République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministere de I'Enseignement Supérieur et dedaherche Scientifique

Institut National Agronomique —EI Harrach

THESE

en vue de I'obtention du Dipléme de Doctorat ereBces Agronomiques
Préssnpar

Boureghda Houda

Recherche de I'effet antagoniste d&richodermaspp. a
I'égard de Fusarium oxysporumt.sp. ciceris (Padwick)
Matuo et K. Sato (Foc), agent du flétrissement
du pois chiche

Soutenue le 02 /05 /2009

Devant le jury composé de :

Président : Pr. Bellal M. INA-Harrach (Alger)
Directeur : Pr. Bouznad Z. INAHEhrrach (Alger)
de thése

Examinateurs : Pr. Sabaou N. ENS- Kquthger)

Dr. Louanchi M.  INA Harrach (Alger)
Dr. Guezlane A. ANEl Harrach (Alger)
Dr. Decock C. CLl} Louvain la Neuve (Belgique)




DEDICACES

A LA MEMOIRE DE NARDJES

A MA FAMILLE

A TOUS CEUX QUI M'ONT AIDE ET ENCOURAGE

Ce travail est dédié

Houda



JNLY Lul\\/lulv_lDlV l

En premier lieu, je remercie mon directeur de tids8ouznad Z. d’avoir accepté de diriger
ce travail, pour ses conseils, et ses orientations.

Je remercie sincerement M. Bellal M. de m’avoir drénen acceptant de présider le jury de
ma these.

Je remercie également :

M. Sabaou N. pour I'intérét gu'’il a porté a mesvaux, et d’avoir accepté pour la deuxieme
fois de faire partie du jury de ma these

Mme Louanchi M. pour I'aide qu’elle ma apportéaebir accepté d’examiner ce travail.

M. Guezlane A. d’avoir fait partie de ce jury, paon aide et a l'intérét qu’il a toujours porté
a mes travaux.

M. Cony Decock, de m’avoir accueilli au niveau dbdratoire de biologie moléculaire de la
MUCL ou j'ai acquis de nouvelles techniques quont’permis d’avancer dans mon travail.

Mes remerciements les plus sincéres vont également

Au professeur Lorito et son équipe du laboratalee lutte biologique de l'université
Fredireco Il de Napoli (ltalie) : Michelina, Sheamink, Patricia, Roberta, Franshesco,
Stephania. Je remercie en particulier Michelina dg@aoet sa famille pour leur accuell, et
gentillesse.

A I'équipe du laboratoire de biologie moléculaire ld mycothéque de l'université Catholique
de Louvain : Francoise, Stephanie, Philippe, @eloour leur aide durant mon séjour.

A M. Kedad A. pour I'importance qu’il a donnée a mtyavail, ses conseils ainsi que les
documents qu’il a mit & ma disposition.

A Mme Laraba F. pour m’'avoir consacré un peu detsops malgré ses occupations.
A Salim Benkraouche pour son aide dans la réaisale I'expérimentation

A monsieur Zitouni de 'ENS de Kouba pour son aithns la réalisation des analyses
phylogénétiques.



A kinza pour son amitié sa présence, et son aidentitoute ces années que nous avons passé
ensemble durant lesquelles nous avons partag@iesset nos peines, que notre amitié dure
le temps que nous vivrons Inchaallah.

Un grand merci a Fatima pour sa grandeur d’ameesdillesse et sa disponibilité, on peut
compter sur toi Fatima, merci.

Je remercie sincerement ma chere Illhem, poumi@gegu’elle a consacré a la lecture de ce
manuscrit.

Je n'oublierais de remercier le défunt Hamid paur aide dans mes débuts au laboratoire de
mycologie.

Je remercie également M. Mabrouk Amar du départedeRedologie pour son aide.

Mes amitiés aux étudiants du département de batardgnt j'ai eu le plaisir de diriger les
mémoires parallelement a la réalisation de cetitegth avec qui j'ai partagé ma passion pour
la lutte biologique, et dont les travaux m’ont écdiale chemin : Zakia kaci, Yamina Ousaid,

Louiza Sidhoumi, Amira Hamel, Hakim Bouabcha, EldH&ahmoudi, Widad Soualhi,
Laaldja Zikhouni, Salim Benkraouche et Rachida Rena

Enfin, je remercie infiniment tous ceux qui m'oidé@et encouragé

r2Louaa



Sommaire

Page
Liste des abréviations
Liste des tableaux
Liste des figures
INtrOdUCLION QENETAIE..........c.ocviiiiiicieceeee e 1.
Chapitrel. Données bibliographiques..............cccooeiiiiiiiiiiiii e, 4

1.1 Présentation de la maladie
1.1.2. AQent PathOgeNe. ... ..ccuiiiie e e e e e e
1.1.3. RACES CNEZ FBIC ... e e 4
1.1.4. Diversité génétique CheZHBC ...............oovvviiiiiiiie et 4
1.1.5. Moyen de JULtE ......oeinie e e e e e e e e D
1.2. Données sur le gerachoderma... .........cccoovviiiiii i e a9

1.2.1. Taxonomie du genfechoderma.............ooveiiiiiiiiiiiiiiici i 9

1.2.1.1. Approche morphologique...........ooi it e e e e e e e .9
1.2.1.2. Approche MOIECUIAIre..........c.viriie i e e 10
1.2.3. Utilisation du genrérichodermadans la lutte biologique ...............ccceeeieeenen. 11
1.2.4. Role des enzymes chitinolytiques et glabdiques dans I'antagonisme ......... .. 12

Chapitre 2. Identification morphologique des isolés appartenant

au genrérichoderma
2. INtTOAUCHION . .e e e e e e e e e A
2.2. Matériel et MEthOAES ... e e 18

2.2.1. Isolement de I'agent antagoniSte ............... ;o eeeenoenieneneeeereineneanns 18
2.2.1. 0. APArtir AU SOl .. e e e e 18
2.2.1.2. Apartir de la SEMENCE .......oviieiie it it i e e camrme e e e 19
2.2.1.3. A partir de [a rhizoSphere .............ooii i e 19

2.2.2. ldentification des especes d'isolats gppant au genrérichoderma.............. 19



2.3, RESURALS ..ottt e e e e e e 19
2.4, DISCUSSION et e e e e e e e e e e e e e e e e 20
2.5, CONCIUSION et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 28

Chapitre 3. Identification moléculaire des isolatgle Trichodermaspp..... 29

B INtrOUCTION .. e e 029
3.2. Matériel et MEthOUES ... 30
3.2.1. Matériel foNgIQUE. ... ....o ittt e e e e e e e 3L

3.2.2.EXIraction de 'ADN ... ...t e e e e 31

3.2.3. Séquencage de la région ITS (ITS-1, ITEBR8S) ..o vviviiiiiiiiiiies v, 33
3.2.3.1. L'amplification par PCR ... i e e, 33
3.2.3.2.Séquencage des produits de 'am@tiba ..................coooiien i, 33
3.2.3.3.Analyse automatique des séquencBAMN................ cooevvviiiieininnnnnn. 35

3.2.4. Séquencage d’'un fragment du géne cqubamtles facteurs...................oevnee 36

d’élongation de la traduction Ef-1
3.2.4.1. L'amplification par PCR ... e e 36
3.2.4.2. Séquencage des produits de l'arogtitn ..................cooiviiin 37
3.2.5. Analyse phylogénétique..........coviii it e e e 37
3.2.6. Utilisation de la RAPD dans la recherdeanarqueurs moléculaires................ 37
et étude de la diversité génétides isolats dérichodermaspp.
B BIRESUIALS ...t e e e a0 38

3.3.1 Séquencage de la région ITS (ITS-1, IT&SR8S)......covviiiiiiiiiicii e, 38
3.3.1.1. Amplification par PCR de laréglii® ............ccooeiiiiiiiiiiiiie i, 38
3.3.1.2. ANalySe deS SEQUENCES. ......ivie it iitiet e e eet et e e emeanm e e e eenees 39

3.3.2. Séquencage dugene BE-L..........ccoiiiiiiiiiiiiein a0 43

3.3.2.1. Amplification par PCRdugene BF:-1.............cooiiiiiiiie e, 43
3.3.2.2. ANAlySe deS SEQUENCES ... cuveiie i iitee e et e e eeeaem e e eaeeeeaeaen 43
3.3.3. Résultats relatifs & 1a RAPD..........oviii it e et e e e e eenen 48

3. DISCUSSION ...t e e e e e e e e e e e e e i B2
B D, CONCIUSION .t e e e e e e e 54



Chapitre 4. Effet de la température sur le taux de croissancd &s.......... 56

caracteres culturaux des lats de Trichodermaspp.
0t I [ o o 18 o 1 o o 56
4.2. Matériel et MEthOdeS..........oviii i e e e DD
4.2.1. Matériel fongique et conditions det@r ...............coooieiie i i e, 56
4.2.2. Influence de la température sur l& GRICroISSaNCe..........co.vvveviveiieiieineannnns 56

et I'aspect cultural des isolats Tiegchodermaspp.

G TR = 1S U = 1 59
4.3.1. Effet de la température sur le tauxrdéssance des isolats...................ccceeeenee. 59
deTrichodermaspp.

4.3.2. Influence de la température sur les ¢aras culturaux ................ccceeevveeennen. .62
des isolats daichodermaspp.

1D 1Yo 1] o] o PP ¢ -

T @0 o 11 153 o 81

Chapitre 5. Etude de I'activité antagoniste des idats de.................... 82

Trichodermapp.a I'’égard des deux pathotypes dioc

D INtTOAUCTION e e e e e e e e e e e .82
B5.2. Matériel €t MEINOUES ..o e e e e e e 082

5.2.1 Isolement et conditions de culture dedi#gpathogéne et des antagonistes ........... 82
52.2. Matériel VEQELAl ........oovnieie i e e 83
5.2.3. Activité antagonisSia VItrO ..........ooviiirie e e e e e 83
5.2.3.1.Confrontation dir€CLe .......c..ieii it e e e e e e 83
5.2.3.2. Confrontation & diSTANCE ..........coiiiiiiii it e e e 84
5.2.3.3.Effet de I'agent antagoniste sumplarglation duFoC ..............ccccovevvnenn .. 84
5.2.4. Activité antagonista Planta...........ccuuueeeiiiiiiiiiiiieee e 85

5.2.4.1. Inoculation du SOl PArHOC.............uuiiiiiiii e 85



5.2.4.2. Traitement de la semence par ldéatssdeTrichodermaspp. ..........ccovveeeeee. 85

5.2.4.3. Effet des isolats deichodermaspp. sur la stimulation ................cooeiiiiinn, 87

de la croissance du pois chiche.

5.2.5. Analyse StatiStiqUue ..........ocoiiiii e e e e e e a0 O T
5.3 RESUIALS ...t e e e e e e e e 78
5.3.1. Actionin vitro des isolats dérichodermaspp. sur la croissance et ..................87

la sporulation des deux pathotypé& ae
5.3.2. Corrélation entre I'effet des isolatsTdeEhodermaspp. .......cccovvvvviiiieineeennnn. 100
sur les parametres étudiggtro.
5.3.3. Action des isolats deichodermaspp. al'égard des ..........cccoovvviiiiiiiiinennnn, 100
deux pathotypes &oc in planta
5.3.3.1.Effet des isolats deichodermaspp. sur le développement........................100
de la maladie
5.3.3.2.Corrélation entre I'effet des isolatsTadehodermaspp. sur l'indice .............. 105
de maladie des pathotypes dadgkdment et de jaunissement .
5.3.3.3. Analyse comparative de I'efficacigsdsolats d@richodermaspp.............. 105
in plantaetin vitro
5.3.3.4. Effet des isolats deichodermaspp. sur la stimulationde. ........................ 106
la croissance veégétale du pbishe
5.3.3.5. Corrélation entre I'effet des isolatsTdiehodermaspp. sur l'indice ............ 111
de maladie et les parametresrdissance du pois chiche
ST I o 11 [ PPt
5.5, CONCIUSION ...ttt e e e e e e e e e et e e e 115

Chapitre 6. Analyse des activités chitinolytiquest glucanolytiques.....117

chez les isolats d@richodermaspp.

B. 1. INITOAUCTION ...ttt e e e e e e e e e e e, 117
6.2. Matériel et MEthOAES ......oon e 120
6.2.1. Matériel fONQIQUE........oeiee it e e e e et e e e e 121

6.2.2. Milieux de culture pour la pration d’enzymes .............coooviiinn o, 121



6.2.3. Dosage des protéines totales ...ccveu.eereieiiiiiiieieie e eaean e 122
6.2.4. L’'analyse de l'activité enzyimqae ...............ccoevvvieiiiiinn i innennn. 2122

B.3. RESUIALS ..o e e e e 123
6.3.1. Mise en évidence des activités chitobiosidase,.............c...cooevvnenn. 123
glucosaminidase et glucanasemilieu SM + chitine
6. 3.2. Mise en évidence des actiwt@obiosidase, ............ccoevviiviiienn waes 126
glucosaminidase etghase sur milieu SM + glucose
6.3.3. Mise en évidence des actiwitétobiosidase, .............coevvieviiieninn. 128
glucosaminidase etghase sur milieu SM + Saccharose
6.3.4. Mise en évidence des actuvifdéitobiosidase, ............ccooveveivn eeen. 130
glucosaminidase etghase sur milieu SM + glycérol
6.3.5. Corrélation entre I'activighzymatique des isolats de.. ...................... 132
Trichodermaspp. sur milieu SM + chitine et la réduction de
I'indice de maladreplanta
6. 4. DISCUSSION ...ttt et e et e e e e e e e e e veee e eem 132
6. 5. CONCIUSION ...t e e e e e eemmeeeee. 13D

Conclusion geneérale et perspectives..........coceevveiiiiiii e 137
Références bibliographiques..............coooo i, 141
Annexes

Article publié
Article soumit et accepté



Liste des abréviations

°C : degré Celsius

$m : micrometre

mm : millimetre

cm : centimétre

ng : nanograme

min : minute

SM : milieu synthétique

PDA : Potato Dextrose Agar

T : Tricodermaspp.

Ta : Trichoderma atroviride

TL : Trichoderma longibrachiatum

Th : Trichoderma harzianum

Foc: Fusarium oxysporurfsp.ciceris

EF : Facteur d’élongation de la traduction desénats
ITS : Espaceurs Internes Transcrits (Intrageniasitepted spacer)
SeQ : Séquenceur

mA : milli ampére

V :volt

UV : Ultraviolet

Pb : paire de bases

Kb : Kilo base

KDa : Kilo dalton

ech 42 : endochitinase 42 KDa
HT : Hauteur de la tige



PF : Poids frais

PS : Poids sec

SS : Sol stérilisé

SNS : Sol non stérilisé
PT : Protéine totale

INA : Institut national Agronomique

ITGC : Institut Technique des grandes cultures

MUCL : Mycothéque de I'Université Catholique de Main



Liste des figures Page

Figure 1. Symptéme de flétrissement fusarien empmhamps induit par.......................5
par le pathotype de flétrissement
Figure 2. Genealogie du gene des facteurs d’élargde la traduction EF#] ............... 7
montrant I'origine monophylétiqueegheF. oxysporunfsp.ciceris.
Figure 3. Dendrogramme dérivé de I'analyse par BAB 57 isolats dBusarium........... 8
oxysporurfsp. ciceriset 4 isolats d&.oxysporumrmon pathogene au pois chiche
en utilisant les amorces OPI-01, O2]-OPI-18, OPF-06, OPF-10, OPF-12

et OPF-16.
Figure 4. lllustration des cing sections reconp@sBissett ............ccccoviiiiiiiiiiiien e 17
Figure 5. Aspect microscopique des isolats aveadaidiophores et phialides .............. 22

correspondant a la secflomongibrachiatum
Figure 6. Schéma montrant 'aspect morphologided’especd. citrinoviride............. 23

Figure 7. Morphologie des isolats @iechodermaspp.avec des conidiophores................ 25
et des phialides correspondant segtionslrichodermaetPachybasum.

Figure 8 Arbre phylogénétique de 47 espécegdehodermaobtenu par...................... 30
analyse des séquences ITS-1, ITSL, it SSU DNA, tefl et ech42.
Figure 9. Structure schématique de la région ITSZ, 5,8S et ITS2) de..................... 34

I’ADN ribosomal.

Figure 10. Structure schématique du gene #HBell'especélypocrea jecorina............ 36
avec la localisation des amorgédsées dans son amplification.

Figure 11. Amplification de la région ITS des $8lats delrichodermaspp. par ........... 39
les amorces NS7 et ITS-4.

Figure 12. Relation phylogénétique entre les 1kisodeTrichodermaspp.................. 41
résultant de I'analyse des sages de 'ADNr (ITS-1, 5 ,8S et ITS-2).

Figure 13. Arbre phylogénétique basé sur I'anatieseséquences ITS, montrant............42
la position des 18 isolatsTaeehodermaspp. par rapport aux isolats de références.

Figure 14. Amplification du géne ER#1des 18 isolats derichodermaspp. par............. 43

les amorces EF-1 et EF-2.



Figure 15. Relation phylogénétique entre les 1BisodeTrichodermaspp................... 45,
résultant de I'analyse des ségesnic gene EF#L

Figure 16. Arbre phylogénétique basé sur 'anatieseséquences ERImontrant ......... 46

la position des 18 isolatsTdehodermaspp. par rapport aux isolats de références.

Figure 17 Profil RAPD des 10 isolats d&. longibrachiatun(1,2,4,5,8,9,10,11,14, et 17), .48
5 Isolats d&. harzianun{6, 12, 15, 16, et 18), et des 3 isolatsTeatroviride
(3, 7,13) généreés par les amorces OPAL1(A), OPAI@MBAL17(C) et le minisatelite
M13 (D).

Figure 18. Dendrogramme dérivé de I'analyse paPBAle 10 isolats ....................eu.n. 50
T. longibrachiatun® isolats dd. harzianunet 3 isolats d&.atroviride par
la combinaison de 4 amorces (OPAPA10, OPAL7 et le minisatelite M13).

Figure 19. Diametre des coloni€slongibrachaiatun{A,B) T. harzianum(C,D), et ....... 61
T. atroviridéE,F) apres 48h d’'incubation a 15, 20, 25, 30et350°C
sur le milieu PDA (A,C, E) et BNB,D,F).

Figure 20. Aspect cultural des isolats @echodermaspp. a 15°C sur milieu PDA.......... 66
Figure 21. Aspect cultural des isolatsTaehodermaspp. a 20°C sur milieu PDA........... 67
Figure 22. Aspect cultural des isolatsTaehodermaspp. a 25°C sur milieu PDA.......... 68
Figure 23. Aspect cultural des isolats @echodermaspp. a 30°C sur milieu PDA.......... 69
Figure 24. Aspect cultural des isolatsTaehodermaspp. a 35°C sur milieu PDA........... 70
Figure 25. Aspect cultural des isolatsTaehodermaspp. a 40°C sur milieu PDA............ 71
Figure 26. Aspect cultural des isolatsTaehodermaspp. a 15°C sur milieu SNA........... 74
Figure 27. Aspect cultural des isolatsTaehodermaspp. a 20°C sur milieu SNA............ 75
Figure 28. Aspect cultural des isolats @echodermaspp. a 25°C sur milieu SNA.......... 76
Figure 29. Aspect cultural des isolatsTaehodermaspp. a 30°C sur milieu SNA............ 77
Figure 30. Aspect cultural des isolatsTaehodermaspp. a 35°C sur milieu SNA............ 78
Figure 31. Aspect cultural des isolatsTaehodermaspp. a 40°C sur milieu SNA........... 79
Figure 32. Schéma montrant la confrontation a digtaince duFocetde ..................... 83

Trichodermspp. sur milieu PDA.



Figure 33. Schéma montrant la confrontation a destantre ld=ocet ........................ 84
Trichodermapp. sur milieu PDA.

Figure 34. Inoculation du sol parfec selon la technique de Singhaét(1979). ...........86

Figure 35. Confrontation directe des isolatddatroviridea I'égard les deux ............... 90
pathotypes dieoc.

Figure 36. Confrontation directe des isolatrdéongibachiatuma I'égard des deux........ 91
pathotype dtoc.

Figure 37. Confrontation directe des isolatSdbarzianuma I'égard des deux............. 92
pathotypd=oc.

Figure 38 Confrontation indirecte des isolats de atroviridea I'égard des deux .......... 93
pathotypes dhoc.

Figure 39 Confrontation indirecte des isolats de harzianuma I'égard des deux ......... 94

pathotypes droc.

Figure 40 Confrontation indirecte des isolats Tielongibrachiatuna I'égard des deux.....95
pathotypes droc.

Figure 41. Arrét de la croissance du pathotypdléigissement sous l'effet des ............96
substances antifongiques volatiégnises par l'isolak. atroviride Ta.13.

Figure 42. Modifications morphologiques affectantiiycélium du~oc......................97

Figure 43. Symptémes de jaunissement (a) et f&ment (b) induits par les deux......... 101
Pathotypes &oc.

Figure 44. La molécule de Chitine..........coouiii it e e e 119

Figure 45. La MOIECUlB(1-3) gIUCANE........o ittt e e e 119



Liste des tableaux Page

Tableau 1.Intervalle des dimensions et forme des conidiesistdats de .....................26
Trichodermaspp

Tableau 2. Caractéristigue morphologique des isaletfrichodermaspp. utilisés dans ....32

I'étude
Tableau 3. Matrice de ccefficient de similaritédeasur les analyses de la RAPD............ 51
Tableau 4. Origine des isolats deichodermaspp. utilisés dans I'étude....................... 58

Tableau 5. Caractéristiques culturales des isditsichodermaspp sur milieu PDA ...... 64

Tableau 6. Caractéristiques culturales des salafTrichodermaspp. sur milieu SNA....72

Tableau 7. Effet des isolats deichodermaspp. sur la croissance et la sporulation du...... 98
pathotype de flétrissement.

Tableau 8. Effet des isolats @iechodermaspp. sur la croissance et la sporulation du ...... 99
pathotype de jaunissement.

Tableau 9. Effet des isolats @iachodermaspp. sur I'indice de maladie du pathotype de..103
flétrissement.

Tableau 10. Effet des isolats Biechodermaspp. sur I'indice de maladie du pathotype...104
de jaunissement.

Tableau 11. Effet des isolats deichodermaspp. sur la croissance du pois chiche.. ...... 107
(Pathotype de flétrissementsdarsol stérilisé).

Tableau 12. Effet des isolats deichodermaspp. sur la croissance du pois chiche.......... 108
(Pathotype de flétrissement darsol non stérilisé).

Tableau 13. Effet des isolats deichodermaspp. sur la croissance du pois chiche.......... 109
(Pathotype de jaunissement tassl stérilisé€).

Tableau 14. Effet des isolats deichodermaspp sur la croissance du pois chiche ......... 110
(Pathotype de jaunissement tiassl non stérilise).

Tableau 15. Présentation des activités enzymatsesilieu SM + Chitine................ 125

Tableau 16Présentationles activités enzymatiques sur milieu SM + glucose......... 127

Tableau 17Présentation deactivités enzymatiques sur milieu SM + saccharose.....129

Tableau 18. Présentation des activités enzymatsuresilieu SM + glycérol...............131



Introduction générale




Le pois chiche Cicer areitinumL.) est I'une des plus importantes légumineuses
alimentaires cultivées dans le monde ; il occup&°T¥ place aprés le haricoPfaseolus
vulgarisL.) et le pois Pisum sativuni..) (Sharma eal., 1994). En Algérie, le pois chiche est
la seconde légumineuse alimentaire apres la feaenfdache et Ait Abdallah, 1998).

En alimentation humaine, le pois chiche est uneléxtte source de protéines pour les
populations pauvres avec une teneur de 25.3 %9-%8&u poids du grain, riche également en
fibres, en glucides complexes, en vitamines et @meraux (Muehlbauer et Tullu, 1997 ;
MacMichael, 2001) ; il est utilisé aussi dans Haintation animale.

Cultivé essentiellement dans les zones littoraldeseplaines intérieurefa situation du
pois chiche en Algérie n’est pas encourageanteisecdes faibles productions et rendements
enregistrés ces dernieres années. Ceci est diltielserent aux mauvaises conditions
climatiques, a la non maitrise de [litinéraire teiciue et des conditions phytosanitaires
(Bouznad etl., 1998). L'Algérie est I'un des principaux impogats du pois chiche dans le
monde, elle occupe 18°® place aprés I'Inde, le Pakistan, 'Espagne, ledbzatesh et les
AEU (Mac Michael, 2004).

Le flétrissement fusarien causé parsarium oxysporunfispciceris (Padwick) Matuo
et K. Sato Foc) est considéré comme étant la maladie transmiske sl la plus importante
sur pois chiche a travers le monde. Les attaqueke ffac peuvent détruire complétement la
culture, quand les conditions sont favorables areld@pement de la maladie (Anjaih adt,
2003 ; Halila et Strange, 1996 ; Navas-Cortesakt 2000a). Les pertes annuelles de
rendement ont atteint 10 % en Inde (Mayealetl997), 12 & 15 % en Espagne (Landal.et
2004), 40 % en Tunisie (Navas-Cortésakt 2000b) et de 10-50 % au Pakistan (Khaalgt
2001).

En Algérie, cette maladie rapportée pour la preenféeis par Bouznad etl.(1990) est
considérée parmi les maladies les plus importastgspois chiche ou des prospections
réalisées dans les différentes régions du paystémété la forte présence de cette maladie.
Dans le Nord Ouest du pays 20- 45 % des champpgutEs sont affectés par la fusariose du
pois chiche (Maatougi, 1996). Selon Sayoudakfl999) la maladie reste assez localisée,
surtout dans le Nord-Est du pays, avec des attaggveres notamment dans la région de
Guelma et Skikda (Bellah eal., 2003). Récemment Bekkar at. (2007) ont étudié
l'incidence et la gravité de la maladie dans tm&@gions du Nord-Ouest Algérien, a savoir

Mascara, Sidi Bel-Abbes et Ain Temouchent.



Parmi les moyens de lutte, la rotation culturagesoélarisation du sol, l'utilisation de
semence indemne deoc, I'élimination des débris végétaux infestés, laittment de la
semence par les fongicides sont employés conffededont le succes est limité (Haware et
al., 1996 ; Trapero-Casas et Jiminez-Diaz, 1985). layan de lutte le plus efficace et
économique contre cette maladie est l'utilisatian alltivars résistants. Cependant, cette
méthode est limitée par la grande variabilité platiigue duFoc.

La lutte biologique offre des potentialités de cOl® des maladies ou certains agents
antagonistes sont capables de contrbler des maladidre lesquelles aucun moyen de lutte
chimique ou résistance de I'héte n’existe, et ameins de contraintes environnementales que
les pesticides (Hanson et Howell, 2002). Ces desieannéeda lutte biologique par
I'utilisation d’agents antagonistes fongiques ettbaens a été envisagée contré&de. Ainsi
des isolats dePseudomonasspp., Bacillus spp., Paenibacillus spp., et des isolats non
pathogenes dE. oxysporunisolés a partir de la rhizosphére du pois chiomé,montré leur
efficacité dans la suppression de la fusarioseaisl chiche sous des conditions controlées.
Par conséquent, la lutte biologique pourrait offi@s potentialités pour la suppression de la
fusariose en plein champ, particulierement lorsépr’est utilisée en combinaison avec des

cultivars partiellement résistants et un choix adégle la date de semis (Landalet2004).

L’objectif de notre étude est la recherche d’agantagonistes dboc. Nous avons ciblé
des isolats appartenant au gefnehoderma, suite a des travaux antécédents qui ont montré
gue les isolats de ce genre sont efficaces damédiaction de l'incidence de la maladie
lorsque les graines de pois chiche sont traitées ame suspension de sporeddehoderma
spp. avant le semis dans un sol préalablementténfesr leFoc (Kaci et Oussaid1999;
Zikhouni, 2005, Benkraouche, 2006). Ainsi lI'isolement de I'agentagoniste est effectué a
partir du sol et de la rhizosphere des plants degioche.

Dans une premiére partie nous nous sommes intéréssde étude taxonomique des
especes dé@richodermaspp. utilisées dans cette étude. L'appartenancesdids au genre
Trichodermaet la détermination des espéces est basée starbedéristiques morphologiques
décrites par Rifai (1969) ; Bissett (1984 ; 199]@,lCependant, la détermination des especes
chez ce genre est délicate a cause de la grandéusien qui peut exister entre elles. Les
caractéristiques morphologiques sont douées d'uaedg plasticité et la taxonomie basée
uniquement sur les criteres morphologiques chegeteeTrichoderman’est pas suffisante.

Ainsi, nous avons envisageé d’approcher cet aspctip séquencage de genes, notamment le



gene de la région ITS (ITS-1, 5.8 et ITS-2), et paetie du géne codant pour les facteurs
d’élongation de la traduction des protéines ERBlongation Factor ) pour clarifier I'identité
de nos isolat3richodermaspp. Une étude de la diversité génétique intecigae et intra-
spécifique des isolats deichodermaspp. par RAPD est également réalisée. L’identifica
des especes deichodermaspp. par cet outil est également recherchée.

Apres, la confirmation de l'identité de I'especesdsolats delrichodermaspp., nous
avons réalisé une étude qui a porté sur le tagixraissance et I'aspect cultural a différentes
températures, la sporulation ainsi que la prododii® pigments en milieu de culture chez les
isolats. La variabilité de ces caractéres chez$geces dérichodermaspp. est également
étudiée, car certains de ces caracteres peuvenitdas dans l'identification.

Parmi les aspects étudiées, I'évaluation de [I'@étivantagoniste des isolats de
Trichodermaspp.in vitro etin vivo a I'égard de deux isolats dioc. Le premier appartient
au pathotype responsable du jaunissement, et tmdeappartient au pathotype responsable
du flétrissement. Les paramétres étudiégtro concernent I'effet des isolats dechoderma
spp. sur la croissance (confrontation directe dir@cte), et la sporulation. L'efficacitié
planta des isolats ddrichodermaspp. dans la protection des plants contre la ifsardu
pois chiche est évaluée par des traitements dertersce du pois chiche a l'aide d’'une
suspension de spores avant le semis dans un sdhipl@ment infesté par Foc . L'effet des
isolats deTrichodermaspp. sur la stimulation de la croissance végétale également
recherchée par une évaluation du taux de stinonlakes différents parameétres de croissance.

Plusieurs auteurs ont rapporté le réle des enzych@molytiques et glucanolytiques
comme déterminants des mécanismes de l'activitéganiste chez le3richodermaspp.
L’'analyse de ces enzymes est réalisée par I'étiald’'affet de plusieurs substrats sur
linduction et la répression des deux enzymes mblgtiques (chitobiosidase et
glucosaminidase) et glucanolytique (glucanase). Vaaiabilité interspécifique et intra
spécifigue des isolats étudiés concernant la ptamuale ces enzymes sont également
étudiées Dans cette étude, nous avons recherché l'existehoge corrélation entre la

production d’enzyme et la capacité antagonisteldiesodermaspp.



Chapitre 1
Données bibliographigues




1.1 Présentation de la maladie

1.1.1. Symptomatologie
Selon le type de symptémes, deux pathotypes samitsiéhez le~oc. Le 1* pathotype
est responsable d'un jaunissement foliaire progremgec un brunissement des tissus
vasculaires et une mort tardive des plants. i @athotype est responsable du flétrissement
(Fig.1), induisant une chlorose séveére et rapidc awn brunissement des tissus vasculaires et
une mort précoce des plants (Trapéro-Casas ehdi¥idiaz, 1985).

1.1.2. Agent pathogene
Le Fusarium oxysporuni. sp. ciceris (Padwick) Matuo et K. Sato (Hyphomycetes,
Moniliales, Tuberculariaceae) est un champignolurigue pathologiquement spécialisé au

genreCicer, et cause la fusariose sur pois chiche, seulecespativée du genre Cicer.

1.1.3. Races chez I&oc

En se basant sur la réaction d’'une gamme diffi@lént8 races sont rapportées chez le
Foc. races 0, 1A, 1B/C, 2, 3, 4, 5 et 6. Les raced QB!C induisent le symptéome de
jaunissement (Fig.1), alors que les races 1A, 24,3% et 6 provoquent le symptébme de
flétrissement (Corell, 1991 ; Kelly et., 1994 ; Jiménez-Gasco &t, 2001). Les huit races
possédent également une distribution géographigimate, puisque les races 2, 3 et 4 ont
éte rapportées uniqguement en Inde, tandis queates 10, 1B/C et 6 existent principalement
dans la région méditerranéenne et aux USA (CalddriLa race 1A est la plus répandue,
rapportée en Inde, en Californie, et dans la régmaditerranéenne (Jiménez-Gascalet
2001). En Algérie la présence des races 6 et @appbrtée par Bouznad &t(1992). En
plus de la différence dans la virulence, les raltgSoc difféerent également dans I'agressivité.
Par conséquent, il apparait que dans la majorisécds, le pathotype de jaunissement est

moins agressif que le pathotype de flétrissemiménez-Gasco etl., 2004)

1.1.4. Diversité génétique chez leoc

Le Fusarium oxysporunest un complexe d’especes tellurigues composéodaet
spéciales pathogénes et saprophytes ; pour lesgaeitune forme sexuée n’a jamais été
observée. Ainsi les variations génétiques chee espeéce peuvent résulter principalement de

'accumulation des mutations. En conséquence, ceszchampignons la totalité du génome



est liée, transmise comme une seule unité d'unérgéan a une autre, et leurs populations

naturelles sont clonales dans la nature.

