T.

atroviride, 9 isolats comme étant T. afroharzianum et 3 isolats comme étant T. harzianum.
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Figure 17. Aspect microscopique des conidies, des conidiophores et des phialides de
Trichoderma spp. T.afroharzianum G 10x40 x 2.6 (a), T. harzianum G 10x40 x 2.6 (b), T.
atrobrunneum G 10x40 (c), T. guizhouense G 10x40 x 2.3 (d), T. atroviride G 10x40 (e, f),
T. orientale G 10x40 (g), T. gamsii G 10x40 (h), chlamydospores et mycélium de T. gamsii
G 10x40 (i), chlamydospores et mycélium de T. atroviride G 10x40 (j), conidies (k), pustules
sur milieu PDA a 25°C (1)
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600 pb

Figure 18. Profil d’amplification par PCR de I’ADNr de la région ITS de quelque isolats de
Ttrichoderma spp., utilisant des amorces ITS1 et ITS4 (M : marqueur de poids)

Les sequences ITS de ces isolats ont montré une grande similarité rangée entre 99 et 100%
avec les séquences des isolats existants au niveau de GenBank. Les autres (23 isolats) n‘'ont
pas pu étre identifiés en raison de la grande similarité avec plus d'une espece sur GenBank

pour le méme isolat.

L'amplification du géne TEF 1-o a donné une seule bande d'environ 700 (pb) pour tous les
isolats. Les 46 séquences TEF 1-o de Trichoderma ont été comparees aux séquences TEF 1-a
du GenBank et ont montré une grande similarité classée entre 98 et 100% avec les sequences
d’espéces telles que T. atroviride, T. harzianum, T.afroharzianum, T. atrobrunneum, T.
guizhouense, T. orientale et T. gamsii (Annexe 2). Sur la base de ces résultats, les 46 isolats

de Trichoderma ont été identifiés et attribués a des espéces de Trichoderma.

Le plus grand nombre (23 isolats) identifiés appartenait au complexe d'especes de T.
harzianum avec 17 isolats de T.afroharzianum (T af) avec une similarité de (98, 22 - 100%)
par rapport aux souches types de 1’espece T. afroharzianum ( FJ463301.1 GJS 04-186
CBS:124620 et T.afroharzianum KP115273.1 - BPI:GJS 08137), 4 isolats de T. harzianum (T
h) avec (98,16 -99,32%) de similarité avec les souches types de T. harzianum (AY605833
CBS : 226.95) et T. harzianum : FJ463308.1 GJS 06-124, 1 isolat de T. atrobrunneum (T at)
avec 99,81% de similarité avec T. atrobrunneum FJ463392.1 GJS 05-101 et 1’isolat T.
guizhouense (Tgu) avec 99,81% de similarité avec la souche type de T. guizhouense
(JN215484.1 HGUP0038 CBS : 131803). Parmi les 46 isolats, 12 isolats ont été attribués a
I'espéce T. atroviride (T a), avec un pourcentage de similarité de 100% avec T. atroviride :
KJ871107. DAOM : 230838 et AF456894.1 G.J.S. 95-8. T. gamsii (T g) était représenté par
10 isolats ayant (99, 40- 100%) de similarité avec T. gamsii : KJ871264.1 DAOM : 233985 et
une seule souche a été identifiée comme T. orientale (T o) avec 99% de similarité avec T.
orientale : EU401581.1 G.J.S 88-81 (Tableau 3).
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Les sequences TEF 1-a de Trichoderma spp. obtenues dans la présente étude ont été déposees
dans la base de données européenne tandis que les séquences ITS ont été déposées dans la
base de données Genbank du NCBI sous les numeéros d'accession indiqués dans le tableau 3.
L'aspect morphologique de chaque espéce est illustré dans la Figure 19. Les 46 isolats de

Trichoderma sont répartis dans différents lieux géographiques en Algérie (Fig.20).

1.1.2.1. Analyse phylogénétique

L'arbre phylogénétique basé sur les analyses des séquences TEF 1-o et montrant la position
des 46 isolats de Trichoderma spp. par rapport aux séquences de réferences des especes de
Trichoderma déposées dans les banques génomiques et aux séquences des souches types de
Trichoderma spp. est présenté dans la Figure 21. Les analyses bootstrap pour 100
réplications, en ne considérant que les valeurs supérieures a 50%, montrent la présence de

trois groupes principaux.

- Le premier groupe principal, soutenu par des valeurs bootstrap de 97%, comprend les 23
isolats appartenant au complexe d'especes de T. harzianum. Ce méme groupe est subdivisé en
deux sous-groupes, dans le premier sous-groupe soutenu par des valeurs bootstrap de 97% est
regroupé l'unique isolat T. guizhouense 46 avec les souches type de T. guizhouense
(JN215484.1 HGUP0038 CBS : 131803) et les souches de référence (T.guizhouense :
MG797484.1 GJS 08-102, T. guizhouense : MG797483.1 GJS 08-121 et T. guizhouense :
MG797482.1 VAB-T047). Le deuxieme sous-groupe, dont la valeur bootstrap est de 52 %,
est subdivisé en deux sous-groupes. Le premier, dont la valeur bootstrap est de 75%,
comprend les quatre isolats de T. harzianum regroupés en deux sous-groupes. Le premier
sous-groupe soutenu par une valeur bootstrap de 100% comprend l'isolat T. harzianum 18
regroupé avec la souche type de T. harzianum (AY605833 CBS : 226,95) et la souche de
référence (T. harzianum : AY605777.1 DAOM 229907), et le second sous-groupe soutenu par
une valeur bootstrap de 79 % comprend T. harzianum 23, T. harzianum 24 et T. harzianum 34
avec la souche de référence FJ463308.1 GJS 06-124. Le second, dont la valeur bootstrap est
de 68%, est divisé a son tour en deux sous-groupes. Dans le premier, dont la valeur bootstrap
est de 88%, sont regroupés les 17 isolats de T. afroharzianum (T af. 17, Taf. 19, T af. 20, T
af. 21, Taf. 22, T af. 25, T af. 27, T af. 28, T af. 29, T af. 32, T af. 33, T af. 35, T af. 36, T af.
38, T af. 42 et T af. 43 avec la souche type de T. afroharzianum (FJ463301.1 GJS 04-186
CBS : 124620) et avec d'autres souches de référence (T. afroharzianum : FJ463378.1 GJS 05-
113, T. afroharzianum : KP115273.1 - BPI : GJS 08137). Le second supporté par une valeur

bootstrap de 45% renféreme l'isolat unique de T.atrobrunneum 16 avec la souche type
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(AF443942.1 GJS92-110 CBS: 548.92) et la souche de référence (T.atrobrunneum
FJ463392.1 GJS 05-101).

-Le deuxiéme groupe principal, dont les valeurs bootstrap sont de 100 %, se compose de
I'isolat unique T. orientale 15 avec la souche type (T. orientale : EU401581.1 CBS : 130428)
et la souche de référence T. orientale (KJ713200.1 DAOM : 220795).

- Le troisieme groupe principal est soutenu par des valeurs bootstrap de 100% et est
subdivisé en deux sous-groupes. Le premier sous-groupe, dont les valeurs bootstrap sont de
100%, renferme les 10 isolats appartenant a I'espéce T. gamsii (T g.02,Tg.10,Tg. 11, Tg.
12, T9.26,T9.30, Tg.31, Tg.39 Tg.41, T g.45) groupés avec la souche type T. gamsii :
KT028598.1 GJS 06-09 CBS : 120075, et la souche de référence T. gamsii : KJ871264.
Tandis que dans le second sous-groupe, avec une valeur bootstrap de 97%, sont regroupés les
12 isolats appartenant a I’espéce T. atroviride (Ta. 01, Ta.03,Ta. 04, Ta. 05 Ta06,Ta.
07, Ta. 08, Ta 09, Ta 13, Ta. 14, Ta 40, T a. 44) avec la souche type T. atroviride :
AY376051 CBS : 142,95 et avec les souches de reférence : T. atroviride : AF456894.1 G.J.S.
95-8 et T. atroviride : AF456887.1 G.J.S. 98-134.

Apres identification moléculaire, il a été précisé que les isolats dégageant I’odeur de noix de
coco, sont tous les 12 isolats (T a.01,Ta. 03, Ta. 04, Ta. 05 Ta. 06, Ta 07, Ta. 08, Ta.
09, Ta. 13, Ta. 14, T a. 40, T a. 44) appartenant a I'espéce T. atroviride et les 10 isolats (T g.
02,T9.10,Tg.11,TQ9.12,Tg9.26,Tg.30,TQg.31, TQg.39, Tg.41letTg.45) de l'espece

T. gamsii.
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Tableau 3. Origine et identité des isolats de Trichoderma spp.

Numeéros d'acces GenBank

Codes des isolats Origine géographique en Algérie / habitat ITS TEF 1-a
ITS TEF 1-a

Ta 01 Adrar (Bouda) / sol de rhizosphére du palmier T. atroviride T. atroviride MK942741 MN175393
Tg.02 Sétif (Ain el fawara) / fleur (public garden soil) / T. gamsii / MN175394
Ta. 03 Algiers (El harrach) / sol de la rhizosphére de pois chihe (Station Experimentale ENSA) T. atroviride T. atroviride MK943679 LR699019
Ta 04 Sétif (Ain oulmene) / sol de I’olivier T. atroviride T. atroviride MK943680 LR699172
Ta. 05 Adrar (Tililane) / sol de rhizosphere du palmier T. atroviride T. atroviride MK943681 LR699173
T a06 Adrar (Mahdia) / sol de rhizosphére du palmier T. atroviride T. atroviride MK943682 LR699174
Ta. 07 Ghardaia /sol de palmeraie T. atroviride T. atroviride MK943683 LR699175
Ta. 08 Béjaia (Tichy)/ sol de rhizosphere de blé T. atroviride T. atroviride MK943684 LR699176
Ta. 09 Adrar / sol de rhizosphére du palmier (Station Experimentale INRAA) T. atroviride T. atroviride MK943685 LR699177
Tg. 10 Boumerdes / sol agricole de pomme de terre / T. gamsii / LR699206
Tg. 11 Boumerdes (Zemmouri) / sol agricole de blé / T. gamsii / LR699207
Tg.12 Boumerdes (Zemmouri) / sol agricole de blé / T. gamsii / LR699208
Ta 13 Blida (Meftah) / sol agricole de blé / T. atroviride / LR699178
Ta 14 Algiers (Ain Taya ) / sol agricole de 1”haricot T. atroviride T. atroviride MK943686 LR699179
To.15 Adrar (Mahdia) / sol de rhizosphére du palmier / T.orientale / LR699180
T at. 16 Boumerdes (Zemmouri) / sol agricole de blé / T. harzianum / T. atrobrunneum / LR699181
T af. 17 Medea/ sol agricole de I’haricot / T. harzianum / T. afroharzianum / LR699182
Th. 18 Béjaia (Tichy) / sol agricole de poivre T. harzianum T. harzianum MK943687 LR699183
T af. 19 Constantine / sol agricole de lentilles T. harzianum /T. afroharzianum T. harzianum / T. afroharzianum MK943688 LR699184
T af. 20 Blida (Ahmar El Ain) / sol de rhizosphere de blé / T. harzianum / T. afroharzianum / LR699185
T af. 21 Mostaganem / sol agricole de pomme de terre T. harzianum /T. afroharzianum T. harzianum / T. afroharzianum MK943689 LR699186
T af. 22 Béjaia (Tichy) / sol de rhizosphére de I’haricot T. harzianum /T. afroharzianum T. harzianum / T. afroharzianum MK943690 LR699187
Th.23 Jijel / sol de rhizosphére de tomate T. harzianum T. harzianum MK943691 LR699188
Th.24 Alger (Oued Smar,ITGC) / sol de rhizospheére de blé T. harzianum T. harzianum MK943692 LR699189
T af. 25 Tipaza/ sol agricole de petit pois T. harzianum /T. afroharzianum T. harzianum / T. afroharzianum MK943693 LR699190
Tg.26 Boumerdes (Zemmouri) / sol de rhizosphére de blé / T. gamsii / LR699209
T af. 27 Mascara / laurier-rose (sol de jardin public) / T. harzianum / T. afroharzianum / LR699191
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Tableau 3 (suite)

T af. 28
T af. 29
Tg.30
Tg.31
T af. 32
T af. 33
Th.34
Taf. 35
T af. 36
T af. 37
T af. 38
Tg.39
Ta. 40
Tg 41
T af. 42
T af. 43
Ta. 44
Tg.45
T gu. 46

Mostaganem / sol agricole de pomme de terre

Chlef /sol agricole de I’haricot

Constantine / sol agricole de lentilles

Blida (Souakria) / sol agricole de I’haricot

Ain Timouchent (Tamzoura) /sol agricole de blé

Alger (El Harrach) / sol de rhizosphére de I’haricot
Tlemcen (Hannaia) / sol de rhizosphére de blé

Boumerdes (Zemmouri) / /sol agricole de blé

Blida (Ahmar El Ain) / sol de rhizosphére de blé
Mostaganem / sol agricole de pomme de terre

Boumerdes (Zemmouri) / sol de rhizosphere de blé
Tiziouzou / sol de rhizosphére de I’haricot

Adrar (Mahdia) / sol de rhizosphére du palmier

Boumerdes (Zemmouri) / sol de rhizospheére de blé

Alger (Oued Smar, ITGC)/ sol de rhizosphére de 1’ Avoine
Alger (Oued Smar) (ITGC) / sol de rhizosphére de pois chiche
Alger (El Harrach) /sol de rhizosphere de pois chiche
Oran (Ain Allah) / sol agricole de blé

Alger (Staouli) / sol agricole de pomme de terre

T. harzianum/ T. afroharzianum
T. harzianum/ T. afroharzianum
/
/
/

T. harzianum /T. afroharzianum
/
/
/
/
/

/
T. atroviride
/

T. harzianum / T. afroharzianum
T. harzianum / T. afroharzianum
T. atroviride
/
/

- A4 4 4 A4 4 A4 A4 A4 A4 A A A4 4 A4 A =4 A -

. harzianum / T. afroharzianum

. harzianum / T. afroharzianum

gamsii

. gamsii

. harzianum / T. afroharzianum
. harzianum / T. afroharzianum
. harzianum

. harzianum / T. afroharzianum
. harzianum / T. afroharzianum
. harzianum / T. afroharzianum

. harzianum / T. afroharzianum

gamsii

. atroviride

gamsii

. harzianum / T. afroharzianum
. harzianum / T. afroharzianum
. atroviride

. gamsii

. harzianum / T. guizhouense

MK943694
MK943695
/
/
/
MK943696

~ — — — -~ -

MK943697
/
MK943698
MK943699
MK943700
/
/

LR699192
LR699193
LR699210
LR699211
LR699194
LR699195
LR699196
LR699197
LR699198
LR699199
LR699200
LR699212
LR699201
LR699213
LR699202
LR699203
LR699204
LR699214
LR699205
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Figurel9. Trichoderma spp. cultivés sur milieu PDA apres quatre jours d'incubation a l'obscurité a 25
° C. T. atroviride (a), T. gamsii (b), T. harzianum (c), T. orientale (d), T. afroharzianum (e), T.
atrobrunneum (f) , T. guizhouense (g)
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Figure 20. Carte de I'Algérie montrant la distribution des especes de Trichoderma dans différentes
régions : Adrar (1), Chlef (2), Béjaia (6), Blida (9), Tlemcen (13), Tiziouzou (15), Alger (16), Jijel
(18), Sétif (19), Constantine (25), Medea (26), Mostaganem (27), Mascara (29), Boumerdes (35),
Oran (31), Tipaza (42), Ain Timouchent (46), Ghardaia (47)