Figure 1. Symptomes de flétrissement fusarien en pleimgsainduit par le

pathotype de flétrissement.



Certaines études ont montré que les formes spgc@iez leFusarium oxysporum
peuvent avoir différents modéles d’évolution. Cieda formes spécialesalbedinis,
canariensis, conglutinansont une seule origine, et sont ainsi monophytiptandis que
d’autres ¢€ubens, lycopersici, melofient des origines multiples et sont ainsi polygiigue.
Que leFoc ait une origine monophylétique ou polyphylétiglig, a une conséquence directe
sur la recherche d’'une source de résistance géeétiontre la maladie. Néanmoins la haute
variabilité génétiqgue et géographique observée awezhampignon suppose que Hec
pourrait étre polyphylétique.

Une série d’études a montré que tous les isolatpatbhogéne sont génétiguement
identiques, selon que I'on considére le critére e origine géographique (Jiménez-Gasco et
al., 2004). Les isolats deoc forment un seul groupe de compatibilité végétafieo etal.,
1998). lIs présentent une similarité pour la longuet le polymorphisme des fragments de
restriction de ’ADN mitochondrial par RFLP (PerAres, 1995). L'analyse des séquences
de cing génes, EF#1%tubiline, histone 3, actin, et calmoduline, morgtéls sont similaires
(Jiménez-Gascet al., 2004). La comparaison par analyse en parcimoniesdgsences du
gene EF-# de 17 isolats dBoc représentant toutes les races, les deux pathotgsesgions
géographiques du pathogéne, et 3 isolat§.dexysporumnon pathogenes au pois chiche
avec 24 séquences ER-tles isolats de 11 formes spécialed-dexysporuma montré que
les isolats duFoc forment une clade bien distincte des autres forspégiales et des isolats
F. oxysporummon pathogenes (Fig. 2). Toutes ces informatind&gjuent que I€&oc possede
une origine monophylétique (Jiménez-Gascal €22002).

La variabilité génétique chez IEoc, n'a pas été mise en évidence au niveau des
séquences des genes étudiés, mais plutdt par BRDRKelly etal., 1994 ; Jiménez-Gasco et
al., 2001). Des isolats deoc de tous les pathotypes, et de toutes les racesgid®
géographique différente ont été testés avec tromees par Kelly edl. (1994), et 7 amorces
par Jiménez-Gasco at. (2001). Les résultats obtenus ont montré quést#dats deFoc sont
subdivisés en deux groupes « clusters » séparané giart les pathotypes de jaunissement, et
d’autre part les pathotypes de flétrissement. Cdgety les isolats du pathotype de
jaunissement sont a leur tour divisés en deux <«chugiers » qui correspondent a la race O et
la race 1B/C (Fig.3). Les résultats de I'analyselémdaire montrent que les différences
génétiques sont trés hautement significatives abissi entre les isolats du pathotype de
jaunissement et du flétrissement que entre lesract 1B/C (Jiménez-Gascoadt, 2001).

La RAPD, a permis d’identifier des marqueurs madléices par la présence de bandes qui

permettent de distinguer le patothype de jauniseérde celui du flétrissement (Kelly et



al.,1994), ainsi que les races Boc (Jiménez-Gasco etl., 2001) ; ils ont pu identifier les

races 0, 1B/C, 5, et 6 par la présence de banéesfigpes pour chacune des races.
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Fig.2 Généalogie du géne des facteurs d'élongatmra traduction EF# montrant
'origine monophylétique chez I€&. oxysporumf.sp. ciceris (Jiménez-Gasco edl.,

2002)
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isolats (Jiménez-Gascoat, 2001).
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1.1.5. Moyens de lutte

Le Foc peut survivre dans le sol pour plusieurs annéedegachlamydospores, ce qui
réduit le potentiel de la rotation culturale commeyen de lutte (Haware el., 1996). Le
contrble du flétrissement fusarien peut étre obtearu’utilisation de cultivars résistants avec
un choix judicieux des dates de semis. Cependamieprs facteurs influencent I'efficacité
de ce moyen de lutte, la grande variabilité pathiglee duFoc, ainsi que les facteurs
abiotiques comme la température et 'humidité (Laathl., 2006).

La lutte biologique contre cette maladie avait ét&isagée par I'utilisation d’agents
antagonistes bactériens et fongiques. Des isotgigoghytes dé-. oxysporumisolés de la
rhizosphere du pois chiche ont montré une grandiection de I'incidence de la maladie. Des
agents antagonistes commercialisées telsBaodllus subtilis GB03 etT. harzianumKRL-
AG2(T-22G) sont utilisés avec succes contréde (Hervas etl., 1997).

1.2. Données sur le genrérichoderma

Le genreTrichodermaPers.:Fr. décrit par Persson en 1874, est utikphiis les années
1930 dans la lutte biologique appliquée en agticalt Différentes especes de ce genre ont
montré leur efficacité dans la lutte contre desnegphytopathogénes aériens et telluriques.
Depuis, différents travaux sur la taxonomie de exerg basés sur les criteres morphologiques,
biochimiques et moléculaires, sur les mécanismgsigués dans I'antagonisme, ainsi que

'augmentation du potentiel antagoniste par clordgegene, sont effectués.

1.2.1. Taxonomie du genrérichoderma

1.2.1.1. Approche morphologique

Selon les auteurs, les espéces du gérnplhoderma ont été initialement définies sur la
base de caracteres morphologiques.

Rifai (1969) a adopté le concept d’espéces agrggatsa défini comme une agrégation
d’especes tres similaires et difficilement sépasbll a conclu qu’il n’existe aucun critere
pour définir une espece biologique en terme mogiqlie. Les caracteres morphologiques
sont en continuelle variation, et il n’existe auauitere pour connaitre le degré de variation
admis au sein de l'espéce. Cet auteur trouve unetincité dans les caractéres
morphologiques avec quelques caractéres morpliplegide base.



Bissett (1984, 1991a-b-c, 1992), a adopté uneysagllus compréhensive des caractéres
morphologiques du genfigichoderma ll a élevé chaque espeéece agrégat au niveau tiersec
et a décrit 27 especes dont les caractéres mogioks des especes biologiques ne sont pas
continus (Bissett, 1991a).

Malheureusement, il est important de noter queatertcaractéres adoptés dans la
reconnaissance des espéces chez les hyphomycatesn sgenéral soit non assez variables ou
difficiles a décrire comme chez I@sichoderma Ainsi, la taille et la forme des conidies qui
sont des caractéeres trés utilisés chez les autragg sont d’'une valeur tres limitée chez les
Trichoderma La taille des conidies de la plupart des espéstsinférieure a %m en
longueur et en largeur ; les conidies peuvent @fi@suleuses, subglobuleuses, ellipsoides ou
oblongues. La forme est utilisée dans la reconaaiss des groupes d’especes mais a
lintérieur d’'un groupe d’espece, la valeur dimini@amuels, 1996). Selon Lieckfeldt adt
(2001), la taxonomie desrichodermaspp. est difficile car les cultures présentent peu
caractéres morphologiques quantifiables, et qui sorcontinuum.

La taxonomie par d’autres approches a montré gésalliation du polymorphisme
enzymatique chez 5 especes agrégats affirme quee @art il existait une certaine base
géneétique pour les espéces agrégats morphologigue&autre part a confirmé les propres
constations de Rifai (1969) que chaque espéce agedtygénétiguement hétérogeéne (Stasz et
al.,1989).

1.2.1.2. Approche moléculaire

Bissett (1991b) considére que la déterminationedpgces chez le geriffeachodermane
peut étre résolue sans une intégration des étudgshologiques, moléculaires, et le cycle de
vie (holomorphe) du champignon. L'intégration des aeéthodes est accomplie pour la
premiere fois par Samuels &t(1998) pour résoudre l'identification des 10 egsede la
sectionLongibrachiatumbasée sur la morphologie des teleomorphes etrtiargzhe et les
séquences nucléotidiques des espaceures inteamssrit (ITS) de 'ADN ribosomalls ont
montré quer. longibrachiatumRifai est différent del. reeseiiSimons. Ainsi, la synonymie
entreT. reesektT. longibrachiatunproposé par Bissett (1984) en se basant sur tastéees
morphologiques n’'a pas été retenue. Par contre,ng&ses auteurs ont trouve qie
parceramosuniBissettest un synonyme dé&. ghanens®oi, Abe et SugiyamaSamuels eal
(1998) ont également montré dans leurs travauxl'gnamorphe deHypocrea shweinitzii
(Fr.) Sacc esft. citrinoviride Bissett; I'anamorphe deH. jecorina Berk et Broomeest T.

reesei et que Hypocrea orientalis Samuels et Petriniet T. longibrachiatum sont



génetiquement tres proches, différents seulemaniidapb dans la région ITS du gene de
'ADN ribosomal, mais sont différents dans les cé&ses morphologiques. Depuis, les
analyses moléculaires sont devenues essentiellgslgpaétermination et la délimitation de
nouvelles espéeces ainsi que la déterminationieles feléomorphes.

Récemment, dans une caractérisation moléculairesoldis de Trichoderma
precédemment identifies comnie harzianumRifai par séquencage des ITS1 et ITS2,
Hermosa etal. (2000) ont confirmé la distribution de I'espé@e harzianumen quatre
biotypes, dont les biotypes Thl et Th3 ne sontpgadisogénes sur champignons de couches.
Les analyses basées sur les séquences ITS onténuprdrle biotype Th3 coincide avec
Trichoderma atrovirideP. Karst.

L’espéceT. atroviridedécrite pour la premiére fois par Karsten en 1892jt été ajoutée
dans l'agrégaharzianumpar Rifai (1969) Plus tard cette espéce avait été réintroduite et
décrite par Bissett (1992) pour intégrer des isolavec des phialides minces et des conidies
sombres, larges avec des parois lisses Samualg2002). Dodd eal. (2003), ont décrit une
nouvelle especklypocrea atroviridisDodd, Lieckfieldet et Samuels, comme téleomorphe de
'anamorpheT. atroviride en se basant sur l'analyse des séquences (ITSIFES2$ de
I’ADN ribosomal et le gene EF-#L; T. atroviride et H. atroviridis formaient un clade bien

distinct dans la sectiofrichoderma

1.2.3. Utilisation du genrdrichoderma dans la lutte biologique

Le potentiel des especes @iechoderma comme agents de lutte biologique avait été
observé pour la premiére fois par Weinding (1932Hbwell (2003). Ce dernier auteur a
rapporté I'action mycoparasitaire dielignorum(Tode) Harz contr®hizoctonia solankihn.
Il avait décrit avec détail 'enroulement des hypliee I'agent antagoniste contre celles de
'agent pathogéne, la pénétration, ainsi que |laadligion du cytoplasme de I'héte. Deux
années plus tard Weinding (1934) in Howell (2008aitarapporté que la souche de
lignorum produisait une substance toxique comresolaniet Sclerotinia american&lorton et
Ezekiel, et la nomma gliotoxine. Plus tard il &aé démontré que I'espece qui produisait la
gliotoxine n’était pasrl. lignorum mais plutdtGliocladium virensMiller, Gidden et Foster
(Webester et Lomas, 1964). Cette derniere espéeteréesmment renommée comme
Trichoderma virengMiller, Gidden et Foster) Arx ( Rehner et Samu&B94).

Dans les années qui suivent ces travaux, plusiexesnples de succés de la lutte
biologique ont été attribués aux mécanismes de payesitisme et ou l'antibiose, a la

rhizosphere compétence, aux enzymes lytiques guadént les polysaccharides, la chitine et



le %glucane telles que les chitinases et glucanases lehduction des mécanismes de
résistance de la plante (Chet, 1987 ; Howellalet1993 ; Lo etal., 1998 ;Yedidia etal.,
1999). Le renforcement des activités antifongiques a éthtré chez les plantes et les
microorganismes. Des plants de tabac et de toexagmant des chitinases recombinantes a
partir deT. hazianum(P1) ont exprimé une grande résistance a I'’égamd grand nombre
d'agents phytopathogéenes (Lorito, 1998). Selon Mighet al.(1998) la soucheT.
longibrachiatum(CECT2606) transformée par un géne codant po@la endoglucanase

(overexpression) est plus efficace que la soucheasge.

1.2.4. Role des enzymes chitinolytiques et glucdyiiques dans I'antagonisme

Les enzymes qui dégradent les parois cellulairagifues sécrétées parichoderma
spp. telles que les chitinases et [@sglucanases sont considérées comme étant les
déterminants majeurs de l'activité antagonistedttal., 1982 ; Lorito, 1998). Des données
récentes indiquent clairement que en particulier dbitinases jouent un rdle principal
(Kubicek etal., 2001).Quelques enzymes chitinolytiquesTddarzianunont été purifiées et
caractérisées (Harmanadt, 1993).

Les enzymes chitinolytiques ddrichoderma spp. sont seécrétées de maniere
extracellulaire pour dégrader les substrats a hiEsehitine (exemple : le mycélium des
champignons). Certaines de ces enzymes ont umudl#ionnel et peuvent étre impliquées
dans la lutte biologique (Muthumeenakshiagt 1994 ; Speranzini el., 1995 in Lorito,
1998). Belanger eal. (1995) in Lorito (1998) ont observé qu'une saacdeT. harzianum
efficace dans la lutte biologique agissait en peerieu par la production d’antibiotiques
pour tuer I'hGte, et beaucoup plus tard produit @gmymes chitinolytiques pour la
colonisation saprophytique des tissus de la pldndtie déja morte. Selon ces données,
I'efficacité de la lutte biologique des souches Tchodermaspp. serait associée a la
production des antibiotiques non volatiles ou awvBautres meécanismes autre que le
mycoparasitisme (Lorito, 1998). Par contre, beapcde travaux ont montré I'implication
importante des enzymes chitinolytigues dans le mpgsitisme, I'antagonisme et la lutte
biologique. Dans linteraction mycoparsitaine vitro, une induction de I'expression des
enzymes chitinolytiques est induite dans les preasibeures de contact avec le pathogéne,
ces enzymes apparaissent a étre impliqguées dagsddration et la mort de I'héte (Carosolio
et al., 1994 ; Chérif et Benhamou, 1990 ; Inbar et Ch@95 ; Haran eal., 1996 ; Lorito et
al., 1996a,). Certains isolats deichodermaspp. commercialisés et utilisés dans la lutte

biologique ne produisent pas d’antibiotiques notaties (Harman egl., 1993b), et une



corrélation directe est trouvée entre l'activitéitiololytique in vitro et la capacité de
biocontréle de certains isolats de harzianun{Elad etal., 1982)

Certaines enzymes chitinolytiques Bechodermaspp.etGliocladium spp. peuvent étre
directement utilisées en combinaison avec les &g chimiques pour protéger les fruits au
cours du stockage contre les maladies de consamgatDes applications basées sur des
préparations enzymatiques dans les serres ou angblamp peuvent étre utilisées, puisque
les enzymes peuvent améliorer l'efficacité des itidgs systémiques et des bactéries
antagonistes (Lorito etl., 1993, 1994b). Ce qui est également prometteur lpcdefense des
plantes, et le transfert de genes codant poumiegnees chitinolytiques de différentes espéces
végétales (Lorito edl., 1996¢).

Concernant la derniere approche de lutte, de nambvégétaux d’intérét économique
ont été génétiqguement modifiés avec des chitindsasgine diverse afin d’accroitre leur
résistance antifongique et insecticide. Le renfreet des activités antifongiques est montré
chez des plantes exprimant des chitinases recomtbmal’origine bactérienne (Carstens et
al., 2003 ; Itho etl., 2003) et fongique (Emani at.,2003 ; Lorito , 1998 ; Terakakawaadt,
1997).

Le gene codant pour 'endochitinase chit-42 estiex@de maniere constitutive dans les
plants de tabac, de tomate, de pomme et d’autpeses. En effet chez le tabac transgénique,
le géne chit- 42 maintenait son activité antifomgicaccumulée de maniere extracellulaire
dans les feuilles, les racines, les tiges, etlamgd. Il n'affecte pas l'interaction de la plante
avec les champignons mycorhiziques (Lorito, 198®usseau etl., 1996). L’endochitinase
peut agir en synergie avec les PR-proteines desgsldLorito etal., 1996 c), pour inhiber la
pénétration des champignons, et libérer les oligem@ui élicitent les défenses des plantes
(Lorito, 1998). Par consequent les lignées tranggés des plants de tabac, de pomme de
terre et de pomme ont montré une augmentatioa deslstance aux champignons aériens et
telluriques tels queAlternaria alternata (Fr.) Keissler, Rhizoctonia solani et Venturia
inaequalis(Cke.) Wint (Lorito etal., 1996b, Lorito 1998).



Chapitre 2.
|dentification morphologique des
Isolats appartenant au gedmechoderma




2.1 Introduction

L'utilisation d’un agent antagoniste en lutte bigiue nécessite une identification tres
précise avant son application et sa commerciatisaMalheureusement des souches utilisées
en biocontréle sont déposées dans les banques gpresmavec des incertitudes dans
l'identification (Hermosa eal., 2000). Le genreTrichodermaavait été introduit & l'origine
par Persoon en 1794, mais la taxonomie et I'idieatibn de ses espéces est restée incertaine
jusqu'a ces dernieres années

Le genre Trichodermaest caractérisé par une vitesse de croissanceeragi une
sporulation abondante sur milieu de culture (GamsBissett, 1998). Il est facilement
reconnaissable en culture grace a la couleur giéméeat verte de ses spores (Dubos, 1986).
Ce genre est caractérisé par des conidiophordsnfent ramifies selon une structure
pyramidale et se terminant par une ou plusieurglidles. Ces dernieres peuvent étre
cylindrigues ou subglobuleuses, regroupées enanassen solitaire. Les conidies sont
hyalines, ellipsoides et lisses chez la plupartedp®ces ; les conidies globuleuses sont rares.
Certaines especes peuvent produire des chlamydssplmbuleuses, qui sont intercalaires ou
terminalegSamuels eal., 2006). Le systeme de ramification du conidiophesehautement
variable et dans certains cas peut ressembler felglgment au genré/erticillium et
Gliocladium (Gams et Bissett, 1998).

Au départ, la taxonomie de ce genre était baségrande partie sur les caractéres
morphologiques et les résultats les plus importantsété publiés par Rifai (1969) et Bisset
(1984, 1991a 1991b, et 1991c). La premiére tergtate subdiviser le genfigichoderma a
été réalisée par Rifai (1969) cmisubdivisé le genrérichodermaen 9 espéces agrégats, tout
en reconnaissant que les derniéres especes quétrét ne sont pas vraiment des especes
biologiques. Cet auteur a bien reconnu que chagpece agrégat est hétérogéne et comprend
plus qu’une espece biologique, car il n'était passible de définir les limites des espéces
biologiques individualisées.

Les neufs espéces agrégats décrites par Rifai (5069 :

1. Trichoderma piluliferum/ebster et Rifai

2. Trichoderma polysporurfLink : Fr.) Rifai

3. Trichoderma hamatur(Bon.) Bain

4. Trichoderma koningiDud



5. Trichodema aureovirid®ifai

6. Trichoderma harzianurRifai

7. Trichoderma longibrachiaturRifai
8. Trichoderma pseudokonindiifai
9. Trichoderma viridePers.:Fr.

Dans ces travaux Bissett (1984, 1991 a b c) atinids souches préalablement étudiées
par Rifai (1969), mais les deux auteurs ont abaudes conclusions différentes a propos de
I'identité des espéces chez le gefirehoderma Bisset (1991a) a essentiellement érigé les
especes de Rifai (1969) au rang de section, recéngmections et dans chaque section, a

identifié de deux a plusieurs especes (Fig.4).

Les sectiongrichodermadécrites par Bissett (1991a), sont présentéesssealls :

SectionTrichoderma

Les especes de cette section ont des conidiopBtnats et flexueux avec des branches
et des phialides de forme subulée (effilée, en éodialéne) ou lagéniforme (en forme de
bouteille, renflé a la base et restreint en co$\ersommet), peu nombreuses, fréquemment
en paires, et possedent rarement plus de troiseé@l8ndans le verticille. Nous pouvons citer
comme exemple les especes suivantesureoviride, T. koningiiT. virideetT. atrovirideP.
Karst. Ces deux derniéres espéces sont caractepgaédéa production d’une odeur de noix de
coco caractéristique de I'antibiotique volatil 6apg-#-pyrone (Dodd eal., 2003).

SectionLongibrachiatumBissett

Caractérisée par des conidiophores peu ramifietayn grand nombre de phialides
solitaires et disposées irrégulierement, leur foruagie d'ampoule a lagéniforme ou
cylindrique. Les espéces de cette section sonttEarsees par une croissance tres rapide et la
production d’'un pigment jaune vert sur milieu PI¥ans cette section on peut citer les deux

especed. longibrachiatunmet T. pseudokoningii



SectionSaturnisporumbDoi et al.

Les espéces de cette section possédent un syseeramification similaire a celui de.
viride avec des ramifications et des phialides peu norskbseat fréquemment en paires, mais
avec des phialides gonflées et des pustules comese comme ceux de la section
Pachybasium elles se différencient par les ornementationsede conidies. Cette section a
été proposée par Doi ek (1987) comprenant les deux espéEesaturnisporunHamill et T.
ghanenséoi, Abe et Sugiyama. Cependant, les travaux da¥<etal. (1997) et Turner el.
(1997) ont permis de classer ces deux especedalaastionLongibrachiatum, en se basant

sur le séquencage de la région (ITS1 et ITS2)ARN ribosomal.

SectionPachybasiumSacc.

Cette section inclue des espéces possedant deBogdrores fortement ramifiés qui sont
regroupés en fascicules ou en pustules compadtgmseédant des branches relativement
courtes et trapues portant des phialides gonfléesedicilles denses. Nous pouvons citer
comme exempleT. harzianumT. hamatumT. piluliferum T. polysporumT. virensMiller,
Gidden et Foster

La sectionHypocreanumsect. nov.

Cette section accommode [€dchoderma formes anamorphes defypocrea qui ont
une conidiogenese diffuse, des conidiophores faibie branchés, et des phialides
cylindrigues a subulées. Les sectioh®ngibrachiatumet Saturnisporumont été crées et
décrites par Bissett (1984) et Doiabt(1987) respectivement.

La forme téléomorphe des espécegd dehodermaappartient a I'ordre deslypocreales
au genreHypocrea, mais certaines especes @lechodermaont été rattachées au genre
PodostromaP. Karst. etSarawakusBoedijn. Depuis 1860 plusieurs espéces du genre

Hypocreaont été cultivées et leur anamorghiehodermasont décrits (Samuels, 1996).
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Figure 4. lllustration des cing sections reuspar Bissett (1991a).



Bissett (1991b) a rapporté que l'identification @sé des especes deichodermaspp.
ne peut se faire sans intégrer les caracteres miogifues, I'analyse moléculaire et I'étude
du cycle de vie du champignon (holomorphe).C’estrgooi Samuels (1996) a conclu que la
taxonomie basée uniquement sur les criteres marglyples chez le genrérichoderma
n’est pas suffisante.

Dans cette partie, nous avons procédé a un isotaeeragents antagonistes du sol, de la
rhizosphere des plants de pois chiche et de larsssrou pois chiche, du blé et de la feve.
Le sol utilisé pour les isolements provient de ANde la station ITGC (Oued Smar) et de
Bordj EL Bahri. Les isolements a partir de la risigbére des plants de pois chiche sont
effectués a partir de plants provenant de I'INAdetla station I''TGC (Oued Smar). La
semence de pois chiche, du blé et de la feveéiiisir les isolements provient de I'l'TGC de

Oued Smar.

L’identification est réalisée sur la base de la photogie du conidiophore, de ses

ramifications, et des phialides avec leur moderdegement.

2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Isolement de I'agent antagoniste

2.2.1.1. A partir du sol

La technique utilisée est celle des suspensiondildgons décrite par Rapilly (1968).
Cette technique consiste a broyer 10g de terrdgimément séchée a 30°C dans un mortier
stérile a sec, puis 90 ml d’eau distillée stérdatsajoutées. La suspension est transvasée dans
un Erlen qui est agité mécaniquement pendant 3Qutesn La suspension ainsi obtenue
correspond a la dilution 1. De la dilution 1 somnélpvés 10 ml et ajoutés a 90 ml d’eau
distillée stérile pour obtenir la dilution 2, cetferniére est agitée. La méme opération est
répétée jusqu’a I'obtention de la dilution 8. L’enseencement des flacons contenant 90 ml du
milieu PDA est réalisé a I'aide d’'une pipette $&ren ajoutant 10 ml de la dilution choisie, a
partir de la dilution 8 jusqu’a la dilution 1. Leilrau est coulé dans des boites de Pétri (5
boites/flacon). Ces boites sont incubées en chauiculture a 22°C sous lumiére continue.
Apres 4 a 5 jours d’incubation, les colonies seapiquées a nouveau sur milieu PDA pour

les identifier.



2.2.1.2. A partir de la semence

Apres désinfection de la semence avec [I'hypodelatdie sodium a 2 %, un lavage
successif de la semence est réalisé dans trois Haau distillée stérile. Ensuite la semence
est séchée a l'aide de papier joseph stérile. Apgebage, la semence est déposée dans des
boites de Pétri contenant le milieu PDA, et misem@ber a température ambiante du

laboratoire (18-22°C) sous lumiére continue.

2.2.1.3. A partir de la rhizosphere
L’isolement a partir de la rhizosphere est réabs@artir de la terre qui se détache
facilement des racines en les secouant modéréinentisolements sont ainsi faits selon les

techniques utilisées pour les analyses du sol gefeiment décrites.

2.2.2. Identification des espéces d’isolats appartant au genreTrichoderma

L’appartenance au genrkrichodermaest basée sur les caractéristiques culturales et
morphologiques de ce genre déja cité précédemrheatobservations microscopiques sont
réalisées sur des cultures agées de 7 jours insudmes lumiére continue a température
ambiante.

L'identification morphologique des especes Techodermaisolées est basée sur les
caractéristiques morphologiques du conidiophoresete ramifications, la morphologie des
phialides et leur mode de groupement tels que tdéuar les travaux de Rifai (1969), Bissett
(1984, 1991 a, b, c). La taille et la forme desidi@s sont également prises en considérations.
Ainsi, les mesures relatives a la taille des casdiont réalisées sur 50 spores. La taille des
conidies de la plupart des especes est inférieGi@naen longueur et en largeur ; les conidies
peuvent étres globuleuses, subglobuleuses, elipsoiou oblongues. Néanmoins
l'identification des espéces chez le gefreehoderman’est pas facile a cause de la grande

similitude qui peut exister entre les différentspéxes (Fig.4).

2.3. Résultats

18 isolats deTrichodermaspp. sont isolés du sol, de la semence ( poihehigve et
blé), et de la rhizosphere du pois chiche. Lesatsodont doués d’'une croissance rapide, et
présentent un mycélium de couleur blanchéatre. lmwes sont initialement de couleur

blanche et deviennent verdatres avec I'age ; sthes produites en cercles concentriques chez



la plupart des isolats. L'observation microscopiquentre que les isolats possedent des
conidiophores avec des ramifications en structymramidale et des phialides de forme
allongée, cylindrique, ou gonflée. Ces caract@usts correspondent a celle du genre
Trichoderma, tels que décrits par Rifai (1969) ; Bissett (1984Bissett (1991a).

Sur le plan morphologique deux groupes se distinigue premier groupe formé de 10
isolats (T1,T2,T4,T5,T8,T9,T10,T11,T14 et T17) ddemtmorphologie du conidiophore, de
ses ramifications, ainsi que la morphologie desalglés correspond a la section
Longibrachiatum.Le conidiophore est peu ramifié, les phialides sospdsés de maniere
irréguliere en paire ou en solitaires, courte glenet de forme qui est soit cylindrique
allongée ou renflée a I'extrémité (Fig. 5). La mwolwgie du conidiophore et des phialides de
ce groupe d'isolats peut étre facilement confondhiree trois espéces de la section
Longibrachiatum T. longibrachiatumT. citrinoviride Bissett efl. pseudokoningii(Fig. 2 et
4). Selon Bissett (1991a)es espéces dans la sectibongibrachiatum peuvent étre
différentiées les unes des autres par la morpholdgs phialides, et également par la taille et
la forme des conidies.

Les phialides de I'espéck longibrachiatunsont solitaires ou en verticilles de 2 ou 3
généralement lagéniforme, Iégérement étroites bade, cylindriques ou légerement gonflées
prés du centre. Les phialides terminales sont allosigées et ne sont pas étroites a la base
(Fig.2). CheZI. citrinoviride, les phialides sont relativement petites et disithement étroites
a la base. La morphologie et les ramifications dmidgiophore et des phialides de
pseudokoningisont difficilement distinguables de celles™ucitrinoviride. Néanmoins, nous
avons constaté que basée sur la morphologie dakdgsi, il nous est difficile de distinguer
I'espece.

Concernant la morphologie et la taille des conidi@snajorité des isolats du premier
groupe ont présenté des conidies a paroi lissdpmt la forme varie du type ellipsoide a
cylindrique, a I'exception de lisolat T4, qui agsenté des conidies globuleuses. La forme
ellipsoide a cylindrique, peut correspondre a ce#e trois espéces citées précédemment a
savoir T. longibrachiatum, T. citrinoviride et T. pseudokoningiiLa différence entre la
majorité des isolats réside dans la taille desdées Les isolats TL.1 (2,6-5,2 x1.3-3f),
TL.2 (2,6-5.2 x 1,3-2,8m), et TL.5 (2,6-5,2 x1.3-2,6m) ont présenté des intervalles de
mesures qui chevauchent avec ceux des trois espiecéa sectiorhongibrachiatun T.
citrinoviride T. pseudokoningiiet T. longibrachiatumtels que décrits par Bissett (1984,
1991a)



Bissett (1984) avait rapporté gue citrinoviride produit des conidies ellipsoides a paroi
lisse de dimensions 2,2-3.7 x 1,511, avec une moyenne &1 x 1,8%m soit plus petite
gue les autres especes de la sedtamgibrachiatumet généralement inférieure a 3,5 £
Les conidies dd. pseudokoningsont cylindriques ou presque ellipsoides a p&se) avec
les dimensions 2,5- 4.5 x 1,7 -Z6 et une moyenne de 3,5 2.

En revanche les conidies @elongibrachiatunsont de taille plus grande a paroi lisse, de
forme ovoide a ellipsoide, de dimensions 3,0- 8,2--6,6 x 2,3-3,%m, et4,4 x 2,7$m de
moyenne. L’isolat T4 posséde des conidies glolsg@ewont I'intervalle de mesure est de
2,6-5,2 x 2,6-5,m dépassant celui des deux espdcestrinoviride et T. pseudokoningii
Par contre la forme des conidies ne correspond gpagux des isolats de I'espede
longibrachiatumétudiés par Bissett (1984, 1991a). Le reste adatssT8, T9, T10, T11, T14
et T17 produisent des conidies de grande taillecoguwespondent a I'intervalle de mesure de
'especeT. longibachiatumdonnée par Bissett (1984, 1991a), mais la forme coesdies
varie du type ellipsoide a cylindrique, alors gqafles décrites par I'auteur sont ovoides a
ellipsoides (Tableau 1).
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Figure 5. Aspect microscopique des isolats aveadaidiophores et phialides correspondant
a la sectidmongibrachiatum

a : phialide
b : conidiophore
c : ramification du conidiophore.



T. citrinowdeisolat DAOM 172792

Figure 6. Schéma montrant I'aspect microscopiqubedpecer. citrinoviride (Bissett, 1984)



Le deuxieme groupe constitué par les isolats (B3,Tl, T12, T13, T15, T16 et T18) est
formé d'isolats dont les phialides gonflées somspdsées en paires ou en verticille
correspondant a la section Pachybasum. Les is@igsentent des conidiophores étroits dont
certains isolats (T6, T12, T15, T16 et T18) ord Heanches courtes comparables a ceux de
la sectionPachybasum.Par contre les isolats T3, T7 et T13 présenteatadmidiophores
avec des branches longues comme ceux de la s@ctatroderma.En revanche les phialides
de la sectionTrichodermavarient de lagéniforme a subuldess caracteres morphologiques
de ces isolats peuvent facilement étre confondues des espéces qui appartiennent a la
sectionTrichoderma,telles queT. atroviride et T. aureovirideou a la sectiofPachybasum
telle que I'espéceé. harzianum(Fig.4 et 7).

Les conidies du deuxieme groupe d’isolats présénmterne une forme globuleuse et les
mensurations les divisent en deux sous-groupesldgdabl). Le premier sous-groupe
comprend les isolats T6, T12, T15, T16 et T18s@néant des dimensions variant de 2,6-3,9
X 2,6-3,9%m, soit supérieur aux dimensions des conidie§ dbarzianumet chevauchant
avec lintervalle de taille d&. atroviride décrit par Bissett (1991a, b). Cet intervalle,
chevauche également avec celui rapporté par Liktstfest al.(2001) pour les isolats de
'especeT. aureoviride cependant la forme des conidies differe de cederite par les
auteurs.

Le deuxieme sous-groupe T3, T7 et T13 présentecdeslies globuleuses avec un
intervalle de taille variant de 3,9-5,2 x 3,9-%/, soit supérieur a celui rapporté par Bissett
(19914, b) poufT. atroviride et T. harzianum,et a celui deT. aureoviriderapporté par
Lieckfeldt etal (2001). La forme de leurs conidies est globuleust differe de celles des
cultures deT. harzianumT. atroviride et T. aureoviride Par contre Samuels at (2007)
ont décrit des conidies de forme globuleuse alsbteuse ou bien subglobuleuse a ovoide

pour les isolats appartenant aux especés HarzianunetT. atroviride
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Figure 7. Morphologie des isolats deichodermaspp. avec des conidiophores et des
phialides correspondant aux secliochodermaetPachybasum

a : phialide
b : conidiohore



Tableau 1. Intervalle des dimensions et formes des conidessigblats ddrichodermaspp

Isolats Intervalle de mesures (m) | Forme des conidies
Groupe 1

T.1 2,6-5.2x1,3-3,9 ellipsoide a cylindrique
T.2 2,6-5,2x1,3-2,6 ellipsoide a cylindrique
T.4 2,6-5,2 x 2,6-5,2 globuleuse

T.5 2,6-5,2x 1,3-2,6 ellipsoide a cylindrique
T.8 3,9-5,2 x 2,6-3,9 ellipsoide a cylindrique
T.9 3,9-5,2 x2,6-3,9 ellipsoide cylindrique
T.10 3,9-5,2 x2,6-3,9 ellipsoide a cylindrique
T.11 3,9-5,2 x 2,6-3,5 ellipsoide a cylindrique
T.14 3,9-6,5x 2,6-3,9 ellipsoide a cylindrique
T.17 3,9-6,5 x 2,6-3,9 ellipsoide a cylindrique
Groupe 2

Sous groupe 1 2,6-3,9 x 2,6-3,9 globuleuse

T.6 2,6-3,9 x 2,6-3,9 globuleuse

T.12 2,6-3,9 x 2,6-3,9 globuleuse

T.15 2,6-3,9 x 2,6-3,9 globuleuse

T.16 2,6-3,9 x 2,6-3,9 globuleuse

T.18

Sous groupe 2

T.3 3,9-5,2 x 3,9-5,2 globuleuse

T.7 3,9-5,2 x 3,9-5,2 globuleuse

T.13 3,9-5,2 x 3,9-5,2 globuleuse

Basée uniquement sur les caracteres morphologidiigemntification des espéces chez le

genreTrichodermaest tres délicate et reste ainsi incertaine dartains cas.

2.4. Discussion

A cause de la difficulté dans la description demc@res morphologiques chez les
Trichoderma l'identification basée uniqguement sur la morplgi® des especes n’'est pas
suffisante. En effet, des confusions peuvent &ited entre les especes lorsque des critéres
uniquement morphologiques sont considérés darextmbmie deJrichoderma(Lieckfeldt
etal., 2001).

Dans notre collection, chez le premier groupe ¢his) la description générale du
conidiophore, ses ramifications ainsi que la digpmos des phialides correspond bien a la
sectionLongibachiatumNéanmoins a l'intérieur de la sectidrongibrachaitumbasée sur la

morphologie des phialides, il est tres délicat dstimjuer entre les espéces.



longibrachiatum T. citrinoviride et T. pseudokoningiien particulier entre les deux derniéeres
(Bissett, 1991a). Des variations sont constatées ldaforme et la taille des conidies. L’isolat
T4 présente des conidies globuleuses, alors guedtats T1, T2, T5 présentent des conidies
ellipsoides a cylindriques avec des intervalledadée qui chevauchent avec ceux des trois
especes, rendant ainsi I'identification délicate.reste des isolats ayant une morphologie du
conidiophore et des phialides correspondant adaosd_ongibrachiatumjes isolats T8, T9,
T10, T11, T14 et T17 présentent des conidies dedgs tailles qui correspondent a
l'intervalle de taille de I'espéc€. longibrachiatumdécrite par Bissett (1984, 1991a), mais la
forme des conidies varie légérement par rapporéwx aécrit par le méme l'auteur. Les
cultures étudiées par Bissett (1991a) présentdiemtconidies ovales a ellipsoides, alors que
celles de nos isolats sont ovales a cylindrigd@ssi I'appartenance de ces derniers isolats a
I'especeT. longibrachiatunest a vérifier par des analyses complémentaires.

Chez le deuxiéme groupe d’isolats, nous avons atihsjue la morphologie du
conidiophore, ses ramifications, ainsi que celle pleialides et leur disposition peut préter a
des confusions entre des espéces de la se®emhybasumou Trichoderma. Leur
morphologie peut correspondre aux espéeces.dmroviride et T .aureoviridede la section
Trichodermaou bien méme a I'espede harzianumde la sectiorPacchybasumTous les
isolats de ce groupe présentent des conidies Iglobes. Les mensurations des conidies
subdivisent le groupe en deux sous groupes. Leiprgmésente des conidies de taille qui
varie entre 2,6-3,9 x 2,6-3%n et le deuxieme de 3,9-5,2 x 3,9-8/8. Les mensurations des
conidies pour les deux sous groupes sont supésieuceux deécrits par les auteurs concernant
T. harzianum Ceux du premier sous groupe chevauchent aveaotiEvalles de taille deT.
atroviride (Bissett, 1991b) €eI. aureoviride(Lieckfeldet etal 2001). Néanmoins la forme des
conidies differe légérement de celle des isolatdiés par les auteurs et décrite pour les deux
especes.

La forme des conidies décrite par Samueb.€2007) pour les espéces Techoderma
spp. varie légerement de celle décrite par Big$684, 1991a, 1991b). Selon Bissett (1991b),
les conidies del. harzianum sont de forme subglobuleuse a ovoide ou elligsoéd les
conidies deT. atroviride sont plus au moins subglobuleuses. Selon Samuals (2007), la
forme des conidies des deux espéced.dearzianumet T. atroviridevarie de globuleuse a
subglobuleuse ou de subglobuleuse a ovoide, maortirasi qu’une variabilité de ce caractere
(forme des conidies) peut exister a I'intérieulalenéme espéce deichodermaspp.

En effet, des cultures d’isolats appartenantradane espéce peuvent présenter certaines

petites variations concernant les caractéres margigques tels que observés par Bissett



(1991a)chez les isolats dE. viride et T. koningiia propos de la morphologie du conidiophore

et des phialides.

Selon Druzhinina et Kubicek (2005), I'identité de?b des especes derichodermaspp.
déposées dans les collections de cultures, etl'dtenttification est basée uniquement sur les
caracteres morphologiques, est incorrecte. Da®xte, plusieurs exemples peuvent étre
cités tels que celui de I'espéteatroviridequi a longuement été confondu dans la littérature
avec l'especd. harzianum T. harzianuma également était confondu avecaureoviride et
beaucoup d’isolats d&. aureovirideont été renommés comnie harzianum(Lieckfeldt et
al., 2001).

2.5. Conclusion

Basée uniquement sur les caractéres morphologiglesiue, I'aspect des colonies, la
morphologie du conidiophore, ses ramificationssiagjue la morphologie des phialides et leur
mode de groupements, lidentification des espechsz cle genreTrichoderma est
problématique. Il est difficile de trancher, cais amractéres peuvent présenter de grandes
variations a l'intérieur de la méme espéce. L'idfaration de I'espéce avec précision
nécessite des analyses complémentaires. Néannatimealgré leur grande plasticité, ces

criteres morphologiques restent toujours a la blas®ute identification.



Chapitre 3.
|dentification moléculaire des isolat de
Trichodernsgpp.




3.1. Introduction

L’analyse de 'ADN génomique dans les études a@eéaxonomie de$richodermaa été
initiée a partir des années 1990, ce qui a permigévVision de plusieurs taxa du genre
Trichoderma Plusieurs auteurs ont révisé la sectimmgibrachiatumBissett (Kuhls egl.,
1996 ; 1997 ; Samuels, 1996 ; Samuelslet 1998 ; Turner etl.,1997). Ills ont combiné
I'utilisation des marqueurs moléculaires notammléanalyse des séquences ITS1 et ITS2,
RAPD, avec les analyses biochimiques (isoenzymésy, caracteres phénotypiques, et ont
intégré pour la premiére fois I'analyse des téleqrhes de la sectiohongibrachiatum
Comme résultats, la sectidongibrachiatumest reconnue comme monophylétique, avec la
description de 10 taxa (Fig. 8).

En particulier 'analyse des séquences ITS-1 et2T&été utilisée dans I'identification
moléculaire desTrichoderma spp. Néanmoins pour certains taxa, la comparaises d
séquences ITS est restée insuffisante. En effetdéeix especed. crassumBissett)et T.
longipile (Bissett) présentent des séquences ITS identigeesrtant ces deux especes
peuvent facilement étre distinguées morphologiqueniBissett, 1991b ; Chaverri et.,
2003). Les trois taxd. viride, T. koningiietT. atrovirideP. Karsten sont indistinguables par
leur ITS. Par contre I'analyse des séquences dpamge du gene codant pour les facteurs
d’élongation EF-# permet de distinguer les espédesviride et T. koningii De ce fait
lanalyse des séquences E#-kst considérée comme une approche complémentaire a
I'identification par les ITS (Druzhinina et KubiceR005).

Grace a l'utilisation des outils moléculaires,dadnomie de ce genre a été révisée, et de
nouvelles espéces sont reconnues. Ainsi, sept espappartenant au gerfechoderma
sont identifiées par Bissett at. (2003) en Asie (Sibérie, Népal, Nord de I'Indejvan,
Cambodge et la Malaisie). Les descriptions sonédmsur des caracteres morphologiques et
physiologiques, mais aussi sur la position phylégjéune établie a partir de I'analyse en
parcimonie des sequences de nucléotides de 'ADNB-{ et ITS-2) et des séquences

partielles du facteur d’élongation de la traductiBR- ).



Figure 8. Arbre phylogénétique de 47 especesldehodermaobtenu par analyse des
séquences ITS-1, ITS-2, 28S, mit SSU DNA, teflce#@ (Kullnig-Gradinger edl., 2002).



Samuels efl. (2006) ont décrit deux nouvelles especesTdehoderma isolées en
Ameérique du Sud a partir d’arbre de cacdo theobromicola&Samuels et Evans est isolé en
Amazonie (Perou) €éf. paucisporunSamuels, Suarez et Solis en Equateur. Ces dearessp
sont morphologiguement différentes, mais les aralyges séquences de génes de la région
ITS (ITS-1, 5.8S et ITS2), du gene EF;ldu gene actine (act), et une partie du géne
calmoludin (cal) montrent qu’ils sont phylogénéequent trés proches, et se rapprochent des
especes d€&richodermaappartenant a la secti®achybasum

Tenant compte de la difficulté taxonomique de deemespéces daichodermaset afin
de lever 'ambiguité sur I'identification morpholgge de nos isolats, nous avons réalisé un
séquencage du gene de la région ITS et une phrtggene des facteurs d’élongation de la
traduction EF-# Les séquences obtenues sont comparées aux sésudes banques
génomiques NCBI. La diversité génétique et la regdie de marqueur moléculaire chez les

especes dé&richodermaest également étudiée par RAPD.

3.2. Matériel et méthodes
3.2.1 Matériel fongique
Le matériel fongique utilisé est constitué par [ isolats deTrichoderma spp.

précédemment décrits (Tableau 2)

3.2.2. Extraction de 'ADN

La technique DNeasy Plant Mini KIT (Qiagen, Gmighermany) est utilisée pour
I'extraction de 'ADN, selon les instructions dibfécant. Le mycélium est obtenu par culture
du champignon sur le milieu malt en bouillon (28625°C sous agitation continue pendant
trois jours ; ce myceélium est récupéré par cergéfion a 3500 rpm a 4°C pendant 15 min.
Trois tampons sont utilisés successivement, un damge lavage AP1 (contient de la
guanidine hydrochloride), un tampon de lavage A&antient de l'acide acétique), et un
tampon fixateur de 'ADN AP3. Le mycélium obtenwbgues différentes étapes d’extraction

qui sont présentées en annexe 1






3.2.3. Séquencage de la région ITS (ITS-1, ITS-2®8S)

3.2.3.1. Amplification par PCR

Deux amorces, amorce 1 : NS7 (GAGGCAATAACAGGTCTAITEC) et
'amorce 2 : ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) sont usibes pour amplifier la portion
de I'ADN ribosomal qui comprend la séquence ITI52 et 5,8S (Fig.9), selon le protocole
adopté par le laboratoire de biologie moléculagdadMUCL.

L’amplification est réalisée dans un volume fina 80 $I constitué de 4G5l de la
solution mix [28,5 ul de kD, 5 pl de Tampon (100 mM Tris-HCI (pH : 8,3), KEED0 mM),

3 ul de Mgcd] (25 mM), 1 ul de dNTP (10 mM), 1 ul de 'amorcéllo $M), 1 ul de
'amorce 2 (108M), 0.5 pl de Taq polymérase (8], et 10 pl de 'ADN (10 ng/ul) dans
un thermocycleur de type Master cycler Biometra.

Les échantillons sont soumis a une dénaturatidralmipendant 3 min a 94°C, suivi de
30 cycles dont chaque cycle subit une dénaturaid°C pendant 1,5 min, une hybridation
a 55°C pendant 1,5 min, une élongation a 72°C pdriglain, et une extension finale a 72°C
pendant 10 min. L'amplification dure au total 3hiid.

La séparation des fragments de '’ADN amplifié sé far migration des amplifiats sur
un gel d’agarose a 1 %, contenant du bromure diétm (1,5%g /ml 1XTAE). Pour les
échantillons, 5%l du tampon de charge 1X (0,25 % de Bromophén@5 @% de xyléne
cyanol, 40 % de sucrose) sont rajoutés$h &es produits de la PCR et déposés dans chaque
puit. Le marqueur de poids moléculaire utilisélest Fast ruler DNA ladder Middle Range »
(0,1-5 kb). La migration est réalisée sous un gelide 100 volts (200 mA) pendant 18 min.

Apres la lecture des résultats de la migrationgelid’agarose par visualisation au trans-
illuminateur a UV, la purification des produits e PCR est réalisée par le Kit Qiagen
(Annexe 1)

3.2.3.2. Séquencage des produits de I'amplification

Le principe repose sur une réaction de polymédsagnzymatique par une ADN
polymérase qui synthétise le brin complémentairel BN a séquencer dans un milieu
réactionnel ou se trouvent des desoxynucleotidebasphates (ANTP) en grand nombre, et
une faible proportion de didesoxynucleotides trggtates (ddNTP). A un moment
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Figure 9. Structure schématique des genes codants poAREsibosomiques

(source : www.biology.duke.eduumycolab/primers.htm)



Cette synthése s'arrétera donc a cet endroit, di®$TP sont des dNTP auxquels le
groupement OH en position 3’ est éliminé. De cd faicun autre nucléotide ne peut
incorporer la chaine d’ADN puisque les ponts 3phespho diester ne peuvent pas se former.
L'utilisation d'un ddNTP permet d'obtenir un enséantle fragments d'ADN de différentes
tailles, correspondant aux emplacements d'un niidédonné (Sanger et., 1977). Trois
amorces synthétiques ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC),

ITS3 (GCATCGATGAAGAACGCAGC) et ITS4 (TCCTCCGCTTATIATATGC) sont
utilisées pour séquencer les fragments ITS1, EtE8S.

Les échantillons a séquencer sont déposés dansigneplaque de 96 puits, et pour
chaque isolat, 3 amorces sont utilisées (une anpaceuit, et chaque amorce va servir pour
initier le séquencage d’'une partie de la région)IT8ois séquences vont étre obtenues, et
assemblées grace au logiciel séquenceur en ureesaElence a la fin de I'opération.

L'opération de séquencage est réalisée dans umeofinal de 205l, et comporte pour
chaque échantillon : 3H de I'ADN cible, 1$l de 'amorce (1®M), 7.5%I de H0, et 83l de
la solution mix de séquencage. La solution mix iemtdu fluorochrome pour détecter les
pics de 'ADN, des ddNTP, I'enzyme (Tag polymerase)e tampon. Comme témoin 'ADN
PUC 18 fourni avec le Kit Qiagen est composé dé&l de 'ADN, 2 $l de I'amorce, 3,8l
de HO et 83l de la solution mix de séquencage.

Apres dépobt des échantillons, la microplaque estda dans I'appareil PCR «PTC-200
MJ research» ou la durée de I'amplification esBHeD3 min. La réaction de séquencage se
déroule en 30 cycles (96°C : 20 sec, 50°C : 20ete80°C : 4 min), et se termine par un
refroidissement a 4°C. A la fin de l'opération, r@action de séquencage est arrétée par
I'utilisation d’'une solution stop, et I’ADN précigg est purifié (Annexe 2).

3.2.3.3. Analyse automatique des séquences de 'ADN

La microplaque est placée dans la machine (Séquemegillaire 2000 XL Beckman
Coulter ; un systéme d’analyse automatique desesegs d’ADN) pendant 15h, ou sous
I'action d’'un haut voltage d’'un champ électriqueedéing, I'électrophorese capillaire permet
la migration et la séparation des fragments d’acidacléiques chargés au travers d'un

capillaire. Ces fragments d’acides nucléiqgues sorirqués au préalable avec quatre



marqueurs spécifiqgues dont la fluorescence se situs la région rouge du spectre. Les

fluorescences induites sont collectées par un pindgtplicateur. Le résultat est donné par le

séquenceur sous forme de courbe présentant l&eflicemce détectée. Chaque pic correspond
a une base. Les données brutes sont ensuite aemfyasele logiciel CEQ XL version 4.3.

Le logiciel séquenceur permet de lier les difféesndéquences amplifiées par les différentes
amorces pour avoir une séquence unique. L'élinonaties bases qui se situent en amont de
la séquence ITS-1 est effectuée pour n'avoir qudéleut du géene. Une comparaison des
séquences obtenues par rapport a celle de la bgémaeemique NCBI permet de déterminer

I'espece selon les séquences ITS.

3.2.4. Séquencage d'un fragment du géne codant pdes facteurs d’élongations
EF-1
3.2.4.1. L’amplification par PCR
Deux amorces EF-1T et EF-2T selon le protocolgtdpar le laboratoire de biologie
moléculaire de la MUCL sont utilisées pour ampiifie fragment EF-# du gene du facteur

d’élongation de la traduction des protéines (Fig(Dduzhinina et Kubicek, 2005).

EF-1T : 5-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC 3' Forward
EF2-T : 5-GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT 3 * revers

Figure 10. Structure schématique du géne BfFde I'espécddypocrea jecorinaavec la

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

L’amplification est réalisée dans un volume final8D$l, ou pour chaque échantillon a
analyser, 165l de 'ADN (10 ng#l) sont rajoutés a 48l de la solution mix comprenant bt
28,5 pl, Tampon(100 mM Tris-HCI a pH : 8,3, KCD®BmMM): 5 ul, Mgcl (25 mM) : 3 pl,
dNTP (10 mM) : 1 pl, amorcel (¥M): 1 ul, amorce 2 (1&M) : 1 ul, Taqg polymerase (5
U/$l) : 0,5 pl]

Le mélange réactionnel placé dans un thermocya@stisoumis & une dénaturation a
92°C pendant 5 min, suivi de 40 cycles (92°C peh@ansec, 52°C pendant 30 sec et 72°C



pendant 1,5 min). Aprés amplification, la migrataes €chantillons se fait sur gel d’agarose a
1% (200V, 200 mA) pendant 18 min. La purificatioesdoroduits de la PCR se fait comme
décrit précédemment (Annexe 2).

3.2.4.2. Séquencage des produits de I'amplification

Deux amorces EF-1T et EF-2T sont utilisées pouieinie séquencage des produits
purifiés dans chaque direction d’'une partie du géRel#. Une microplaque de 96 puits est
utilisée, et pour chaque isolat 2 amorces sont aitigssées (une amorce par puit, chaque
amorce va servir pour initier le séquencage d'weréigodu gene) pour obtenir deux séquences
qui vont étre assemblées grace au logiciel séquerm® une seule séquence a la fin de
I'opération.

Le séquencage se fait dans un volume final de$lR20et comporte pour chaque
échantillon: 3,55l de 'ADN, 1 $I de 'amorce (18M), 7.5%| de H:0, et 8%l de la solution
mix de séquencage. La solution mix contient durblebrome pour détecter les Pic de 'ADN,
des ddNTP, et I'enzyme (Taq polymérase et le tanpGomme témoin 'ADN PUC 18
fourni avec le KIT Qiagen est composé de$l tle 'ADN, 2 $l de I'amorce, 3,8 de HO,
et 8%l de la solution mix de séquengage. La réactiosépiencage se déroule en 30 cycles
(96°C pendant 20 sec, 50°C pendant 20 sec et 6&i0ant 4 min), et se termine par un
refroidissement a 4°C dans un appareil PCR «PTChM2DResearch».

L’arrét de la réaction de séquencage, la précipitaet le lavage de I’ADN sont réalisés
comme décrit précédemment (Annexe 2). La micromagst ensuite placée dans le
séquenceur pour la séparation des fragments aéwpldt la lecture des séquences. Les
séquences sont assemblées et corrigées, puis cémaparceux de la banque génomique
(NCBI).

3.2.5. Analyse phylogénétique

L’alignement des séquences est réalisé par le gmuge Clustal du logiciel MEGA 4,
les arbres phylogénétiques sont obtenus par laacdéthNeighbor-Joining (NJ) du logiciel
MEGA 4. Les supports relatifs des groupes obterausNJ sont estimés par ['utilisation de

1000 réplications de la procédure bootstrap

3.2.6. Utilisation de la RAPD dans la recherche dmarqueurs moléculaires

et I'étude de la diversité génétique désolats deTrichodermaspp.



La caractérisation des isolats par RAPD est raalisélon le protocole décrit par
Williams et al. (1990). L’amplification est réalisée en utilisahttypes d’amorces du Kit
OPA:OPA-1: (5-CAGGCCCTTC-3), OPA-10: (5-GTGATGCAG-3’) OPA-17:
(5-GACCGCTTGT-3’) et le minisatellite M13 (5° GAGGTGGCGGTTCTS3).

L’amplification de 'ADN des isolats ddrichodermaspp. par les amorces OPA est
réalisée dans un volume réactionnel final de$R5Pour chaque isolat 8l de I'ADN (10
ng/l) sont rajoutés a 23l de la solution mix qui est formée de;®IMIlliQ stérile (14,2%),
tampon (2,55 : 50 mM KCI 20 mM Tris HCI), MgCI2 (0,8l : 1.5 mM), dNTP (0,55l :0,2
mM), amorce (2,55l :0,75 $g/ml), Taq (0,58l :2,5U). L'amplification se déroule dans un
thermocycleur (Perkin EImer 480) ou la premiérgétest une dénaturation a 94°C pendant 7
min, suivi par 45 cycles a (94°C pendant 1,5 mBf,CGpour 2 min, et 72°C pour 3 min),
avec une extension finale a 72°C pour 7 min.

L’amplification avec I'amorce M13 est égalementlisg®e dans un volume réactionnel
final de 25%l. Ainsi 1,25%l de 'ADN (10 ng8l) sont rajoutés a 23,78 de la solution mix
composée de : ¥ MilliQ (17,75 $l), Tampon (2,%/: 50 mM KCI 20 mM Tris HCI),
MgCl, (1,581 : 1,5 mM), dNTP (0,35l: 0,2 mM) M13 (1%l: 15 $g/ml), Taq (0,5%l :
2,5U). L'amplification est réalisée dans un thergubeur (Biometra HM-FING) dans les
conditions suivantes : une étape de dénaturati®n°@ pendant 20 sec suivie de 35 cycles
dont chaque cycle est composé de 20 sec a 94°, d0°C, 20 sec a 72°C, avec une
élongation finale a 72°C pendant 6 min.

Les produits de I'amplification sont séparés pagration sur gel d’agarose a 1,2 %
contenant du bromure d’éthidium 3D(1,5%$g /ml 1XTAE). 203$l des produits de la PCR + 5
$l (Tampon de charge : bleu Bromophénol) sont dépds@s les puits, paralléelement &I5
du marqueur DNA ladder mix Fermentas (0,1-10 kla) ntigration est réalisée pendant 2h20
min sous un voltage de 60 V (200 mA). Apres migratie gel est observé sous un trans-
illuminateur a UV et photographié.

La distance génétique entre les isolats est éoghad le coefficient de similarité de
Jaccard a l'aide du logiciel Pcord version 4. Lalmde « Average Linkage Method » est

utilisée pour générer les dendrogrammes

3.3. Résultats
3.3.1. Séquencage de la région ITS (ITS-1, 5,8S3R)
3.3.1.1. Amplification par PCR de la région ITS



L’amplification de la région ITS par les amorcesS#T et NS7 a généré un fragment

unique pour tous les isolats d’'une taille de 85@ptiron (Fig.11).
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Figure 11 Amplification de la région ITS des 18 isolatsTaehodermaspp. par les
amorces NS-7 et ITS-4

3.3.1.2. Analyse des séquences

Le séquencage de la région ITS par l'utilisati@s @ amorces ITS-1, ITS-2 et ITS-3,
puis 'assemblage de ces séquences a l'aide duidbgiéquenceur, et I'élimination de la
partie en avant de la séquence ITS1 a permis dishiae séquence unique qui représente la
région ITS1-5.8S-ITS2 pour chaque isolafldiehodermaspp.

La comparaison de ces séquences (Annexe 3) avesétpgences ITS de la banque
génomique NCBI, a montré que les 10 isolats dumegroupe (T1, T2, T4, T5, T8, T9,
T10, T11, T14, et T17), ont présenté des séqudin&sglentiques (100 % de similarité) avec
8 séquences ITS des isolats de longibrachitatum(Z48935, X93932, 279625, 79622,
AJ230665, 282911, 282904, Z82902) et égalementtigiess avec deux séquences de deux
isolats de Hypocrea shweinitzii(Fr.) Sacc. (X93966 et X93965) téleomorphe e
citrinoviride (T. citrinoviride appartient a la sectiohongibrachiatum cette espéce
génétiqguement proche de longibrachiatum

Il ressort de la comparaison des séquences dueaeex groupe d’isolats que pour le
premier sous- groupe, les isolats T6, T15, et Dhé présenté des séquences identiques avec

ceux de la séquence de lisolafl. harzianum(AF194011), de deux séquences te



aureovirideRifai (AF194019 et AF194010), et deux séquenceHd diii Pat. teléomorphe de
T. harzianunmAY 605740 et 605727). Les deux isolats introdadgsmme étant. aureoviride
(AF194019 et AF194010) ont été réidentifiés comimbarzianun{Lieckfieldet etal., 2001).

L’isolat T12 a présenté une séquence identiqued@d.de similarité avec celle de

harzianum(AY154948) et avec celle ddypocrea lixii (AF443927).L’isolat T18 a présenté
une séquence ITS avec 99 % de similarité, serdiff@ant par une seule pb par rapport aux
séquences dd. harzianum(AF194011), deux séquencds aureoviride (AF194019 et
AF194010), et une séquente inhamatumveerkamp et Gams (AF 4555Q)es isolats du
deuxieme sous groupe (T3, T7, et T13) ont présdageséquences identiques (100 % de
similarité) avec la séquence de l'isolateatroviride EF417482, et 99 % de similarité avec
les séquences des isolatsTdatroviride( AF278796, AF278795, AF278794, et Z48817).

L’arbre phylogénétigue basé sur l'analyse des sémpee ITS des 18 isolats de
Trichoderma spp. (Fig.12), et sur les analyses bootstrap pb@®0 réplications, en
considérant uniquement les valeurs supérieurs a, SO®ntrent la présence de deux
principaux groupe. Le premier groupe est subdiesédeux sous groupe, le premier sous
groupe est supporté par une valeur bootstrap de @®#tiprend les isolats correspondant a la
sectionLongibrachiatumselon la description morphologique (T1, T2, T4, T8, T9, T10,
T11, T14, T17). Le deuxieme sous groupe supportéupa valeur bootstrap de 75% est
subdivisé a son tour en deux sous groupe ou damemeier est rangé l'isolat T12 alors que
dans le deuxiéme supporté par une valeur bootdeB8% sont rangés les isolats T6, T15,
T16 et T18. Le deuxieme groupe d’isolat supportéupe valeur bootstrap de 99% renferme
les isolats T3, T7 et T13.

L’arbre phylogénétique basé sur I'analyse des s@peelTS, et montrant la position des
18 isolats delrichodermaspp. par rapport aux isolats de références estsepté au niveau
dela figure 13 Les analyses bootstrap pour 1000 réplicationspesidérant uniqguement les
valeurs supérieurs a 50%, montrent la présenceuabe grincipaux groupes supportés par des
valeurs bootstrap de 100%. Le premier groupe dxtigisé en deux sous groupe, le premier
sous groupe est supporté par une valeur bootseap00%, et renferme les 10 isolats
correspondant a le sectibongibrachiatumavec les isolats de I'espetelongibrachiatum
T. longibrachiatumBBA 702255 etT. longibrachiatumCIB T29. Dans le deuxieme sous

groupe sont rangés les isolats de I'espédeiizianum T. harzianumAF194011 et



T. harzianumNR5555 ; ainsi que les isolats Helixi i(téleomorphe dé&. harzianung H. lixii
AF443927 etH .lixii CIBT 136. Les isolats T3, T7 et T13 sont rangéasdle deuxieme
groupe avec les isolats deatroviride: T. atrovirideDAOM 233966, efl. atroviride

Z 48817 et son téleomorphe H. atroviridis : H. atroviridis AF 456919 eH. atroviride
G.J.S 91-87. Ce groupement est supporté par ueantabotstrap de 100%.
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Figure 12: Relation phylogénétique entre les 18 isolats Tdehodermaspp.
résultant de l'analyse des séquences de I'ADNr 1¥bBS-ITS2). L'arbre
phylogénétique est obtenu par la méthode Neighbioin en utilisant le logiciel
MEGA 4. Les numéros au niveau des branches indiglée pourcentage avec
lequel la branche donnée est supportée pour 1@lidatons bootstrap, et il donné
uniquement pour les valeurs supérieurs a 50%



Figure 12 : Arbre phylogénétique basé sur I'analyse des esgzps ITS, montrant la
position des 18 isolats d€&richodermaspp. par rapport aux isolats de références.
L’arbre phylogénétique est obtenu par la méthodgiber-Joining en utilisant le
logiciel MEGA 4. Les numéros au niveau des braadhdiquent le pourcentage avec
lequel la branche donnée est supportée pour 1lQflizatons bootstrap, et il donné
uniquement pour les valeurs supérieurs a 50%



3.3.2. Séquencage du gene EF-1
3.3.2.1 Amplification par PCR du géne EF-1
L’amplification du géne EF#. des 18 isolats d&€richodermaspp. par les amorces EF-
1T et EF-2T, a permis I'obtention d’'un seul fragmd’environ 850 pb pour tous les isolats
(Fig.14).

<+— 5kb
<+—— 0,85kt

«— 01kb

Figure 14. Amplification du géne EF#.des 18 isolats deérichodermaspp.

par les amorces EF-1 et EF-2

3.3.2.2.Analyse des séquences

Le séquencage et lI'assemblage des deux séqueneesle pogiciel SEQ a permis
d’obtenir une seule séquence pour la partie du g#né#. La comparaison des séquences
obtenues par rapport aux séquences de la banquenggie NCBI permet de relever les
similitudes suivantes :
Pour les isolats du premier groupe (T1, T2, T4, T&, T9, T10, T11, T14 et T17) l'isolat T1
a présenté une séquence Bfavec 100% de similarité avec celle @elongibrachiatum
(DQ125467) et 99 % avec celle delongibrachiatun(AY 865640). Les isolats (T2, T4, T5,
T8, T9, T10, T11, T14, et T17) ont présenté unaisige EF-# avec 99 % de similarité avec
les séquences de longibrachiatum(DQ125467, AY 865640) et 98 % de similarité avec
Hypocrea jecorinderk et Broome (DQ 025754).



La comparaison des séquences des isolats du deugi®upe d’isolat (T3, T6, T7, T12,
T13, T15, T16 et T18) a permis de montrer que f@premier sous groupe (T6, T12, T15,
16 et T18), l'isolat T6 a présenté une séquencé#E=svec 98 % de similarité (le pourcentage
le plus élevé) avec deux séquencesigpocrea lixii (AY605783, AY605770) téleomorphe
deT. harzianumL’isolat T12 a présenté une séquence Brlec 99 % de similarité avec la
séquence del. lixii (AY60577) et 98 % avec la séquerdelixii (AY 605788) Les isolats
T15, T16, et T18 ont présenté une séquencetdrdc 98 % de similarité (le pourcentage le
plus élevé) avec deux séquenceddgpocrea lixii(AY605783 et AY605770). Les isolats T7
et T13 du deuxieme sous groupe ont présenté deers&es EF avec 99 % de similarité
avec les séquencéds atroviride (AF 348114, AF 456894, AF 456895, AF 456896) et les
séquenceblypocrea atroviridis Dodd, Lieckfieldet et Samuels, téleomorphéldatroviride
(AF 456882 et AF 456883).