% T. afroharzianum s T. guizhouense
+ T. atrobrunneum X% T. harzianum
= T, atroviride ®* T, orientale
A T. gamsii
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afroharzianum 25
afroharzianum 28
afroharzianum 21
afroharzianum 20
afroharzianum 19
afroharzianum 17
afroharzianum :: FJ463301.1 GJS 04-186 (CBS:124620)
afroharzianum : FJ463302.1 GJS 04-197
afroharzianum 29
afroharzianum 33
afroharzianum 35
afroharzianum 36
ss) afroharzianum 37
afroharzianum 38
afroharzianum 42
afroharzianum 43
afroharzianum : KP115273.1 - BPI:GJS 08137
afroharzianum : FJ463378.1 GJS 05-113
— afroharzianum 22
°F . afroharzianum 27

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

. afroharzianum 32
— T. afroharzianum : FJ463298.1 GJS 04-193
T.atrobrunneum: AF443942.1 G.J.S.92-110 (CBS: 548.92)
T.atrobrunneum: FJ463392.1 GJS 05-101
B T.atrobrunneum: FJ463304.1 GJS 05-469
52 | 85 | T.atrobrunneum: FJ463297.1 GJS 05-106

T. atrobrunneum 16
T. harzianum: AY605788.1 (DAOM 230766)

T. harzianum: AY605777.1 (DAOM 229907)
T. harzianum: AY 605833 (CBS: 226.95)

27 T. harzianum 34

T. harzianum: FJ463308.1 GJS 06-124

T. harzianum 23

31! T. harzianum 24

T.guizhouense: MG797482.1 VAB-TO47
T.guizhouense: MG797484.1 GJS 08-102
T.guizhouense: MG797483.1 GJS 08-121
T.guizhouense: JN215484.1 HGUPOO38 (CBS: 131803)

o7

27— T. guizhouense a6
T. orientale 15
T. orientale: EU401581.1 (CBS: 130428)
81 ! T. orientale: KJ713200.1 DAOM:220795
T. gamsii 39

T. gamsii 41
T. gamsii 26

T. gamsii 10
KJ871264.1 DAOM: 233985

T. gamsii: KJ871268.1

gamsii: KTO28598.1 GJS 06-09 (CBS: 120075)
gamsii: MN555268.1

gamsii 45

T. gamsi

gamsii 31
gamsii 30
gamsii 12
gamsii 11

EEEEEEE.

gamsii 02

. atroviride: AF456887.1 G.J.S. 98-134
. atroviride: MIN520050.1

. atroviride: KJ871107. DAOM: 230838

66

. atroviride 08

-
-

-

T

T. atroviride 04
©7 || T. atroviride 05
T. atroviride O7

T. atroviride 13

T. atroviride 14

T. atroviride: AY 376051 (CBS: 142.95)
T. atroviride: MH393752.1

. atroviride 03

. atroviride O1

. atroviride 06

. atroviride 09

. atroviride 44

. atroviride: AF456894.1 G.J.S. 95-8
T. atroviride 40

10! T. atroviride: FJ232698.1
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Figure 21. L'arbre phylogénétique basée sur I’analyse des séquences TEF des 46 souches de
Trichoderma spp. L'arbre indique la position des 46 isolats Trichoderma spp. par rapport aux souches
types des especes cibles et aux souches de référence de la banque de génes. Les nombres au niveau des
branche indiquent le pourcentage avec lequel la branche est supportée pour 100 réplication boostrap et
donnée uniquement pour les valeurs > 50.

49



1.2. Effet de la température sur la croissance des isolats de Trichoderma spp.

Les résultats obenus ont montré que le taux de croissance des isolats appartenant aux différentes espéces de
Trichoderma spp. utilisées dans la presente étude était plus rapide sur milieu PDA que sur milieu SNA a
différentes températures.

1.2.1. Effet de la température sur la croissance des isolats de Trichoderma sur milieu PDA

Le taux de croissance de tous les isolats de Trichoderma a différentes températures apres 96 h
d'incubation a ’obscurité sur milieu PDA était presque similaire au sein d'une méme espéce, mais

différent d'une espece a l'autre. Ces résultats sont illustres par les courbes de croissance (Fig. 22).

En général, la croissance optimale a été enregistrée a une température comprise entre 25 et 30°C. La
croissance de T. atroviride, T. gamsii, T. harzianum, T. afroharzianum, T. atrobrunneum et T.
guizhouense était proportionnelle a l'augmentation des températures de 10 °C a son optimum a 25 °C,
puis la croissance commence a diminuer et a étre inhibée a 40 °C. D'autre part, la croissance optimale
de l'isolat appartenant a I’espéce T. orientale a été enregistrée a 25 °C et a 35 °C, au-dessus de 35 °C
une régression de la croissance a été constateée, sans étre inhibée a 40 °C, indiquant une bonne
croissance a cette température contrairement aux autres especes utilisées dans cette étude (Fig. 23, 24,
25 26, 27,28 et 29).
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Figure 22. Diameétres des colonies de T. atroviride (a), T. orienale (b), T. gamsii (c), T. harzianum ,
T.afroharzianum, T. atrobrunneum et T. guizhouense (d) sur milieu PDA aprés 96 h d’incubation a
I’obscurité & 10, 15, 20, 25, 30, 35 et 40°C
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Figure 23. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 10°C sur milieu PDA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense).
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Figure 24. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 15°C sur milieu PDA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense).
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T af. 20

Figure 25. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 20°C sur milieu PDA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense).
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Figure 26. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 25°C sur milieu PDA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense).
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Figure 27. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 30°C sur milieu PDA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense).
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Figure 28. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 35°C sur milieu PDA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense).
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Figure 29. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 40°C sur milieu PDA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense).
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1.2.2. Effet de la température sur la croissance des isolats de Trichoderma sur milieu SNA

Comparablement a ce qui est observé sur le milieu PDA, le taux de croissance de tous les isolats de
Trichoderma a différentes températures apres 96 h d'incubation a l'obscurité sur le milieu SNA était
presque identique au sein d'une méme espece, mais était différent entre les diverses especes étudiées.

Les résultats sont illustrés par les courbes de croissance représentées au niveau de la figure 30.

Le taux de croissance des isolats de Trichoderma spp. a différentes températures sur le milieu SNA a
montré une croissance optimale entre 25 et 30°C pour T. harzianum, T.afroharzianum, T.
atrobrunneum, T. guizhouense et T. gamsii alors qu'elle était a 25°C pour T. atroviride et qu'aucune
croissance n'a été observée a 40°C pour ces especes. Contrairement a T. orientale, qui a montré un
taux de croissance optimal a 35°C et une excellente croissance a 40°C (Fig. 31, 32, 33, 34, 35, 36, et
37).
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Figure 30. Diameétres des colonies de T. atroviride (a), T. orienale (b), T. gamsii (c), T. harzianum ,
T.afroharzianum, T. atrobrunneum et T. guizhouense (d) sur milieu SNA aprés 96 h d’incubation a
I’obscurité a 10, 15, 20, 25, 30, 35 et 40°C.
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Figure 31. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 10°C sur milieu SNA apres 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense).
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Figure 32. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 15°C sur milieu SNA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense).
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Figure 33. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 20°C sur milieu SNA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense).
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Figure 34. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 25°C sur milieu SNA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense)
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Figure 35. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 30°C sur milieu SNA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense)
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Figure 36. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 35°C sur milieu SNA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense)
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Figure 37. Aspect culturale des isolats de Trichoderma spp. a 40°C sur milieu SNA aprés 96 h
d’incubation. T a. (T. atroviride), T h. (T. harzianum), T g. (T. gamsii), T o. (T. orientale), T af. (T.
afroharzianum), T at. (T. atrobrunneum), T gu. (T. guizhouense)
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1.3. Activité antifongique in vitro de Trichoderma spp.

L'activité antagoniste in vitro des isolats de Trichoderma spp. a I’égard des quatre agents
phytopathogenes a montré qu'un trés grand nombre d'isolats de Trichoderma spp. avaient un effet
inhibiteur significatif sur la croissance des agents phytopathogénes avec une variation du taux
d'inhibition obtenu par la confrontation directe et/ou indirecte.

1.3.1. Confrontation directe

Un faible taux de croissance des agents pathogenes confrontés aux isolats de Trichoderma a été
enregistre et était significativement différent de celui de leurs témoins non confrontés qui présentaient
une croissance supérieure. Par ailleurs, I'analyse statistique a montré que la différence entre les taux de

croissance était hautement significative (P <0,01) (Annexe 3).

Le plus haut pourcentage d'inhibition enregistré était de 80,95%, marqué par l'isolat T gu. 46 (T.
guizhouense) contre B. cinerea, suivi de F. culmorum (72,55%), inhibé par lisolat T a. 40 (T.
atroviride), puis de R. solani (69,02%) qui a été enregistré par l'isolat T g. 02 (T. gamsii). Le taux
d'inhibition le plus faible (65,56%), enregistré chez A. solani, a été induit par l'isolat T a. 05 (T.
atroviride) (Tableau 4).

- L'espéce T. atrobrunneum est représentée par un seul isolat (T at. 16) qui a conféré un pourcentage
d'inhibition de la croissance des quatre pathogenes compris entre 54,44% et 57,65% ; ces deux

pourcentages ont été enregistré contre A. solani et F. culmorum respectivement (Tableau 4 ; Fig. 38).

Cette confrontation directe a permis de constater apres sept jours d'incubation, une invasion totale des
colonies des trois pathogenes, Alternaria solani, Botrytis cinerea et Rhizoctonia solani par le
mycélium de l'isolat T at. 16, tandis que ce dernier n'a pu couvrir que partiellement la colonie de F.
culmorum qui occupait une surface de 36 mm de diamétre alors que le témoin de celui-ci a présenté
un dimétre de 85 mm (Tableau 4 ; Fig. 38).

- L'espéce T. guizhouense est représentée également par un seul isolat (T gu. 46) celui-ci a montré
une inhibition intéressante allant de 43,89% a 80,95 %, ce dernier pourcentage (80,95%) a été
enregistré contre Botrytis cinerea. Ceci reflete une invasion totale de ce dernier par le mycélium de
I'antagoniste (T gu. 46) apres sept jours d'icubation, tandis qu'une invasion partielle a été observée pour
les trois autres pathogenes (A. solani, F. culmorum et R. solani) par ce méme isolat (Tableau 4 ; Fig.
38).
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- L'espece T. orientale et aussi représentée par un seul isolat (To. 15) ce dernier a montré un
pourcentage d’inhibition intéressant qui se situe entre 58,82% et 67,14% ce dernier pourcentage a été
marqué contre B. cinerea. Une invasion presque totale a été notée chez les quatre agents pathogénes
par l'antagoniste ou nous avons observé que le mycélium de cet isolat était capable de bien entourer les
colonies des pathogénes qui ont occupé des surfaces trés réduites avec des diameétres réduits tels que
24,00 mm pour A. solani, 23,00 mm pour B. cinerea, 35,00 mm pour F. culmorum et 31,67 mm pour
R. solani alors que leur témoin était respectivement de 60,00 mm, 70,00 mm, 85,00 mm et 85,00 mm
(Tableau 4 ; Fig. 38).

- L'espéce T. harzianum est représentée par quatre isolats (T h. 18, T h. 23, T h. 24, T h. 34) ; chacun
de ces isolats a provoqué un effet antagoniste avec des pourcentages trés proches vis-a-vis de chaque
agent pathogene, qui oscillent entre 46,27% et 62,75%. Ce dernier (62,75%) est le pourcentage le
plus élevé qui a été est enregistré a ’égard de R. solani conféré par I'isolat T h. 34. (Tableau 4 ;
Fig. 39).

Les quatre isolats de T. harzianum ont été capables d'envahir complétement les colonies des trois
agents pathogenes A. solani, B. cinerea et R. solani et avec un encerclement des colonies qui ont
présenté des diametres trés reduits, d'autre part les colonies de F. culmorum ont été partiellement
couvertes par chacun de ces mémes quatre isolats présentant des diametres réduits ranges entre 34 mm

et 37,33 mm alors que le témoin avait un diamétre de 85 mm.

- L'espéce T. atroviride représentée par 12 isolats (T a. 01, Ta. 03, Ta. 04, T a. 05, T a. 06, T a. 07,
Ta08,Ta 09, Ta 13, Ta 14, T a. 40, T a. 44) qui ont montré un effet inhibiteur significatif sur la
croissance des quatre agents pathogénes avec des pourcentages variant entre 47,22% et 78. 57%. Le
dernier pourcentage a été enregistré par l'isolat Ta 44 contre B. cinerea. Nous notons également que
l'isolat T a. 40 a marqué les meilleurs pourcentages d'inhibition a la fois : 73,81%, 72,55%, 65,10 % et
55% a I’égard des quatre agents pathogénes B. cinerea, F. culmorum, R. solani et A. solani

respectivement (Tableau 4 ; Fig. 40).

La confrontation de 12 isolats de T. atroviride avec B. cinerea a permis d'observer, au bout de sept
jours d'incubation, que chacun de ces isolats avait envahi completement la colonie de B. cinerea
(Tableau 4 ; Fig. 40).

La confrontation des mémes isolats de I'espéce T. atroviride avec A. solani a montré un envahissement
totale des colonies du pathogéne par les dix isolats (T a. 03, Ta. 04, Ta. 05, Ta. 07, Ta. 08, Ta. 09, T
a. 13, Ta 14, T a. 40, T a. 44), tandis que deux isolats seulement (T a. 01 et T a. 06) n'ont pu envahir

les colonies du pathogene mais il ont limité sa croissance. Une réduction des zones occupées par le
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pathogéne a été clairement remarquée ou ce dernier n'a occupé que des surfaces réduites,
correspondant aux diamétres de 22,67 mm et 28,33 mm alors que le diamétre du témoin était de 60
mm (Tableau 4 ; Fig. 40).

Les colonies de F. culmorum ont été completement envahies par le mycélium des deux isolats T a. 40,
T a. 44, tandis que T a. 09 a montré un recouvrement partielle, contrairement aux isolats T a. 01, T a.
03, Ta. 04, Ta 05 Ta 06, Ta 07, Ta 08, Ta. 13, et T a. 14 qui ont inhibé la croissance des

colonies du pathogéne mais sans les recouvrir.

Par ailleurs, les colonies de R. solani ont été complétement envahies par le mycélium des isolats T a.
05, Ta. 09et T a. 40 et ont été presque complétement envahies par les isolats T a. 13 et T a. 44, par
contre le reste des isolats (T a. 01, Ta. 03, Ta. 04, Ta. 06, T a. 07, T a. 08, T a. 14) ont été capables

d'inhiber la croissance sans invasion totale ou partielle méme apres sept jours d’incubation.