L'arbre phylogénétique des 18 isolats Thchodermaspp. basé sur l'analyse des
séquences EF#1(Fig.15), et basée sur les analyses bootstraplp6Qr réplications, en
considérant uniquement les valeurs supérieurs a, SO®ntrent la présence de deux
principaux groupe . Le premier groupe contient deoms groupes supportés par des valeurs
bootstrap de 100%. Le premier sous groupe renféesésolats correspondant a la section
Longibrachiatumalors que le deuxiéeme sous groupe comprend lestss@I6, T12, T15, T16
et T18). Le deuxieme groupe est supporté par desingabootstrap de 100% et renferme les
isolats T7 et T13.

L’arbre phylogénétique basé sur I'analyse des s@pseEF-# , et montrant la position
des 18 isolats d@&richodermaspp. par rapport aux isolats de références eségepté au
niveau de la figure 16. Les analyses bootstrap @d00 réplications, en considérant
uniquement les valeurs supérieures a 50%, montgmeésence de deux principaux groupes
supportés par des valeurs bootstrap de 99%. Leigraroupe est subdivisé a son tour en
deux sous groupes supportés par des valeurs lagptitr99%. Dans le premier sous groupe
sont rangés les dix isolats correspondants a teosd®mngibrachiatumavec deux isolats de
longibrachiatum: T. longibrachiatumDQ125467 efl. longibrachiatumATCC18648 alors
gue dans le deuxiéme sous groupe sont rangéslatsider. harzianum T. harzianun6950
et T. harzianumNR 6883 et son téléomorphe. lixii : H. lixii G.J.S 90-22H. lixii AY
605783 avec les cinq isolats (T6, T12, T15, T18H). Le deuxieme groupe comprend les
isolats de I'espéceé. atroviride: T. atroviride G.J.S 90-134,T. atroviride AF 348114et son



téléeomorpheH. atroviridis: H. atroviridis AF 456882 avec les isolats T7 et T13. Ce
groupement est supporté par une valeur bootstr@9ue

En considérant 'ensemble des caracteres de sit@ildes séquences ER-1et ITS, la
position phylogénétique des 18 isolatsTaehodermaspp. basés sur I'analyse des ITS et du
géene EF-# par rapport aux isolats de références et desct&aes morphologiques, nous

pouvons avancer que :

Lesisolats T1, T2, T4, T5, T8, T9, T10, T11, TiA &7 appartiennent a I'espece
T. longibrachiatum

Les isolats T6, T12, T15, T16 et T18 appartien@delgspecel. harzianum

Les isolats T3, T7 et T13 appartiennent a I'esgécdroviride
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Figure 15: Relation phylogénétique entre les 18 isolats Tdehodermaspp.
résultant de l'analyse des séquences du gene#EE<drbre phylogénétique est
obtenu par la méthode Neighbor-Joining en utilidentogiciel MEGA 4. Les
numeéros au hiveau des branches indiquent le patage avec lequel la branche
donnée est supportée pour 1000 réplications baptset il donné uniquement

pour les valeurs supérieurs a 50%
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Figure 16. Arbre phylogénétique basé sur I'analyse des sémselBF-1#, montrant

la position des 18 isolats deichodermaspp. par rapport aux isolats de références.
L’arbre phylogénétique est obtenu par la méthodgi®r-Joining en utilisant le
logiciel MEGA 4. Les numéros au niveau des brasdhdiquent le pourcentage
avec lequel la branche donnée est supportée pd@@r rEplications bootstrap, et il
donné uniquement pour les valeurs supérieurs a 50%



3.3.3. Résultats relatifs a la RAPD

L’amplification avec les amorces OPA-1, OPA-10, GPA et le minisatelite M13 a
montré un certain polymorphisme inter et intra-#jpgpee a I'intérieur des 3 espéced:
longibrachiatum T. harzianumet T. atroviride avec I'existence d’une différence entre les
trois espéces, et la présence de marqueurs malésulgour les deux especek
longibrachiatumet T. atroviride(Fig.17) Avec I'amorce OPA-1 deux bandes sont retrouvées
chez tous les isolats de longibrachiatum(1,2 Kb et 0,8 Kb), mais seule la premiere existe
chez les isolats T15, T16 et T18 de I'espé&céharzianum.L’amplification avec I'amorce
OPA-10 a généré deux bandes (0.6 Kb et 0.55 Klgz dious les isolafB. longibrachiatum
ou seule la deuxiéme (0.55 Kb) est retrouvée égaiterchez les isolats T6, T15, T16 et T18
appartenant a I'espede harzianumAvec cette amorce, une bande de 0.95 Kb estrégale
mis en évidence uniquement chez les trois isdlatgroviride L'amplification avec I'amorce
OPA-17 a mis en évidence une bande de 0.6 Kb quétmouve uniqguement chez les dix
isolats deT. longibrachiatum. L’amplification avec le minisatelite M13 a pesm@galement
de distinguer les mémes isolats au sein des méspeses et a montré un polymorphisme
intra spécifique.

L’analyse par RAPD a permis I'obtention de 247 lemd’'analyse des données par la
méthode «Average Linkage Method» sépare les isadatdrichoderma spp. en deux
principaux clusters. Le cluster | est subdivisé a#ux principaux groupes dont l'un
correspond a lI'espéeck longibrachiatumavec un pourcentage de similarité entre les isolat
qui varie de 31 a 100 %. L’autre correspond spéxel. harzianunmavec un pourcentage de
similarité qui varie entre 42.1 et 87.5 %. L’isol@h.12 est rangé seul, et possede un
pourcentage de similarité inférieur aux autresaitsotleT. harzianum et varie entrel1.5 et
30.8 %. Le cluster Il correspond a I'espéceatrovirideavec un pourcentage de similarité qui
varie de 33.3 a 40 % entre les isolats (Fig.18hldau 3).
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Figure 17. Profil RAPD des 10 isolats de longibrachiatum(1,2,4,5,8,9,10,11,14,
et 17), 5 isolats d&. harzianun{6, 12, 15, 16, et 18), et des 3 isolatsTdatroviride

(3, 7, et 13) généré par les amorces OPA-1(A), QB@), OPA-17(C) et le

minisatelite M13 (D).
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Figurel8. Dendrogramme dérivé de I'analyse par RAPD destlais deT. longibrachiatum
(TL), 5 isolats deT. harzianum(Th) et 3 isolats d&. atroviride(Ta) par la combinaison de 4
amorces (OPA-1, OPA-10, OPA-17 et le minisatelite3)] Le dendogramme est dérivé par
«Average Linkage Method». L'échelle correspond awrpentage de similarité par le
coefficient de similarité de Jaccard.






3.4. Discussion

Le séquencage de la région ITS des 18 isolatSraddodermaspp. a montré que les
isolats T1, T2, T4, T5, T8, T9, T10, T11, T14 di7Tont présenté des ségquences identiques
(100 % de similarité) avec plusieurs séquencessidats de I'especé. longibrachaitumet
avec deux séquences #e scheweinitzii(téleomorphe de l'especg. citrinoviride de la
section Longibrachiatumespece géenétiquement procheTddongibrachiatufpn Ces mémes
isolats ont présenté des séquences# E&avic 99% de similarité, le pourcentage le pluséle
avec seulement des séquences EHek isolats de I'especk. longibrachiatum

Les isolats T6, T12, T15 et T16 ont présenté desiesies ITS identiques avec des
séquences dE. harzianunmet son téleomorphid. lixii. L'isolat T18 a présenté une séquence
ITS avec le pourcentage de similarité le plus@@® % avec des séquencesidbarzianum
et deT. inhamatumLes isolats T6, T12, T15, T16 et T18 ont présel@e séquences EF-1
avec le pourcentage de similarité le plus élevée9&t 98 % avec des séquences EFdEH.

lixii teleomorphe d&. harzianum.

Les isolats T3, T7 et T13 ont présenté des séqaeedeatiques (100 % de similarité)
avec une seule séquence Teatroviride (EF417782), et 99 % de similarité avec plusieurs
séquences dE. atroviride.De méme, les isolats T7 et T13 ont présenté dpsesées EF#4
avec 99 % de similarité avec des séquences.ddrovirideet son téleomorphd. atroviridis

Il est a noter que les isolats (T6, T15, et TI®)mésenté des séquences ITS identiques
avec la séquence d'un isolat initialement considér@me étantT. aureoviride(AF194019
et AF194010) par Fujimori et Okuda puis réidentiiémme étantT. harzianumpar
Lieckfieldet etal.(2001). Ce repositionnement confirme que l'idecdifion basée uniquement
sur les caracteres morphologiques est sujette ardag's.

En comparaison avec les résultats du séquencagertuEF-%, le séquencage de la
région ITS laisse une certaine ambiguité par lagrée d’'un pourcentage de similarité de
100 % avec les séquences de deux especes proctésgément pour les isolats étudiés. Le
séquencage du gene EF-4 clarifié 'appartenance de chaque isolat a wp&&e donnée de
Trichoderma basée sur le pourcentage de similarité le glegé avec I'espéce. En effet
'analyse des séquences du géne Efedt considérée comme une analyse complémentaire a

l'identification par les ITS comme rapporté paruBminina eubicek (2005).



Il est important de rappeler que les isolats duxaame groupe (T3, T6, T7, T12, T13, T15,

T16, T18) ont été subdivisés en deux sous grougles $£s mensurations des conidies et la
morphologie du conidiophore. Par le séquencagéAdN, le 1° sous-groupe d'isolats (T6,
T12, T15, T16, et T18) correspond ainsi a I'espkckarzianumet le deuxieme sous-groupe
(T3, T7, et T13) a l'espéecé&. atroviride En effet selon les auteurs les conidiesTde
harzianumsont plus petites que celles Beatroviride Cependant, la taille des conidies dans
notre cas ne correspond pas a celle décrite gamuéeurs. La forme des conidies est
globuleuse chez les isolats de nos deux especesqle celle décrite par Bissett (1991b),
varie de subglobuleuse a ellipsoide ou ovale. Eanehe, Samuels et. (1997) ont décrit
des conidies avec une forme qui varie de globuleassubglobuleuse ou bien de
subglobuleuse a ovoide chez les isolats des dguecesl. harzianumet T. atroviride La
forme des conidies de nos isolats (globuleuse)daitie de ceux décrits par ces derniers
auteurs. Les phialides des isolats T3, T7 et T13alpeceT. atroviride sont gonflées
similaires a ceux de la secti®achybasunalors que Bisset (1992), décrit des phialidesoplut
minces effilées, ou subulées pour cette espéce.

Les deux especek harzianumet T. atroviride ont longuement été confondues dans la
littérature, et méme que des isolats Teatroviride ont été déposés dans les banques
génomiques commd. harzianum Des isolats précédemment identifies comme Tdu
harzianum CBS 350.93=CBS 351.93=ATCC 28036, ont éte reifiéntcommeT. atroviride
par Bissett (1992) et Gams et Meyer (1998). KgHBranger etl. (2001), ont trouvé des
isolats deT. atroviride parmi des isolats antagonistes rapportés dalitselature commel.
harzianum(ATCC 74058, IMI 206040 et ATCC 36042).

De méme des isolats identifiés comfe harzianumont été réidentifies commer.
longibrachiatumpar Hermosa &dl. (2000), dans une caractérisation moléculaire sidats
de Trichodermaidentifiés précédemment comriie harzianum par séquencage de la région
ITS1 et ITS2.

La caractérisation par amplification avec les amerOPA et le minisatelite M13 a
géeneéré des profils différents entre les isolatsagppant aux trois especes. La présence d'une
diversité génétique intra-spécifique a été égatenmaontrée. L’amplification avec certaines
amorces a donné des bandes spécifiques pouruesedpéces d&. longibrachiatumet T.
atroviride, mettant en évidence des marqueurs moléculairesrirdinatoires chez les

Trichoderma spp. par RAPD. Cela permet de confirmer l'identdés especes dg.



longibrachiatumet T. atroviridedéja montrée par séquencage de 'ADN. En effetafid et
al. (1994) ont proposé I'utilisation de la RAPD commail moléculaire d’identification des

especes d€&richodermaspp. Ils ont pu montré que quelques isolats avaiemrofil similaire

a l'intérieur des espéeces de harzianumetT. viride.Par contre aucune similarité n’avait été
obtenue pour I'espéck hamatum(Bon) Bain. lls ont ainsi conclu a travers leuss/gux que
'analyse RAPD restait insuffisante pour I'ident#iion des espéces.

La corrélation entre les profils RAPD et lactivitantagoniste des espéces de
Trichodermaspp. fait ressortir des contradictions. Ainsi, Ganetal. (1997) ont analysé les
profils RAPD des isolats dE. harzianumet les ont classé dans différents groupes delon
capacité antagoniste a I'’égard des champignon®péattogénes. Abassi &t (1999) ont pu
distingué par RAPD la souchE. hamatum382 «biocontrol » des autres isolats de
hamatum alors que Brando-Goesadt (2002) avec les mémes analyses RAPD des is@ats d
Trichoderma spp. antagonistes contri@hizoctonia solani, ont montré une variabilité
génétique intra-spécifigue. Cependant, les dendrmogres obtenus n’ont pas montré un
classement des isolats selon leur niveau d’antagmni Nos résultats obtenus dans cette
présente étude n’'ont pas montré également un ol@sgedes isolats d€richodermaspp.
selon leur niveau d’antagonisme contre I'agentlétri§sement fusarien du pois chiche, mais

ont permis plutét de classer les isolatEEhodermaspp. selon I'espéce.

3.5. Conclusion

Le séquencage des ITS des 18 isolafsridnodermaspp. a montré que les 10 isolats du
premier groupe (T1,T2,T4,T5,T8,T9,T10,T11,T14,Ta) présenté des séquences identiques
avec celles de deux espéeces proches génétiqudheagit de 'especd’. longibrachiatunret
I'especeH. shweinitziitéleomorphe d&. citrinoviride.Pour les isolats du deuxiéme groupe, 5
isolats du premier sous groupe ont présenté demségs identiques avec celles de I'espéce
T. harzianumet son téleomorphid. lixii, par contre I'isolat T18 a présenté une séquenee a
un pourcentage de similarité de 99% avec des ségseties especek harzianum T.
aureovirideet T. inhamatumNéanmoins, les isolats du deuxieme sous group@résenté
des séquences identiques seulement avec les ségquinl’especeé. atroviride

En revanche le séquencage du gene £Falmontré la présence pour chaque groupe
d’isolats du pourcentage de similarité le plus élavec une seule espéce. Ainsi les 10 isolats



du premier groupe ont présenté des séquences layamircentage de similarité le plus éleve
(99%) avec les séquences de I'espedengibrachiatumPour le deuxiéme groupe d’isolats,
les séquences ER#1du premier sous groupe (T6, T12, T15, T16 et TA®) présenté un
pourcentage de similarité de 99% avec celles dpdeeH. lixii téleomorphe de

T. harzianumDe méme les isolats du deuxieme sous groupeT#&t T13) ont présenté
des séquences avec le pourcentage de similafiiédeélevé avec celles dE. atroviride et
son téleomorphdi. atroviridis. Ainsi le séquencage du gene EFdst complémentaire et
confirme les résultats relatifs a I'identificatipar séquencage des ITS.

Parmi les isolats dé&richodermaspp. utilisés dans cette étude, nous constatoasleu
séquencage des ITS des isolats de I' espedsongibrachiatumet un isolat de I'espécg.
harzianumlaisse une confusion par la présence d’'une sitéilanportante avec des espéces
proche génétiquement. Par contre les trois isolatbespecel. atroviride ont présenté des
séquences ITS identiques avec des séquencessgedd . atrovirideuniquement.

Le recours au séquencage de genes restés hauteonsetvés chez les champignons,
peut lever certaines confusions et clarifier laoteoxmie chez les isolats deichodermaspp.
Ainsi pour certains isolats étudiés, si le séqugag la région ITS laisse encore une certaine
ambiguité, en revanche, le séquencage du gerigf BFelarifié 'appartenance de chaque
isolat a une espéece donnée.

L’analyse de 'ADN confirme donc que les caracténemrphologiques ont une grande
plasticité. En effet, les isolats identifies com#atantT. longibrachiatumpar séquencage de
'ADN, ont montré une certaine variabilité dans l@gimensions et la forme des conidies.
Ceux identifiés comm@. atroviride et T. harzianumont également présenté des conidies
avec des mensurations de taille qui différentalex décrits par les auteurs

L’amplification de 'ADN par RAPD a mis en évidenckune part la présence d’'une
diversité génétique au sein des especedritthodermaspp. utilisées et d’autre part la
présence de bandes spécifiques des espec€&sldagibrachiatunet T. atroviridg montrant
ainsi que cet outil est utile dans l'identificatidesTrichodermaspp



Chapitre 4.
Effet de la température sur le taux de
croissance et les caracteres culturaux des
Isolats delrichodermaspp.




4.1. Introduction

Les méthodes d’étude basées sur l'aspect culturala ephysiologie prenant en
considération le taux de croissance a différetet@pératures, I'aspect des colonies, la vitesse
d’apparition des conidies blanchatres et verdatiesi que la présence ou l'absence de
conidies jaunatres, de pigment et d'odeur, peuvemtstituer une alternative a une
identification moléculaire (Chaveri at., 2003). Cependant ces méthodes restent relativeme
longues et fastidieuses (Druzhnina et Kubicek, 2005

Dans cette étude nous avons procédeé a une casatt@riculturale qui a porté sur les

critéres cités précédemment avec une évaluatida veriabilité intra-spécifique.

4.2. Matériel et méthodes

4.2.1. Matériel fongique et conditions de culture

Au total 18 isolats de I'agent antagonistichodermaspp. appartenant aux trois especes
T. longibrachiatum T. harzianumet T. atroviride isolés du sol, de la rhizosphere du pois
chiche et a partir de la semence de pois chichiy teve et du blé ont été retenus dans cette
étude ; I'ensemble de ces isolats ont été précédemmnidentifiés dans le chapitre 3
(Tableau 4).

Apres purification monosporée, les isolats sontseores a 4°C en tubes inclinés
contenant le milieu PDA. Pour les tests réalisés d®tte étude, les isolats sont repiqués sur

milieu PDA et incubés a 25 °C sous lumiére continue

4.2.2. Influence de la température sur le taux dergissance et I'aspect cultural des

isolats deTrichodermaspp.

Cette étude a été réalisée dans le but de déterteirtaux de croissance ainsi que la
température optimale de croissance selon le prigadabli par Samuels at. (2002). Deux
milieux de culture PDA et SNA (Special Nutrient Apaont utilisés, ce dernier pauvre en
sucre, est composé de KH2PO 1g, KNGs;:1g, MgSQ,7H,O :0.5g, KCL :0.5g,
glucose :0.2g, agar :20g, I'eau distillée : 100@Mirenberg, 1976 in Samuels at 1998).
L'influence de la température est évaluée a 1523030, 35 et 40°C a I'obscurité. A cet effet



des boites de Pétri de 9 cm de diametre sont emegémepar des explants de 4mm de
diametre. Les repiquages des différents isolatsTighodermasont réalisées a partir de
cultures agées de 4 jours et a raison de troisbpibur chaque température ; les explants sont
déposés a 1.5 cm de la périphérie de la boitemaesures de la croissance mycélienne sont
effectuées apres 24h, 48h et 72h d’incubation.rid¢ations concernant I'aspect des colonies,
la sporulation, la diffusion de pigment dans leienilainsi que la présence d’odeur dans les

cultures sont également notées.



Tableau 4 Origine des isolats derichodermaspp. utilisés

Code Espece Source Origine
TL.1(T1) T. longibrachiatum Labo. Mycologie INA
TL.2 (T2) T. longibrachiatum Sol B. Bahri
Ta.3 (T3) T. atroviride Sol B. Bahri
TL.4 (T4) T. longibrachiatum Sol B.Bahri
TL.5 (T5) T. longibrachiatum Sol B. Bahri
Th.6 (T6) T. harzianum Sol INA
Ta.7 (T7) T. atroviride Sol ITGC
TL. 8 (T8) | T. longibrachiatum Sol ITGC
TL.9 (T9) T. longibrachiatum Rhizosphere du pois chiche ITGC
TL.10 (T20) | T. longibrachiatum Rhizosphere du pois chiche INA
TL.11 (T11) | T. longibrachiatum Rhizosphere du pois chiche INA
Th.12 (T12) | T. harzianum Rhizosphere du pois chiche INA
Ta.13 (T13)| T. atroviride Semence de blé ITGC
TL.14 (T14) | T. longibrachiatum Semence de blé ITGC
Th.15 (T15) | T. harzianum Semence de blé ITGC
Th.16 (T16) | T. harzianum Semence de blé ITGC
TL.17 (T17) | T. longibrachiatum Semence de feve ITGC
Th.18 (T18) | T. harzianum Semence de pois chiche ITGC

ILC3279

TL: T. longibrachiatumTa : T. atroviride Th : T. harzianum

INA: Institut National Agronomique

B.Bahri: Bordj El Bahri
ITGC: Institut Technique des grandes cultures Chimehr




4.3. Résultats

4.3.1. Effet de la température sur le taux dergissance des isolats dérichodermaspp.

L’effet de la température sur la croissance dekts appartenant aux trois especes :
longibrachiatum T. harzianumainsi queT. atrovirde a montré qu’apres 48h d’'incubation, les
courbes de croissance aux différentes températueamilieu PDA sont comparables a
l'intérieur de la méme espéce, mais sont diff@eifune espece a une autre (Fig. 19).

L'optimum de croissance concernant les isolats @epant a I'espéceT.
longibrachiatum est situé en deux points différents a 25 et &£38% a une régression de la
croissance a 30°C pour tous les isolats de cettéces puis la croissance reprend pour
atteindre encore une fois son optimum a 35°C ;ada de 35°C il y a une régression de cette
croissance. Il est également constaté I'existencmeddifférence considérable dans la
croissance entre les isolats a certaines tempésathig. 19).

Quant a I'optimum de croissance des 6 isolats &ppant a I'espécé. harzianumgelui-
ci est situé entre 25°C et 30°C. Ainsi les isolEts5, Th.12, Th.16 et Th.18 ont un optimum
qui se situe a 25°C, par contre Iisolat Th.15naoptimum situé entre 25°C et 30°C. Une
diminution de la croissance au dela de 30°C estrgbe, et cette derniére est nulle a 40°C.
La croissance des isolats Th.6 et Th.18 est presdemtique, avec |'existence d'une
différence entre les isolats restants (Fig. 19).

Enfin les trois isolats appartenant a I'espdceatroviride ont montré une courbe
différente des isolats del'. longibrachiatummais se rapproche de I'espéteharzianum
Néanmoins, l'optimum de croissance des trois fsaleste situé entre 25 et 30°C, avec une
diminution au dela de 30°C ; la croissance efierau40°C (Fig. 19). Une variation dans la
croissance des trois isolats est relevée. Cepenuantapport a I'espece harzianunqui est
morphologiquement proche, la croissance est tibkefa 35°C, avec un arrét de la croissance
avant le 8"¢jour.

Contrairement au milieu PDA, la croissance desatsahppartenant aux trois espéeces est
plus ralentie sur milieu SNA, et les courbes dassances ne sont pas discriminatoires des
especes. Chez I'espéde longibrachiatumles courbes de croissances sont différentes chez
tous les isolats, avec un optimum situé a 25° G fesuisolats TL.1, TL.4, et TL.14 ; un

optimum a 30°C pour les deux isolats TL.5 et TLuf, optimum entre 25 et 30°C pour
lisolat TL.2, un optimum a (25 et 35°C) pour I'lab TL.11, et enfin un optimum de 35°C



pour les isolats TL.8, TL10, et TL.17. |l est ater que la croissance des isolats TL.4 et
TL.17 est nulle a 15°C (Fig. 19).

L’'optimum de croissance des cing isolats Teharzianumest situé a 25°C, mais les
courbes de croissance ne sont pas comparablegateles isolats. La croissance des cinq
isolats deT. harzianumest nulle a 40°C, et celle de I'isolat Th.6 esdlément nulle a 15°C.

Chez l'espécd. atroviride, I'optimum de croissance des trois isolats esiésa 25°C,
avec une croissance nulle a 40°C; [lisolat Ta.8galement une croissance nulle a 15°C
(Fig.16). La croissance des isolatsTdeatroviride est plus faible par rapport aux isolats de

I'espéceT. harzianunsituée a 35°C, avec un arrét de la croissanaat &vd ™ ¢jour.
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Figure 19. Diametre des colonies de longibrachaiatun(A, B) T. harzianum(C, D), et
T. atroviride(E, F) apres 48h d’incubation a 15, 20, 25, 30et3%0°C sur le milieu

PDA (A, C, E) et SNA (B, D, F)




4.3.2. Influence de la température sur les caractéres cultaux des isolats de
Trichodermaspp.

L’aspect cultural sur milieu PDA des différentsl&e appartenant aux trois espetdes
longibrachiatum T. harzianumet T. atroviride incubés a différentes températures, a montre
I'existence d’une différence. Chez les trois espetes conidies sont en alternance formant
des cercles concentriques, avec un mycélium dieeoblanchéatre. Les plus jeunes conidies
sont de couleur blanchéatre, et avec I'age, ellesedaent verdatres. La différence des isolats
pour les trois espéeces réside dans les délais a'dipp des conidies blanchatres et verdatres,
ainsi que la présence de conidies jaunatres aréairts isolats.

Chez l'especeT. longibrachiatum,la production de spores se fait a toutes les
températures testées en cercles concentriguest@aaiises isolats, a I'exception de l'isolat
TL.8 dont les conidies apparaissent en touffesgtant diffuses. Il a été observé chez cette
espéece la présence de conidies jaunatres unigtigooan I'isolat TL1 a 20 et 35°C. Un
pigment jaune vert brillant existe chez tous ledais, lorsqu ils sont incubés a 20°C, alors
gue ce pigment est observé a toutes les tempésatlineubation pour l'isolat TL.8, ainsi que
les isolats TL.1, TL.2 et TL.4, lorsqu ils sontudés a 30°C.

Chez l'especel. atroviride, les conidiesjaunatres sont observées uniquement pour
l'isolat Ta.7. Une odeur de noix de coco est prtssehez les trois isolats de atroviride
avec absence de pigment diffusant dans le miliecuttare

Chez l'espécd. harzianum I'absence de sporulation est notée pour tousslaats a
15°C, et chez lisolat Th.16 a toutes les tempéeattestées, jusqu’al"? jour d’'incubation.

Il est noté une différence entre les isolats corad la diffusion dans le milieu, d’'un pigment
jaune orange chez les isolats Th.16 et Th.18, gigment marron pour l'isolat Th.12 a 30°C
(Tableau 5 ; Fig. 20, 21, 22, 23, 24 et 25).

Comme pour le milieu PDA, chez les isolats desstespeces, il y a sur milieu SNA
formation de conidies qui apparaissent en cer@eseantriques, mais la sporulation reste trés
faible, et le délai d’apparition des conidies bladitces et verdatres est plus long, avec la
présence d’un mycélium ras blanc. Il y a absemceahidies jaunatres chez les isolats des
trois especes. Il y a également absence de pigroeet les isolats de I'especk.
longibrachiatum T. atroviridea I'exception de l'isolaih.18 de I'espécé&. harzianunou un
pigment jaune faible est remarqué. La différencieeeles isolats de la méme espéce réside

dans le délai d’apparition des conidies blanch&tegrdatres ainsi que leur absence ou



présence a certaines températures de croissbimee.absence totale de sporulation est notée
chez tous les isolats de harzianuma 15°C, et a toutes les températures testés’ausdgt™®

jour d’incubation chez l'isolat Th.16 (Tableau Big. 26, 27, 28, 29, 30 et 31). Aussi bien
sur milieu PDA que sur milieu SNA, il a été remarquue le délai d’apparition des conidies

est plus faible & basse température chez lesssidattrois espéces.



T. longibrachiatum

T. atrovirideetT. harzianum

Figure 20. Aspect cultural des isolats deichodermaspp. a 15°C sur milieu PDA



T. longibrachiatum

T. atrovirideetT. harzianum

Figure 21. Aspect cultural des isolats deichodermaspp. a 20°C sur milieu PDA
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Figure 22. Aspect cultural des isolats @echodermaspp. a 25°C sur milieu PDA



T. longibrachiatum

T.atrovirideetT. harzianum



Figure 23. Aspect cultural des isolats degichodermaspp. a 30°C sur milieu PDA

T. longibrachiatum

T. atrovirideetT. harzianum

Figure 24. Aspect cultural des isolats dechodermaspp. a 35°C sur milieu PDA



T. longibrachiatum
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Figure 25. Aspect cultural des isolats deichodermaspp. a 40°C sur milieu PDA

T. Longibrachiatum

T. harzianumetT. atroviride

Figure 26. Aspect cultural des isolats @echodermaspp. a 15°C sur milieu SNA



T. longibrachiatum

T. atrovirideetT. harzianum

Figure 27. Aspect cultural des isolats deichodermaspp. a 20°C sur milieu SNA



T. longibrachiatum

T. atrovirideetT. harzianum

Figure 28. Aspect cultural des isolats deichodermaspp. a 25°C sur milieu SNA



T. longibrachiatum

T. atrovirideetT. harzianum

Figure 29. Aspect cultural des isolats deichodermaspp. a 30°C sur milieu SNA



T. longibrachiatum

T. atrovirideetT. harzianum

Figure 30. Aspect cultural des isolats deichodermaspp. a 35°C sur milieu SNA
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T. atroviride etT. harzianum

Figure 31. Aspect cultural des isolats deichodermaspp. a 40°C sur milieu SNA



4.4. Discussion

Une variation intra et inter-spécifigue est montd@ns la collection des isolats de
Trichodermaspp. utilisée dans cette étude, pour les deuxcEass étudiés : analyse du taux de
croissance et aspects culturaux des colonies.

Si les courbes de croissance des isolat$radtodermaspp. aux différentes températures
sont discriminatoires de l'espece sur milieu PDAesne sont pas sur milieu SNA. La
croissance de tous les isolatsTaeehodermaspp. est plus lente sur milieu SNA. Selon Chaweri
al. (2003), la majorité des especes Tde&chodermaspp. possédent des courbes de croissance
discriminatoires, avec une croissance plus lersigr milieu SNA. En effet les courbes de
croissance des isolats de longibrachiatumsont completement différentes de celles des deux
especes d&. atrovirideet deT. harzianumAinsi T. longibrachiatunpousse a 40°C sur les deux
milieux utilisés, alors que la croissance des tsa@partenant aux espécesldatrovirideet de
T. harzianunest nulle.

Les courbes de croissance des isolats des deugessg@el. harzianumet deT. atroviride
sont presque identiques sur milieu PDA. Toutefang différence est remarquée a 35°C ou tous
les isolats d&. harzianumpoussent rapidement, alors que les isolat3.d&troviride poussent
tres faiblement aussi bien sur milieu PDA que suliem SNA . Ces comportements sont
comparables a ceux observés par Samuelal.ef2002). Ces deux derniéres especes ont
longuement été confondues dans la littératurequasIcaractéres culturaux proches (Hermosa et
al. 2000 ; Dodd etl. 2003). Cependant le taux de croissance a 358@neqi de distinguer
'especeT. harzianunde I'especeT. atroviride(Samuels el. 1998).

Concernant le pigment jaune vert brillant, candsti§ue des espéces appartenant a la
section Longibrachiatum(Bisset, 1984), il a été observé dans notre étnde ce pigment
existait chez tous les isolats de longibrachiatum lorsqu’ils sont incubés a 20°C sur milieu
PDA et absent a 40°C. Exceptionnellement chezl#isbL.8, ce pigment est présent a toutes les
températures d’incubation, alors que chez lestsdial, TL2 et TL4 il est présent également a
30°C. En effet, une relation entre la températtircdbation et la production de pigment avait
été rapportée par Chaverri @t (2004) ; sur milieu SNA ce pigment est absdrdzcles dix

isolatsT. longibrachiatum



Chez I'espécd. atroviride,il y a absence de pigment sur le milieu de culture, @laeschez
T. harzianumun pigment marron est observé pour l'isolat Tha130°C, avec la présence de
pigment jaune orange pour lisolat Th.16 a toutsstempératures, et d’un pigment jaune chez
lisolat Th.18 a 25°C et 35°C sur milieu PDA. Selsamuels edl. (2002), plusieurs isolats de
T .harzianumont tendance a produire un pigment jaune en mdewulture (28 sur 35 isolats
étudiés par les auteurs). Cependant un seul i$olatroviride produisait un pigment jaune sur
I'ensemble des isolats étudiés par les mémes r@uteu

Au cours de nos travaux, la présence d'une odeumnoile de coco chez les trois isolats
appartenant a I'espéede atroviridecultivés sur milieu PDA est relevé@ette odeur absente chez
les isolats des deux autres espéces est cardqtériste I'antibiotique (antifongique volatil 6-
pentyl#-pyrone) mis en évidence chéz atroviride,et également chez I'espéce prodheiride
Pers. :Fr (Dodd edl. 2003 ; Samuels etl. 2002). Cet antibiotique n'a pas été mis en éwden
en dehors de la sectidmichoderma(Dodd etal. 2003).