- L'espéce T. gamsii est représentée par 10 isolats (T g. 02, T9.10, Tg.11,Tg.12, Tg. 26, Tg.30, T
g. 31, T g.39, Tg.41, Tg.45) et pour lesuelles, les pourcentages d'inhibition enregistrés contre les quatre
agents pathogénes étaient en grande partie similaires pour les dix isolats a 1’égard de chaque agent
pathogene. Les résultats obtenus indiquent que le plus bas pourcentage d'inhibition a été de 52,78%
marqué par l'isolat T g. 12 contre A. solani et le plus haut est de 71,43% marqué par les trois isolats a

la fois (T g. 02, T g. 12 et T g. 45) contre le méme agent pathogene B. cinerea (Tableau 4 ; Fig. 41).

La confrontation des 10 isolats de T. gamsii avec les isolats de A. solani a montré que les colonies de
I’agent pathogéne ont été complétement envahies par le mycélium des 10 isolats de Trichoderma
faisant ainsi apparaitre des colonies trés réduites de l'agent pathogéne avec des diametres compris entre

21,67 mm et 28 , 33 alors que celui du témoin est de 60 mm (Tableau 4 ; Fig. 41).

Un recouvrement total des colonies de B. cinerea par le mycélium des mémes 10 isolats de T. gamsii a
également été observé avec une réduction importante des diametres du pathogéne qui se situé entre

20,00 mm et 31,67 mm alors que celui du pathogéne était de 70,00 mm.

Dans la confrontation de T. gamsii avec F. culmorum, une importante réduction du diametre des
colonies du pathogéne a été enregistrée qui varié entre 30,00 mm et 40,00 mm alors que celui du
témoin était de 85.00 mm. Un envahissement total des colonies du pathogéne par le mycélium des
deux isolats T g. 41 et T g. 45 a été observée, tandis qu'une couverture partielle seulement a été

observée par les isolats T g. 02, T g. 11, T g. 26, T g. 30 et T g. 31 ainsi qu'une invasion presque totale
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obssérvée chez les deux isolats T g. 12 et T g. 39 ; par contre, l'isolat T g. 10 a seulement réduit la
croissance du pathogéne sans envahir sa colonie (Tableau 4 ; Fig. 41).

Dans la confrontation de T. gamsii avec R. solani, une invasion totale par 9 isolats (T g. 02, Tg. 11, T
g.12, Tg. 26, Tg.30, Tg. 31, Tg. 39 Tag. 41, T g. 45) des colonies de l'agent pathogene a été
observé , tandis un seul isolat (T g. 10) n'a fait qu'inhiber la croissance de I'agent pathogene mais sans
recouvrement totale ou partielle de ses colonies. La réduction des diametres des colonies du pathogene
était importante et qui varié entre 26,33 mm et 39,33 mm alors que le diamétre du témoin était de
85,00 mm. (Tableau 4 ; Fig. 41).

- L'espéce T. afroharzianum est représentée par 17 isolats (T af. 17, T af. 19, T af. 20, T af. 21, T af.
22, T af. 25, T af.27, T af. 28, T af. 29, T af. 32, T af. 33, T af. 35, T af. 36, T af. 37, T af.38, T af. 42
et T af. 43) qui ont réveélé un effet inhibiteur significatif sur la croissance des quatre agents pathogenes
avec des pourcentages qui varient entre 37, 22% pour l'isolat T af. 27 contre A. solani et 73,81% pour
l'isolat T af. 17 contre B. cinerea (Tableau 4 ; Fig. 43 et 44).

Aprés 7 jours d'incubation des 17 isolats de T. afroharzianum contre I'agent pathogene A. solani, il a
été observé que les colonies de ce dernier ont été complétement envahies par le mycélium de trois
isolats (T af. 17, T af. 19, T af. 28), tandis que les isolats (T af. 33, T af. 35, T af. 37, T af. 38, T af. 42
et T af. 43) ont eu un envahissement presque total des colonies de I'agent pathogéne. Un recouvrement
partiel des colonies du pathogéne par les isolats T af. 20, T af. 21, T af. 25, T af. 29, T af. 32, T af. 36 a
été observe, d'autre part deux isolats T af. 22 et T af.27 n'ont pas montré d’envahissement mais ils ont
assuré une réduction significative des diameétres des colonies du pathogene qui étaient respectivement

33,67 mm et 37,67 mm pour au témoin avec un diamétre de 60,00 mm (Tableau 4 ; Fig. 43 et 44).

La confrontation avec B. cinerea a ainsi permis de constater que la majorité des isolats (T af. 17, T af.
19, T af. 20, T af. 21, T af. 28, T af. 29, T af. 32, T af . 33, T af. 35, T af. 36, T af. 37, T af. 38, T af. 42
et T af. 43) ont couvert les colonies de I'agent pathogéne complétement, contrairement aux trois isolats,
T af. 22, T af. 25, T af. 27 qui ne présentaient aucun recouvrement mais ils ont freiné la croissance du
pathogene en réduisant les diamétres de ses colonies qui étaient respectivement de : 33,33 mm, 29,33

mm et 33,33 mm alors que celui du témoin était de 70,00 mm. (Tableau 4 ; Fig. 43 et 44).

La confrotation de 17 isolats de T. afroharzianum avec F. culmorum nous a révélé qu'aucun isolat n'a

envahi les colonies du pathogene ni totalement ni partiellement, mais nous avons enregistré une
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réduction du diamétre des colonies du pathogene qui se situait ainsi entre 33.33mm et 42.00 alors que
celui du témoin était de 85.00 mm.

Dans la confrotation de 17 isolats de T. afroharzianum avec R. solani, il a été observé que 5 isolats (T
af. 27, T af. 28 T af. 29, T af. 33 et T af. 35) ont envahi totalement les colonies du pathogene, un
envahissement partielle a été observé chez les isolats T af. 17, T af. 22, T af. 25, T af. 32 et T af. 37,
tandis qu'un seul isolat (T af. 38) a montré un envahissement presque total de la colonie de l'agent
pathogéne. Les isolats T af. 19, T af. 20, T af. 21, T af. 36, T af. 42 et T af. 43 ont présenté une
absence totale d'invasion des colonies de l'agent pathogéne. Le diamétre des colonies du pathogéne
était compris entre 30,00 mm et 43,00 mm par rapport a celui du témoin qui est de 85,00 mm.
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Tableau 4. Effet de Trichoderma spp. sur la croissance mycélienne des quatre agents pathogénes en confrontation directe

Alternaria solani

Botrytis cinerea

Fusarium culmorum

Rhizoctonia solani

Isolats Diamétre des % de Diamétre des % de Diamétre des % de Diamétre des % de
colonies (mm) I’ inhibition colonies I’ inhibition colonies (mm) I’inhibition colonies (mm) I’ inhibition
Ta 0l 22,67 abed 62,22 29,67 ghi 57,62 35,00 bedef 58,82 37,67 defghijk 55,69
Tg 02 27,00 abcdefg 55,00 20,00 abed 71,43 30,00 b 64,71 26,33a 69,02
Ta 03 29,33 efgh 51,11 25,67 cdefgh 63,33 35,00 bedef 58,82 29,00 ab 65,88
Ta 04 25,67 abcdefg 57,22 20,00 abed 71,43 35,00 bedef 58,82 31,00 abcd 63,53
Ta05 20,67 a 65,56 26,67 defghi 61,90 32,00 bed 62,75 34,00 bedefg 60,00
Ta 06 28,33 cdefgh 52,78 25,00 cdefgh 64,29 34,66 bedef 59,22 40,33 ghijkim 52,55
Ta 07 31,67 ghi 47,22 28,33 efghi 59,52 38,33 efgh 54,90 44,67 Im 47,45
Ta 08 23,33 abcde 61,11 26,33 defghi 62,38 31,00 be 63,53 35,67 bedefghi 58,04
Ta 09 28,33 cdefgh 52,78 28,33 efghi 59,52 32,66 bede 61,57 36,33 cdefghij 57,25
Tg 10 26,00abcdefg 56,67 31,67 hi 54,76 35,00 bedef 58,82 35,67 bedefghi 58,04
Tg 11 28,00 bedefgh 53,33 23,33 cdefg 66,67 40,00 fgh 52,94 39,33 fghijkim 53,73
Tg.12 28,33 cdefgh 52,78 20,00 abed 71,43 35,00 bedef 58,82 35,00 bedefgh 58,82
Ta 13 27,67 bedefgh 53,89 23,33 cdefg 66,67 35,00 bedef 58,82 42,33 ijklm 50,20
Ta 14 22,33 abc 62,78 28,33 efghi 59,52 31,00 be 63,53 44,00 kKIm 48,24
To.15 24,00 abcdef 60,00 23,00 cdefg 67,14 35,00 bedef 58,82 31,67 abcde 62,75
Tat.16 27,33 bedefgh 54,44 30,00 ghi 57,14 36,00 cdefg 57,65 38,33 efghijkl 54,90
T af. 17 27,00 abcdefg 55,00 18,33 abc 73,81 35,00 bedef 58,82 38,00 efghijkl 55,29
Th.18 30,00 fgh 50,00 28,67 efghi 59,05 37,33 defgh 56,08 45,67 m 46,27
T af. 19 27,00 abcdefg 55,00 21,67 bede 69,05 35,00 bedef 58,82 43,00 jkim 49,41
T af. 20 24,67 abcdef 58,89 21,67 bede 69,05 33,33 bede 60,78 34,00 bedefg 60,00
T af. 21 29,00 defgh 51,67 26,00 defghi 62,86 35,00 bedef 58,82 38,67 fghijkl 54,51
T af. 22 33,67 hi 43,89 33,331 52,38 40,00 fgh 52,94 41,00 hijkim 51,76

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test HSD de Tukey a P = 0,05
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Tableau 4 (suite)

Th. 23
Th.24
Taf. 25
Tg.26
T af. 27
T af. 28
Taf. 29
Tg 30
Tg3l
T af. 32
T af. 33
Th 34
Taf. 35
T af.36
T af. 37
T af. 38
Tg.39
Ta 40
Tg 4l
T af. 42
T af. 43
Ta 44
Tg 45
T gu. 46

Témoin

28,00 bedefgh
27,00 abcdefg
26,33 abcdefg
25,00 abcedef
37,67 i

25,00 abcdef
23, 00 abcde
24, 33 abcdef
23,67 abcdef
30,00 fgh
25,00 abcedef
26,67 abcdefg
26,33 abcdefg
25,00 abcdef
27,76 bcdefgh
27,00 abcdefg
21,67 ab
27,00 abcdefg
25,00 abcdef
27,00 abcdefg
28,00 bedefgh
25,67 abcdefg
25,00 abcdef
33,67 hi

60,00 j

53,33
55,00
56,11
58,33
37,22
58,33
61,67
59,44
60,66
50,00
58,33
55,66
51,11
58,33
53,89
55,00
63,89
55,00
58,33
55,00
53,33
57,22
58,33
43,89

00,00

29,00 efghi
28,33 efghi
29,33 fghi
30,00 ghi
33,33i
28,33 efghi
20,00 abcd
28,00 efghi
25,00 cdefgh
32,33 hi
21,67 bede
27,00 defghi
25,00 cdefgh
25,00 cdefgh
26,33 defghi
23,33 cdefg
25,00 cdefgh
18,33 abc
22,67 cdefg
21,67 bede
22,00 bedef
15,00 ab
20,00 abcd
13,33 a

70,00 j

58,57
59,52
58,10
57,14
52,38
59,52
71,43
60,00
64,29
53,81
69,05
61,43
64,29
64,29
62,38
66,67
64,29
73,81
67,62
69,05
68,57
78,57
71,43
80,95

00,00

35,00 bedef
34,33 bedef
42,00h
35,00 bedef
41,00 gh
33,67 bede
33,67 bede
35,00 bedef
35,00 bedef
40,00 fgh
34,33 bedef
34,66 bedef
38,00 efgh
33,67 bede
34,00 bede
37,66 efgh
35,66 bcdefg
23,33a
35,00 bedef
37,00 defgh
36,66 cdefgh
30,66 bc
35,00 bedef
35,00 bedef

85,00 i

58,82
59,61
50,59
58,82
51,76
60,39
60,39
58,82
58,82
52,94
59,61
59,22
55,29
60,39
60,00
55,69
58,04
72,55
58,82
56,47
57,25
63,92
58,82
58,82

00,00

35,00 bedefgh
35,00 bedefgh
35,00 bedefgh
35,00 bedefgh
35,00 bedefgh
35,00 bedefgh
35,00 bedefgh
30,00 abc
35,00 bedefgh
41,33 hijkim
30,00 abc
31,67 abcde
35,67 bedefghi
35,00 bedefgh
38,33 efghijkl
35,00 bedefgh
33,33 bedef
29,67 abc
31,00 abcd
41,00 hijkim
31,67 abcde
30,67 abc
31,67 abcde
33,33 bedef

85,00 n

58,82
58,82
58,82
58,82
58,82
58,82
58,82
64,71
58,82
51,37
64,71
62,75
58,04
58,82
54,90
58,82
60,78
65,10
63,53
51,76
62,75
63,92
62,75
60,78

00,00

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test HSD de Tukey a P = 0,05
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T. atrobrunneum
(T at. 16)

Alternaria solani

Botrytis cinerea Fusarium culmorum Rhizoctonia solani

T. guizhouense
(T gu. 46)

T. orientale
(To. 15)

Témoin

Figure 38. Activité antagoniste de T. atrobrunneum (T at. 16), T. guizhouense (T gu. 46) et

T. orientale (To. 15) en confrontation directe a I’égard des quatre agents pathogenes aprés 7

jours d'incubation sur milieu PDA a 25°C (sur la boite de Petri, I'antagoniste est a gauche et

le pathogéne est a droite)
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Alternaria solani Botrytis cinerea Fusarium culmorum Rhizoctonia solani

Th.18

Th.23

T h.24

Th. 34

Témoin

Figure 39. Activité antagoniste des isolats de T. harzianum (T.h) en confrontation directe a

I’égard des quatre agents pathogénes apres 7 jours d'incubation sur milieu PDA & 25°C
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Ta 01

Alternaria solani

Botrytis cinerea

Fusarium culmorum

Rhizoctonia solani

T.a05

Ta. 07

Ta. 09

Ta. 40

Ta. 44

Témoin

Figure 40. Activité antagoniste des isolats de T. atroviride (T.a) en confrontation directe a

I’égard des quatre agents pathogenes aprés 7 jours d'incubation sur milieu PDA & 25°C
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Tg.02

Alternaria solani

Botrytis cinerea

Fusarium culmorum

Rhizoctonia solani

Tg 12

Tg.30

Tg.31

Tg. 39

Tg.45

Témoin

Figure 41. Activité antagoniste des’isolats de T. gamsii (T. g) en confrontation directe a

I’égard des quatre agents pathogenes apres 7 jours d'incubation sur milieu PDA & 25°

78




Alternaria solani Botrytis cinerea Fusarium culmorum | Rhizoctonia solani

Taf. 17

T af. 22

T af. 25

T af.27

Témoin

Figure 42. Activité antagoniste des isolats de T. afroharzianum (T. af) en confrontation
directe a I’égard des quatre agents pathogénes aprés 7 jours d'incubation sur milieu PDA a
25°C
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Alternaria solani Botrytis cinerea Fusarium culmorum Rhizoctonia solani

T af. 29

T af. 35

T af. 36

T af. 37

Témoin

Figure 43. Activité antagoniste des isolats de T. afroharzianum (T. af) en confrontation
directe a I’égard des quatre agents pathogénes aprés 7 jours d'incubation sur milieu PDA a
25°C
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1.3.2. Confrontation indirecte

Les résultats obtenus lors de la confrontation indirecte (a distance) sur milieu PDA, durant quatre
jours d'incubation des 46 isolats de Trichoderma avec les isolats des quatre agents pathogenes (B.
cinerea, A. solani, F. culmorum et R. solani) ont montré que les espéces de Trichoderma étaient
capables d'inhiber la croissance mycélienne grace aux substances volatiles qu'elles sécretent. Ainsi,
une réduction significative des diamétres des colonies des différents isolats pathogenes a été
enregistrée. Cette inhibition se traduit par des taux de croissance considérablement inférieurs a ceux

des témoins non confrontés.