Il a été remarqué également que les caractéresegtuelles les courbes de croissance
discriminatoires de I'espéce, la présence de pigjaene vert brillant caractéristique de I'espece
T. longibrachiatum et l'odeur de noix de coco (antifongique volatdhez les isolatsT.
atroviride, sont plus conservées sur milieu PDA que sur miiBiA.

4.5. Conclusion

A partir de cette étude, nous pouvons conclure cpreaines caractéres telles que la
production de pigments, la présence d’odeur etifigrdnce de la croissance a différentes
températures, peuvent étre discriminatoires pautrtds especes étudiées. Le pigment jaune vert
brillant caractéristiqgue des espéces appartenansectionongibrachiatumest associé avec tous
les isolatsT. longibrachiatumL’'odeur de noix de coco (caractéristique de I@ntique volatil
6-pentyl#-pyrone) est associée a tous les isolat$.datroviride.Le taux de croissance a 35°C
permet de distinguer les deux espetesarzianumet T. atroviride qui ont été longuement
confondues. De méme, seuls les isolats apparténBedpecerl. longibrachiatumsont capables
de pousser a 40°C.



Chapitre 5.
Etude de l'activitée antagoniste des
Isolats delrichodermaspp. a I'égard des deux
pathotypes diroc

oh



5.1. Introduction

Les Trichodermaspp. ont montré un grand potentiel dans la lutt@reoles champignons
telluriques et aériens sur différentes cultures. Busieurs cultures, le controle &hizoctonia
solani agent de fonte de semis et de pourriture racingm T. harzianum a entrainé une
réduction de la maladie de 69 a 74% (Abdelkade®71L9Egalement. harzianuma diminué
l'incidence de la maladie causée wotrytis cinereaPers.: Fr sur plusieurs cultures (haricot,
tomate, tabac ...), dont le taux de réduction vagi@%la 100% (Harmaet al, 2004a). De Mayer
et al. (1998) ont montré que le traitement du sol paharzianumT-39 a conduit a la réduction
des symptomes de la pourriture grise causéeBpaytis cinereasur tomate, laitue, poivron,
haricot et tabac. Harman @&t (2004b) ont observé que le traitement de la seendn mais par.
harzianum T-22 réduisait les symptdomes de l'anthracnose &uiée d’'une inoculation par

Colletotrichum graminicola(Ges.) Wilson. Contre I'agent du flétrissementafien du pois

chiche, Hervas etal. (1997), ont montré que I'apport d&. harzianum (biofongicide
commercialisé) dans le sol, réduisait considérablg I'incidence de la maladie ; Dubeyatt
(2007) ont montré l'efficacité de quelques isolappartenant aux trois espéces. :viride, T.
harzianumetT. virens.

L'objectif de cette étude est d’évaluer et de carapin vitro et in plantal'efficacité de
guelques isolats appartenant a trois especesagent antagonistérichodermaspp. a savoirT.
harzianum T. longibrachiatum et T. atroviride dans la lutte contre I'agent du flétrissement
fusarien du pois chich&¢c).



5.2. Matériel et méthodes

5.2.1 Isolement et conditions de culture de I'agemathogene et des antagonistes

Deux isolats de I'agent pathogéiRec sont utilisés, dont un isolat appartenant abqigipe
de flétrissement isolé a I'origine a partir desnps de pois chiche de la station ITGC Oued Smar,
et un isolat du pathotype responsable de jaunissenselé a partir des plants provenant de la
station ITGC (Sidi Bel Abbes).

L’agent antagonistdrichodermaspp. utilisé est constitué de 18 isolats apparteaax
trois espéces. longibrachiatumT. harzianumet T. atrovirideisolés du sol, de la rhizosphére du
pois chiche et de la semence du pois chiche et&lptEcédemment identifiés et caractérisés.

Les isolats sont conservés a 4°C sous forme deresltmonospores en tubes inclinés
contenant le milieu PDA. Lors des tests dans c&tiee, les isolats sont repiqués sur milieu
PDA et incubés a 25 °C sous lumiére continue.

5.2.2. Matériel végétal

Le matériel végétal utilisé est constitué pardaété de pois chiche ILC 3279, connue par
sa sensibilité a la fusariose

5.2.3. Activité antagonistan vitro

L’action des isolats d&richodermaspp. sur la croissance myceéliennekhc est réalisée
selon deux méthodes : confrontation directe etroodition indirecte (a distance).

5.2.3.1. Confrontation directe

La technique utilisée est celle décrite par Berdwaet Chet (1996), qui consiste a mettre en
confrontation I'agent antagoniste etHe®c dans une méme boite de Pétri contenant le milieu
PDA, deux explants de 5mm de diametre des proisigsrprélevés de cultures agées de 7 jours
et sont déposés en méme temps selon un axe diambtam et équidistant du centre de la boite
(Fig. 32). Le nombre de répétition est de quatner phaque combinaison deichodermaFoc;
un témoin contenant uniquementHec est utilisé a raison de quatre boites. L'inculratest
réalisée a 25°C a l'obscurité pendant 7 jours. Betations sur I'inhibition de la croissance

diamétrale des colonies dtoc et leur envahissement par les isolatsTdehodermaspp. sont



effectuées tous les deux jours. De plus, des oasens microscopiques relatives a I'effet direct

de I'agent antagoniste sur le mycéliumkhc, sont faites a partir de la zone de contact.

QQQQ_ Q_ .
Figure 32.Schémdm@ohitrant lac 5o dn & BaCGIgRIBEREBt deTrichodermaspp.

sur milieu PDA

5.2.3.2. Confrontation a dista Milieu PDA

Cette méthode décrite ... _ . _ __ _2rmain (}988nsiste a repiquer I'antagoniste et
'agent pathogéne dans deux boites séparées contEnanilieu PDA (explant de 5 mm de
diamétre agé de 7 jours déposé au centre de ta)b®iuis, un assemblage est réalisé par
superposition des deux boitesTiechodermaen bas et I€oc en haut. La jonction entre les deux
boites est assurée par du parafilm pour évitepéetes en substances volatiles. Trois répétitions
pour chaque isolat derichodermasontréalisées. Le témoin est constitué par la supdipogie
deux boites, celle du haut contenant un explari den de diamétre dboc alors que celle du
bas ne contient que le milieu PDA, a raison destrépétitions (Fig. 33). Les boites sont mises a
incuber & 25°C a l'obscurité. La notation du diaméhoyen des colonies dtoc est réalisée
apres 5 jours.

L’évaluation de l'inhibition exercée paslisolats ddrichodermaspp. sur ld=oc dans

les deux méthodes, est estimée par le calcul duceotage d’inhibition de la croissance
mycélienne selon la formule suivante :
QQ_1 (%)= (1-G/Cp) x100.0u :G : diametre moyen des colonies en présence de ¢faniste

(mm).G: diamétre moyen des colonies témoins (mm).

Foc PDA
QO_ Q_

Parafilm

Figure 33. Schémamontrant laconfrontation a distance entreHec et Trichodermaspp. sur
milieu Pidhodermaspp

5.2.3.3. Effet de I'agent antagoniste sur la sporation du Foc
Ce test est réalisé selon la technique @épst Ibrahim eal. (1996), qui consiste a prendre
des fragments de 5 nfra partir des boites de Pétri ol sont réaliséesdrfontations directes.

Les prélévements sont effectués &ll°jur, & une distance de 5 mm du front de confrantat



pour les colonies d&oc, et de la périphérie pour les témoins. Les fragmsant mis dans des
tubes contenants 5 ml d’eau distillée stérile eegmgitation, la concentration en spores est
déterminée.

5.2.4 Activité antagonistein planta

L'apport de I'agent antagoniste est réafiar traitement des graines de pois chiche par un
suspension de spores @igchodermaspp. avant le semis dans un sol préalablementli@gar
le Foc.

5.2.4.1. Inoculation du sol par lé¢-oc

L’inoculation du sol par I'agent pathogei®d) est réalisée selon la technique décrite par
Singh etal. (1979). Elle consiste a ensemencer un substradtioed d’'un mélange de sable
tamisé, farine de mais et I'eau distillée dangleportions 9 :1 :2 par des explantskhe. Le
substrat est réparti dans des sachets autoclayahissstérilisé a I'autoclave a 120°C pendant 20
minutes. L'inoculation du substrat stérilisé edeetuée par des explants (5 mm de diamétre)
d’'une culture dd-oc agée de 15 jours cultivée sur milieu PDA, a raiderb explants/100g de
substrat ; l'incubation est réalisée a 25°C sounsidte continue pendant 15 jours. Durant cette
période d’incubation, une agitation des sachetsfésttuée tous les 4 a 5 jours, afin de permettre
une bonne homogénéisation du champignon. L’'inocu&sh ensuite incorporé dans le sol a
raison de 100 g /Kg de sol (Fig. 34). Les terriest recouvertes par du plastique pendant 15
jours pour avoir une bonne colonisation paFée. Une partie de I'essai est réalisée dans un sol

stérilisé et une autre partie dans un sol nonlisg&ri

5.2.4.2. Traitement de la semence par les isolats Brichodermaspp.

La technique préconisée est celle décrite par daretal.(1989), qui consiste a tremper les
grains de pois chiche dans une solution de spéuee doncentration de 19 10 spores/ml et &
raison de 1 ml / 4g de semence. Les grains tradgasensuite incubés pendant 24h a 25°C, puis

sont semés a raison de 16 grains par terrines wasel préalablement stérilisé et inoculé par



'agent pathogeneHoc) a raison de quatre terrines par isolafdehodermaspp Deux types de
témoins sont utilisés : un témoin positif avec gemns de pois chiche semés dans un sol inoculé
par leFoc, et un témoin négatif constitué par des grainsale ghiches semeés dans un sol non
inoculé par leFoc. Les plants de pois chiche sont arrosés une fmissemaine par la solution

nutritive de Hoagland.



L’évaluation de la sévérité des symptomes est mdgriselon une échelle de notation a 5 degrés
(Landa etal. 1997, Hervas eal. 1997, Landaet al. 2001), allant de 0 a 4, ou chaque degré
correspond a un pourcentage de feuilles présentstsymptdomes de jaunissement ou de
flétrissement (0 : aucun symptdome ; 1 : 1 a 33 %edgles jaunies ou flétries ; 2 : 34 a 66 % de
feuilles jaunies ou flétries ; 3 : 67 a 100 % dalfes jaunies ou flétries ; 4 : plants morts).

5.2.4.3. Effet des isolats dé&richodermaspp. sur la stimulation de la croissance du pois
chiche
Pour évaluer l'effet des isolats dé&richodermaspp sur les paramétres de la croissance
végétale, 60 jours aprés le semis, la hauteur deéigl et le poids frais sont mesurées
immeédiatement ; le poids sec est estimé apredatmn a 60°C pendant 72h. L’évaluation du
taux de stimulation des parameétres de croissanceapaort au témoin est calculée selon la
formule : S (%)= (C/C0-1).100 C : Croissance destg traités, CO : Croissance du témoin

5.2.5. Analyse statistique

Les résultats relatifs aux testsvitro etin vivo sont interprétés apres une analyse de la
variance pour un seul facteur, par l'utilisatianldgiciel STATGRAPHICS Plus version 5.1.
Les différences entre les isolats pour les parasdéitudiés sont comparées par le biais du test

LSD de Fisher au seuil de 5% (LSD : least signiifieadifference). La corrélation entre les



différents parametres étudiés est déterminée paidel du coeffecient de corrélation de

Pearson, en utilisant le logiciel SPS$8rsion 8.0 (Statistical Package for the SocigiBes)

5.3. Résultats

5.3.1. Actionin vitro des isolats ddrichodermaspp. sur la croissance et la

sporulation des deux pathotypes dkoc.

L’étude de l'activité antagonista vitro, a montré des taux considérables de réductioa de |
croissance aussi bien par la confrontation dirgcee la confrontation indirecte, ainsi que de la
sporulation par rapport au témoin. Ces réductiamg ebtenues par la confrontation des isolats
étudiés avec les deux pathotypes de flétrissentela jaunissement.

Cette efficacité de réduction de la croissance tigmge est plus marquée a I'égard du
pathotype de jaunissement pour les deux cas denfaonitation, directe et indirecte. L'isolat de
T. atroviride (Ta.13) a donné le taux de croissance le plusefgbur la confrontation directe et
indirecte chez les deux pathotypes. En particulibiez le pathotype de flétrissement il est
enregistré dans la confrontation directe un taugrdessance de 22,23 mm par rapport au témoin
ayant atteint 65 mm, et dans la confrontation eate 25,66 mm par rapport au témoin qui a
atteint 50 mm, ce qui représente des pourcentdgeséduction de 65,64 % et 48,66 %
respectivement. Chez le pathotype de jaunisser@eréduction est encore plus importante avec
un taux de croissance de 9,33 mm par rapport aaitéayant atteint 60mm, soit un pourcentage
de réduction de 84,44 %. Dans la confrontationiréatle, le taux de croissance obtenu est de
12,33 mm par rapport au témoin ayant atteint 58 safh un pourcentage de réduction de la
croissance de 78,73 %. Une absence totale deolalapon chez les deux pathotypes est
enregistrée avec lisolat Ta.l13.

Les résultats obtenus par cet essai ont montréeftieacité des isolats dans la réduction de
la croissance et de la sporulation (cas de la oatdtion directe) n’est pas associée a une espece
donnée deTrichodermaspp. (Tableau 7 et 8). Mais, il est remarqué quesda cas de la
confrontation indirecte, les isolats qui se sonntrés les plus efficaces dans la réduction de la
croissance diroc a distancesont les trois isolats appartenant a I'especatroviride ainsi que
lisolat Th16 (T. harzianum Le pourcentage de réduction le plus élevé peupdthotype de
fletrissement est obtenu avec lisolat Ta.13 (48®F6 suivi de lisolat Th.16 (39,39 %), ensuite



les deux isolat3. atroviride(Ta.7 et Ta.3), avec un pourcentage de réductiodedi. Chez le
pathotype de jaunissement le taux de croissangleidefaible est 12,33 mm et un pourcentage de
réduction le plus élevé soit 78,73 %, est obtenu’ptiet de I'isolat Ta.13 dd. atroviride suivi

par lisolat Ta.3 (78,16 %), ensuite I'isolat Tg&4, 24%) ; un pourcentage de réduction de
59,77 % est obtenu avec l'isolat Th.16Tdéarzianum

Ces resultats font ressortir une efficacité plies/é& de ces isolats contre le pathotype de
jaunissement. Une variabilité est notée pour leerdss isolats appartenant aux deux espéces
harzianumetT. longibrachiatum(Tableau 7 et 8 ; Fig. 35, 36, 37, 38, 39 &1 40

Les observations microscopiques réalisées a lph@dre des colonies deoc (lors de la
confrontation indirecte) montrent I'existence detpdations au niveau du mycélium des deux
pathotypes, se traduisant par la présence dediltanstériles, et un arrét de la croissance
myceélienne (Fig. 41).

Il est a signaler qu’avec les isolats appartedalgspece T. atroviride un recouvrement
total de la colonie duUFoc est noté avec une abondante sporulation des"lgj&ur de
confrontation  pour les deux pathotypes de jaumsse et de flétrissement lors de la
confrontation directe (Fig.35). Les isolats desndespeces d&. longibrachiatumet de T.
harzianumn’envahissent pas la colonie &oc méme apres 4 semaines d’incubation. Une forte
sporulation autour de la colonie Bac est notée pour les isolats de longibrachiatun(Fig. 36).
Chez les isolats d&. harzianumune zone de lyse de 2mm de diamétre est notéendact entre
la colonie du~oc des deux pathotypest la colonie de lisolat Th.16 de harzianunm(Fig. 37).

Les observations microscopiques réalisées au nivkala zone de contact entre les
différents isolats ddrichodermaspp. et les deux pathotypes BHac, montrent I'existence de
modifications au niveau du mycélium du pathogeedraduisant par une lyse et dégradation du
mycélium (constatation observée avec l'isolat Th.18ne transformation en cordons des
filaments mycéliens (observée avec l'isolat TaeT)un enroulement du mycélium des isolats de
Trichodermaautour duFoc (observé avec les isolats de TL.4, TL.9 et Th.8¥rs que chez
'agent antagonist&richodermaspp., des ramifications excessives du mycéliunt sbeervées
(Fig. 42).
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Figure 35. Confrontation directe des isolats Teatroviridea I'égard des deux pathotypes du
Foc. Envahissement total des colonieskhic parT. atroviride
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b. Confrontation au pathotype de jaunissement

Figure 36. Confrontation directe des isolats Tielongibachiatuna I'égard des deux
pathotype dtoc.
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Figure 37.Confrontation directe des isolats Tieharzianuma I'égard des deux pathotypes
duroc

c : Zone de lyse dans la zoneagact entre les colonies de l'isolat Th.6 et les
deux pathotypeskizc.

Q_Q_Q_Q_QRAQ Q_
QL_@Q_

—
a. Confrontation au pathotype de flétrissement

QLQ_QR®_

b. Confrontation au pathotype de jaunissement



Q_ Q_
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Figure 38. Confrontation indirecte des isolats de atroviride a I'égard des deux pathotypes
duFoc. F: Foc, T : Trichoderma
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Figure 39. Confrontation indirecte des isolats Heharzianuma I'égard des deux pathotypes
diroc.
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Figure 40. Confrontation indirecte des isolats Tdongibrachiatuma I'égard des deux
pathotypes deoc.
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Figure 41. Arrét de la croissance du pathotype de flétrisserseus I'effet des substances
antifongiques volatiles émipes |'isolatT—atroviriggfhaehd. G : 3.2 x 25
stériles

c d \
Figure 42 Modifications morphologiques affectant le mycéliduFoc (G : 3.2 x 25).

a: Enrouleriﬁ’lent du myceélium @echodermaautour du~oc

b : Transformation en cordons du mycéliunt-dc sous I'effet du contact avec celui du
Trichoderma j

¢ : modification morphologique affectantreycélium

d : zone de lyse /

Tableau 7. Effet des isolats ddrichodermaspp sur la croissance et la sporulation du
pathotype de flétrissement

)

~—

TrichodermaSpp Confrontation directe Confrontation iregite Sporulation
Diamétre de % Diameétre de % Concentration %
la colonie (mm) meluction  la colonie de réduction Spore/ml 16 de réduction




Q

TL.1 25,616 60,51 46,33 09,33 08,33 65,28
TL.2 26,06lc 58,97 40,60e 18,66 08,06 66,66
TL.4 31,06 52,31 41,38ef 17,33 05,0 79,17
TL.5 28,06xd 56,92 44,66 10,66 05,04 79,16

TL.8 33,00 49,23 40,@de 18,66 03,38 86,11
TL.9 33,00 49,23 40,38e 19,33 01,0 95,83
TL.10 31,0& 52,31 42 O f 16,66 02,GD 91,67
TL.11 31,3& 51,79 38,00 24,00 02.@66 91,66
TL.14 33,38 48,71 41 6ef 16,66 02,308 90,27
TL.17 33,00 49,23 43,60 14,00 00,66 97,22
Th.6 30,66f 52,82 44,33 11,33 01,38 94,44
Th.12 33,60 49,29 42 3Bf 15,33 02,06 91,67
Th.15 33,33 48,71 41 . @ef 17,33 01,66 93,05
Th.16 31,09 52,31 30,33 39,33 00,33 98,61
Th.18 33,33 48,71 39,@a 22,00 10,@0 58,33
Ta.3 29,00e 55,60 32,00 36,00 02,@6 88,89
Ta.7 28,@8e 55,89 32,00 36,00 03,33 86,11
Ta.13 22,23 65,64 25,66 48,66 00,60 100

Témoin 65,00 - 50,00 - 24.60 -
Q

Les valeurs qui sont suivies de la méme lettream¢ gas statistiguement différentes selon le test
LSD de Fisher au seuil de 5%.

Tableau 8. Effet des isolats deérichodermaspp. sur la croissance et la sporulation du
pathotype de jaunissement

Q_0Q_
Trichoderma Confrontation directe Confrontation indiie Sporulation




spp. Diamétre de % Diametre de % Concentration %
la colonie (mm) e wéduction la coloni@m réduction Spore/ml10de réduction

Q

TL.1 18, 6uef 68,89 42,3 27,01 13,66 72,66
TL.2 15,33 74,44 40,38h 30,45 11,3@f 77,33
TL.4 14,66 75,50 37,36f 35,63 10,68ef 78,66
TL.5 13,33 77,77 43,00i 25,86 08,0f2def 84,00
TL.8 16,3@de 72,77 29,33 49,42 10,62f 78,66
TL.9 15,06 75,00 41,38hi 28,73 05,6dbcd 88,66
TL.10 22,060 63,33 36,33e 37,35 05,6fbcd 88,66
TL.11 13,06 78,33 44,66 22,98 09,38ef 81,33
TL.14 19,66 67,22 29,33 50,00. 05,G6fbcd 88,66
TL.17 18,0&ef 70,00 38,38fgh 33,90 06,6fcde 86,66
Th.6 16,666de 72,22 27,3 52,87 05,3dcd 89,33
Th.12 22,00 63,88 48,00 17,24 06,CGbcde 88,00
Th.15 20,33 66,11 35,00 e 39,65 OD2f 76,00
Th.16 18,00 cde 69,99 23,33 ¢ 59,77 Gk 93,33
Th.18 17,00 acde 71,66 26,33 cd 54,59 3@66 26,66
Ta.3 14,0066 75,55 12,66 a 78,16 08dAlef 83,33
Ta.7 15, G 73,89 19,00 b 67,24 G238 95,33
Ta.13 09,33 84,44 12,33 78,73 00 a 100
T 60,00 - 58,00 k - 50,00 e -
o

=

Les valeurs qui sont suivies de la méme lettreame gas statistiquement différentes selon le test
LSD de Fisher au seuil de 5%.

5.3.2. Corrélation entre 'effet des isolats d&richodermaspp. sur les parametres étudiés

in vitro.



Les relations qui peuvent exister entre les diffesseparametres étudiga vitro sont
calculées par le ccefficient de corrélation de RearSur les 6 ccefficients de corrélation calculés
sur l'effet des 18 isolats dé&richodermaspp. contre les deux pathotypes Eoc, aucune
corrélation n’est statistiquement significative seuil de 5 % (P<0.05) pour les parametres
étudiés :confrontation directe et confrontationiriecte, confrontation directe et la sporulation,
confrontation indirecte et la sporulation,

Cependant des corrélations positives sont notétes Eefficacité des isolats dans les deux
cas de la confrontation directe et indirecte defais deTrichodermaspp. a I'égard des deux
pathotypes de flétrissement et de jaunissememtsiAun ccefficient de corrélation positive
r=0,57 au seuil de 5 % est enregistré entre l'effes isolats deTrichoderma spp. dans
l'inhibition de la croissance du pathotype de figement et celui de jaunissement dans la
confrontation directe. Egalement dans la conframtaindirecte un coeffecient de corrélation
positive r=0,77 au seuil de 1% est obtenu entrffef des isolats d&richodermaspp. dans
I'inhibition de la croissance du pathotype de f&tement et celui de jaunissement.

Concernant l'effet des isolats deichodermaspp. sur la croissance et la sporulation du
pathotype de flétrissement et de celui du jaunissgmun cecefficient positive r=0,77 au seuil de
1% est obtenu.

5.3.3. Action des isolats dé&richodermaspp. a I'égard des deux pathotypes dboc

in planta

5.3.3.1 Effet des isolats ddrichodermaspp. sur le développement de la
maladie

L évaluation de I'effet des isolats deichodermaspp. sur la protection des plants de pois
chiche contre la maladie, est évaluée aitl'§our aprés le semis. L'indice de maladie des glant
traités par les différents isolats @echodermaspp. est nettement plus faible, par rapport au
témoin non traité (Fig. 43).

Le pathotype de flétrissement a montré l'indice rdeladie le plus faible (0,45) et le
pourcentage de réduction de I'indice de maladiplls élevé 83,92 % par lisoldt atroviride
(Ta.3) dans le sol stérilisé. Les deux autres isdlBa.7 et Ta.13) d€. atrovirideont donné des

indices de maladie de 0.50 et 0.60, et des powagestde réduction de



Figure 43. Symptomes de jaunissement (a) et f&ment (b) induits par les deux
&thotypes thoc

82,14 % et 78,57 % respectivement. Avec l'isd@laharzianum(T16) un indice de maladie de
0.76 et un pourcentage de réduction de 73,21 % exmetgistrés par rapport au témoin qui a
présenté un indice de 2,8.

Pour le méme pathotype dans le sol non stérigsétrois isolats deT. atroviride (Ta.3,
Ta.7 et Ta.13) et l'isolat deT. harzianum(Th.16) se sont montrés les plus efficaces dans la
réduction de la maladie. En effet les indices @déadies sont respectivement de 0.40, 0.45, 0,50
et 0,75 et les pourcentages de réduction sonl @886, 79,16 %, 76,85 % et 65,27 % pour les
isolats Ta.3, Ta.7, Ta.13 et Th.16 respectivem@nimparés aux plants témoins et traités, les
indices de maladies et les pourcentages de rédusstent Iégérement inférieurs dans le sol non
stérilisé que dans le sol stérilisé (Tableau 9).

Chez le pathotype de jaunissement, également stdats de T. atroviride (Ta.3, Ta.7 et
Ta.13) et lisolatT. harzianum(Th.16) sont plus efficaces dans la réduction 'ofelite de
maladie. Cependant, ces indices sont Iégéremastfaibles dans un sol non stérilisé aussi bien
pour les plants témoins que pour les plantsésait’indice de maladie le plus faible 0,46 est
obtenu avec lisolat Ta.7 dans un sol stérilise0Og& dans un sol non stérilisé avec des
pourcentages de réductions respectifs de 77 %,44 P8. Concernant la réduction de I'indice de
maladie, une différence est notée dans l'efficad@é isolats entre le sol stérilisé et le sol non
stérilisé. Ainsi, I'isolat Ta. 3 a induit un tawe déduction de 62,5 % dans le sol stérilisé et une
réduction de 54,89 % dans un sol non stérilis@& @té noté pour lisolat Ta.13 un taux de

réduction presque identique de 62,5 % dans untéolis® et 62,4 % dans un sol non stérilisé.



Néanmoins pour l'isolat d&. harzianum(Th.16), un pourcentage de réduction légeremerst plu
important est enregistré dans le sol non stérBé&9 % par rapport au sol stérilisé au niveau
duquel le pourcentage de réduction est de 53,50 %.

L’ensemble des résultats obtenus avec le pathatgpmunissement montrent que I'isolat
Ta.3 est plus efficace dans un sol stérilisé, ltisdeT. harzianum(Th.16) est plus efficace dans
un sol non stérilisé, alors que les deux isolat§ €A Ta.13 ont pratiquement la méme efficacité
dans les deux types de sol (Tableau 10).

Nous avons constaté que pour la majorité des ssdafTrichodermaspp., les pourcentages
de réduction de l'indice de maladie sont plus ingonais dans un sol stérilisé et que leur
I'efficacité est plus marquée contre le pathotype flétrissement L'action des isolats
appartenant aux deux espe@edongibrachiatumet T. harzianumcontre les deux pathotypes du
Foc sur lincidence de la maladie est variable et épehdante de I'espéce, montrant ainsi
I'existence d'une certaine variabilité dans I'advantagonistan vivo a lintérieur de ces

derniéres (Tableau 9 et 10).

Tableau 9. Effet des isolats dé€richodermaspp sur I'indice de maladie du pathotype de

flétrissement
S
Trichodermaspp. Sol stérilisé Sol non stérilisé
IM % de réduction M % de rédoati
De IM de IM
U
TL.1 01,44 48,57 01,20 cde 44,00
TL.2 01,20 32,14 01,60 f 25,92
TL.4 01,41 49,64 01,30 de 39,81
TL.5 01,85 51,78 01,35e 37,50
TL.8 01,48 47,50 01,20 cde 44,00
TL.9 01,27 54,64 01,25 cd 49,07
TL.10 01,%b 37,50 01,40 ef 35,18
TL.11 01,34 52,14 01,05c 51,38
TL.14 01,45 48,21 01,20 cde 44,44
TL.17 02,31 17,50 02,059 05,09
Th.6 01,34 52,14 01,25 cd 49,07
Th.12 01,21 52,78 01,25cd 49,07
Th.15 01,80 53,57 01,05c 51,13
Th.16 00,35 73,21 00,75 b 65,27
Th.18 02,50 10,71 02,109 02,78
Ta.3 00,45 83,92 00,40 a 81,48

Ta.7 00,50 82,14 00,45 a 79,16



Ta.13 00,60 78,57 00,50 a 76,85

T+ 02,80 - 02,16 g -
Q-
Les indices de maladies suivies de la méme ledreomt pas statistiquement différents selon le
test LSD de Fisher au seuil de 5%.

Tableau 1Q Effet des isolats dérichodermaspp. sur I'indice de maladie du pathotype de
jaunissement

Q_
Trichodermaspp. Sol stérilisé Sol non stérilisé
IM % de réduction M % de rédlct
De IM de IM

Q-
TL.1 01,45 27,00 01,efy 21,05
TL.2 01,46 27,00 01,19 17,29
TL.4 01,td 43,00 00, a6t 32,33
TL.5 01,&3 43,50 00, 96f 28,57
TL.8 01,00 50,00 00,abf 32,33
TL.9 01,&0 45,00 00,a6f 27,31
TL.10 01,64 18,00 10,20 09,77
TL.11 01,00 50,00 00,80 39,85
TL.14 01,20 40,00 00,86 36,09
TL.17 01,50 25,00 01,19 17,29
Th.6 01,88 21,00 01,26 09,77

Th.12 01,21 39,50 00,9a8f 26,31



Th.15 01,60 50,00 00,80 39,85

Th.16 00,88 53,50 00,60 54,89
Th.18 01,75 12,50 01,8b 06,01
Ta.3 00,65 62,50 00,60 54,89
Ta.7 00,46 77,00 00,3& 77,44

Ta.13 00,65 62,50 00,ap 62,40
T+ 02,60 01,83

o)

Q
Les chiffres suivis des mémes lettres pour chaquanpetre ne sont pas statistiquement différents
selon le test LSD au seuil de 5%.

5.3.3.2. Corrélation entre I'effet des isolats d&richodermaspp. sur I'indice de maladie

des pathotypes de flétrissement et geinissement

Les ccefficients de corrélation des indices de nmalatbntre I'existence d’'une corrélation
positive dans les cas suivants :

1- Un ccefficient r= 0,97 au seuil de 1 % existeesheffet des isolats d&€richodermaspp.
sur I'indice de maladie du pathotype de flétrissenuians le sol stérilisé et I'indice de maladie du
méme pathotype dans le sol non stérilisé

2- Un coeffecient de corrélation r=0,99 au serilld%. est obtenu entre I'effet des isolats
de Trichodermaspp. sur l'indice de maladie du pathotype de jgasment dans le sol stérilisé et
I'indice de maladie du méme pathotype dans lersmi stérilisé.



3- Un coeffecient de corrélation r=0,85 au seuilld& existe entre 'effet des isolats de
Trichodermaspp. sur l'indice de maladie du pathotype deifiéément et I'indice de maladie du
pathotype de jaunissement dans le sol stérilisé.

4- Un coeffecient de corrélation r=0,87 au seuibal existe entre l'effet des isolats
Trichodermaspp. sur I'indice de maladie du pathotype deifiéement et I'indice de maladie du

pathotype de jaunissement dans le sol non stérilisé

5.3.3.3. Analyse comparative de l'efficacité desakats deTrichodermaspp.in plantaetin
vitro

Parmi les 12 ccefficients de corrélation calculésr peffet des isolats d&richodermaspp.
sur l'indice de maladie, la sporulation et la csaisce dans le cas de la confrontation directe et
indirecte, seuls 4 coefficients sont statistiquensgynificatifs.

Un ccefficient de corrélation positive r=0,64 awisde 1 % est obtenu entre I'indice de
maladie du pathotype de flétrissement dans untéolisé et la croissance mycélienne lors de la
confrontation indirecte.

Un coeffecient de corrélation r=0,68 au seuil 186 @btenu entre I'indice de maladie du
pathotype de flétrissement dans un sol non stridis la croissance mycélienne lors de la
confrontation indirecte

Un ccefficient de corrélation positive r=0,58 auikele 5% est obtenu entre l'indice de
maladie du pathotype de jaunissement dans un sokt@ilisé et la croissance mycélienne lors
de la confrontation indirecte.

Un coeffecient de corrélation r=0,47 au seuibéeest obtenu entre I'indice de maladie du

pathotype de jaunissement dans un sol stériligésgtorulation

5.3.3.4. Effet des isolats d€&richodermaspp. sur la stimulation de la croissance végétale

du pois chiche.

L’évaluation de [l'effet des isolats dgichodermaspp sur la croissance du pois chiche est
évaluée 60 jours aprés le semis sur des plantgédrpar les isolats delrichodermaspp. et

inoculés par les deux pathotypeskc.