Par ailleurs, I’analyse statistique a montré que la différence du taux de croissance des agents
pathogénes par rapport a leurs témoins était hautement significative significative (P < 0,01)
(Annexe 3). Le plus haut pourcentage d'inhibition enregistré, a été de 88,89 %, conféré par l'isolat T
a. 03 (T. atroviride) a I’égard de R. solani, suivi par B. cinerea avec une inhibition de 64,10 %,
induite par l'isolat T a. 09 (T. atroviride), puis A. solani avec un pourcentage d’inhibition de 42,86
% induit par l'isolat T af. 43 (T. afroharzianum), tandis que le taux d’inhibition le plus élevé
enregistré chez ’espéce F. culmorum était de 33,75% conféré par l'isolat T a. 09 (T. atroviride)
(Tableau 5).

- L'espéce T. atrobrunneum représentée par 1'unique isolat (T at. 16) a conféré un pourcentage
d'inhibition de la croissance des quatre agents pathogenes compris entre 06,67 et 31,43 % marqué

contre R. solani et A. solani respectivement (Tableau 5; Fig. 44).

- L'espéce T. guizhouense représentée par lisolat (T gu. 46) a montré une inhibition non
négligeable qui varié entre 13,75% et 35,11% marquée contre F. culmorum et R. solani

respectivement (Tableau 5 ; Fig. 44).

- L'espece T. orientale représentée par I’isolat (To. 15) a montré une inhibition qui se situe entre

02,22 et 32,38 ce dernier pourcentage a été enregistré a 1’égard de A. solani (Tableau 5 ; Fig. 44).

- L'espece T. harzianum est représentée par 4 isolats qui ont montré un effet antagoniste avec un
pourcentage rangé entre 3,85 enregistré par I'isolat T h. 34 a I’égard de B. cinerea et 60,89

enregistré par I’isolat T h. 23 contre R. solani (Tableau 5 ; Fig. 45).
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- L'espece T. atroviride est representée par 12 isolats et qui ont montré des taux d’inhibition de la
croissance des agents pathogenes qui se situent entre 8,97 % enregistré par I’isolat T a. 13 a 1’égard

de B. cinerea et 88,89% enregistré contre R. solani par I’isolat T a. 03 (Tableau 5 ; Fig. 46).

- L'espece T. gamsii, représntée par 10 isolats qui ont montré un effet inhibiteur de la croissance
des quatre agents pathogenes situé entre 02,56% conféré par I’isolat T g. 31 contre B. cinerea et
73,33% marqué par I’isolat T g. 30 a I’égard de R. solani (Tableau 5 ; Fig. 47).

- L'espéce T. afroharzianum, avec 17 isolats qui ont montré une inhibition de la croissance des
agents pathogenes avec un pourcentage situé entre 00,00% et 53,33% ; le dernier est marque par
l'isolat T af. 20 contre R. solani. Le pourcentage nul a été marque par quatre isolats tels que : T af.
17 contre R. solani, T af. 27 et T af. 37 a I’égard de A. solani ainsi que R. solani et T af. 32 a
I’égard de A. solani (Tableau 5 ; Fig. 48 et 49).

1.3.3. Corrélation entre I'effet des isolats de Trichoderma spp. en confrontation directe et

indirecte

Les tests in vitro ont montré l'activité antagoniste des isolats de Trichoderma spp. par leur effet
inhibiteur variable sur la croissance des quatre agents phytopathogenes selon les especes
antagonistes et les agenst pathogénes. Ainsi, des corrélations positives ont été notées entre
I'efficacité des 46 isolats de Trichoderma étudiés en confrontation directe et indirecte avec les
quatre agents pathogenes. Les corrélations calculées étaient positives mais faibles. Les coeffecienst
de correlation entre I’inhibiton de la croissance en confrontation directe et en confrontation
indirecte pour les agenst pathogénes A. solani, B. cinerea, R. solani, F. culmorum sont r = 0,11,
0,14, 0,14, 0,27, et a (p < 0,05) respectivement (Annexe 4).
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Tableau 5. Effet de Trichoderma spp. sur la croissance mycélienne des quatre agents pathogenes en confrontation indirecte

Alternaria solani

Botrytis cinerea

Fusarium culmorum

Rhizoctonia solani

Isolats Diamétre des % de Diamétre des % de Diamétre des % de Diamétre des % of
colonies (mm)  I’inhibition colonies I’inhibition colonies (mm) I’inhibition colonies I’inhibition
Ta 01l 23,00 abcde 34,29 11,00 ab 57,69 69,00 efghi 13,75 33,67 abcde 55,11
Tg 02 28,67 cdefghijk 18,10 20,00 cdefghi 23,08 70,67 ghij 11,67 68,67 efgh 08,44
Ta 03 23,33 abcde 33,33 13,00 abc 50,00 57,67 abcd 27,92 8,33a 88,89
Ta 04 28,67 cdefghijk 18,10 17,00 bedefg 34,62 59,33 abcde 25,83 20,00 abc 73,33
Ta05 28,67 cdefghijk 18,10 15,00 abcd 42,31 67,33 defghil 5,83 27,33 abcd 63,56
Ta 06 25,67 abcdefgh 26,67 15,00 abcd 42,31 68,33 efghi 14,58 30,33 abcd 59,56
Ta 07 29,67 defghijk 15,24 18,33 cdefgh 29,49 67,67 defghil 5,42 42,67 abcdefgh 43,11
Ta 08 27,00 abcdefghi 22,86 16,67 bedef 35,90 66,00 cdefghi 17,50 44,67 bedefgh 40,44
Ta 09 23,33 abcde 33,33 9,33a 64,10 53,00 a 33,75 26,33 abcd 64,89
Tg 10 22,67 abcd 35,24 22,67 efghi 12,82 63,33 abcdefghi 20,83 67,33 efgh 10,22
Tg 1l 23,67 abcdef 32,38 16,00 abcde 38,46 65,67 cdefghi 17,92 44,67 bedefgh 40,44
Tg 12 25,00 abcdefg 28,57 19,67 cdefghi 24,36 66,33 defghil 07,08 51,00 cdefgh 32,00
Tal3 22,67 abcd 35,24 23,67 fghi 8,97 64,67 bedefghi 19,17 43,00 abcdefgh 42,67
Ta l4 22,33 abc 36,19 19,33 cdefghi 25,64 57,67 abed 27,92 43,00 abcdefgh 42,67
To. 15 23,67 abcdef 32,38 22,67 efghi 12,82 62,67 abcdefgh 21,67 73,33 gh 02,22
Tat.16 24,00 abcdef 31,43 24,00 ghi 07,69 71,33 hij 10,83 70,00 fgh 06,67
Taf. 17 26,33 abcdefghi 24,76 25,00 hi 03,85 55,00 ab 31,25 75,00 h 00,00
Th.18 27,33 bedefghij 21,90 23,00 efghi 11,54 71,00 ghij 11,25 56,33 defgh 24,89
Taf. 19 26,00 abcdefghi 25,71 20,00 cdefghi 23,08 68,67 efghi 14,17 56,00 cdefgh 25,33
Taf. 20 22,33 abc 36,19 25,00 hi 03,85 60,67 abcdefg 24,17 35,00 abcdef 53,33
Taf 21 25,67 abcdefgh 26,67 22,00 defghil 05,38 65,00 bedefghi 18,75 58,33 defgh 22,22
T af. 22 30,00 efghijk 14,29 22,67 efghi 12,82 69,33 efghi 13,33 38,33 abcdefg 48,89

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test HSD de Tukey a P = 0,05



Tableau 5. (suite)

Th. 23
Th. 24
Taf. 25
Tg. 26
T af. 27
T af. 28
Taf. 29
Tg 30
Tg3l
T af .32
T af. 33
Th.34
Taf. 35
T af. 36
T af. 37
T af. 38
Tg.39
Ta 40
Tg 4l
T af. 42
T af. 43
Ta 44
Tg 45
T gu. 46

Témoin

25,00 abcdefg
25,00 abcdefg
25,00 abcdefg
26,33 abcdefghi
35,00 k

35,00 k

32,67 hijk
32,33 hijk
28,67 cdefghijk
35,00 k

30,00 efghijk
33,00 ijk

30,00 efghijk
32,00 ghijk
35,00 k
34,33jk

30,67 fghijk
26,00 abcdefghi
20,33 ab

21,67 abc
20,00 a

23,67 abcdef
25,00 abcdefg
23,33 abcde

35,00 k

14,29
08,57
00,00
01,90
12,38
25,71
41,90
38,10
42,86
32,38
28,57
33,33

00,00

17,33 bedefg
22,67 efghi
20,33 defghi
21,67 defghil
22,67 efghi
25,00 hi
16,67 bedef
25,00 hi
25,33 hi
22,67 efghi
22,00 defghil
25,00 hi
25,00 hi
25,00 hi
23,33 fghi
23,33 fghi
25,00 hi
10,67 ab
19,00 cdefghi
22,67 efghi
21,67 defghil
11,00 ab
16,67 bedef
20,33 defghi

26,001

35,90
03,83
02,56
12,82
05,38
03,85
03,85
03,85
10,26
10,26
03,85
58,97
26,92
12,82
06,67
57,69
35,90
21,79

00,00

67,67 defghil
68,33 efghi
69,67 efghij
73,33 j

73,67 ij

61,67 abcdefgh
66,67 defghil
68,00 defghil
69,33 efghi
68,33 efghi
68,00 defghil
73,33 j

69,00 efghi
70,00 fghij
59,67 abcdef
66,67 defghil
55,67 abc
60,67 abcdefg
62,33 abcdefgh
65,00 bedefghi
66,33 defghil
64,67 bcdefghi
67,00 defghil
69,00 efghi

80,00 j

542

14,58
12,92
08,33
07,92
22,92
06,67
05,00
13,33
14,58
05,00
08,33
13,75
12,50
25,42
06,67
30,42
24,17
22,08
18,75
07,08
19,17
06,25
13,75

00,00

29,33 abcd
45,67 bedefgh
40,00 abcdefgh
44,00 abcdefgh
75,00 h

50,67 cdefgh
46,00 bedefgh
20,00 abc
54,00 cdefgh
71,33 gh

42,67 abcdefgh
59,33 defgh
53,33 cdefgh
70,00 fgh
75,00 h

54,00 cdefgh
71,67 gh

29,67 abcd
42,00 abcdefgh
45,00 bedefgh
47,33 bedefgh
14,00 ab

55,00 cdefgh
48,67 bcdefgh

75,00 h

60,89
39,11
46,67
41,33
00,00
32,44
38,67
73,33
28,00
04,89
43,11
20,89
28,89
06,67
00,00
28,00
04,44
60,44
44,00
40,00
36,89
81,33
26,67
35,11

00,00

Les valeurs suivies de la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test HSD de Tukey a P = 0,05



Alternaria solani | Botrytis cinerea Fusarium culmorum | Rhizoctonia solani

T. atrobrunneum

T. guizhouense

T. orientale

Témoin

Figure 44. Activité antagoniste de T. atrobrunneum (T at. 16), T. guizhouense (T gu. 46) et T.
orientale (To. 15) en confrontation indirecte a I’égard des quatre agents pathogénes, aprés 4
jours d’incubation sur milieu PDA & 25°C (Diamétre de la colonie de chaque agent pathogéne

aprés confrontation).
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Alternaria solani Botrytis cinerea Fusarium culmorum Rhizoctonia solani

Th. 18

Th.23

Th. 24

Th. 34

Témoin

Figure 45. Activité antagoniste des isolats de T. harzianum (T. h) en confrontation indirecte a
I’égard des quatre agents pathogénes, apreés 4 jours d’incubation sur milieu PDA a 25°C

(Diametre de la colonie de chaque agent pathogéne apres confrontation).
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Alternaria solani Botrytis cinerea Fusarium culmorum | Rhizoctonia solani

Ta 01

Ta. 04

Ta.06

Ta. 08

Ta. 14

Témoin

Figure 46. Activité antagoniste des isolats de T. atroviride (T. a) en confrontation indirecte a

I’égard des quatre agents pathogenes, aprés 4 jours d’incubation sur milieu PDA & 25°C
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Tg.02

Alternaria solani

Botrytis cinerea

Fusarium culmorum

Rhizoctonia solani

Tg 11

Tg.30

Tg.39

T.g41
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Témoin
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Figure 47. Activité antagoniste des isolats de Trichoderma gamsii (T. g) en confrontation

indirecte a ’égard des quatre agents pathogénes, apres 4 jours d’incubation sur milieu PDA &

25°C.
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Alternaria solani Botrytis cinerea Fusarium culmorum | Rhizoctonia solani

Taf 17

Taf. 20

Taf 21

T af. 27

Témoin

Figure 48. Activité antagoniste des isolats de T. afroharzianum (T. af) en confrontation
indirecte a 1’égard des quatre agents pathogénes, apres 4 jours d’incubation sur milieu PDA &
25°C.
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Alternaria solani Botrytis cinerea Fusarium culmorum | Rhizoctonia solani

T af. 29

T af. 36

T af. 37

T af.38

Témoin

Figure 49. Activité antagoniste des isolats de Trichoderma afroharzianum (T. af) en
confrontation indirecte a 1’égard des quatre agents pathogénes, aprés 4 jours d’incubation sur
milieu PDA a 25°C.
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1.4. Essai de protection (in planta) des plants de blé a ’égard de la pourriture du collet causée
par F. culmorum par I’utilisation de quelques isolats de Trichoderma spp.

Dans une premiére étape le test de germination des grains de blé dur (Vitron) réalisé au
laboratoire a montré que le taux de germination était de 100%.

Pour évaluer l'efficacité des isolats de Trichoderma spp. a I’égard de F. culmorum, I’agent
responsable de la pourriture du collet du blé, un suivi quotidien a été effectué jusqu au 40°m¢
jours apres la plantation. Les plants de blé (Vitron) ont été arrachés et I'efficacité "in vivo" des
cing isolats T a. 09 (T. atroviride), T 0. 15 (T. orientale), T af. 17 ; T af. 37 (T. afroharzianum)
et T g. 39 (T. gamsii) sur l'indice de la maladie a été évaluée.

Chez les plants témoins positifs (plants provenant de semences non traitées par Trichoderma
et inoculées avec F. culmorum) les symptdmes typiques de la pourriture du collet, a savoir le

noircissement ou le brunissement de la surface du collet, ont été observés (Fig. 50).

Chez les plants témoins négatifs (plants provenant de semences non traitées avec Trichoderma
et non inoculées avec F. culmorum), aucun symptome n’a été observé durant toute la période

de I’expérimentation (Fig. 50).

Pour les plants provenant de semences traitées avec Trichoderma et inoculées avec F.
culmorum : des symptdomes (noircissement ou brunissement de la surface du collet) de

différents degrés de sévérité de la maladie ont été observeés (Fig. 51).

L'analyse de la variance a révélé une différence tres hautement significative (p = 0,000) entre
les indices de maladie des plants provenant de semences traitées avec Trichoderma spp. et

inoculées avec F. culmorum et l'indice de maladie du témoin positif (Fig. 52) (Annexe 3)

De faibles indices de maladie ont été enregistrés, variant entre 0,05 et 0,35, et de méme, des
pourcentages de réduction de I'indice de maladie tres élevés ont été enregistrés, allant de 82,71
a 97,28. L'indice de maladie le plus élevé (2,03) a été enregistré chez le témoin positif inoculé
uniquement par F. culmorum. Le traitement de la semence du blé par T. atroviride (T a. 09) a
conféré l'indice de maladie le plus faible (0,05) et a permis d'enregistrer le pourcentage de
réduction de I’indice de maladie le plus élevé (97,28 %). T. afroharzianum (T af.37) a induit un
indice de maladie de 0,14 et une réduction de 92,84 %. L'isolat T. afroharzianum (T af. 17) a
donné un indice de maladie de 0,34 et 83,20% de réduction, tandis que T. gamsii (T g. 39) et T.
orientale (T 0.15) ont tous deux montré les mémes valeurs pour l'indice de maladie et pour le

pourcentage de réduction de I’indice de la maladie et qui sont respectivement de 0,35 et 82,71%.
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Figure 50. Essai de protection du blé par Trichoderma a I’égard de F. culmorum agent de la
pourriture du collet : témoin positif (a), témoin négatif (b), plants issus de semences traitées par
Trichoderma et inoculées par F. culmorum (c et d) apres 40 jours du semis.

Figure. 51 Degré de I’attaque du collet du blé par F. culmorum : degre 0 : Témoins négatifs
(a), degré 1 (b), degré 2 (c), degré 3 (d)
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Figure. 52 Effet des cinq isolats T a. 09 (T. atroviride), T o. 15 (T. orientale), T af. 17 ; T af.
37 (T. afroharzianum) et T g. 39 (T. gamsii) sur l'indice de la pourriture du collet du blé.

1.4.1. Corrélation entre I’activité antagoniste des cinq isolats de Trichoderma spp. in vitro

et inplanta a I’égard de F. culmorum

Le calcul du coeffecient de correlation de Pearson a montré I’existence d’une corrélation
positive entre I’effet des cing isolats isolats de Trichoderma spp. sur I’indice de maladie et
I’effiet de ces mémes isolats sur la croissance de F. culmorum dans le cas de la confrontation
directe et la confrontation indirecte. Neanmoins les correltions enregsitrés a p < 0,05 sont faible

r=0,02 avec la confrontation directe et r = 0,25 avec la confrontation indirecte (Annexe 4).
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2. Discussion

Jusqu'a ce jour, quelques travaux ont porté sur l'isolement et l'identification des espéces de
Trichoderma d'Algérie. Ces études ont identifié les espéces suivantes : T. asperellum Samuels,
Lieckf. & Nirenberg, T. afroharzianum, T. atroviride, T. hamatum (Bonord.) Bainier, T.
harzianum, T. ghanense, T. longibrachitum Rifai, T. viride, T. brevicompactum G.F. Kraus,
C.P. Kubicek & W. Gams, T. breve K. Chen & W.Y. Zhuang et T. lixii (Pat.) P. Chaverri
(Boureghda et al., 2008 ; Dendouga et al., 2016 ; Debbi et al,. 2018 ; Bentoumi et al.,
2020 ; Hammad et al., 2021). Certaines de ces espéces ont €té ré-isolées dans la présente
étude, T. afroharzianum, T. atroviride et T. harzianum. Cependant, d'autres espéces sont isolées
pour la premiere fois telles que T. gamsii, T. orientale, T. atrobrunneum et T. guizhouense. Ces
résultats sont probablement dus au fait que les prospections n'ont pas été menées dans la méme

région ou sur les mémes sols agricoles dans tout le pays.

Dans la premiére partie de ce travail, dont lI'objectif est I'identification des Trichoderma spp.
isolées du sol de différentes régions du pays, I’approche de l'identification a d'abord éte basée
sur la morphologie pour identifier le genre Trichoderma, puis sur les marqueurs moléculaires
ITS et TEFl-a pour l'identification des espéces. Sur la base des caractéres morphologiques
décrits par Rifai (1969) et Bissett (1984 ; 1991a, b, c), 46 isolats ont été attribués au genre
Trichoderma. Selon Samuels (2006) et Schuster et Schmoll (2010), l'identification des
especes de Trichoderma est bien connue comme étant difficile a réaliser morphologiquement.
Gréce aux outils moléculaires, les ITS ont montré des difficultés dans la détermination des
especes. D'autre part, l'utilisation de TEF 1-a nous a permis d'identifier tous les isolats de
Trichoderma utilisés dans cette étude. Druzhinina et Kubicek (2005), ont signalé que
certaines espéces de Trichoderma ont des séquences ITS identiques comme T. crassum
(Bissett) et T. longipile (Bissett). Selon Samuels (2006) et Chaverri et al., (2015), TEF 1-a est
un outil plus utile pour identifier les espéces de Trichoderma. Dans cette présente étude, nous
avons observé que le complexe d'especes de T. harzianum comprenant T. afroharzianum, T.
harzianum, T. atrobrunneum et T. guizhouense est présent a 50% dans le sol algérien. Ces
especes présentent une grande similitude morphologique, et ont été isolées des sols agricoles
dans le nord de I'Algérie, a I'exception de T af.27 (T. afroharzianum) qui a été isolé du sol de la
rhizosphére de lauriers roses dans un jardin public de la ville de Mascara (nord-ouest de
I'Algérie). Ces régions sont caractérisées par un climat méditerranéen avec des étés chauds et
secs et des hivers humides et frais. La présence de T. harzianum a déja été signalée dans les
sols d'Alger par Boureghda et al., (2008) et dans deux autres régions cétiéres du nord, a I'est
et a l'ouest d'Alger (Boumerdes et Tipaza) par Debbi et al., (2018). T. harzianum a également
été isolé dans le sud de I'Algérie (désert) par Dendouga et al. (2016). En Tunisie, pays voisin a

I'est de I'Algérie, T. harzianum a été isolé du sol forestier du nord du pays (Sadfi-Zouaoui et
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al., 2009). Récemment, T. afroharzianum a été isolé en Algérie a partir du sol et des kystes de
Globodera Rostochiensis, nématode phytoparasite, connu sous le nom de nématode doré de la
pomme de terre et considéré comme un parasite obligatoire de certaines plantes de la famille
des solanacées (Bentoumi et al., 2020). Les deux espéces, T. afroharzianum et T. guizhouense
ont été isolées de différents sols (foréts d'arganiers et champs de culture) dans des zones avec
un climat semi aride au Maroc (Mokhtari et al., 2017). T. afroharzianum et T. atrobrunneum
ont été isolés a partir du sol non agricole en Afrique du Sud (Du Plessis et al., 2018). T.
guizhouense a également éte trouvé en Asie ou il a éte isolé a partir des sédiments du sol de

cours d'eau en Corée (Goh et al., 2018).

L'espece T. atroviride est présente avec un pourcentage de 26,09 %, dont la moitié des isolats
ont été isolés des sols agricoles de deux régions du littoral méditerranéen (Alger et Béjaia), et
de l'oliveraie de Sétif (zone semi-aride) située au nord-est de I'Algérie. L'autre moitié a été
obtenue a partir des sols de la palmeraie de deux régions désertiques, Ghardaia située au centre
de la partie nord du Sahara algérien et Adrar qui se trouve dans le sud-ouest de I'Algerie et les
deux régions sont caractérisées par un climat desertique sec et chaud. T. atroviride avait été
isolé auparavant des sols agricoles et de la rhizosphere du pois chiche dans le nord de I'Algérie
(Boureghda et al., 2008), mais pour la premiére fois dans le désert. Cette espéce a également

été isolée dans des champs cultivés dans le nord-est de la Tunisie (Sadfi-Zouaoui et al., 2009).

T. gamsii, signalée pour la premiere fois en Algérie, se classe en troisieme position avec 21,74
%, et se compose de 10 isolats ; tous ont été isolés dans le nord du pays a partir de sols
agricoles et de jardins publics. En effet, T. gamsii a été isolé a partir des sols de pays tres
eloignés géographiquement et caractérisés par des climats différents, comme I7le tyrrhénienne
de Sardaigne (ltalie), les Etats-Unis (Texas) et la Russie (Jaklitsch et al., 2006). T. gamsii a
également été isolé des sols cultivés en Asie dans le Sud-Est de I'Inde ; ce pays se caractérise
par un climat tropical chaud et semi-aride (Kamala et al., 2015). En Pologne (Europe centrale),
T. gamsii a été isolé du sol en deux endroits géographiquement différents, au centre et a l'est de
ce pays (Oskiera et al., 2015). T. gamsii a également été isolé a partir du sol en Afrique du Sud
(Du Plessis et al., 2018).

L'unique isolat T. orientale, signalé pour la premiére fois en Algérie, a été isolé du sol de la
rhizosphére du palmier-dattier dans une palmeraie a Adrar, située dans la région ouest du sud
du pays. Cette espece a été isolée de différents habitats tels que les branches mortes de
cacaoyers dans I'Etat de Bahia, au Brésil (Almeida et al., 2018), du sol coréen (Seokyoon et
al., 2017), et de I'éponge marine de la mer Méditerranée en Tunisie (Touati et al., 2018). T.

orientale a également été isolée du corps humain aux Etats-Unis (Sandoval-Denis et al., 2014).
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La capacité des isolats de Trichoderma a croitre a 35 °C a été considérée comme une clé pour
identifier certaines especes de Trichoderma (Samuels et al., 2006), car elle est utile pour
distinguer T harzianum de T atroviride, ces deux especes ont été longuement confondues dans
la littérature en raison de la nette différence du taux de croissance au-dessus de 30 °C pour les
deux espéces. En effet, les isolats de T. atroviride ont une croissance trés faible a 30 °C et
presque absente a 35 °C, alors que les isolats du complexe T. harzianum ont montré une
croissance plus rapide au-dessus de 30 °C et une bonne croissance a 35 °C. Ceci a été observé
dans cette présente étude avec les isolats de la collection et des résultats similaires ont été
rapportés par Samuels et al. (2002) et Boureghda et al. (2008). En outre, il a été remarqué
I’existence d’une forte similitude entre les taux de croissance a différentes températures des
deux espéces T. atroviride et T. gamsii, a I'exception du taux de croissance a 30 °C ou la
croissance de T. atroviride était lente contrairement a celle de T. gamsii qui était plus rapide.

La croissance de l'isolat unique de T. orientale a été nettement plus rapide que celle des autres
especes a 35 °C et présente une excellente croissance a 40 °C, ou les autres espéces ont été
inhibées. Par conséquent, nous pouvons facilement distinguer T. orientale des autres especes
utilisées dans cette étude par sa capacité a croitre a des temperatures plus élevées. La croissance
optimale sur PDA des isolats appartenant au complexe d'espéces de T. harzianum utilisé dans
cette étude et de T. atroviride se situe entre 25 °C et 30 °C, des résultats similaires ont été

rapportés par Samuels et al. (2002) et Chaverri et samuels (2004).

Par un test de confrontation directe in vitro, nous n’avons observé que 43 sur 46 isolats de
Trichoderma spp. qui ont inhibé A. solani de plus de 50%. De plus, 42 isolats de Trichoderma
ont induit un pourcentage d'inhibition > 50% contre R. solani. Tous les isolats (46) de
Trichoderma ont inhibé B. cinerea et F. culmorum avec un pourcentage > 50 %. En outre, il a
été remarqué que presque tous les isolats de Trichoderma ont envahi les colonies des
pathogenes et couvrant toute la boite de Petri, montrant leur potentiel élevé de
mycroparasitisme envers les pathogénes utilisés dans la présente étude. Selon Howell (2003),
le mycoparasitisme est le principal mécanisme de biocontrdle utilisé par Trichoderma en action
directe contre les agenst pathogenes fongiques. L'invasion des colonies des pathogenes par les
isolats de Trichoderma spp. et la croissance excessive de ces derniers au-dessus ont été
signalées dans plusieurs études. T. harzianum a montré un potentiel mycoparasitaire élevé en
envahissant et en sporulant au-dessus des colonies de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(Hibar et al., 2005). Des résultats comparables concernant l'activité mycoparasitaire de
Trichoderma spp. ont été observés par Chen et al. (2016) avec T. gamsii contre des
champignons phytopathogenes tels que Epicoccum nigrum Link, Scytalidium lignicola
(Pesante), Phoma herbarum (Westend.) et Fusarium flocciferum (Corda). Des résultats

similaires, montrant une inhibition tres significative du mycélium de l'agent pathogéne R.
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solani, F. oxysporum et Verticillium dahlia, ont été enregistrés par T. afroharzianum et T.
guizhouense (Mokhtari et al., 2017).

Dans le test de confrontation indirecte, une inhibition remarquable de la croissance mycélienne
des quatre agents pathogénes sous l'effet des substances volatiles antifongiques produites par
les isolats de Trichoderma spp. a été observée, marquant des pourcentages d’inhibition élevés.
L’isolat Ta 09 (T. atroviride) qui a induit le pourcentage le plus élevé d'inhibition de la
croissance par confrontation indirecte de F. culmorum par rapport aux autres isolats de
Trichoderma spp. et aux especes utilisées, a également conféré le pourcentage le plus élevé de
réduction de la maladie dans le test de biocontrble (97,28%). Des résultats similaires ont
également été obtenus par Boureghda et Bouznad (2009), ou T. atroviride a montré le
pourcentage le plus élevé d'inhibition de la croissance par confrontation indirecte de F.
oxysporum f.sp. ciceris Matuo & K. Satd et également la réduction la plus importante de
I'indice de maladie par rapport & T. harzianum et T. longibrachiatum. Aleandri et al. (2016)
ont également montré que les substances volatiles produites par T. harzianum, T. asperellum, T.
virens (J.H. Mill., Giddens & A.A. Foster) et T. hamatum conferaient un taux elevé d'inhibition
de la croissance de R. solani et de Sclerotinia sclerotiorum. Des effets inhibiteurs des composés
volatils ont également été signalés par Morales-Rodriguez et al. (2018) dans I'inhibition du
Fusarium circinatum Nirenberg & O'Donnell par T. harzianum, T. asperellum, T. virens et T.

hamatum.