Chez les plants de pois chiche inoculés par leopgte de flétrissement dans un sol
stérilisé, certains isolats derichodermaspp. ont induit une augmentation significative lde
hauteur de la tige par rapport au témoin ; c’'estae des isolats dB. longibrachiatum(TL.4,
TL.5, TL.8), deT. harzianum(T.h.6, Th.16 et T.h 18), et les isolats de atroviride (T a.3 et
Ta.7). L'isolat qui a donné le taux de stimulatlerplus élevé (18,85 %) est I'isolat TL.4. Par
contre d’autres isolats n’ont montré aucun effediffosur la hauteur de la tige. Cependant, tous
les isolats deTrichodermaont induit un effet positif sur le poids fraisletpoids sec des plants
traités qui sont significativement supérieurs aadi. Le taux de stimulation le plus élevé est
obtenu avec l'isolat TL.5, avec un taux de 80,89pd@ar le poids frais et 94,11 % pour le poids
sec.

Dans un sol non stérilisé et pour les plants ineEwvec le pathotype de flétrissement,
certains isolats ont induit une croissance sigaifi@ment supérieure au témoin tels que les
isolats deT. longibrachiatum(TL.1, TL.2, TL.4, TL.9, TL.17), les isolats d&. harzianum(Th.6
et Th.18), et les isolats dd. atroviride (Ta.3, Ta.7 et Ta.13). L'isolat qui a montré lexta
d’augmentation de la hauteur de tige le plus éésid'isolat TL.5, avec un taux de stimulation de
25,8 %. La plupart des isolats ont également induieffet positif sur le poids frais et le poids
sec qui sont significativement supérieurs au témém particulier I'isolat TL.10 a provoqué le
taux de stimulation le plus élevé, avec un tawsttlaulation de 70,03 % pour le poids frais et
84.61 % pour le poids sec (Tab.11 et 12).

L’ensemble des mesures de croissance effectuédssspliants inoculés par le pathotype de
jaunissement, ont montré que certains isolatsinreffet significativement supérieur au témoin
concernant les trois parametres de croissancetelvade la tige, poids frais ainsi que poids sec.
Par contre pour dautres isolats la différencestpas statistiquement significative par rapport
au témoin (Tab. 13 et 14) ; I'isol@t longibrachiatum(TL.9) a induit les taux de stimulation les
plus élevés, soit 29,12 % pour la hauteur degk, ©5,29 % pour le poids frais et 63,15 % pour
le poids sec dans un sol stérilisé. Dans un solsténilise, c’est I'isolat TL.9 qui s’est montré le
plus efficace en induisant une augmentation dedM4%&le la hauteur de la tige, 63,33 % du poids
frais et 96,72 % du poids sec.

Tableau 11. Effet des isolats ddrichodermaspp sur la croissance du pois chiche.
(Pathotype de fletrissendants le sol stérilisé)



Q_Trichoderma HT cm S (%) Poids frais S (%) Poidssec S (%)
spp.

O

~_

TL1 33,5%bcde 05,66 06,1& 52,60 01,3des 57,64
TL.2 33,84bcde 06,42 06,88 73,20 01,281 50,58
TL.4 37,76y 18,85 05,7 7bc 43,17 01,36cdef 60,00
TL.5 35,08def 10,41 07,29 80,89 01654 94,11
TL.8 35, 7dkfg 12,40 05,78c 41,68 01,48 74,11
TL.9 35,6419 12,05 07,14 76,42 01,56 82,35
TL.10 33,28cd 04,78 06,74 67,24 01,48 74,11
TL.11 32, 7&c 03,08 05,43 34,73 0149 40,00
TL.14 33, 7abcde 06,29 05,16 28,03 01,66 02,00
TL.17 33,7%bcde 06,23 05,63 39,70 01,2dde 42,35
Th.6 34, 8bcdef 09,69 05,63 b 39,70  01,18bcd 38,42
Th.12 32,30 01,95 05,44 34,98 01,3ckef 42,35
Th.15 33, labed 04,40 05,17 28,28 01,1@c 32,94
Th.16 36,68 15,45 05,84 44,91 01,2&de 48,23
Th.18 35,9 13,06 05,18 28,53 01,24 45,88
Ta.3 35,761 12,37 05,%2 36,97 01,20kde 49,41
Ta.7 36,90 16,14 05,82 44,41 01,3def 61,17
Ta.13 32,46 01,98 05,44 34,90 01,4eq 67,05
T+ 31,74 - 04,03a - 00,85 a -

Q_

HT: hauteur de la tige ; S (%) pourcentage de détian
Les chiffres suivis des mémes lettres pour chaquanpetre ne sont pas statistiquement différents
selon le test LSD au seuil de 5 %.

Tableau 12 Effet des isolats d@richodermaspp. sur la croissance du pois chiche
(Pathotype de fletrissementsdarsol non stérilisé)

O
~_



Trichoderma HT cm S(%) Poids frais S (%) Poidssec S (%)
spp.

Q_

T+ 29,78 02,87 00,6b

TL.1 34,3&defg 15,65 04,1&1ef 44,94 00,9%3lef  46.15
TL.2 35,36fg 19,05 04,1def 45,64 01,0% 55.38
TL.4 33,48cdef 12,55 04,2@xef 48,43 01,13 73.84
TL.5 37,38 25,80 04,6% 62,02 00,88de 36.92
TL.8 32,08bcd 07,91 04,0@ef 42,50 00,7 10.76
TL.9 35,98 21,04 04,Golef 41,11 00, 7dbe 20.00
TL.10 32,63bcde 09,86 488g 70,03 1020g 84.61
TL.11 32,54abcde 09,46 04,031ef 40,41 00,8bcd 24.61
TL.14 30,740 03,50 03,%hc 23,69 00,7&bcd  02.00
TL.17 32,96cdef 10,94 04,549 56,79 00,9ef 47.69
Th.6 33,3def 12,10 04,0f¥ef 39,37 00,%be 40.00
Th.12 32,3cde 08,85 03,98ef 39,37 00,8%de 36.92
Th.15 31,4%c 05,85 04,42y 54,00 00,9def 46.15
Th.16 31,3bc 05,62 03,%%e 37,60 00,8@de 32.30
Th.18 29,72 00,06 03,15 09,75 00,%b 09.23
Ta.3 36,49 22,79 04,t8ef 44,94 00,8¢tde 33.84
Ta. 7 34,0defg 14,71 03,8fde 34,14 00,8xde 30.76
Ta.13 33,18¢def 11,75 03,5fbcd 24,07 00,84bcd 24.61

Q_

HT: hauteur de la tige ; S (%) pourcentage de détian

Les chiffres suivis des mémes lettres pour chaquanpetre ne sont pas statistiquement différents
selon le test LSD au seuil de 5%.



Tableau 13.Effet des isolats ddrichodermaspp sur la croissance du pois chiche (Pathotype
de jaunissement dans le soilist).

0O

N

Trichoderma HT cm S(%) Poids frais S (%) Poidssec S (%)
ssp.

Q_

T+ 32,38 04,25 01,4

TL.1 35,26c 08,70 05,3Bcd 25,17 01,5&def 35,96
TL.2 34,22b 05,68 05,H6¢ 20,00 01,46bc 22,80
TL.4 35,4% 09,60 05,58cd 30,11 01,3c 21,05
TL.5 35,45cd 09,48 05,Gd 18,11 01,5dcde 33,33
TL.8 39,04f 20,47 05,3bc 25,88 01,6¢kdefg 43,85
TL.9 41, 81f 29,12 6060de 55,29 (1,86defg 63,15
TL.10 41,2& 27,33 06,B6de 42,58 01,48cd 30,70
TL.11 40,36 24,45 06,3tde 48,47 01,99 66,66
TL.14 35,06 08,09 05,46cd 28,47 01,48bc 22,80
TL.17 34,38 06,11 05,3Bcd 25,17 01,9 71,05
Th.6 37,3 15,28 06,08de 43,05 01,3&c 21,05
Th.12 37,33le 15,28 06,40e 50,58 01,5&def 35,96
Th.15 32,44 00,27 06,P6de 47,29 01,6%defg 42,98
Th.16 33,%b 04,72 05,btd 34,35 01,2d 07,01
Th.18 33,7ab 04,29 06,4de 52,23 01,4bc 26,31
Ta.3 35,0 08,04 05,h8Bc 20,70 01,3®c 21,05
Ta.7 37,23 14,97 05,50c¢ 29,41 01,78efg 56,14
Ta.13 34,(b 05,12 05,HBc 20,00 01,3bc 21,92

U_

HT: hauteur de la tige ; S (%) pourcentage de détian
Les chiffres suivis des mémes lettres pour chaquanpetre ne sont pas statistiquement différents
selon le test LSD au seuil de 5%.



Tableau 14. Effet des isolats ddrichodermaspp sur la croissance du pois chiche
(Pathotype de jaunissementsda sol non stérilisé).

Q@ Trichoderma HT cm S(%) Poids frais S (%) Poids sec S (%)
spp.

Q_

T+ 24, &/ 03,60 01,22

TL.1 33,2%d 34,77 03,85 06,94 01,3Bc 12,29
TL.2 31,44 27,44 04,062 11,66 01,3#4c 09,83
TL.4 33,0&td 33,84 05,3tde 48,33 01,6dbc 31,96
TL.5 31,56 27,92 05,b¢de 46,38 01,3bc 12,29
TL.8 31,45 27,48 04,16 32,22 01,44c 18,03
TL.9 40,80f 65,38 05,88e 63,33 2040d 96,72
TL.10 32,9% 33,56 05,68e 56,66 01,4Hc 18,85
TL.11 35,34 43,25 05,232de 45,00 01,54¢bc 26,22
TL.14 32,66 32,30 05,38de 49,72 01,88 49,18
TL. 17 39,38 59,42 05,8% 62,22 01,3d 08,19
Th.6 33,38d 35,22 05,1 42,22 01,%bc 23,77
Th.12 34,38 39,31 04,718 32,77 01,3bc 27,04
Th.15 34,28 38,95 04,96 37,77 01,48c 22,13
Th.16 36,95 49,77 05,12 42,22 01,6dc 33,60
Th.18 34,28 38,75 05,28de 45,27 01,4bc 14,75
Ta.3 32,46 31,57 04,1 31,66 01,5Bc 22,95
Ta.7 32,6 30,32 05,4@de 50,00 01,7bc 43,44

Q_Ta.l3 32,66 29,91 05, Ibed 43,61 01,72hc 43,44

HT: hauteur de la tige ; S (%) pourcentage de détian
Les chiffres suivis des mémes lettres pour chaquanpetre ne sont pas statistiquement différents
selon le test LSD au seuil de 5 %.



5.3.3.5. Corrélation entre I'effet des isolats d&richodermaspp. sur I'indice de maladie
et les parametres de croissance duigpohiche.

Sur les 6 ceefficients de corrélation calculés patdiet des 18 isolats d&richodermaspp.
sur la réduction de l'indice de maladie et la station de la croissance végétale aucune
corrélation statistiquement significative n’est eb®e. De méme aucune corrélation
statistiquement significative n’est observée comaet I'effet des isolats derichodermaspp. et

les différents parameétres de croissance (hautelartitge poids frais et poids sec).

5.4. Discussion

La confrontation directe entre les isolatsTdeehodermaspp. et I'agent pathogenEdc) a
mis en évidence des réductions significatives dedssance d&oc par rapport au témoin, et ce
avec tous les isolats utilisés . Le pourcentagesdaction le plus élevé est obtenu avec I'isolat
de T. atroviride (Ta.13). Ainsi, un pourcentage de 84.44 % estmbtavec le pathotype de
jaunissement et de 65.64 % avec le pathotypeétiessBement. Il est & noter que l'efficacité des
isolats est indépendante de I'espece. Avec ldatssappartenant a I'espete atroviridedes le
5°Mjour de confrontation, I'agent antagoniste envabinplétement la colonie dtoc et sporule
pardessus des deux pathotypes, montrant ainsi umopohautement parasitaire a I'égard du
pathogéne ; cette constatation a été observéd’aspécel. atroviridea I'égard deRhizoctonia
solani(Brunner etl., 2005).

Dans notre cas cet effet antagoniste n’'est pasrebsavec les espéeces de
longibrachiatumet T. harzianum ou pour la premiére espece, une sporulation ddig est
notée autour de la colonie dtoc, et pour la deuxieme espéce une zone de lyse (2Zgstn)
observée au niveau de la zone de contact avetatide T. harzianum(Th.16). Benhamou et
Chet (1993) ont observé des zones de lyse @ntlarzianumet R. solani,et ont expliqué ces
constatations par la production d’enzymes lytigpkgot que par la production de substances
inhibitrices de la croissance.

Les observations microscopiques réalisées au nideala zone de contact ont révélé

'existence d’altération au niveau du mycélium Hac, se traduisant par une lyse, une



transformation des filaments mycéliens en cordonhsure enroulement du mycélium de
Trichodermaspp.autour de celui dé&oc. Une constatation comparable est observée par diba
al.(2005) avecFusarium oxysporurh sp.radicis-lycopersiciJavis et Schoerau T. harzianum
s’est montré capable de s’enrouler autour du myceldu pathogene, de provoquer une lyse
importante du mycélium, et une transformation dasents mycéliens en cordons.

Lu etal. (2004) ont observé ces mémes types d’enroulementsydelium deT. atroviride
autour du mycélium d&hizoctonia solanet Pythium utltimumTrow, dans des confrontations
directes in vitro. Aussi, des ramifications excessives du mycéliuen Td atroviride qui
apparaissent étre une réponse active a la préssmckagent pathogéne, sont également
observées. Dans le méme sens, Elaal.€t1982) avaient signalé I'enroulement du mycéliuen d
T. hamatun{Bon.) Bain sur celui dB. solaniavec une dégradation partielle de ce dernier.rits o
aussi observé une lyse du mycéliunSaderotium rolfsiiSaccen présence de harzianum

Benhamou et Chet (1993) ont observé une altérdtiomycélium deR. solanicausée pafr.
harzianum se traduisant par des enroulements des hyphéag#mt antagoniste sur ceux de
'agent pathogéne, suivi d'une perte du contenungeélium et une dégradation de ce dernier.
Benhamou et Chet (1996) ont cité une altératiomguélium deSclerotium rolfsiien présence
de T. harzianum cette altération se traduisait par une agrégatiore rétraction et une
vacuolisation du cytoplasme.

Des résultats similaires sont obtenus par Chegf.€1996) aved-usarium oxysporurh sp.
radicis-lycopersicien présence derichodermaspp., ou des zones de lyses et de dégradation des
conidies et du myceélium du pathogéne avec des Ememts d’hyphes sont observés. lls ont
observé également que les hyphes perdent leurstegee et deviennent transparents, indiquant
une perte du contenu cellulaire. De méme, How&l0® a signalé qué. lignorum(Tode) Harz
était capable de s’enrouler sur le mycéliumRdesolanicausant une dissolution du cytoplasme
du pathogene.

Dans la confrontation indirecte, caractérisé pe absence de contact directe entre I'agent
antagoniste et |I€oc, les Trichodermaspp. agissent seulement par la production det@uies
antifongiques volatiles. Une réduction signifigatide la croissance avec tous les isolats par
rapport au témoin est notée. Les taux de réduddismplus importants sont notés avec les trois
isolats deT. atroviride (Ta.3, Ta.7 et Ta.13) et lisoldt. harzianum(Th.16). Chez les trois

isolats deT. atroviride,une odeur de noix de coco est présente en cuturmilieu PDA. Selon



Dodd etal. (2003), Samuels etl. (2002), cette odeur est caractéristique de famgique volatil
6-pentyl#-pyrone rencontré uniquement chez I'espéceatroviride et T. viride de la section
Trichoderma Oliver et Germain (1983) ont eégalement rapptat@roduction d’antibiotiques

volatils chez des isolats appartenant a I'esged®rzianum.

Parallelement a la diminution de la croissangeétienne, des réductions importantes de
la sporulation sous l'effet des isolats dérichodermaspp. sont observées. Avec lisolat
atroviride (T.a 13), une absence totale de la sporulationa@se. Des résultats similaires ont été
rapportés par Biles et Hill (1998) dans des essaigre Cochliobolus sativuglto et Kurib)
Drechs. ex Dastumpar I'utilisation d’un isolat deT. harzianumgentrainant des réductions de la
sporulation qui varie entre 47 a 83 %.

L’essaiin vivo par traitement de la semence du pois chiche agadents antagonistes a
conduit a une réduction significative de l'indice thaladie avec tous les isolats par rapport au
témoin non traité, et ceci aussi bien dans le sailisé que le sol non stérilisé. Les taux de
réduction les plus élevés sont obtenus avec ldatssdeT. atroviride (Ta.3, Ta.7, Ta.13) et
lisolat de T. harzianun(Th.16).

Lors de la confrontation directe, les isolatsTdatroviride ont montré un pouvoir hautement
parasitaire (mycoparasitisme) contre-ec, par leur capacité a envahir les colonies—de et a
sporuler au dessus. Ces mémes isolats sont douwes drande capacité a inhiber la croissance
lors de la confrontation indirecte. Une corrélatisignificativement positive existe entre
I'efficacité des isolats d&€richodermaspp. dans la réduction de I'indice de maladiérgibition
de la croissance dans la confrontation indirectes $effet des substances antifongiques volatiles.

Cette constatation laisse suggérer que I'actitagoniste de nos isolats contre-lec peut
étre due en partie a ces substances antifongiqasles. En effet, I'activité de lutte biologique
deT. atrovirideest due en partie & la production des endoché@médach etl., 1999 ; Kullnig
et al., 2000), a la production d'antibiotiqgues (antdigues), comprenant les antibiotiques
aromatiques pyrones (Keszeleragt 2000), les peptides (Oh &t 2000) , et a I'induction des
mécanismes de la résistance chez la plante (Bratagr 2005).

T. atroviridea montré une bonne efficacité dans la lutte giglee contre |&Rhizoctonia

solani sur pomme de terre en plein champ (Mc Beatlalgt1995), et également une bonne



protection contrd~usarium graminearunShwab.,lorsqu’il est appliqué par traitement de la
semence du blé (Roberti at, 2000).Récemment, les capacités de lutte biologique die cet
espece ont eté montrées cor@/phonectria parasiticgMurril) Barr, I'agent du chancre du
chataignier, et qui a presque provoqué son extinan AmériquéDodd etal., 2003). Il est de
méme pourT. harzianum,dont plusieurs travaux ont montré son efficacitde® agent de lutte
biologique. Selon Hervas al. (1997), I'apport deT. harzianum(biofongicide commercialisé)

dans le sol, réduit considérablement l'incidence de

la fusariose du pois chiche. Récemment Dubeyalet(2007) ont rapporté une réduction
importante de la fusariose du pois chiche souse sear application sur la semence d’isolats
appartenant a I'espede harzianum

En effet, le traitement de la semence par des agamagonistes leur permet d’envahir les
racines et la rhizosphére. Ainsi, sont présentsaact de I'agent pathogéne, et développent
leurs capacités inhibitrices, a travers la produrctie composés antifongiques, I'hyperparasitisme
ou par la compétition a coloniser la rhizospheran@rand et knudsen, 1993). Des études ont
montré que le traitement de la semence ou du sdépagents antagonistes appartenant au genre
Trichodermapeut aboutir & une activation des mécanismes déslatance induite de la plante
(Brunnner etal, 2005 ; Harman eal., 2004a). Certains isolats deichodermaspp. peuvent
coloniser uniqguement quelques sites localisés aeani des racines (Metcalf et wilson, 2001),
mais d’autres peuvent coloniser la surface entiegeracines pour plusieurs semaines (Thrane et
al., 1997) ou mois (Harman , 2000).

La pénétration des hyphes @echodermaspp. a l'intérieur des tissus des racines estéeni
souvent a la premiére ou la deuxieme couche déde=lL’invasion des cellules radiculaires
externes par les isolats degichodermaspp. peut aboutir & une induction d’'une résistance
systémique chez la plante (Harmanakét 2004a). Différentes autres études ont montrélgue
colonisation des racines par ld@sichodermaspp. aboutit a une augmentation de certaines
enzymes reliées aux défenses de la plante, comyrgreaoxydases, chitinasé4,-3 glucanases
(Howel etal., 2000). Le changement dans le métabolisme peuitiakd une accumulation des
composés antimicrobiens. Plusieurs isolats Tdevirens Miller, Gidden et Foster, de T.

asperellumSamuels, Lieckfildet et Nirenberg, de atroviride et deT. harzianumprovoquent



des changements métaboliques dans la plante gmemnig la résistance a de nombreux agents
pathogenes (Harman &it, 2004a).

Pour I'ensemble des isolats étudiés, l'activitéagohiste est plus importante dans le sol
stérilisé que dans le sol non stériligges constations similaires ont été rapportées lparepirs
auteurs. lls ont montré que le développemernit.dearzianunmest plus élevé quand les semences
traitées sont semées dans un sol stérilisé. Ldaliiom de la colonisation du sol non stérilise
serait due a I'incapacité de harzianuma concurrencer la microflore du sol dans I'octign
de I'espace. La présence de populations inhibgreel’activité antagoniste et de la croissance de
'agent introduit, tel quePseudomonassp, qui produit des métabolites toxiques contre
Trichodermaspp. et qui peut également limiter leur activisdagoniste (Bae et Knudsen, 2000).
Néanmoins, quelques populations tellurigues peuvaithuler I'activité antagoniste des
Trichodermaspp., comme certains insectes du sol qui stimd¢éenblonisation des sclérotes par
lesTrichodermaspp. (Grarcia-Garza at., 1997).

Parallélement a la protection des plants contmadéadie, une stimulation de la croissance
végétale des plants de pois chiche est notée. @esatations similaires ont été rapportées par
Kleifdet et Chet (1989) qui ont expliqué cette stiation par des régulateurs de croissance
produits par I'agent antagoniste. Selon Harmaal.ef2004a), les champignons bénéfiques tels
gue lesTrichodermaspp. peuvent stimuler la croissance des plantes/'@agmentation de
'accessibilité des élements nutritifs, par uneceffité dans l'utilisation de l'azote, et par la
solubilisation des éléments nutritifs dans le sdtomar et al. (1999) ont montré qud.
harzianum1295-27 solubilisait le phosphate et les microvéits impliqgués dans la stimulation
de la croissance végétale.

Rudresh eal. (2005) ont évalué la capacité de 9 isolat3 dehodermaspp. a solubiliser le
phosphate insolublie vitro etin vivo, et ils ont trouvé que I'inoculation deichodermaspp. ait
une augmentation de la croissance et des parameéimesendement du pois chiche
comparativement aux témoins non inocul&hez les Trichoderma spp. des métabolites
secondaires tels que [lharzianolide (HAR) et le ebiyl#-pyrone (6PP) augmentent
significativement la croissance des plantules deate (Vinale eal., 2007).

Les bases génétiques et moléculaires de ces affes®nt pas connues. En colonisant les

racines, lesTrichodermaspp. augmentent la croissance des racines et iamde entiére,



développant une relation symbiotique, plutdt quepdrasitisme avec les plantes (Harneaml,
2004a).

Les résultats obtenus montrent que les isolatplies efficaces dans la stimulation de la
croissance végétale appartiennent a I'esfedengibrachiatum, alors que les isolats les plus
efficaces dans la réduction de I'indice de maladiet les trois isolats de atrovirideet I'isolat
deT .harzianum(Th.16). Aucune corrélation significative n’exigetre la capacité des isolats de
Trichodermaspp. a protéger les plants contre la maladie aedtimulation de la croissance
végétale

5.5. Conclusion

L’efficacité in vitro des isolats deTrichodermaspp a été montrée par une réduction de la
croissance, et de la sporulation des deux pathstypEoc, ou l'isolat T. atroviride(Ta.13) s’est
montré le plus efficace. Dans la confrontation liedie, une réduction de la croissanseus

I'effet de substances antifongiques volatiéss notée, plus importante chez

les trois isolats deT. atrovirideet l'isolat T. harzianum(Th.16) contre les deux pathotypes du
Foc.

Ces résultats sont confirmés par I'egsavivo qui a montré une réduction de l'indice de
maladie contre ces deux pathotypes en apportéaderit antagoniste par traitement de la
semence. Les trois isolats de atrovirideet l'isolat de T . harzianuun{Th.16) se sont averés les
plus efficaces dans la réduction de l'incidenceladenaladie. Ce comportement nous permet
d’émettre I'hypothése de I'existence d’une relat@moite entre la production des substances
antifongiques volatiles et I'activité antagonistsdsolats ddrichodermaspp. dans la protection
des plants contre la fusariose du pois chiche.

Les trois isolats deT. atroviride ont I'aptitudein vitro d’envahir les colonies dboc et de
sporuler dessus, montrant ainsi leur pouvoir haaténmycoparasitaire contre ce pathogene.
L’isolat de T. harzianum(Th.16) provoque une zone de lyse au contact d®ltznie duFoc,
expliquée par la production d’enzymes lytiques d@gradent les hyphes fongigques de I'agent
pathogéne



Les isolats deTrichodermaspp ont montré un effet positif sur les paramédesroissance
dans le sol stérilisé et non stérilisé, avec I'exise d’une certaine différence dans I'efficacis d
isolats entre les deux types de sol, et une véit@bians leur efficacité concernant les parameétres
de croissance. Il est important de noter que les tke stimulation les plus élevés sont conférés

par les isolats de I'espedelongibrachiatunconcernant ces mémes parametres de croissance.

Q

Chapitre 6.
Analyse des activités chitinolytiques et
glucanolytiques chez les isolats Tiechodermaspp.




6.1. Introduction

Les especes d@&richodermaspp. sont des agents potentiels utilisés en hittogique
contre les agents phytopathogénes; parmi les migtnas proposeés pour leur activité
antagoniste, le mycoparasitsme est souvent rap@idanan etl., 1993 ; Lorito etl., 1993). Il
est présumé que ce processus complexe nécegsitellaction d’enzymes qui dégradent la paroi
cellulaire fongique (Chet, 1987). Ldsichodermaspp. sont connues pour étre des producteurs
efficaces de « polysascharides lyases », de pestgas de lipases. Tous ces enzymes peuvent
étres impliquées dans la dégradation des pardidaiets fongiques (Harman ak, 1993). Parmi
les enzymes les plus communément rapportées damgclgparasitisme, sont ceux qui dégradent
la chitine et les enzymes glucanolytiques. Néanmaactuellement, il devient de plus en plus
évident que I'activité antagoniste est le résuttat différentes activités cellulaires et non de

I’hydrolyse enzymatique seule.



La chitine, est un polysaccharide de structure linéaire, destsous- unités N-acetyl-
glucosamine (GIcNAc) sont liees par des portid,4) glucosidiques< linked (1-4) of N-
acetyl-D-glucosamine »(Fig. 44). Ce polysaccharide est I'un des polymmées plus abondants
dans la biosphére. La chitine peut affecter la rolqgie, le développement, la nutrition, la
santé, la reproduction et l'interaction d’'un gramaimbre d’espéces végétales et d’organismes
importants en agriculture (Lorito, 1997). Absentez les végétaux, la chitine est présente dans
les parois fongiques et les structures exosqugletsi des invertébrés. Elle est impliquée dans les
mécanismes de division cellulaire notamment lasttivi cellulaire chez les levures (Saguealgt
2007). Les enzymes chitinolytiques sont rencontrdgss tous les régnes, les protistes, les
bactéries, les champignons, les plantes, les idvers et les vertébrés, y compris les étres
humains.

La dégradation enzymatique de la chitine est inmgligdans plusieurs processus biologiques
tels que l'autolyse, la morphogenese, la nutritietle joue un rdle dans les relations entre les
organismes comprenant : les interactions plantésmpignons, insectes- champignons, et
champignons- champignons (Lorito, 1998). Chez légétaux, les chitinases font partie de
nombreuses protéines de défense, et dont I'expressit augmentée suite a une attaque virale,
bactérienne, fongique ou par un insecte. L'explimitades propriétés des chitinases permet de
développer de nouvelles stratégies de lutte coesreavageurs et les agents phytopathogéenes des

cultures.

Selon les recommandations de la nomenclature dgsnes (Webb, 1992), tous les enzymes
capables de catalyser la dégradation de la clotines oligoméres de chitine par hydrolyse de la
liaison %1,4 N-acetyl-B-glucosamine sont définis commeyemes chitinolytiques, et sont
différentiés selon les produits finaux de la réacti

La chitobiosidase (chitin 1,4 %—chitobiosidase) est une nouvelle appellatiome’exo-
chitinase déja décrite par Sahai et Manocha (189Barman etal. (1993). Cette enzyme coupe
la chitine et les oligomeres de chitine [GIcNAg)progressivement a partir de I'extrémité non
réductrice, et libérant uniquement (GIcNAc)Le terme chitobiosidase n’est pas reconnu
officiellement par un nombre EC conformément adananclature des enzymes cellulolytiques,
telles la cellulosén1,4 cellobiosidase (EC 3.2.1.91) (Webb, 1992). Lekitobiosidases de

Trichodermaspp. qui ont été caractérisées, sont différerdes autres enzymes chitinolytiques



par la spécificité des substrats, les séquenceaceles aminés, l'activité antifongique, les
propriétés serologiques et d’autres caractérissigdarman eal., 1993 ; Lorito etl., 1993).

La Glucosaminidase (N-acetyl--glucosaminidase) ou -acetylhexoseaminidase
(EC.3.2.1.52)st définie par Lorito (199&ommeétant une exochitinase qui libére des unités
monomeriques (N-acetyl glucosamine). Cette enzy@eessite pour son activité au moins un
dimere de chitine.

L’Endochitinase (EC 3. 2.1 .14)correspond a la définition de la chitinase selon la
nomenclature des enzymes (Webb, 1992). Cette enegopee la chitine et les chito-oligoméres
pour libérer un mélange de produits terminaux dekitde faibles poids moléculaires, de
différentes tailles avec le diacetylchitobiose (&c)2 comme produit principal ; I'enzyme ne
peut pas libérer des unités monomériques.

Plusieurs enzymes peuvent contribuer dans la libérde la molécule de chitine a partir de

I’hote, et ainsi induire 'ensemble du complexeticlulytique (Kubicek egl., 2001).

Liaison B (1-4) glucosidique
Q_
Q_Q_Q l

Figure 44. La molécule de chitine



Les glucanes constituent la classe la plus abondante de paiysaides. Ce sont des
polyméres formés de résidus de D-glucose liés par mbnts glucosidiques (Fig. 45). De
composition chimique variés, ces polymeres peueamrt relativement simples, lorsque ils sont
composés de macromolécules linéaires, dont les katre les résidus glucidiques sont tous du
méme type. Par contre, ils sont plus complexes djuanchaine de glucose qui constitue le
squelette du glucane, possedant des embranchelagmtsix, dont la charniére est assurée par
des liens de types différents, sbiit(1,4), %1,3) ou%1,6)-glucidiques (Fayad, 1997). Lés
glucanes sont la principale composante de la pathilaire des levures et des champignons, par
conséquent, ils sont responsables de la structule la rigidité de la cellule.

Q_
Figure 45. La molkci(1-3) glucane

Les %glucanes peuvent étre hydrolysées de facon gartiel compléte par une gamme de
variétés d’enzymes. Il existe difféeren¥%glucanases, chacune attaquant un type de %en
glucosidique particulier. De facon générale, @fg,3)glucanase scinde les lief&l,3) d’un
polymere, unéfl,6)glucanase coupe les lield,6). On peut classer cégglucanases selon leur
mode d’action sur le substrat et selon les predygnérés suite a I’hydrolyse. Elles peuvent étre
de deux types, soit exo ou endo-glucanolytiquase;, exo%glucanase agit aux extrémités non
réductrices des chaines des polymeres, tandis e @ndoYsglucanase coupe au hasard les liens
%a l'intérieur de la chaine de glucoses. Par a#lelaction d'une exoglucanase ne génére que
des petites molécules, monomeres et dimeres conodeifs finaux de I'hydrolyse, alors qu’une
endoglucanase libere des oligomeres de tailleses(Reese, 1977), et de taille plus grande.

Dans la littérature, il est rapporté que cert@sgducanases sont capables d’attaquer plus
d’'un type de lierfod’un glucane. C’est le cas de%&1,3)-glucanase, qui en plus de I'hydrolyse
des pont$€41,3), scinde les lier¥1,6). La présence d’exo-enzymes, montrant unerastir des
liens mixtes, a été vérifiee chez plusieurs espe€egptococcus albidugSato) Skinner (Meyer
et Phaff, 1977)Fabospora fragiliset Hansenula anomaligAbd-EL-Al et Phaff, 1968). Les
systeme$sglucanolytiques sont tres complexes et caraé®nmr une grande diversité (Fayad,
1997).



Chez les plantes, les chitinases et%&k3) glucanases ont été décrites comme étant des
protéines liées aux réactions de défense, en répoligivasion des agents pathogenes (Bowles,
1990).