En effet, les cing isolats de Trichoderma spp. (T a. 09, T 0. 15, T af. 17, T af. 37 et T g. 39)
sélectionnés pour le test in planta de protection du blé contre F. culmorum ont réduit de
maniére significative l'indice de la maladie (> 82 %). Le pourcentage le plus élevé de réduction
de la maladie a été enregistré par T. atroviride (T a. 09) et T. afroharzianum (T af. 17). Sur la
base de ces résultats, T a. 09 et T af. 37 semblent étre les meilleurs isolats pour lutter contre la
pourriture du collet du blé causée par F. culmorum. Des résultats comparables sur la protection
du collet du blé contre F. culmorum ont été rapportés dans des études précédentes. Dendouga
et al. (2016) ont rapporté une réduction significative de l'indice de la maladie (> 70%) induite
par deux isolats de T. harzianum et un isolat de T. viride contre F. culmorum. En outre, Roberti
et al. (2000) ont montré que T. harzianum, T. atroviride et T. longibrachiatum étaient efficaces

pour réduire la sévirité de la pourriture du collet du blé causée par F. culmorum.
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3. Conclusion générale et perspectives

L'objectif principal de ce travail était d'identifier et de rechercher parmi le genre Trichoderma
de souches isolées du sol Algérien, notamment dans des zones qui n'ont pas été encore
inspectées, lesquelles pourraient étre efficaces contre certains pathogénes fongiques affectant

des cultures stratégiques du pays, tels que F. culmorum, B. cinerea, A. solani et R. solani.

Dans ce contexte, nous nous sommes en premier lieu intéressés a l'isolement et a I'identification
de souches de Trichoderma spp. Celles-ci ont été isolées dans différentes régions d'Algérie
(Nord, Est, Ouest et Sud) a partir de différents sols agricoles, sols de palmeraies et de différentes
rhizosphéres (cultures maraichéres, céréales, palmiers). Les isolats fongiques ont été assignés
au genre Trichoderma sur la base des caracteres morphologiques décrits par Rifai (1969) ;
Bissett (1991a, b, c, d) ; Gams et bissett (1998) ; Samuels et al. (2002). En raison du degré
élevé de similitude entre les espéces, les caracteres morphologiques ne permettent pas une
identification précise, c'est pourquoi nous avons procéde directement a l'identification des
Trichoderma spp. au niveau de l'espece en seéquencant I'ADN des regions d'espaceurs
transcriptionnels internes 1 et 2 (ITS1 et ITS2) de I'ADNr et d'un fragment du gene du facteur
d'élongation de la traduction 1-o (Tefl). Ce la a permis d'identifier 46 souches et de les
attribuer a sept especes, dont quatre T. atrobrunneum, T. guizhouense, T. gamsii et T. orientale
ont été identifiées pour la premiére fois en Algérie, et les trois autres sont T. harzianum, T.
atroviride et T. afroharzianum. Cette étude a également permet de determiner Ila distribution

des differentes espéces identifiées a travers les differentes régions prospectées.

A la suite de l'identification une étude a été réalisée sur le taux de croissance de tous les isolats
a différentes températures. Dans cette étude, une conclusion trés intéressante a eté deduite: la
croissance de l'isolat unique T. orientale rapporté pour la premiéere fois en Algérie, isolé du sol
de la rhizosphere du palmier dattier, était significativement plus rapide que celle des autres
especes étudiée a 35°C et présentait une excellente croissance a 40°C, ou la croissance des

autres especes était inhibée.

Par ailleurs, dans I'étude visant a sélectionner des isolats efficaces contre les agents pathogenes
associés aux cultures stratégiques en Algérie, une évaluation de Il'activité antagoniste in vitro a
éteé effectuee afin d’évaluer le comportement des 46 isolats de Trichoderma spp. a 1’égard des

quatre isolats des espéces pathogeénes telles que F. culmorum, B. cinerea, A. solani et R. solani.

L'évaluation de cette activité in vitro a porté sur l'effet des isolats de Trichoderma spp. sur la

croissance de I'agent pathogene sur milieu de culture en confrontation directe et indirecte. 1l en
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ressort qu'un tres grand nombre d'isolats de Trichoderma ont un effet inhibiteur significatif sur
la croissance des pathogenes avec une variabilité du taux d'inhibition. En conséquence, cing
isolats ont été sélectionnés comme étant les antagonistes les plus performants pour étre utilisés
dans le test in vivo, a savoir T. atroviride (Ta.09), T. orientale (To.15), T. afroharzianum (T af.
17 and T af. 37) et T. gamsii (T g. 39).

Le test in vivo a été effectué sur des plants de blé en pot sous serre dans le but de contréler F.
culmorum. Il a ainsi été constaté que les cing isolats sélectionnés étaient efficaces contre ce

pathogéne en marquant une diminution significative de la gravité de la maladie.

On peut conclure que le genre Trichoderma est présent et répandu dans différents sols et
écosystemes algériens. Les résultats obtenus mettent en évidence le grand potentiel antagoniste
des isolats de Trichoderma T. atroviride (T a.09) et T. afroharzianum (T af.37) utilises dans
cette etude contre F. culmorum, la principale espéce associée a la pourriture du collet et a la
fusariose de I'épi, deux maladies importantes qui menacent le blé en Algérie. De plus, les
résultats soutiennent I'hypothése selon laquelle les especes indigenes de Trichoderma
pourraient présenter un meilleur biocontréle et seraient utilisées a l'avenir comme produit
formulé. Dans cette étude, nous soulignons également que T. orientale a été isolé pour la
premiére fois dans les palmeraies du sud de I'Algeérie, ou les conditions climatiques sont séches

et chaudes, ce qui suggere que ces zones pourraient fournir des antagonistes prometteurs

Ces conclusions éclairent de nombreuses perspectives, notamment :

e Poursuivre la caractérisation des cing isolats sélectionnés en étudiant notamment
- la production de métabolites secondaires
- la production d'enzymes impliqués dans le mycoparasitisme capables de dégrader les

parois cellulaires du champignon pathogene (chitinases, glucanases et protéases)

e Réaliser un test in vivo concernant les isolats qui ont marqué un effet inhibiteur
significatif sur la croissance des trois pathogenes, B. cinerea, A. solani et R. solani sur

differentes cultures utilisant (tomate, pomme de terre,...)

e Réaliser un des tests in vitro (confrontation directe et indirecte) ainsi qu'un test in vivo
visant l'isolat T. orientale (To.15), contre Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Killian
et Maire) Gordon (F.0.a.) agent causal de La maladie du bayoud, ou fusariose du
palmier dattier (Phoenix dactylifera L.). en effet cet isolat possede une croissance

jusqu'a 40 C° ainsi qu'il a été isolé des palmeraies de la région d'Adrar connue pour son
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climat sec et chaud donc il peut présenter une bonne adaptation a ce type de climat et

doit peut-étre apporter un effet contre cet agent pathogene.

Il serait tres intéressant d'échantillonner toutes les zones du pays non encore inspectees,
et de collecter un grand nombre de souches de Trichoderma spp. il est probable de

découvrir d'autres espéces antagonistes prometteuses.

Trichoderma spp. a un grand pouvoir de lutte contre les pathogénes du sol et pourrait et
pourrait étre utilisé dans le cadre d’une lutte intégrée dans un avenir proche en Algerie.
Il faut donc néanmoins poursuivre les travaux pour mettre au point des formulations qui
sont fiables et faciles a appliquer et qui permettent de lutter contre les agents

pathogénes.
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Annexes

Annexe 1

Composition des milieux de culture

Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

Extrait de pomme de terre 1000 ml
Glucose 15¢
Agar 209

120



Préparation de I’extrait de pomme de terre: 200 g de pommes de terre, sont lavées puis coupées
en petits cubes, mises dans un litre d'eau distillée et portées & ébullition pendant 20 a 30
minutes. Elles sont ensuite écrasées, puis filtrées.

Préparation du milieu: Dans un flacon, l'agar et le glucose sont mélangés a chaud dans I'extrait
tiré de la pomme de terre. Complétez jusqu'a un litre d'eau distillée ensuite stérilisez & 120°C
pendant 20 minutes.

Milieu PDB (Potato Dextrose Broth)

PDB 1,359

Eau distillée 200 ml

Préparation : Dans un récipient contenant 200 ml d'eau distillée, on ajoute 1,35 de PDB et on

agite a chaud jusqu'a dissolution complete, puis on stérilise a l'autoclave pendant 15 minutes a
121°C.

Milieu SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar)

(KNOs 109
H2PO4 109
MgSO4 H20 059
KCL 05¢
Glucose 0.2¢g
Sucrose 029
Agar 15¢

Eau distillée 1000
Annexe 2

Séquence de la région ITS1-5.8S-1TS2 amplifiée par ITS1 et ITS4
Consensus des isolats (ITS)

>Seql [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 1 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

TCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCG
GGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCA
AACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAA
TGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGC
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GCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCC
GGGGGGTCGGCGTTGGGGACCTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACA
GTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCG
GCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAA

>Seq3 [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 3 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

CCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGT
CGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACACTTTTCTGTAGTCCCCT
CGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAA
CGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATT
GCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGG
GCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGAC
CTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCC
TCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCC

>Seqg4 [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 4 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCT
GGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTG
GGGACCTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCC

>Seq5 [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 5 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

GTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAACTTTTTCTGTAGTCCCCT
CGCGGACGTTTTTCTTAAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGC
ATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCT
CGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTC
TCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTC

>Seq6 [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 6 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

GGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTT
ACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAT
CATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGC
GTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCTCGGGAGCCCCTAAG
ACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTT
TGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAA

>Seq7 [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 7 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

ACTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACT
GTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGLCGLLLGLLGG
AGGGACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGC
AAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAG
AACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCC
TCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGG
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CCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGC
ACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAA

>Seq8 [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 8 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

CCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTC
GCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTC
GCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGG
CATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACC
TCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCT
CTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAAC
ACCCAACTTCT

>Seq9 [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 9 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

CCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGC
CCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGA
CGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATG
CCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCTCGG
GAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCT
GCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCC
AACTTCT

>Seql4 [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 14 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

GTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGA
ACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTAT
TTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAG
TGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTC
CGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCTCGGGAGCCC
CTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAG
TAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCT
GAAATGTG

>Seq18 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 18 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

TACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGC
GCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTTTTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTATAATCTG
AGCCTTCTCGGCGCCCCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATC
TCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGA
ATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATG
CCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGLC
CTCCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCG
CAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCG

>Seq19 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 19 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

GTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGC

CCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTAT

TGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTT
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CGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAAC
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATAC
AGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCG
GCGCGTCCACAGCCGTTAAACAC

>Seq21 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 21 I1TS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

AATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCC
CGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTT
TTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATT
CTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGT
TGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAG
CCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCC

>Seq22 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 22 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

CAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCC
CCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGT
TTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTT
TCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATT
CTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGT
TGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAG
CCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAA
ACACCCAACTTCTGAA

>Seq23 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 23 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

CTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTG
TTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGLCCGGA
GGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTC
GGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTC
TGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGA
ATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGA
GCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAG
CGGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTT
GCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAAC

>Seq24 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 24 I1TS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

GCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCACCAAAACTCTTA
TTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTT
GGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAAC
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATA
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CAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGC
GGCGCGTCCACAGCCGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTGAC

>Seq25 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 25 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

GCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTT
GCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAG
GACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCG
GCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCT
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAA
TCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAG
CGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGC
GGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGC
ACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGC

>Seq28 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 28 I1TS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

CCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTAT
TGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTT
CGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCA
GCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAAC
CCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATAC
AGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCG
GCGCGTCCACAGCCGT

>Seq29 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 29 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

AAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCG
CAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCG
CGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCA
AAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA
AGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCC
AGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGT
CGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCG
CCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGC
CGTTAAACACCCAACTTCTGAAATGTGACCT

>Seq33 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 33 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

CCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTT
TTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAA
CAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTG
AATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTG
GCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGG
GGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCT
CTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGC

>Seq40 [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 40 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

125



CTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTG
TTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGA
GGGACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCA
AAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGA
ACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCT
CGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGC
CCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCA
CCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAA

>Seq42 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 42 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

CTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTG
CGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCC
CCTCGCGGGTTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATG
AATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGC
CCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGG
GGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGG
TCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCC
ACAGCCGTTAAACACCCAACT

>Seqg43 [Organism=Trichoderma harzianum] isolate 43 ITS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

ACCTGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAAC
TGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGLCCG
GAGGACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTC
TCGGCGCCTCTCGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGT
GAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCC
GAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTT
GGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTT
TGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCACAGCC

>Seqg44 [Organism=Trichoderma atroviride] isolate 44 1TS1, ITS2 and 5.8S, complete cds

CCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCLCCGGGTGLGTC
GCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTC
GCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAAC
GGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTG
CAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGG
CATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGACC
TCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCT
CTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAAC
ACCCAACTTCTGAAATGTGACCT
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Annexe 3
Consensus des isolats (tef )

>T. atroviride 01

CCTCCTTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGCTTGTCTTTTAGTGGGGTGCCAACT
TTTTGTTTGGCTGCAACCCCGCTATCGCCACTGTCCCTCTGTCCCAACGAATTGTACTCGCT
CAATTGCATCGTCTTCTGCCTCCATCTCTGTGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCA
ATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTC
AAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCA
AGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTCGCTGTTCCTCATTGACACTTGGAGACCATCA
TTCTAACGTGCCGCTCTACAGACGCTCCCGGTCA

>T. gamsii 02
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CTTTATTGGCACAGTCGTGTGTCCGGCAATCCTGTTCTCAGTCTTGTCAATTTTTTCTCTCGC
ATCGTCACACCCCGCTCTACCTGTCTCTACCCCTCCTTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCT
GCCTTGTTTGGTTTTTAGTGGGGTGCCAGCTTTTTTTTCTGGCAACCCCGCTAATCGCCGCT
GTCCCTCATCCATCGTCTTAACAATTTGTTCACTCAATCGCATCTCATCTTCTCTGTGGTTCA
ATGTGCTGATCATGATTCAATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGT
ATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGC
CCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTAGTATCCTC
ATTGGCGTTTCGAAATCATAATTCTAACGTGCCACTCTACAGA

>T. atroviride 03

TTCTGCTTTTTCACTCCGCTCCCTGAGCACAATCGTGCCCGACAATTCTGTCCTCAGTCTTGT
CATTTTTTTTCCTCGCAGCATCACACCCCGCTTTACCTGTCTACCCCTCCTTTGGCACAGCA
AAATTTTCTGGCGGCCTTGCTTGGCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTTTTTGTTTGGCTGCA
ACCCCGCTATCGCCACTGTCCCGTCCCAACGAATTGTACTCAATTGCATCGTCTTCTCCATC
TCTGTGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAG
GGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCA
CCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAT
GTTTTCGTTTTTCCTCATTGATACTTGGAGACCAAGATTCTAACGTGCCGCTCTGTAGACGC
TCCCGGTCACCGTGATTTCATCAAGAACATGAT

>T. atroviride 04

CCTCAGTCTTGTCATTTTTTTTCCCTCGCAGCATCACACCCCGCTTTACCTGTCTACCCCTCC
TTTGGCACAGCAAAATTTTCTGGCTGCCTTGCTTGGCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTTTTT
GTTTGGCTGCAACCCCGCTATCGCGACTGTCCCGTCCCAACGAATTGTACTCAATTGCATCG
TCTTCTCCATCTCTGTGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCAATAGGAAGCCGCCGA
GCTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAG
CGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCG
TCATTGGTATGTTTTCGCTTTTCCTCATTGATACTTG

>T. atroviride 05

TCTTGTCAMITTTTTCCTCGCAGCatCaCaCCCCGCItTTACCIGTCTACCCCTCCTTTGGCACAGCA
AAATTTTctGGCTGCCTTGCTIGGCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTTTTIGTTIGGCIGCAACCC
CGCTATCGCCACTGTCCCGTCCCAACGAGTTGTACTCAATTGCATCGTCTTCTCCATCTCTG

TGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTT
CTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAaGGCCgAQCGTGAJCGTGGTATCACCATCG
ACATTGCCCTTGGAAGTTCgAGACTCCCAagtACTATGTCACCGTCATTggtaTGTTTTCgc

>T. atroviride 06

GTCTTGTCATTTTTCCTTCGCAGCATCACACCCCGCTTTCCTGTCTACCCCTCCTTTGGCACA
GCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGCTTGTCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTTGTTTGGCTGC
AACCCCGCTATCGCCACTGTCCCTCTGTCCCAACGAATTGTACTCGCTCAATTGCATCGTCT
TCTGCCTCCATCTCTGTGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCAATAGGAAGCCGCCG
AGCTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGA
GCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACC
GTCATTGGTATGTTTTCGCTGTTCCTCATTGACACTTGGAGACCATCATTCTAACGTGCCGC
TCTACAGACGCTCCCGGTCACCGTGATTTC

>T. atroviride 07

GAGAAGGTGAGCTCATTTCTGCTTTTTCACTCCGCTCCCTGAGCACAATCGTGCCCGACAAT
TCTGTCCTCAGTCTTGTCATTTTTTTTCCTCGCAGCATCACACCCCGCTTTACCTGTCTACCC
CTCCTTTGGCACAGCAAAATTTTCTGGCTGCCTTGCTTGGCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTT
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TTTTTGTTTGGCTGCAACCCCGCTATCGCCACTGTCCCGTCCCAACGAGTTGTACTCAATTG
CATCGTCTTCTCCATCTCTGTGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCAATAGGAAGCC
GCCGAGCTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGC
GTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGT
CACCGTCATTGGTATGTTTTCGCTTTTCC

>T. atroviride 08

TCCGCTCCCTGAGCACAATCGTGCCCGACAATTCTGTCCTCAGTCTTGTCATTTTTTTTCCCT
CGCAGCATCACACCCCGCTTTACCTGTCTACCCCTCCTTTGGCACAGCAAAATTTTCTGGCT
GCCTTGCTTGGCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTTTTTGTTTGGCTGCAACCCCGCTATCGC
GACTGTCCCGTCCCAACGAATTGTACTCAATTGCATCGTCTTCTCCATCTCTGTGTGGTTCA
TTGTGCTAATCATGCTTCAATCAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGT
ATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGC
CCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTCGCTTTTCC
TCATTGATACTTG

>T. atroviride 09

TCTTGTCATTTTTCCTTCGCAGCATCACACCCCGCTTTCCTGTCTACCCCTCCTTTGGCACAG
CAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGCTTGTCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTTGTTTGGCTGCA
ACCCCGCTATCGCCACTGTCCCTCTGTCCCAACGAATTGTACTCGCTCAATTGCATCGTCTT
CTGCCTCCATCTCTGTGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCAATAGGAAGCCGCCGA
GCTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAG
CGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCG
TCATTGGTATGTTTTCGCTGTTCCTCATTGACAC

>T. gamsii 10

AGAAGGTAAGCTAATTTCACTACTTTTATCACTACGCTTTGTTGGCACAGTCGTGTGTCCGA
CAATCCTGTTCTCAGTCTTGTCAATTTTTCTCTCGCATCGTCACACCCCGCTCTACCTGTCTA
CCCCTCCTTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTTGGTTTTTAGTGGGGTGCTAGCTT
TTTTTTTCTGGCAACCCCGCTAATCGCCTCTGTCCCTCATCCATCGTCTTAACAATTTGTTCA
CTCAATCGCATCTCATTTTCTCTGTGGTTCAATGTGCTGATCATGATTCAATCAATAGGAAG
CCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGA
GCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTAT
GTCACCGTCATTGGTATGTTTTAGTATCCTCATTGGCGTTTCGAAATCATGATTCTAACGTG
CCACTCTACAGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATC

>T. gamsii 11

GGTAAGCTAATTTCACTATTTTTATCATTACGCTTTATTGGCACAGTCGTGTGTCCGGCAAT
CCTGTTCTCAGTCTTGTCAATTTTTTCTCTCGCATCGTCACACCCCGCTCTACCTGTCTCTAC
CCCTCCTTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGTTTGGTTTTTAGTGGGGTGCCAGC
TTTTTTTTCTGGCAACCCCGCTAATCGCCGCTGTCCCTCATCCATCGTCTTAACAATTTGTTC
ACTCAATCGCATCTCATCTTCTCTGTGGTTCAATGTGCTGATCATGATTCAATCAATAGGAA
GCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCG
AGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTA
TGTCACCGTCATTGGTATGTTTTAGTATCCTCATTGGCGTTTCGAAATCATAATTCTAACGT
GCCACTCTACAGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACA

>T. gamsii 12

AGAAGGTAAGCTAATTTCACTATTTTTATCACTACGCTTTATTGGCACAGTCGTGTGTCCGG
CAATCCTGTTCTCAGTCTTGTCAATTTTTTCTCTCGCATCGTCACACCCCGCTCTACCTGTCT
CTACCCCTCCTTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGTTTGGTTTTTAGTGGGGTGC
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CAGCTTTTTTTTCTGGCAACCCCGCTAATCGCCGCTGTCCCTCATCCATCGTCTTAACAATTT
GTTCACTCAATCGCATCTCATCTTCTCTGTGGTTCAATGTGCTGATCATGATTCAATCAATA
GGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAG
GCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGT
ACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTAGTATCCTCATTGGCGTTTCGAAATCATGATTCTA
ACGTGCCACTCTACAGA

>T. atroviride 13

CCCGACAATTCTGTCCTCAGTCTTGTCATTTTTTTTCCTCGCAGCATCACACCCCGCTTTACC
TGTCTACCCCTCCTTTGGCACAGCAAAATTTTCTGGCTGCCTTGCTTGGCTTTTAGTGGGGT
GCCAACTTTTTTTTGTTTGGCTGCAACCCCGCTATCGCCACTGTCCCGTCCCAACGAGTTGT
ACTCAATTGCATCGTCTTCTCCATCTCTGTGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCAAT
TAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGAAAAAATCT
GGGCCCAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAA
GTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTCGCTTTTCC

>T. atroviride 14

AAGTGAGCTCATTCTGCTTTTTCACTCCGCTCCCTGAGCACAATCGTGCCCGACAATTCTGT
CCTCAGTCTTGTCATTTTTTTTCCTCGCAGCATCACACCCCGCTTTACCTGTCTACCCCTCCT
TTGGCACAGCAAAATTTTCTGGCTGCCTTGCTTGGCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTTTTTT
GTTTGGCTGCAACCCCGCTATCGCCACTGTCCCGTCCCAACGAGTTGTACTCAATTGCATCG
TCTTCTCCATCTCTGTGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCAATAGGAAGCCGCCGA
GCTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAG
CGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCG
TCATTGGTATGTTTTCGCTTTTCCTCATTGATACTTCGAGACCAAGATTCTAAC

>T. orientale 15

CCCAACATCTGTCGACCAAATGGCTCGCGCCGACAGATTTTTTCCTTTCCCATCACCCCGCT
TTCTTCTACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTGGCTGCGTTTCGGGTTTTAGTGGGG
GGGTGCACCTGCAGCAACCCACTACCCGCTGGCCGCCCTCTGTTCTGGTCTCCCAACACAT
TTGCACACGCGTCATCACTCAGCAGTCTGTGCAGCAATGCTAATCCTTTTCCCCTCAACAGG
AAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGC
CGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTAC
TATGTCACCGTCATTGGTATGTTTGATCCATCGCACTGCATCATTTGCCACAACATCATGCT
AATgTCCTCTCACAGACGCT

> T. atrobrunneum 16

CGAGAAGGTAAGCTTCAACTGATTTTCGCCTCGATTCTTCCTCCTTCACATTCAATTGTGCC
CGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCCC
TCCTTTGCAGCGACGCAAAAATTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGC
AACCCCACTAGCTCACTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTAGTCATCATTCAACACG
CTTTGTGGCTTTGGTCATTCAGCGATGCTAACCACTTTTCCATCAATAGGAAGCCGCCGAAC
TCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCG
TGGTATCACCATCGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTC
ATTGGTATGTCCTCATCAATCTCATGGTGCAACTGCGAGCTAGTGCTAACATGCAATTCAC
AGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATCACTGT

> T. afroharzianum 17
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CAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGC
GACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGCAACCCCACTAGC
TCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAACGTGCTCTGCGTCTTTG
GTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTT
CCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCAT
TGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAAGTCTT
CACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCAATTCACAGACGCTCCCGGC
CACCGTGATTTCAT

> T. harzianum 18

CACTCTTCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACAATTCCGCAGAGAATTTTCGTGTGGACAATT
TTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTGCTGTCGTTT
GGTTTTAGTGGGGTTTCTTGTGCACCCCACTAGCTCACTACTTTTTTTCTGCTTCGCTCTCAC
TTCCCAGCCATCATTCAACGTGCTCTGTGTCATCACTTTCAGCGATGCTAACCACTTTTCCA

TCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAG
CTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTC
CCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTCTTTCCATCAATTTCACACAGCGATTACAAG
CCAGTGCTAACAAGCAATCACAGACGCTCCCG

>T. afroharzianum 19

TGTGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCAT
TACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCT
GTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAAC
GTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATAGGAAGCCGCC
GAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTG
AGCGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCAC
CGTCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGC

> T. afroharzianum 20

GAGAAGGTAAGCTTCAACTGATTTTCGTCTCGATTCTTCCTCCTCCACATTCAATTGTGCCC
GACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCT
CCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGCAAC
CCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAACGTGCTCT
GCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCG
GCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGG
TATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTG
GTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCAATTCACAGAC
GCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATCAC

> T, afroharzianum 21

AGTCGAGAAGGTAAGCTTCAACTGATTTTCGTCTCGATTCTTCCTCCTCCACATTCAATTGT
GCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTAC
CCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTG
CAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAACGTG
CTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATARGAAGCCGCCGAA
CTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGC
GTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGT
CATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCAALITCAC
AGACGCTCC

> T. afroharzianum 22
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ATTGTGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCC
ATTACCCCTCCTTTCCAGCGACGCAAATTTTTTTTTCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCT
CTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCA
ACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTCCATCAATAGGAAGCCGC
CGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGT
GAGCGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCA
CCGTCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCAA
TCACAGACG

> T. harzianum 23

TGAGAAGGTAAGGTTCAAATGATTTTTGCCTCGATTTTCCCTCCAAAATCAAATGTGCCCG
ACGATTCTGAAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCGTCACCCCGCTTTCCATTACCCCTC
CTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCTTTTGGTTTTAGTGGGGTTTCTTGCGCACCCC
ACTAGCTCACTGCTTTTTTTTATTTTTTGGCTTCACTCTCACTTCCCCGCCATTCAACGTACT
CTGTGTCTTTGGTCATTCAGCGATGCTAACCACTTTTCCATCAATAGGAAGCCGCCGAACTC
GGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
GTATCACCATCGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATT
GGTATGTCTTCTTCATCAACTTCATGCTTCAATTGCAAGCCAGTGCTAACAGGC

> T. harzianum 24

GAATTTTCGTGGTCGACAATTTTTCGTCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGAC
GCAAATTTTTTTTGCTGTCTTTTGGTTTTAGTGGGGTTTCTTGTGCACCCCCACTAGCTCACT
GCTTTTTTTTTTTTTTTGGCTTCaCTCtCacTTCCCCGCCaTTCAACGTACTCTGTGTCTTTGGTC
ATTCAGCGATGCTAACCACTTTTCCATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCT
TCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAAGTCAAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCG
ACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTCTTCT
TCATCAACTTCATGCTTCAATTGCAAGCCAGTGCTAACAGGCAATCACAGACGCTACCGC

> T. afroharzianum 25

TCAAGTTGTGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCT
TTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGG
TTCTCTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCA
TTCAACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATAGGAAG
CCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGA
GCGTGAGCGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTAT
GTCACCGTCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCA

>T. gamsii 26

CTTTATTGGCACAGTGGTGTGTCCGACAATCCTAGTTCTCAATCTTGCCAATTTTTTCTCGC
ATCGTCACACCCCGCTCTACCTGTCTCTACCCCTCCTTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCT
GCCTTGTTCGGTTTTTAGTGGGGTGCCAGCTTTTTTTTTCTGGCAACCCCGCTAATCGCCGC
TGTCCCTCATCCATCGTCTTCACAATTTGTTCACTCAATCGCATCTCATTTTCTCCGTGGTTC
AATGTGCTGATCATGATTCAATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCTTTCAAG
TATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTG
CCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTAGTATCCT
CATTGGCGTTTCGAAATCATGATTCTAACGTGCCATTCTACAGACGCTCCCGGCCACCGTG
ATTTCATCAAGAACATGATC

> T. afroharzianum 27
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TTCGAGAAGTTAACCTTAAACTGATTTTCGCCTGGATTTTTCCTCTCTTCACATTCAATTGTG
CCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACC
CCTCCTTTCCAGCGACGCAAATTTTTTTTTCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGC
AACCCCACATAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAACGTG
CTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTCCATCAATAGGAAGCCGCCGAA
CTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGC
GTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGT
CATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCAATCAC
A

> T. afroharzianum 28

TTGTGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCA
TTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGLCtCT
GTGCaacCCCACLAgCICCCtGCTTTTTectGettCactCtcAcTTCctCGtCaTCaT TcaAcGTGetctGCGTCT
TtGGTCatTcAgcGACCtAACCaCTtTtACaTcaATAgGAaGeCGecGaAcTegGeaAggGttecttcAAGTAC
GCtTGggtTCTTGACAAGCTCAAGGCCJAGCGTGAQCcGTGGTATCACCATTGACATTGCICTGTG
GAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCT
GCAATTGCGGACCAGTGCTAAC

> T. afroharzianum 29

GTTGTGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCC
ATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCT
CTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCA
ACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATAGGAAGCCG
CCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCG
TGAGCGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTC
ACCGTCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTCGCGGACCAGTGCTAACAGGC
AAT

>T. gamsii 30

TAGTTCTCAGTCTTGTCAATTTTTTCTCTCGCATCGTCACACCCCGCTCTACCTGTCTCTACC
CCTCCTTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGTTTGGTTTTTAGTGGGGTGCCAGCT
TTTTTTTCTGGCAACCCCGCTAATCGCCGCTGTCCCTCATCCATCGTCTTAACAATTTGTTCA
CTCAATCGCATCTCATCTTCTCTGTGGTTCAATGTGCTGATCATGATTCAATCAATAGGAAG
CCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGA
GCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTAT
GTCACCGTCATTGGTATGTTTTAGTATCCTCAT