L’'objectif de cette étude est l'analyse de la padun des enzymes chitinolytiques,
(Chitobiosidase et Glucosaminidase) ainsi que dazime glucanolytiquéfl,3) glucanase
(Glucanasexhez les différentes isolats des trois espece$ridodermaspp. précédemment
isolées, identifiées et caractérisées pour lesgmidlactivité antagoniste contre l'agent du
flétrissement fusarien est mise en évidence. De en@&@me approche de I'étude des mécanismes
d’'induction de répression de ces complexes enzgunedi est envisagée, et ceci par la culture de
ces isolats sur des milieux de cultures avec diffias sources de carbone (chitine, glucose,
saccharose, glycérol). La recherche d'une coroglantre les activités enzymatiquasvitro et

les capacités antagonistes des isolafbrioderna spp. est également ciblée.

6.2. Matériel et méthodes

6.2.1. Matériel fongique
Les isolats utilisés au cours de notre essai sest18 isolats deTrichoderma spp.
précédemment isolés et caractérisés, a savoirsdl@ts deT. longibrachiatum5 isolats deT.

harzianumet 3 isolats deT. atroviride

6.2.2. Milieux de culture utilisés pour la producion d’enzymes

La recherche et la mise en évidence des activitégneatiques sont réalisées par la culture
des isolats d&richodermaspp. sur milieu liquide. Il s’agit du milieu néral SM (milieu
synthétique), dont la composition est la suivar{t€H,PO, : 0.68g, KkHPO, : 0.87g, NHNO; :
1g, Cacl : 0.2g, MgS©7H,0 : 0.2g, MnSQ@: 2mg, FeS®: 2mg, ZnSQ: 2mg, Kcl : 0.29g). Le
pH du milieu est ajusté a 6 avec HCI 1N. Les isobe Trichodermaspp. sont cultivés sur le
milieu SM, auquel nous ajoutons la chitine, lecglse, le saccharose ou le glycérol, selon les
proportions : ( SM + 1% chitine), (SM + sacchar®8#), (SM + glucose 9%) et (SM + glycérol
2%).



Les milieux de cultures sont répartis dans de®flacontenant 150 ml du milieu de culture
additionné du substrat approprié et stérilisés @°@2pendant 20 min. Chaque flacon est
ensemencé a l'aide d’un volume de §0d'une concentration de 18pores/ml ou 5! d’une
concentration de fOspores/ml. Les flacons sont soumis & une agitatimtinue durant trois
jours, a température ambiante du laboratoire, eémsuie filtration est réalisée. Le filtrat de
culture est soumis a une concentration sous vitguja 1/10 de son volume initial a 40°C par le
biais d’'un rotavapor. Ensuite une dialyse est séalipour éliminer les protéines dont le poids
moléculaire est inférieur & 10 Kd . La dialyse@strée a 4°C durant 48h contre de I'eau distillee
avec changement d’eau aprés 24h d’incubation.

Apres dialyse, nous avons procédé a l'analyse ad#sités enzymatiques des différents
isolats. Dans une premiére étape, nous avonsé&daldosage des protéines totales des filtrats de

cultures et dans une deuxiéme étape le dosagetivdaga chitinolytiques et glucanolytiques.

6.2.3. Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales des filtrats Werelest réalisé par la méthode de Bradford
(1976). Au préalable, une courbe étalon est @@alipour des solutions protéiques de
concentration connues (Annexe 2). La déterminademprotéines totales est réalisée danst200

de filtrat de culture pour les 18 isolatsTdeehodemaspp. sur les différents milieux de culture.

6. 2.4. L'analyse de l'activité enzymatique

L’'analyse de l'activité enzymatique des isolats Td&ehodermaspp. est faite dans un
mélange réactionnel composé de $I3fe filtrat de culture, 3@l du substrat d’enzyme, et 30
du Tampon Phosphate (PH : 6,7) ; pour le témoifilt@t de culture est remplacé par I'eau
distillée stérile.

Les substrats d’enzymes utilisées sont :

Le P-Nitrophenyl —B-D-N, N’ diacetyl chitobiose pda chitobiosidase

Le P-Nitrophenyl-B-D-N-acetyl glucosamine pour lagpsaminidase

Le P-Nitrophenyl —B-D-N-glucopyranoside pour lacgnase



0,03 g de chaque substrat sont dissous dans 10 tafrgpbon phosphate potassium

0,05 M pH 6.7.
Pour chaque milieu, les filtrats de culture doiveahtenir la méme concentration en protéine
totale pour comparer l'activité enzymatique de$édents isolats. Ainsi, pour chaque milieu des
calculs sont réalisés afin d’avoir la méme conratioin en protéine totale (Annexe 3).

L’incubation pour la Glucanase est réalisee a 3p&hdant 2h, tandis que pour la
chitobiosidase et la glucosaminidase, elle ests@ala 50°C pendant 15 min. Aprés incubation,
la réaction enzymatique est arrétée par ajout d&l 8@ la solution Stop (N&€0s 0.4 M) dans
chaque puit. L'activité enzymatique est mesurédabbération du P- nitrophenol a partir de ces
substrats. La lecture est effectuée a 410 nm dauhecteur de plaque de microtitration. L'activité
enzymatique est exprimée en n Katals (n molestdephiénol libérés par seconde et par millilitre

d’enzyms.

6. 3. Résultats

Le dosage des protéines totales dans les quatieurnitle cultures a donné des valeurs
différentes pour I'ensemble des isolats. Ces valeliiferent selon les isolats et le milieu de
culture (Annexe 2). Pour comparer l'activité enztiouze, les filtrats de culture pour chaque
milieu doivent contenir la méme concentration estgine totale, ainsi, pour chaque milieu des

calcules sont réalisés (Annexe 2).

6.3.1. Mise en évidence des activités chitobioss#a glucosaminidase et glucanase
sur milieu SM + chitine.
Les résultats relatifs a I'analyse de I'activities trois enzymes sur le milieu SM + chitine
ont montré que les valeurs de I'absorbance a 41@armaient selon les isolats étudiés (Tableau
15).



Chitobiosidase.
L’activité enzymatique la plus importante est ermstge chez lisolat TL.10 de I'espéde
longibrachiatum,pour la méme espéame absence totale d’activité est notée avec tdatss
(TL.2, TL.9 et TL14) néanmoins une faible activitbez l'isolat TL.17. Une bonne activité
enzymatique caractérise les trois isolatd’égpeceT. atroviride plus importante pour lisolat
Ta.13. Chez I'espéc&. harzianum,une bonne activité enzymatique est notée avecstaats
Th.6 et Th.12, mais avec une faible activité pesrisolats Th.15 Th.16 et Th.18.

Glucosaminidase.
La plus grande activité glucosaminidase est ertrégischez lisolat Th.16 de I'espede
harzianum,alors gu’une faible activité est notpeur les isolats Th.12 et Th.15, ainsi qu’ une
absence d’activité avec les isolats Th.6 et Th.i8olat TL.14 de I'espéceT. longibrachiatuma
montré une bonne activité glucosaminidase, alosles isolats TL.4, TL.11 et TL.17 ont
montré une tres faible activité enzymatique. Eranehe, une absence d’activité est notée chez le
reste des isolats de cette méme espece. Pourd&s$patroviride I'isolat Ta.13 a montré une
bonne activité glucosaminidase, une faible actichéz lisolat Ta.3 et une absence d’activité

glucosaminidase est notée avec lisolat Ta.7.

Glucanase.
La présence de cette activité enzymatique ckezsblats des trois especesldehodermaspp.
est notée. La plus grande activité enzymatiquesestgistrée avec l'isolat Th.15 de I'espdce

harzianumsuivie de lisolat TL.17 de I'espéde longibrachiatum



Tableau 15.Présentation des activités enzymatiques sur maMut+ Chitine

Q-

Q_ gdrbance a 410 nm

Q_ Trichodermaspp Chitobiosidase  glucosanasel glucanase
Témoin (00 0,035 @o
TL.1 088* 0,003 083*
TL.2 000 0,000 ,082*

Ta.3 0,055* 0,062* @19*



TL.4 0Q4* 0,047* 0,023*

TL.5 0az2* 0,000 op2*
Th.6 0,111* 0,000 005*
Ta.7 0,068* 0,026 0,035*
TL.8 064* 0,000 ,080*
TL.9 000 0,000 0,028*
TL.10 GA* 0,000 on6*
TL.11 0D 0,055* 004*
Th.12 0,082* 0,061* 0,070*
Ta.13 0,112* 0,092* 0,026*
TL.14 000 0,104~ @®19*
Th.15 003* 0,046* 0,230*
Th.16 o4 0,108* 0,029*
TL.17 010 0,054* 0Z0
Th.18 o4+ 0,000 04+

Q_

*Les valeurs suivies d’'une étoile représententesetjui sont supérieures au seuil de détection et

correspondent ainsi a la présence d’'une actinizgraatique

Enzyme Moyenne des témoins  Ecart typeSeuil de détection
X ET >X+3ET
Chitobiosidase 0,000 0,000 0,000
Glucosaminidase 0,035 008, 0,005
Glucanase 0,000 0,000 0,000

6.3.2. Mise en évidence des activités chitobiosigaglucosaminidase et glucanase
sur milieu SM + glucose.



Les résultats obtenus montrent que les activiteyreatiques étudiées varient selon les

especes et les isolats étudiés (Tableau 16).

Chitobiosidase.
La plus grande activité enzymatique est enregistiBez lisolat TL.14 de l'especeT.
longibrachiatum une bonne activité est également remarquéelpsusolats TL.8 et TL.9 de la
méme espece, une faible activité avec les isolat®( TL.4 TL.5, TL.10, TL.11), et une absence
d’activité enzymatique chez les isolats TL 1 et TL. Concernant les isolats de l'espéce
atroviride, une bonne activité enzymatique est enregistrée Iisolat Ta.13, une faible activité
enzymatique chez l'isolat Ta.7, et une absencetidigc avec l'isolat Ta.3. Chez I'espede
harzianum la plus grande activité est notée pour I'isolatél avec une présence d’activité chez
le reste des isolats, a I'exception de l'isolatIPhpour lequel aucune activité chitobiosidase
n'est détectee.

Glucosaminidase.
Une bonne activité enzymatique est observée chemdmrité des isolats de l'espéede
longibrachiatumou la plus grande activité est notée pour l'isolatll. En revanche, une
absence d’activité est notée avec les isolats TITL2 de I'espécd. longibrachiatum ChezT.
atroviride, une absence d’activité est notée avec lisolaB,Talors qu'une bonne activité est
détectée pour les deux isolats Ta.7 et Ta.13. Enfenactivité enzymatique glucosaminidase est

notée chez tous les isolatsTeharzianummais faiblement détectée avec I'isolat Th.6.
Glucanase

Une absence de cette activité enzymatique est cbeeles isolats des trois espéces étudiées en
présence du glucose comme source de carbone.

Tableau 16 Présentation dexctivités enzymatiques sur milieu SM + glucose



(©)

Q_ Abbkance a 410 nm
Isolats Chitobiosidase glucosaminidase  glucanase

Q
Témoin 0,000 0,000 0,025
TL.1 0,000 0,000 0,003
TL.2 0,004* 0,000 0,000
Ta.3 0,000 0,000 0,015
TL.4 0,005* 0,050* 0,020
TL.5 0,003* 0,033* 0,022
Th.6 0,053* 0,010% 0,010
Ta.7 0,008* 0,078* 0,010
TL.8 0,044~ 0,071* 0,022
TL.9 0,056* 0,071* 0,013
TL.10 0,004* 0,038* 0,013
TL.11 0,005* 0,088* 0,036
Th.12 0,000 0,079* 0,036
Ta.13 0,053* 0,063* 0,013
TL.14 0,063* 0,084* 0702
Th.15 0,031* 0,066* 0,010
Th.16 0,020* 0,029* 0,008
TL.17 0,000 0.065* 0,008
Th.18 0,034* 0.045* 0,008

U_

*Les valeurs suivies d’'une étoile représententesetjui sont supérieures au seuil de détection et

correspondent ainsi a la présence d’'une actinit§raatique.

Enzyme Moyenne des témoins Bgag  Seuil de détection
X ET X+ 3ET

Chitobiosidase 0,000 0,000 0,000

Glucosaminidase 0,000 0,000 0,000

Glucanase 0,025 0,005 0,040



6.3.3. Mise en évidence des activités chitobiosidase, ghsaminidase et
glucanase sur milieu SM+Saccharose.
Les resultats du tableau 17 montrent une absefamivité chitobiosidase chez la
majorité des isolats des trois espéces, a I'exmepties deux isolats Th.16 de I'espete
harzianumet TL.17 de I'espec&. longibrachiatumalors qu’ une variabilité intra-spécifique est

notée pour les deux enzymes glucosaminidase etmgise.

Chitobiosidase
L’activité chitobiosidase est absente chez letaisades trois especds longibrachiatumT.
harzianumet T. atroviride, a I'exception des deux isolats Th.16 de I'esp&cérarzianumet

TL.17 de I'espécd. longibrachiatunou une tres faible activité est notée.

Glucosaminidase.
La plus grande activité glucosaminidase est oleserghezl’isolat TL.8 de I'espéceT.
longibrachiatum Chez la méme espéce, cette activité est peepentr les deux isolats TL.11
et TL.14 et elle est absente avec le reste destésdChez I'espécg. atroviride cette activité est
notée pour les deux isolats Ta.3 et Ta.7, maes edt absente avec lisolat Ta.13. Enfin chez
'especeT. harzianum, a I'exception de lisolat Th.16, tous les isolatst montré une activité

glucosaminidase en présence du saccharose, cooumte sle carbone.

Glucanase.
La plus grande activité enzymatique est enregistbBez lisolat TL.11 de l'espéceT.
longibrachiatum. Une bonne activité est également notée pourldisb_.8, alors qu’une faible
activité est notée avec les isolats TL.4, TL.IQ,.14 et TL.17 ; cette activité est absente chez
les isolats TL.1, TL.2, TL.5, et TL.9. Pour I'esp€t. atroviride, nous notons une bonne activité
glucanase avec l'isolat Ta.13, une faible acticiiéz I'isolat Ta.7, et une absence d’activité est
enregistrée pour l'isolat Ta.3. Chez I'esp&cédrarzianumune faible activité est enregistrée pour

I'’ensemble des isolats avec une absence totadéimvdté avec l'isolat Th.16.



Tableau 17.Présentation des activite&nzymatiques sur milieu SM + saccharose

Q
Q_ Absorbance 410 nm

Trichodermaspp. Chitobiosidase glucosaminidasglucanase

U
Témoin 0,015 0,008 0,003
TL1 0,000 0,007 0@s
TL.2 0,000 0,000 0]0)0)
Ta.3 0,015 0,024* 00
TL.4 0,018 0,013 00
TL.5 0,003 0,008 @0
Th.6 0,006 0,022* 224
Ta.7 0,009 0,037* (189)
TL.8 0,017 0,048* 80
TL.9 0,008 0,000 0@3
TL.10 0,024 0,003 200
TL.11 0,018 0,025* 0,044*
Th.12 0,019 0,021* 03
Ta.13 0,021 0,010 0®4*
TL.14 0,023 0,040* 0,013*
Th.15 0,014 0,018* 00
Th.16 0,033* 0,014 @0
TL.17 0,033* 0,013 @76

Q_ Th.18 0,007 0,015* 00

*Les valeurs suivies d’une étoile représententesetjui sont supérieures au seuil de détection et

correspondent ainsi a la présence d’'une actinitgraatique.

Enzyme Moyenne des témoins Bgpeg  Seuil de détection



X ET X+ 3ET

Chitobiosidase : 0,015 0,005 0,030
Glucosaminidase : 0,008 0,002 0,014
Glucanase : 0,003 0,001 0,006

6.3.4. Mise en évidence des activités chitobiosi@aglucosaminidase et
glucanase sur milieu SM + glycérol.
Les résultats du tableau 18 montrent une abseactwvité chitobiosidase chez les isolats
des trois espéces. Une absence d’activité glucaesisegalement enregistrée pour les isolats de

'espéceT. harzianumUne variabilité intra-spécifique est notée poactivité glucosaminidase.

Chitoboisidase
L'utilisation du glycérol comme source de carbonigy montré aucune activité enzymatique

chez les isolats des trois espéces.

Glucosaminidase
L’isolat Th.16 de I'espec&. harzianuma montré la plus grande activité enzymatique, faide
activité est notée chez l'isolat Th.12 de la mémgéee ; cette activité enzymatique est absente
avec les isolats Th.6, Th.15 et Th.18. Une bonnit enzymatique est notée chez l'isolat
TL.11 de l'espécdl. longibrachiatum une faible activité enzymatique pour les isolats4,
TL.8, TL.9 et TL.10, et une absence d’activité akeisolats TL.1, TL.2, TL.5, TL.14 et TL.17.
Chez l'especd. atroviride, une bonne activité est notée pour lisolat Tare taible activité

avec l'isolat Ta.3 et une absence d’activité clisalat Ta.13.

Glucanase.
Chez l'especd. longibrachiatumune absence d’activité est notée pour la majdeeisolats a
I'exception des deux isolats TL.10 et TL.14. ChespéceT. atroviride une bonne activité est
notée pour l'isolat Ta.13, une faible activité avésolat Ta.7 et une absence d’activité chez



lisolat Ta.3. Pour I'espécé&. harzianum une absence d’activité est enregistrée chez lemis

isolats.

Tableau 18 Présentation des activités enzymatiques suemn8iM + glycérol

Q_

Q_

Trichodermapp. chitobiosidase

Q

Absorbance & 410 nm

glucosaminidase glucanase

Témoin

TL.1
TL.2
Ta.3
TL.4
TL.5
Th.6
Ta.7
TL.8
TL.9
TL.10
TL.11
Th.12
Ta.13
TL.14
Th.15

0,148
0,125
0,067
0,090
0,123
0,095
0,068
0,103
0,047
0,018
0,060
0,065
0,000
0,008
0,028
0,020

0,054
0,030
0,000
0,094*
0,077*
0,037
0,000
0,116*
0,077*
0,077*
0,080*

0,117*
0,077*
0,019
0,000
0,055

005
005
0,000
0,010
0,008
000
008
0a.2*

0,008
0,033*
m27
026
0,199*
0a1*
0,030



Th.16 0,031 0,118 0,030
TL.17 0,075 0,000 0,009
Th.18 0,048 0,053 0,000

U
*Les valeurs suivies d’'une étoile représententesetjui sont supérieures au seuil de détection et

correspondent ainsi a la présence d’'une actinit§raatique.

Enzyme Moyenne des témoins  Hgpe  Seuil de détection
X ET X+ 3ET
Chitobiosidase : 0.148 0.012 0.182
Glucosaminidase 0.054 0.004 0.066
Glucanase : 0.015 0.005 0.030

6.3.5. Corrélation entre I'activité enzymatique dessolats deTrichodermaspp.

sur milieu SM+chitine et la réductiorde 'indice de maladiein planta.

Les ccefficients de corrélation entre ['activitée ymatiques des deux enzymes
chitinolytiques (la chitobiosidase et la glucosadase), la glucanase et la réduction de l'indice
de maladie des deux pathotyfpesc n’'ont montré aucune corrélation statistiquemegificative
au seuil de 5% (P<0.05).

6.4. Discussion

Les différents dosages enzymatiques effectués apotssance des isolats en présence de
chitine comme source de carbone ont montré uneciimdu de la production des enzymes
chitinolytiques (chitobiosidase, glucosaminidaseggalement glucanolytique (glucanase), chez
I'ensemble des isolats appartenant aux trois espételiées. Néanmoins, une variabilité intra-
spécifique existe entre les isolats.

En effet, un niveau élevé de l'induction d’enzymastinolytiques extracellulaires est
souvent obtenu lorsque des isolats appartenanerae Grichodermasont cultivés sur un milieu
contenant comme seule source de carbone, de iaechiire, des parois cellulaires fongiques ou
du mycélium. En plus des enzymes chitinolytique¥ production importante de la glucém

(1,3)-glucosidase est également enregistrée (Tromsal., 1993).



Les travaux de Kubiceck eal. (2001) ont montré que la production des enzymes
chitinolytiques était hautement influencée par ¢anposition du milieu. Ainsi, en milieu sans
chitine, une faible quantité d’enzyme chitinolytegest constamment produite (Tronsmalet
1993).D’autres travaux ont montré que des enzymes diytiques sont produits en absence de
la chitine ou tout au moins des traces de quantienzymes 102-kDa N-acetyPsb-
glucosamine, 42-kDa endochitinase et la 33-kDa emtinase sont produites de maniére
constitutive (Inbar et Chet, 1995 ; Margolles-Claetal., 1996 ; Carosolio &dl., 1999).

Selon d’autre auteurs Harmanatt (1993) ; Lorito etal. (1994a) ; Kubiceck edl. (2001),
aucune, sinon une induction plus faible d’ enzyrodesinolytiques est notée en présence des
composés tels que le chitosane, la cellulosehittne non purifiée ou la laminarine, indiquant
plutdét une induction spécifiquia vitro. Par contre, selon Tronsmo &t (1993), le chitosane
induit une forte production d’enzymes chitinolytegu

En présence de la chitine comme source de carbemisolats douées d’'une grande activité
antagonistein vivo, tels T. atroviride (Ta.3, Ta.7 et Ta.13), ont montré une bonne aétivit
chitobiosidase, alors que lisol@t harzianum(Th.16) s’est caractérisé par une faible actieié
chitobiosidase et une bonne activité en glucosatagd. La plus grande activité en chitobiosidase
est détectée chez l'isoldt longibrachiatum(TL.10) qui n’avait pas manifesté une efficadgité
vivo dans la protection des plants de pois chiche edatfusariose. Les seuls isolats avec une
bonne activité enzymatique glucosaminidase sosblét Th.16 doué d'une bonne activité
antagonisten vivo et I'isolat TL.14 qui est moins efficace. Pourglacanase, les trois isolats de
T. atrovirideainsi que I'isolat Th.16 ont montré une faibleiatd enzymatique.

Le calcul du ccefficient de corrélation de Pearsarmmontré aucune corrélation significative
entre I'activité enzymatique des trois enzymesiéealet le pouvoir antagonistevivo.

Il N'en demeure que pas moins de plusieurs traxauxmontré I'implication directe des
enzymes chitinolytiques dans ce type d’antagonigkmis citons I'augmentation de I'activité
chitinolytique chezT. harzianumrapportée par Haran etl. (1993); Limon etal. (1996)
entrainant parallelement 'augmentation de saciédg antagonisti vitro. De méme Di Pietro
etal. (1993) ; Lorito efal. (1994b) rapportent une activité inhibitrice degymnes chitinolytiques
purifiées contre un grand nombre de champignonsophyhogenes. Par ailleurs, un géne d'un
isolat T. harzianumcodant pour I'enzyme chitinolytique (chit 42) eixpée chez. coli confére

une activité biocontrole a la bactérie. En plusa €té montré par Garcia &t (1994) que du



mycélium autoclavé induisait un haut niveau derdagcription du géne de I'endochitinase chit
42 chez des isolats degichodemaspp. etGliocladium spp. mycoparasites, mais pas chez des
isolats des mémes espéces qui ne sont pas mysibesira

L’étude des différentes sources de carbone utdigieeglucose, le saccharose et le glycérol)
sur l'induction et la répression des enzymes ablytiques et glucanolytiques, a montré que
d'une part les deux enzymes chitinolytiques étwsli@a chitobiosidase et la glucosaminidase)
n'ont pas le méme mécanisme d’induction, et d’apaé, une différence dans le mécanisme
d’'induction de la méme enzyme (glucanase) peutexéntre les trois especes étudiées, a savoir
T. longibrachiatum(. harzianumet T. atroviride En plus, une variabilité intra-spécifique existe

dans l'activité enzymatique.

En présence du glucose, la glucanase est inhiiEzles trois especes fischodermaspp.
Ces résultats sont similaires avec ceux obterez Meurospora crass&hear et Dodgeu chez
cette espécele glucose empéche la production des dé#églucanases %1-3) et %1-6)
glucanases. Par contre, en cas de privation demaslta répression est levée etdegucanases
sont produites en gquantités significatives (Rey @ehl., 1979 in Fayad, 1997). Ce type de
contrle est également exercé sur ¥%-3)glucanases pour d’'autres microorganismes, tels
Penicillium italicum Stoll (Santos efal., 1978), et celles des bactéri€dtreptomycesp. et
Bacillus circulans(Lilley et Ball, 1974 ; Rosa e#él., 1984). A l'opposé cheZ. viride et
Saccharomyces cerevisiddeyeer, les¥glucanases sont produites pendant toute la pédede
croissance et ce, en présence de glucose, destafle que I'activité spécifique augmente
continuellement (Rey del al., 1979 in Fayad, 1997).

La production degsglucanases peut étre inductible, semi-constgutw constitutive
(Fayad, 1997). Chez plusieurs especes microbienaesynthése dedsglucanases se voit
réprimée par I'abondance de diverses sources temarou tout autre composé permettant une
croissance active du mycélium.

Quant aux deux autres enzymes chitinolytiqgues gbiosidase et glucosaminidase), il est
noté une variabilité intras-pécifique, en présahecglucose. Cette variabilité varie d’'une absence
a une faible ou une bonne activité. Selon Lorit®@98), des difféerences peuvent exister
probablement entre des isolats de la méme espé&is, qui évoluent dans différents habitats

développant des exigences nutritionnelles et aniatgs différentes.



IL est également remarqué que la production dehi¢obiosidase est inhibée par le
saccharose chez les trois espéces éetudié€ésamdermaspp., alors que la glucosaminidase est
plutét induite chez les trois espéces, avec umkaine variabilité dans l'activité. Les deux
enzymes chitinolytiques n’ont pas le méme mécamidimduction, puisque la chitobiosidase
est inhibée par le saccharose, alors que la glotogiase est induite. Avec le glycérol comme
seule source de carbone, la production de lalibgalase est inhibée chez les trois especes,
tandis que la glucosaminidase est produite chefrdés especes avec une variabilité selon les
isolats. Concernant la glucanase, la productionatie enzyme est inhibée par le glycérol chez
'espéceT. harzianumet elle est induite chez les deux autres espécdsngibrachiatumet T.
atroviride.

Des différences dans les conditions d’'inductionatesymes chez les isolats tiéchoderma
ssp. ont été rapportées dans plusieurs travawarnblaction mycoparasitaire de harzianum
en confrontation dans les boites gélosées avechdapignons phytopathogénes, la production
des différentes chitinases, particulierement la -KD2, la 73-kDa N-acetyl-B-D-
glucosaminidases et la 42-kDa endochitinase, dsttat differemment sT. harzianum est
confronté avec différents champignons phytopathegéiinbar et Chet, 1995 ; Haran ait,
1996).

Ces données sont appuyées par I'analyse de I'esipredes genes. L'expression du gene
nagl de 'enzyme (N-acet$eD-glucosaminidase) chek. atroviride est induite par les parois
cellulaires fongiques dB. cinerea ainsi que par des produits commerciaux, telsdaomere de
chitine N-acetyl glucosamine, I'oligomére di-N-adethitobiose, et le tri-N-acetylchitotriose
(Mach etal., 1999. Par contre, I'expression du géne de I'enzyme ecljeadochitinase) de.
atroviride est déclenchée durant la culture sur les pardiglaiees fongiques, mais n’est jamais
déclenchée par les produits de dégradation deitmeltitée (Margolles-Clarck edl., 1996 ;
Carosolio etal., 1999 ; Mach eal., 1999). En revanche ch&z harzianuncette enzyme ech 42
est induite par le N-acetyl glucosamine (Garcialgtl994 ; Schicker &dl., 1998).

Cependant, selon plusieurs auteurs (De la Crual.etl993 ; Ulhoa et Peberdy, 1991 ;
Peter-bauer eal., 1996), la majorité des enzymes chitinolytiques sont pas produites ou
inhibées en présence du glucose, du sucrose ,qaiades produits chitinolytiques finaux.

Les enzymes chitinolytiques peuvent étre produites absence d’'une source de carbone

dans le milieu de culture ou sous des conditienstess. En effet, le gene codant pour I'enzyme



endochitinase ech 42 de atrovirideest remarquablement exprimé apres un manque g®kem
source de carbone (Margolles-Clarclakt 1996 ; Mach eal., 1999). En plus la transcription du
gene ech-42 est déclenchée par certaines conddeasess physiologiques, température voisine
de 4°C, haute pression osmotique, I'addition déh#iaol (Mach etal.,, 1999), ainsi que par
l'induction de la sporulation par la lumiére (Caotis etal., 1994).

Il est intéressant de savoir que I'expression dwegghit 33 del. harzianum induite par le
N-acetyl-B-D-glucosamine, est également déclenglaéde manque ou I'épuisement en carbone,
le manque d’azote et le stress physiologique (Kalbetal.,, 2001), suggérant que la régulation
par des stress peut étre un phénomene impliqué lgxpsession des genes des chitinases de

Trichodermaspp.

6.5. Conclusion

Les résultats obtenus ont montré qu’en présenda dhitine, une induction des enzymes
chitinolytiques ainsi que de R&glucosidase est notée chez les trois especesidedle I'effet
des différents substrats utilisés sur I'inductiaraerépression a montré que les deux enzymes
chitinolytiques (chitobiosidase et glucosaminidaseht pas le méme mécanisme d’induction.

Ainsi, la chitobiosidase est induite par la chitetde glucose alors qu’elle est inhibée par le
saccharose et le glycérol chez les isolats des &gpeces, avec toutefois une variabilité intra-
spécifique dans l'activité enzymatique. La glucosadase est induite par la chitine, le glucose,
le saccharose et le glycérol chez les isolats aes e€speces. La glucanase est induite par la
chitine, le saccharose et inhibée par le glucosz ¢bs trois especes, alors qu’en présence du
glycérol, la glucanase est inhibée chez I'espédearzinaumet induite chez les deux espedes
longibrachiatumetT. atrovirideavec toujours une variabilité intra- spécifique.

L'existence d'une différence dans le mécanismendiiction de la méme enzyme
(glucanase) entre les trois espéces étudiéesasnggnt montrée. Le glycérol induit la glucanase
chezT. harzianunet I'inhibe cheZl. longibrachiatunet T. atroviride

La comparaison de I'activité enzymatique des isateTrichodermaspp. sur milieu SM +
chitine et l'activité antagonist@a vivo, a montré qu’une bonne activité enzymatiqueitro n’est
pas obligatoirement associée a une bonne activigganiste.

Pour confirmer I'implication directe des espéces Td&choderma spp. dans l'activité

antagonisteil est nécessaire de purifier, caractériser leg/raes concernées et d’évaluer leur



activité in vitro sur la germination des spores, la croissance doreget la lyse du mycélium.
L’intérét dans le cas de notre étude doit s’orientrs les isolats qui se sont montré les plus

efficaces dans la protection du pois chiche cdatfasariose (Ta.3, Ta.7, Ta.13 et Th.16).

Qo

Conclusion générale et perspectives



Le pois chicheCicer areitinumL.) est 'une des plus importantes légumineusesaitaires
cultivées dans le monde ; il occupe f&%lace apreés le haricodPfiaseolus vulgaris.) et le pois
(Pisum sativuni.) (Sharma eal., 1994). En Algérie, le pois chiche est la secdédemineuse
alimentaire apres la féve (Hamadache et Ait Abtall®98).

En alimentation humaine, le pois chiche est unesléxtte source de protéines pour les
populations pauvres avec une teneur de 25.3 %9 %8du poids du grain, riche également en
fibres, en glucides complexes, en vitamines et enéraux (Muehlbauer et Tullu, 1997 ;
MacMichael, 2001) ; il est utilisé aussi dans tiaintation animale.

Cultivé essentiellement dans les zones littoralésseplaines intérieurek situation du pois
chiche en Algérie n'est pas encourageante a caesefalbles productions et rendements

enregistrés ces dernieres années. Ceci est dltieBeerent aux mauvaises conditions



climatiques, a la non maitrise de l'itinéraire teicjue et des conditions phytosanitaires (Bouznad
etal., 1998). L'Algérie est I'un des principaux impogats du pois chiche dans le monde, elle
occupe la 8™ place aprés I'Inde, le Pakistan, 'Espagne, le giaesh et les AEU (Mac
Michael, 2004).

Le flétrissement fusarien causé paisarium oxysporurhspciceris (Padwick) Matuo et K.
Sato Foc) est considéré comme étant la maladie transmiske =l la plus importante sur pois
chiche a travers le monde. Les attaques pafole peuvent détruire completement la culture,
guand les conditions sont favorables au développedela maladie (Anjaih etl., 2003 ; Halila
et Strange, 1996 ; Navas-Cortesakf 2000a). Les pertes annuelles de rendement @mtatlO
% en Inde (Mayer eal., 1997), 12 a 15 % en Espagne (Landalgt2004), 40 % en Tunisie
(Navas-Cortés ddl., 2000b) et de 10-50 % au Pakistan (Khaale2001).