>T. gamsii 31

GAGAAGGTAAGCTAATTTCACTATTTTTATCACTACGCTTTATTGGCACAGTCGTGTGTCCG
GCAATCCTGTTCTCAGTCTTGTCAATTTTTTCTCTCGCATCGTCACACCCCGCTCTACCTGTC
TCTACCCCTCCTTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGTTTGGTTTTTAGTGGGGTG
CCAGCTTTTTTTTCTGGCAACCCCGCTAATCGCCGCTGTCCCTCATCCATCGTCTTAACAAT
TTGTTCACTCAATCGCATCTCATCTTCTCTGTGGTTCAATGTGCTGATCATGATTCAATCAA
TAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCA
AGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAA
GTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTAGTATCCTCATTGGCGTTTCGAAATCATAATTC
TAACGTGCCACTCTACAGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATCA

> T. afroharzianum 32
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GAGAAGGTAACCTTCAACTGATTTTCGCCTCGATTCTTCCTCTCTTCACATTCAATTGTGCC
CGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTTACCC
CTCCTTTCCAGCGACGCAAATTTTTTTTTCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGCA
ACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAACGTGCT
CTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTCCATCAATAGGAAGCCGCCGAACT
CGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT
GGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCA
TTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCAATTCACA
GACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATCA

> T. afroharzianum 33

TCAATTGTGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTT
TCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGT
TCTCTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCAT
TCAACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATAGGAAGC
CGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGtTaAAGGCCGAGC
GTGAGCGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGT
CACCGTCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGC
AATTCACAGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGT

> T. harzianum 34

AGCCCGACGATTCCTGAAGAAGAATTTTCGTAGTCGACAATTTTTCGTCACCCCGCTTTCCA
TTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCTTTTGGTTTTAGTGGGGTTTCTT
GTGCACCCCCCCTAGCTCCCTGCTTTTTTTTTTTTTTTGGCTTCACTCTCACTTCCCCGCCATT
CAACGTACTCTGTGTCTTTGGTCATTCAGCGATGCTAACCACTTTTCCATCAATAGGAAGCC
GCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGC
GTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGT
CACCGTCATTGGTATGTCTTCTTCATCAACTTCATGCTTCAATTGCAAGCCAGTGCTAACAG
GCAATCACAGACGCT

> T. afroharzianum 35

TCGAGAAGGTAAGCTTCAACTGATTTTCGCCTCGATTCTTCCTCCTCCACATTCAATTGTGC
CCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCC
CTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGCA
ACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAACGTGCT
CTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATAGGAAGCCGCCGAACT
CGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT
GGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCA
TTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCAATTCACA
GACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATCAC

> T. afroharzianum 36

TTCCTCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTT
TCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTG
GTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCAC
TTCCTCGTCATCATTCAACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTA
CATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACA
AGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGAC
TCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGAC
CAGTGCTAACAGGCAATTCACAGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATC
AC

134



> T. afroharzianum 37

TTCCTCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTT
TCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTG
GTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCAC
TTCCTCGTCATCATTCAACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTA
CATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACA
AGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGAC
TCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGAC
CAGTGCTAACAGGCAATTCACAGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATC
AC

> T. afroharzianum 38

ACTCGCTTCTTCCTCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTC
GACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGC
TGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGGIGCAACCCCACTAYCTCCCTGCTTTTTCCTGCTT
CACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAA
CCACTTTTACATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGG
TTCTTGACCcAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGA
AGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGC
AATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCAATICACAGACG

>T. gamsii 39

ACTATTTTTATCACTACGCTTTATTGGCACAGTGGTGTGTCCGACAATCCTGTTCTCAATCT
TGCCAATTTTTTCTCGCATCGTCACACCCCGCTYTACCTGTCTCTACCCCTCCTTTGGCACA
GCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGTTCGGTTTTTAGTGGGGTGCCAGCTTTTTTTTTCTGGCA
ACCCCGCTAATCGCCGCTGTCCCTCATCCATCGTCTTCACAATTTGTTCACTCAATCGCATC
TCAWTTTCTCCGTGGTTCAATGTGCTGATCATGATTCAATCAATAGGAAGCCGCCGAACTC
GGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTG
GTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATT
GGTATGTTTTAGTATCCTCATTGGCGTTTCGAAATCATGATTCTAACGTGCCATTCTACAGA
CGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAA

>T. atroviride 40

TCTGTCCTCAGTCTTGTCATTTTTCCTTCGCAGCATCACACCCCGCTTTCCTGTCTACCCCTC
CGTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGCTTGTCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTT
GTTTGGCTGCAACCCCGCTATCGCCACTGTCCCTCTGTCCCAACGAATTGTACTCGCTCAAT
TGCATCGTCTTCTGCCTCCATCTCTGTGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCAATAG
GAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGG
CCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTA
CTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTCGCTGTTCCTCATTGACACTTGGAGACCATC

> T. gamsii 41

CGAGAAGGTAAGCTAATTTCACTATTTTTATCACTACGCTTTATTGGCACAGTGGTGTGTCC
GACAATCCTGTTCTCAATCTTGCCAATTTTTTCTCGCATCGTCACACCCCGCTCTACCTGTCT
CTACCCCTCCTTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGTTCGGTTTTTAGTGGGGTGC
CAGCTTTTTTTTTCTGGCAACCCCGCTAATCGCCGCTGTCCCTCATCCATCGTCTTCACAATT
TGTTCACTCAATCGCATCTCATTTTCTCCGTGGTTCAATGTGCTGATCATGATTCAATCAAT
AGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAA
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GGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAG
TACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTAGTATCCTCATTGGCGTTTCGAAATCATGATTCT
AACGTGCCATTCTACAGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGA

> T. afroharzianum 42

TGCCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTA
CCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGT
GCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAACGT
GCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATAGGAAGCCGCCGA
ACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAG
CGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCG
TCATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCAATTC
ACAGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGA

> T. afroharzianum 43

CCCGACAATTCTGCAGAGAATTTTCGTGCCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACC
CCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGTCGTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGC
AACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTTCACTCTCACTTCCTCGTCATCATTCAACGTGC
TCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTACATCAATAGGAAGCCGCCGAAC
TCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCG
TGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTC
ATTGGTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATT

>T. atroviride 44

ATTTTTCCTTCGCAGCATCACACCCCGCTTTCCTGTCTACCCCTCCTTTGGCACAGCAAAAA
TTTTCTGGCTGCCTTGCTTGTCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTTGTTTGGCTGCAACCCCGC
TATCGCCACTGTCCCTCTGTCCCAACGAATTGTACTCGCTCAATTGCATCGTCTTCTGCCTC
CATCTCTGTGTGGTTCATTGTGCTAATCATGCTTCAATCAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGG
CAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGT
ATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTG
GTATGTTTTCGCTGTTCC

>T. gamsii 45

TCGAGAAGGTAAGCTAATTTCACTATTTTTATCACTACGCTTTATTGGCACAGTCGTGTGTC
CGGCAATCCTGTTCTCAGTCTTGTCAATTTTTTCTCTCGCATCGTCACACCCCGCTCTACCTG
TCTCTACCCCTCCTTTGGCACAGCAAAAATTTTCTGGCTGCCTTGTTTGGTTTTTAGTGGGG
TGCCAGCTTTTTTTTCTGGCAACCCCGCTAATCGCCGCTGTCCCTCATCCATCGTCTTAACA
ATTTGTTCACTCAATCGCATCTCAYCTTCTCTGTGGTTCAATGTGCTGATCATGATTCAATC
AATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCTTTCAAGTATGCGTGGGTTCTTGACAAGCT
CAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCC
AAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTAGTATCCTCATTGGCGTTTCGAAATCATGAT
TCTAACGTGCCACTCTAAGACGCTCCCGGCCACCGTGATTTC

> T. guizhouense 46

GAGAAGGTAAGCTTCAACTGATTTTCGCCTCGATTCCTCTTCTTTCATATTCAATTGTGCCC
GACAATTCTTCAGACTTTTTGGGTCGACAATTTTTCGTCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCT
TTGCAGCGACGCAAATTTTTTTTGCTGCCGTTTGATTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGCAACCC
CACTAGCTCACTGCTTTTTTTGTGCTTCATTCACTTCCCAGTCATCATTCAACGTGATCTGTG
TCTTTGGTTATTCAACGATGCTAACCACTTTTCCATCAATAGGAAGCCGCCGAACTCGGCA
AGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTAT
CACCATCGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGT
ATGTCTACTTCATCAACTTCATGCTGCAATTGCAACCCAGTGCTAACAGGCAATTCACAGA
CGCTCCCGGCCACCGTGATTTCATCAAGAACATGATCAC
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Annexe 3

Analyse de la variance des isolats pour I'indice de la maladie sur collet

Tests Univariés de Significativité pour disease index : Paramétrisation sigma-restreinte Décomposition
efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
ord. origine 7,11770 1 7,117704 213,3267 0,000000
isolates 10,83042 5 2,166084 64,9203 0,000000
Erreur 0,60058 18 0,033365
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Analyse de la variance de la confrontation directe des 46 isolats de Trichoderma spp. contre R.solani

Tests Univariés de Significativité pour diametre of mycelial growth (mm) (rhizoctonia Directe)
Paramétrisation sigma-restreinte Décomposition efficace de I'hypothese

SC Degr. de MC F p

ord. origine 190153,8 1 190153,8 44537,68 0,00

isolates 9818,9 46 2135 50,00 0,00
Erreur 401,3 94 4,3

ANOVA de la confrontation indirecte des 46 isolats de Trichoderma spp. contre R.solani

Tests Univariés de Significativité pour diametre of mycelial growth (mm) ( Rhizoctonia Indirecte)
Paramétrisation sigma-restreinte Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p

ord. origine 329488,3 1 329488,3 2810,348 0,00

isolates 41649,0 46 905,4 7,723 0,00
Erreur 11020,7 94 117,2

ANOVA de la confrontation directe des 46 isolats de Trichoderma spp. contre A.solani

Tests Univariés de Significativité pour mycelial growth (mm) Alternaria Directe ) Paramétrisation sigma-
restreinte Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p

ord. origine 106658,8 1 106658,8 27543,74 0,00

isolates 4617,2 46 100,4 25,92 0,00
Erreur 364,0 94 3,9

ANOVA de la confrontation indirecte des 46 isolats de Trichoderma spp. contre A.solani

Tests Univariés de Significativité pour mycelial growth (mm) (Alternaria Indirect) Paramétrisation sigma-
restreinte Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p

ord. origine 104524,3 1 104524,3 22778,86 0,00

isolates 2639,4 46 57,4 12,50 0,00
Erreur 431,3 94 4,6

ANOVA de la confrontation directe des 46 isolats de Trichoderma spp. contre B. cinerea

Tests Univariés de Significativité pour mycelial growth (mm) (botrytis Directe) Paramétrisation sigma-
restreinte Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p

ord. origine 94900,45 1 94900,45 19143,01 0,00

isolates 8813,55 46 191,60 38,65 0,00
Erreur 466,00 94 4,96
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ANOVA de la confrontation indirecte des 46 isolats de Trichoderma spp. contre B. cinerea

Tests Univariés de Significativité pour mycelial growth (mm) (botrytis indirecte) Paramétrisation sigma-
restreinte Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p
ord. origine 58458,45 1 58458,45 12779,29 0,00
isolates 2742,55 46 59,62 13,03 0,00
Erreur 430,00 94 4,57
ANOVA de la confrontation indirecte des 46 isolats de Trichoderma spp. contre F. culmorum
Tests Univariés de Significativité pour diametre of mycelial growth (mm) (fusarium Indirect)
Paramétrisation sigma-restreinte Décomposition efficace de I'hypothése
SC Degr. de MC F p
ord. origine 615120,3 1 615120,3 63961,63 0,00
isolates 3870,7 46 84,1 8,75 0,00
Erreur 904,0 94 9,6

ANOVA de la confrontation directe des 46 isolats de Trichoderma spp. contre F. culmorum

Tests Univariés de Significativité pour diametre of mycelial growth (mm) (fusarium Direct)
Paramétrisation sigma-restreinte Décomposition efficace de I'hypothése

SC Degr. de MC F p

ord. origine 183601,0 1 183601,0 58044,27 0,00

isolates 8649,6 46 188,0 59,45 0,00
Erreur 297,3 94 3,2

Annexe 4

Corrélations entre confortation directe et indirecte (Alternaria solani)

Corrélations (Feuille)

Corrélations significatives marquées a p < ,05000
N=138 (Observations a VM ignorées)

isolats | diametre de |diametre de
colonies colonies
confrontation | confrotation
directe indirecte
Variable alternaria Alernaria
isolats 1,00 0,03 0,17
diametre de colonies confrontation directe alternaria 0,03 1,00 0,11
diametre de colonies confrotation indirecte Alernaria 0,17 0,11 1,00

Corrélations entre confortation directe et indirecte (Botrytis cineria)
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Corrélations (Feuille de données1)
Corrélations significatives marquées a p < ,05000
N=138 (Observations a VM ignorées)
Varl | diamétre de diamétre de
colonies colonies
confrotation confrontation
directe Botrytis Indirecte
Variable Botrytis
Varl 1,00 0,33 0,17
diameétre de colonies confrotation directe Botrytis 0,33 1,00 0,14
diamétre de colonies confrontation Indirecte Botrytis 0,17 0,14 1,00

Corrélations entre confortation directe et indirecte (Fusarium culmorum)

Corrélations (Feuille de données Fusarium)
Corrélations significatives marquées a p < ,05000
N=138 (Observations a VM ignorées)

Isolats | Diameétre de | Diamétre de
colonies colonies
confrotatinon |confrontation
directe indirecte
Variable Fusarium
Isolats 1,00 0,03 0,10
Diamétre de colonies confrotatinon directe Fusarium 0,03 1,00 0,27
Diamétre de colonies confrontation indirecte 0,10 0,27 1,00

Corrélations entre confortation directe et indirecte (Rhizoctonia solani)

Corrélations (correlation Rhizoctonia s)

Corrélations significatives marquées a p < ,05000

N=138 (Observations a VM ignorées)

Diamétre de Diamétre de
colonies colonies
confrontation confrontation
Directe Indirecte
Variable (Rhizoctonia s) | (Rhizoctonia s)
Diamétre de colonies confrontation Directe (Rhizoctonia s) 1,00 0,14
Diamétre de colonies confrontation Indirecte (Rhizoctonia s) 0,14 1,00

Corrélations entre l'indice de maladie et la croissance mycélienne de Fusarium culmorum en

confrotation directe
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Corrélations (Corre indice de maladie (directe))
Corrélations significatives marquées a p < ,05000
N=14 (Observations a VM ignorées)

diametre de Indice de
colonie de maIaQIe
fusarium (Fusarium/

aoiTen £l Trichoderma)

Variable tricho( Directe)
diamétre de colonie de fusarium confroté au tricho( Directe) 1,00 0,02
Indice de maladie (Fusarium/ Trichoderma) 0,02 1,00

Corrélations entre I'indice de maladie et la croissance mycélienne de Fusarium culmorum en

confrotation indirecte

Variable

Corrélations (Feuille de données1)

Corrélations significatives marquées a p < ,0500(
N=20 (Obsenvations a VM ignorées)

Indice de Maladie fusarium

Diamétre des colonies Fusarium ( Conf Indirecte)

Indice de | Diametre des
Maladie colonies
fusarium Fusarium (
Conf Indirecte)
1,00 0,25
0,25 1,00
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