En Algérie, cette maladie rapportée pour la premi@is par Bouznad edl.(1990) est
considérée parmi les maladies les plus importasuepois chiche ou des prospections réalisées
dans les différentes régions du pays, ont révéférta présence de cette maladie. Dans le Nord
Ouest du pays 20- 45 % des champs prospectés Bectesa par la fusariose du pois chiche
(Maatougi, 1996). Selon Sayoud &t(1999) la maladie reste assez localisée, sudans le
Nord-Est du pays, avec des attaques séveres notantaes la région de Guelma et Skikda
(Bellah etal., 2003). Récemment Bekkar &t (2007) ont étudié l'incidence et la gravité de la
maladie dans trois régions du Nord-Ouest Algérgersavoir Mascara, Sidi Bel-Abbes et Ain
Temouchent.

Parmi les moyens de lutte, la rotation culturake,sblarisation du sol, l'utilisation de
semence indemne doc, I'élimination des débris végétaux infestés, Etément de la semence
par les fongicides sont employés contré-te, dont le succes est limité (Hawareagt 1996 ;
Trapero-Casas et Jiminez-Diaz, 1985). Le moyerutte le plus efficace et économique contre
cette maladie est I'utilisation de cultivars résids. Cependant, cette méthode est limitée par la
grande variabilité pathologique éoc.

La lutte biologique offre des potentialités de colet des maladies ou certains agents
antagonistes sont capables de controler des msladistre lesquelles aucun moyen de lutte
chimique ou résistance de I'hdte n’existe, et aneins de contraintes environnementales que les

pesticides (Hanson et Howell, 2002). Ces derniaregeda lutte biologique par l'utilisation



d’agents antagonistes fongiques et bactériens angigagéee contre Ileoc. Ainsi des isolats de
Pseudomonasspp., Bacillus spp., Paenibacillus spp., et des isolats non pathogénesFde
oxysporumisolés a partir de la rhizosphére du pois chicm, montré leur efficacité dans la
suppression de la fusariose du pois chiche sousatehtions contrélées. Par conséquent, la lutte
biologique pourrait offrir des potentialités poar duppression de la fusariose en plein champ,
particulierement lorsqu’elle est utilisée en conalison avec des cultivars partiellement résistants

et un choix adéquat de la date de semis (Landk, &004).

L'objectif de notre étude est la recherche d’agantagonistes dboc. Nous avons ciblé des
isolats appartenant au gefinégchoderma, suite & des travaux antécédents qui ont mguiedes
isolats de ce genre sont efficaces dans la réduct® I'incidence de la maladie lorsque les
graines de pois chiche sont traitées avec une ssigpede spores derichodermaspp. avant le
semis dans un sol préalablement infesté pdfole (Kaci et Oussaid1999; Zikhouni, 2005
Benkraouche, 2006). Ainsi I'isolement de I'agentagoniste est effectué a partir du sol et de la
rhizosphére des plants de pois chiche.

Dans une premiére partie nous nous sommes intérasgee étude taxonomique des especes
de Trichodermaspp. utilisées dans cette étude. L’appartenancésdkds au genr&richoderma
et la détermination des espéces est basée suanastdristiques morphologiques décrites par
Rifai (1969) ; Bissett (1984 ; 1991a,b,c). Cependindétermination des espéces chez ce genre
est délicate a cause de la grande similitude qut paister entre elles. Les caractéristiques
morphologiques sont douées d’'une grande plasttii@ taxonomie basée uniquement sur les
criteres morphologiques chez le gerrachoderman’est pas suffisante. Ainsi, nous avons
envisageé d’approcher cet aspect par un séqueneagengs, notamment le géne de la région ITS
(ITS-1, 5.8 et ITS-2), et une partie du géne coganotr les facteurs d’élongation de la traduction
des protéines EF#1(Elongation Factor ) pour clarifier I'identité des isolatsTrichodermaspp.
Une étude de la diversité génétique inter-spéafigintra-spécifique des isolatsTichoderma
spp. par RAPD est également réalisée. L'identificades espéces deichodermaspp. par cet
outil est également recherchée.

Apres, la confirmation de l'identité de I'espéeces dsolats darichodermaspp., nous avons
réalisé une étude qui a porté sur le taux dessaoice et I'aspect cultural a différentes

températures, la sporulation ainsi que la prodactie pigments en milieu de culture chez les



isolats. La variabilité de ces caracteres chezeblgmces ddrichodermaspp. est également
étudiée, car certains de ces caractéres peuvenitdas dans I'identification.

Parmi les aspects étudiées, I'évaluation de I'géti@ntagoniste des isolats deichoderma
spp.in vitro etin vivo a I'égard de deux isolats dtoc. Le premier appartient au pathotype
responsable du jaunissement, et le second appaatiepathotype responsable du flétrissement.
Les parametres étudiéa vitro concernent l'effet des isolats dEichodermaspp. sur la
croissance (confrontation directe et indirecte)aegporulation. L’efficacitén plantades isolats
de Trichodermaspp. dans la protection des plants contre la ios&amdu pois chiche est évaluée
par des traitements de la semence du pois chidlaéda d’'une suspension de spores avant le
semis dans un sol préalablement infesté pBote. L'effet des isolats d&richodermaspp. sur la
stimulation de la croissance végétale est égalemsmmerchée par une évaluation du taux de
stimulation des différents paramétres de croissance

Plusieurs auteurs ont rapporté le role des enzygmésolytiques et glucanolytigues comme
déterminants des mécanismes de l'activité antatpuolsez lesTrichodermaspp. L'analyse de
ces enzymes est réalisee par I'étude de l'effetpldsieurs substrats sur l'induction et la
répression des deux enzymes chitinolytiques (clugitbase et glucosaminidase) et
glucanolytique (glucanase). La variabilité intexsfique et intra spécifique des isolats étudiés
concernant la production de ces enzymes sont eégate@tudiéesDans cette étude, nous avons
recherché I'existence d’'une corrélation entre ladpction d’enzyme et la capacité antagoniste

desTrichodermaspp.
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Annexe 1
Extraction de 'ADN

Broyer a sec (faible quantité I'ordre de mg) du &liggn a 6000 rpm /30 secondes deux
fois dans un broyeur (Magna A Lyser)

Rajouter 400 pl du tampon AP1 a 100 mg du mycélfums dans chaque tube et
mélanger

Rajouter 4 ul de Rnase dans chaque tube

Rajouter 130 pl du tampon AP2 dans chaque tubapets agitation placer les tubes
pendant 5 min dans un bloc froid (glace).

Centrifuger a 13000 rpm pendant 5 min

Récupérer le surnagent dans un tube Eppendorf [{lebnaeux fois

Rajouter 1.5 du volume (800 pul) du tampon AP3 (tamfixateur de 'ADN sur la résine)



Mélanger et prendre 700 pl du tube et les mettres d& colonne qui contient une résine

échangeuse d'ions

Centrifuger a 8000 rpm pendant 1min

Vider le tube collecteur ; I'ADN est retenu surésine de la colonne

Reprendre le reste du volume d’ADN a centrifug80@0 rpm pendant 1minute

Mettre les colonnes sur d’autres tubes et rajd@8pl du tampon AP2 dans chaque tube

Centrifuger a 8000 rpm pendant 1min

Vider le tube collecteur

Rajouter 500 pl du tampon de lavage (AP1)

Centrifuger a 13.000 rpm pendant 2 min

Fixer la colonne sur un autre tube Eppendorf (1)5 m

Rajouter 150 pl de I'eau biomoléculaire (Sigmaydié sur un filtre a 0.1um

Centrifuger a 8000 rpm pendant 2 min et recup&&N elué (concentré) soit 150 ul
La concentration de I'ADN est évaluée par spettobpmétrie, et des dilutions sont réalisées
afin d’obtenir la concentration adéquate poamiplification (10 ng8l)

Annexe 2

2.1. Purification des Produits de la PCR des ITS ates EF La purification est réalisée selon la
méthode des Kit Qiagen

Principe : le principe de la méthode est la fixation de IMQutilisé pour le séquencage) sur la
résine (colonne) et I'élimination des résidus dBGR.

Rajouter 250$! de la solution Binding Buffer a 4b des produits de la PCR restant
(Binding buffer : solution fixatrice de ’'ADN sualmembrane)

Centrifuger pendant trois minutes a 12.000 rpm

Transférer les colonnes sur des tubes Eppenddrfsdal pour éluer ’ADN a I'intérieur
Rajouter 50| de I'eau biomoléculaire pour éluer ’ADN au miliele la membrane
Centrifuger pendant une minute a 10.000 rpm p@tion de 'ADN

Récupération des produits de la PCR purifié datgbe et jeter la colonne

2.2. Arrét de la réaction de séquencage



La réaction de séquencage est arrétée a l'aidea dmlution stop, pour stopper I'action des
enzymes dans le Mix. Ainsi$# constitué de &l de NaEDTA (EDTA dissodique 0,5 M )+ &l
de Sodium acetate3M (NaOAc) #$llde glycogene (20 ng/ml), sont rajoutés dans chaulit.

2.3. Précipitation de 'ADN :

60 $I de I'éthanol absolu 95 %, sont rajoutés dans ebgmit, ensuite la microplaque est
scellée avec une feuille d’aluminium autocollant.

Vortexer quelques secondes et mettre a -20°C tdiamin pour précipiter I’ADN.
Centrifuger la microplaque durant 30minutes a 2550 a 4°C

Apres centrifugation, éliminer I'éthanol 95 % emognant la microplaque sur du papier
Torg.

2.4. Purification de 'ADN :
lavage avec de I'éthanol & 70 %, en mettant $aPethanol 70 % glacial dans chaque
puit de la microplaque, centrifuger pendant 5 neawt 2550 rpm a 4°C
Apres centrifugation, éliminer I'éthanol 70% enom@inant la microplaque sur du papier
« Torqg ».
Le lavage a I'éthanol 70 % est répété deux fois.
Réaliser une courte centrifugation a I'enversmlagues a 300 rpm a 4°C sur du papier
« Tork » pendant quelques secondes.
La plague est introduite dans un speed-vac perddantin pour évaporer I'éthanol.
40 $I de la solution SLS (Simple loading solution) r(famide) sont rajoutés pour
suspendre le culot d’ADN.
Une goutte de I'huile minérale est rajoutée darejak puit pour empécher I'évaporation
des échantillons.

Annexe 3

Les ITS
ITSO1

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCUOBAICCCATGGCGLCCCGLCC
GGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGC@®ECTGTTTTATTTTTGCTC
TGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCGITCCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCCGERATCCCCGAAATACAGT
GGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGBSGCGCGGCGCGGCCAC
AGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGATACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGAA

TS02

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCOBAT CCCATGGLCGLCCCGLC
GGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGC@&FCTGTTTTATTTTTGCTC



TGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCGITCCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCCGERATCCCCGAAATACAGT
GGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGBAGCGCGGCGCGGCCAC
AGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAG

ITSO3
TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCAATGTGAACCATACC
AAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAMIGGCGCCCGCCGGAGG
GACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGTCTGAGCAAAAATTCAA
AATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATT
CTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGTCGGCGTTGGGGAC
CTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCBLCCGCAGCCTCTCCTGC
GCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAACACCCAACTTCTGAA
ATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAPRAGCGGAGGAA

ITS04

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCUBAT CCCATGGLCGLCCLCGLCC
GGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGC@&FCTGTTTTATTTTTGCTC
TGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCGITCCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCCGERATCCCCGAAATACAGT
GGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGBGCGCGGCGCGGCCAC
AGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTA

ITSO05

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCUBAT CCCATGGLCGLCCLCGLC
GGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGC@&FCTGTTTTATTTTTGCTC
TGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCGITCCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCCGERATCCCCGAAATACAGT
GGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGBGCGCGGCGCGGCCAC
AGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAG

ITS06

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCAATGTGAACGTTACC
AAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGAAMAGGCGCCCGCCGGAG
GACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCT
CGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACTCGAACCCCTCCGGGGG
GTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATAGRGGCGGTCTCGCCGCA



GCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTACAGCCGTTAAACACCC
AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAASCATATCAATAAGCGGA
GGAA

ITSO7

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCAATGTGAACCATACC
AAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAMIGGCGCCCGCCGGAGG
GACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGTCTGAGCAAAAATTCAA
AATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATT
CTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGTCGGCGTTGGGGAC
CTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCBLCCGCAGCCTCTCCTGC
GCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAACACCCAACTTCTGAA
ATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAPRAGCGGAGGAA

ITS08

CCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACC
AATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCCOGUEECCATGGCGCCCGLCCG
GAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGCGGECTGTTTTATTTTTGCTCT
GAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTCAACAACGGATCTCTTGG
TTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGAAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTECGAGCGTCATTTCAAC
CCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGGCEUTCCCGAAATACAGTG
GCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGHSGCGCGGCGCGGCCACA
GCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAACCCGCTGAACTTAAG
CATATCAATAAGCGGAGGANN

ITS09

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCUOBAICCCATGGCGLCCCGLCC
GGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGC@®ECTGTTTTATTTTTGCTC
TGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCGITCCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGEBTCCCCGAAATACAGT
GGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGBHGCGCGGCGCGGCCAC
AGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTA

ITS10

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCUOBAICCCATGGCGLCCCGLCC
GGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGC@®ECTGTTTTATTTTTGCTC
TGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCGITCCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCCGERATCCCCGAAATACAGT
GGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGBAGCGCGGCGCGGCCAC
AGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGATACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGAAA

1ITS11



TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCUEAT CCCATGGLCGLCCLCGLCC
GGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGC@®ECTGTTTTATTTTTGCTC
TGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTACAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCGITCCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCCGERATCCCCGAAATACAGT
GGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGBAGCGCGGCGCGGCCAC
AGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGATACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGAAA

ITS12
TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCAATGTGAACGTTACC
AAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGEMMAGGCGCCCGCCGGAG
GACCAACCAAAACTCTTTTTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTATAATCT@AGCCTTCTCGGCGCCTCTC
GTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCIGGCATCGATGAAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACTCGAACCCCTCCGGGGGG
TCGGCGTTGGGGATCGGCCCTCCCTTAGCGGGTGGCCGTCTCCGAAATAGAGGCGGTCTCGCCGCA
GCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTACAGCCGTTAAACACCC
AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAACATATCAATAAGCGGA
GGAA

ITS13
TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCAATGTGAACCATACC
AAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAMIGGCGCCCGCCGGAGG
GACCAACCAAACTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGTCTGAGCAAAAATTCAA
AATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATT
CTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGTCGGCGTTGGGGAC
CTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCBLCCGCAGCCTCTCCTGC
GCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAACACCCAACTTCTGAA
ATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATRAGCG

ITS14

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCUOBATICCCATGGCGLCLCCGLCC
GGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGC@®ECTGTTTTATTTTTGCTC
TGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCA
TCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCGITCCGAGCGTCATTTCAA
CCCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGEBTCCCCGAAATACAGT
GGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGBAGCGCGGCGCGGCCAC
AGCCGTAAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGATACCCGCTGAACTTAA
GCATATCAATAAGCGGAGGAA

ITS15



TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCAATGTGAACGTTACC
AAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGAAMAGGCGCCCGCCGGAG
GACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCT
CGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACTCGAACCCCTCCGGGGG
GTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATAGRGGCGGTCTCGCCGCA
GCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTACAGCCGTTAAACACCC
AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAASCATATCAATAAGCGGA
GGAA

ITS16

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCAATGTGAACGTTACC
AAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGEMAGGCGCCCGCCGGAG
GACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTIGAGCCTTCTCGGCGCCTCT
CGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAA
CGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACTCGAACCCCTCCGGGGG
GTCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATAGRGGCGGTCTCGCCGCA
GCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTACAGCCGTTAAACACCC
AACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAACATATCAATAAGCGGA
AGGAA

ITS17

TCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTAC
CAATCTGTTGCCTCGGCGGGATTCTCTTGCCCCGGGCGCGTCGCAGCCUBAT CCCATGGLCGLCCLCGLC
GGAGGACCAACTCCAAACTCTTTTTTCTCTCCGTCGCGGCTCCCGTCGC@®ECTGTTTTATTTTTGCTC
TGAGCCTTTCTCGGCGACCCTAGCGGGCGTCTCGAAAATGAATCAAAACTTCAACAACGGATCTCTTG
GTTCTGGCATCGATGAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGAGAATTCAGTGAATCAT
CGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTECGAGCGTCATTTCAAC
CCTCGAACCCCTCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCCCCTCACCGGERUECCGAAATACAGTGG
CGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGBGCGGCGCGGCCACAG
CCGTAAACACCCCAAACTTCTGAAATGTGACCTCGGATCAGGTAG

ITS18

TTCCGTTGGTGAACCAGCGGAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAABCCAATGTGAACGTTACC
AAACTGTTGCCTCGGCGGGATCTCTGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGAAMAGGCGCCCGCCGGAG
GACCAACCAAAACTCTTATTGTATACCCCCTCGCGGGTTTTTTTATAATCTGAGCCTTCTCGGCGCCTCT
CGTAGGCGTTTCGAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAGAAC
GCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACTCGAACCCCTCCGGGGGG
TCGGCGTTGGGGATCGGCCCTGCCTTGGCGGTGGCCGTCTCCGAAATACAGGCGGTCTCGCCGCAG
CCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCATCGGGAGCGCGGCGCGTCCAGCCGTTAAACACCCA



ACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAEGATATCAATAAGCGGAA
GGAA

Les factures d élongations
EFO01

TATCGTACGTACTTTCCCCTCCCGTCGGCCTCATCTGCCGGTCTGATTTASGGAACATTGTGCTAACCA
TTGTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAAAAATCATCTTGAAACAGATCGGCC@AACACAAAATACTGACTT
TGCTGCGACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCGTGAGTAAACATGAGCTTTCAGTCCACG
TCAAGCTACGGCCTGCGCGTGGCGTCTCTGCGATGAACATGCCAGCTAAQG GCCTTGCAGACTGGTC
ACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCABGAAGGTAAGCTTGAGA
TCCCTTCAATTTTCGGACGATTTCCTGTGCCTCTGCCCAACATCTTTTTTICACCACCCCGCTTTCTCCT
ACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTTGTTGCGTTTCGGGTTTTAGIGGGATGCACCTCCAGCAA
ACCACTATCCTCTGCCGCCCTCTGCTCTCGTCTCCAACACCTTTGGCGCGETGTCATCAACCTTCCAAC
AGTCTGCGCAGCAATGCTAATCATTTTCCCCTCAACAGGAAGCCGCCGAATCGGCAAGGGTTCCTTCA
AGTACGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTAT@CATCGACATTGCCCTCT
GGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTGATCCGTGCACTCATTGCATC
ATCGCCACAACAACATACTAATGCCCTCTGACAGACGCTCCCGGCCA

EF02

AATCAATTGTCTGCGTTATCGTACGTACTTTCCACCTCCCGTCTGCCTCATTGCCGGTCTGATTTCAAG
GAACATTGTGCTAACCATTGTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAAAAATCATAOTGAAACAGATCGGCCCG
AACACAAAATACTGACTTTGCTGCGACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCACCACCGTGAGTAAACA
CCGAGACTTTCAGTCCACGTCAAGCTACGGCCTGCGCGTGGCGTCTCTGATBGAACATGCCAGCTAAC
GTTGCCTTGCAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGGTACCATTGAGAAGTTC
GAGAAGGTAAGCTTGAGATCCCTTCAATTTTCGGACGATTTCCTGTGCCTTCGCCCAACATCTTTTTTTT
CACCACCCCGCTTTCTCCTACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTTIAGCGTTTCGGGTTTTAGT
GGGGATGCACCTCCAGCAAACCACTATCCTCTGCCGCCCTCTGCTCTCGTCCAACACCTTTGGCGCT
TGCGTCATCAACCTTCCAACAGTCTGCGCAGCAATGCTAATCATTTTCCCTCAACAGGAAGCCGCCGA
ACTCGGCATAGGGTTCCTTCAAGTACGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCGAGCGTGAGCGTGGT
ATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTBCCGTCATTGGTATGTTT
GATCCCGTGCACTCATTGCATCATCGCCACAACAACATACTAATGCCCTCGACAGACGCTCCCGGLCCC
CGGCAAAATCC

EF04

TTATCGTACGTACTTTCCCCTCCCGTCGTGCCTCATCTGCCGGTCTGATCTRAGGAACATTGTAGCTAA
CCATTGTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAAAAATCATCTTGAAACAGATCGGE CGAACACAAAATACTG
ACTTTGCTGCGACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCGTGAGTAXCACCGAGACTTTCAGTC
CACGTCAAGCTACGGCCTGCGCGTGGCGTCTCTGCGATGAACATGCCAGBACGTTGCCTTGCAGACT
GGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAATBTCGAGAAGGTAAGCTT
GAGATCCCTTCAATTTTCGGACGATTTCCTGTGCCTCTGCCCAACATCTTITTTTCACCACCCCGCTTTC
TCCTACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTTGTTGCGTTTCGGGTTAGTGGGGATGCACCTCCA
GCAAACCACTATCCTCTGCCGCCCTCTGCTCTCGTCTCCAACACCTTTGE&LETTGCGTCATCAACCTTC
CAACAGTCTGCGCAGCAATGCTAATCATTTTCCCCTCAACAGGAAGCCGCGAACTCGGCATAGGGTT
CCTTCAAGTACGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTE ATCACCATCGACATT
GCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGITGATCCCGTGCACTCA
TTGCATCATCGCCACAACAACATACTAATGCCCTCTGACAGACGCTCCCGGCA



EF05

GTATCGTACGTAGCTTTCCACCTCCCGTCGGCCTCATCTGCCGGTCTGATCTAAGGAACATTGTGCTA
ACCATTGTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAAAAATCATCTTGAAACAGATCGECCGAACACAAAATACT
GACTTTGCTGCGACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCGTGAGMACACCGAGACTTTCAG
TCCACGTCAAGCTACGGCCTGCGCGTGGCGTCTCTGCGATGAACATGCCAFAACGTTGCCTTGCAGA
CTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAGTTCGAGAAGGTAAGC
TTGAGATCCCTTCAATTTTCGGACGATTTCCTGTGCCTCTGCCCAACATCITTTTTTCACCACCCCGCTT
TCTCCTACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTTGTTGCGTTTCGGATTAGTGGGGATGCACCTC
CAGCAAACCACTATCCTCTGCCGCCCTCTGCTCTCGTCTCCAACACCTTT&EEGCTTGCGTCATCAACCT
TCCAACAGTCTGCGCAGCAATGCTAATCATTTTCCCCTCAACAGGAAGCCGCGAACTCGGCATAGGG
TTCCTTCAAGTACGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCIEGGTATCACCATCGACAT
TGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAGTTTGATCCCGTGCACTC
ATTGCATCATCGCCACAACAACATACTAATGCCCTCTGACAGACGCTCCCGCCAC

EFO06

TTATCGTACGTACAATCCTGTTCCTCACTGTCGGCATCATTCGCCGGTCTAE TCTCAAACACTTGTGCT
AACCATTGCCTTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAATCATCTTGAATGAGATGATCGAACACAATACTGA
CTTGCTATAACAGCCACGTCGACTCCGGAAAGTCGACCACCGTAAGTTGCGCCTCTTGCTCCGATATC
AAACATCGTTTGATGCGGGACACCTATTCTTGAACACAGGGCTAACCATGATAATACAGACCGGTCA
CTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACCGTCGTACCATCGAGAAGTTCEBAAGGTAAGCTTCAACT
GATTTTCGCCTCGATTCTTCCTCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACAATTOGCAGAGAATTTTCGTGTC
GACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGGMATTTTTTTTGCTGTCGTTT
GGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCGLCTTCACTCTCACTTCCTCG
TCATCATTCAACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACITTACATCAATAGTGAAG
CCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTGGGGTTCTTGACAAGTAAGGCCGAGCGTGAG
CGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTATATGTCACCGTCATTGGT
AAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGATAACAGGCAATTCACAGACGCTCCCGGC
CCCGGTCAAATAG

EFO7

GTGTGCAATACCTCTAACCCTTCGTCAGCGGCATTACTCTCTGCCGTTGAACTGCTGTGTATGACATTT
TGCTGACCATCATCGTCTAGGGGTTCGTATTTCTCCATCAGACAGCTTTCATCGACTCCAATACTGACT
TGCTACAACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCAGTGAGTAACTCCAATCCCTCGAGCCCTA
CAGCCATCGACTCTGTCGGTCGGCGCGGAGGTATTATCATCATCATGAACGATCCAGCTGACATTTTC
CCAACAGACTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAAGCGTACATCGAGAAGTTCGAGA
AGGTGAGCTCATTTCTGCTTTTTCACTCCGCTCCCTGAGCACAATCGTGAIACAATTCTGTCCTCAGT
CTTGTCATTTTTTTTCCTCGCAGCATCACACCCCGCTTTACCTGTCTACGLTCCTTTGGCACAGCAAAA
TTTTCTGGCGGCCTTGCTTGGCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTTTTTGTGGCTGCAACCCCGCTATC
GCCACTGTCCCGTCCCAACGAATTGTACTCAATTGCATCGTCTTCTCCATECTGTTGTGGTTCATTGTG
CTAATCATGCTTCAATCAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCTTCAAGTATGCGTGGGTTCT
TGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCATGGAAGTTCGAGACTC
CCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTCGTTTTTCCTCATTGATETTGGAGACCAAGATTCAT
AACGTGCCGCTCTGTAGACGCT

EF08

GTAATCAGTACGTACTTTCCCCTCCCGTCGTGCCTCATCTGCCGGTCTGATCAAGGAACATTGTGCTA
ACCATTGTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAAAAATCATCTTGAAACAGATCGECCGAACACAAAATACT
GACTTTGCTGCGACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCGTGAGRACACCGAGACTTTCAG



TCCACGTCAAGCTACGGCCTGCGCGTGGCGTCTCTGCGATGAACATGCCAGFAACGTTGCCTTGCAGA
CTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAGTTCGAGAAGGTAAGC
TTGAGATCCCTTCAATTTTCGGACGATTTCCTGTGCCTCTGCCCAACATCITTTTTTCACCACCCCGCTT
TCTCCTACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTTGTTGCGTTTCGGATTAGTGGGGATGCACCTC
CAGCAAACCACTATCCTCTGCCGCCCTCTGCTCTCGTCTCCAACACCTTT&EEGCTTGCGTCATCAACCT
TCCAACAGTCTGCGCAGCAATGCTAATCATTTTCCCCTCAACAGGAAGCCGCGAACTCGGCATAGGG
TTCCTTCAAGTACGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCIEGGTATCACCATCGACAT
TGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAGTTTGATCCCGTGCACTC
ATTGCATCATCGCCACAACAACATACTAATGCCCTCTGACAGACGCTCCCGBGCCAC

EF09

GTAATCGTACGTACTTTCCCCTCCCGTCGTGCCTCATCTGCCGGTCTGATCAAGGAACATTGTGCTAA
CCATTGTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAAAAATCATCTTGAAACAGATCGE CGAACACAAAATACTG
ACTTTGCTGCGACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCGTGAGTAMXCACCGAGACTTTCAGTC
CACGTCAAGCTACGGCCTGCGCGTGGCGTCTCTGCGATGAACATGCCAGBACGTTGCCTTGCAGACT
GGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAATBTCGAGAAGGTAAGCTT
GAGATCCCTTCAATTTTCGGACGATTTCCTGTGCCTCTGCCCAACATCTTITTTTCACCACCCCGCTTTC
TCCTACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTTGTTGCGTTTCGGGTTAGTGGGGATGCACCTCCA
GCAAACCACTATCCTCTGCCGCCCTCTGCTCTCGTCTCCAACACCTTTGE&LETTGCGTCATCAACCTTC
CAACAGTCTGCGCAGCAATGCTAATCATTTTCCCCTCAACAGGAAGCCGCGAACTCGGCATAGGGTT
CCTTCAAGTACGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT&T ATCACCATCGACATT
GCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGITGATCCCGTGCACTCA
TTGCATCATCGCCACAACAACATACTAATGCCCTCTGACAGACGCTCCCGGCC

EF10

CGTAATCGTACGTACTTTCCCCTCCCGTCTGCCTCATCTGCCGGTCTGATCAAGGAACATTGTGCTAA
CCATTGTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAAAAATCATCTTGAAACAGATCGE CGAACACAAAATACTG
ACTTTGCTGCGACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCGTGAGTAMXCACCGAGACTTTCAGTC
CACGTCAAGCTACGGCCTGCGCGTGGCGTCTCTGCGATGAACATGCCAGBACGTTGCCTTGCAGACT
GGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAABTCGAGAAGGTAAGCTT
GAGATCCCTTCAATTTTCGGACGATTTCCTGTGCCTCTGCCCAACATCTTITTTTCACCACCCCGCTTTC
TCCTACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTTGTTGCGTTTCGGGTTAGTGGGGATGCACCTCCA
GCAAACCACTATCCTCTGCCGCCCTCTGCTCTCGTCTCCAACACCTTTGE&LETTGCGTCATCAACCTTC
CAACAGTCTGCGCAGCAATGCTAATCATTTTCCCCTCAACAGGAAGCCGCGAACTCGGCATAGGGTT
CCTTCAAGTACGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGT&ET ATCACCATCGACATT
GCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTATGITGATCCCGTGCACTCA
TTGCATCATCGCCACGAACAACATAACTAATGCCCTCTGACAGACGCTCCGGCCC

EF11

CGTAATCGTACGTACTTTCCCCTCCCGTCGTGCCTCATCTGCCGGTCTGATCAAGGAACATTGTGCTA
ACCATTGTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAAAAATCATCTTGAAACAGATCGECCGAACACAAAATACT
GACTTTGCTGCGACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCGTGAGPMACACCGAGACTTTCAG
TCCACGTCAAGCTACGGCCTGCGCGTGGCGTCTCTGCGATGAACATGCCAGFAACGTTGCCTTGCAGA
CTGGTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAGTTCGAGAAGGTAAGC
TTGAGATCCCTTCAATTTTCGGACGATTTCCTGTGCCTCTGCCCAACATCITTTTTTCACCACCCCGCTT
TCTCCTACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTTGTTGCGTTTCGGATTAGTGGGGATGCACCTC
CAGCAAACCACTATCCTCTGCCGCCCTCTGCTCTCGTCTCCAACACCTTT&EEGCTTGCGTCATCAACCT
TCCAACAGTCTGCGCAGCAATGCTAATCATTTTCCCCTCAACAGGAAGCCGCGAACTCGGCATAGGG
TTCCTTCAAGTACGCGTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGGCCGAGCGTGAGCK&EGTATCACCATCGACAT
TGCCCTCTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAGTTTGATCCCGTGCACTC



ATTGCATCATCGCCACAACAACATACTAATGCCCTCTGACAGACGCTCCCGCCACGGGTCAAATACN
T

EF12

TCGTCGTAATCGTACGTATTATCCCTTCTTCACGTTGGCATCAGTCGCCGKETGATTTCCAAACACTTG
TGCTAACTACCACCTTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAATCATCTTGAATGAATCGATCGAACACAGTA
CTGACTTGCTACAACAGCCACGTCGACTCCGGAAAGTCGACCACCGTGAGIACACCCTCTTCTCCTGC
TACCGATATCAAATGTCGTTTGATACGGGACATCTACTCTTTGAACACAGGSCTAACCATTTATCATAC
AGACCGGTCACTTGAATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACCGTCGTACCATEGAGAAGTTCGAGAAGGT
AAGCTTCAACTCATCTTCGCCCCAACTCTTCCTCCACATTCAATTGTGCCGACAATTCTGCAGAGAATT
TTCGTGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTGCATTACCCCTCCTTTGGACGACGCAAATTTTTTTGC
TGTCGTTTGGTTTTAGTGGGGTTTCTTGTGCACCCCACTAGCTCACTACTTTTTCTGCTTCGCTTTCAC
TTCCCAGCCATCATTCAACGTGCTCTGTGTCATCACTTTCAGCGATGCTABCACTTTTCCATCAATAGG
AAGCCGCTCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGAAAGCTCAAGGCCGAGCG
TGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCABTACTATGTCACCGTCAT
TGGTATGTTCTTTCCATCAATTTCACACAGCGATTACAAGCCAGTGATAACAAGCAATTCACAGACGCT
CCCGGCCCGGCCAAATACNT

EF13

GTAAAGTAGCGCAATCGTCAGCGGCATTCTCTCTGCCGTTGACACTGCTGITATGACATTTTGCTGAC
CGTCATCATCTAGGGGTTCGTATTTCTCCATCAGACAGCTTTCGATCGACTCAATACTGACTTGCTACA
ACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCAGTGAGTAACTCCCAATTCTCGAGCCCTGCTGCCAT
CGATTCTATCGGTCGGCGCGGGGTATCATCATCATGAACGCATCCAGCTGRPATTTCCTCAATAGACTG
GTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATTGACAAGCGTACCATCGAGAAGTCGAGAAGGTGAGCTCA
TTTCTGCTTTTTCACTCCGCTTCCTGAGCACCATCGTGCCCGACAATTCTKECTCAGTCTTGTCATTTTT
CCTTCGCAGCATCACACCCCGCTTTCCTGTCTACCCCTCCTTTGGCACABBAAATTTTCTGGCTGCCT
TGCTTGTCTTTTAGTGGGGTGCCAACTTTTTGTTTGGCTGCAACCCCGCTAGCCACTGTCCCTCTGTC
CCAACGAATTGTACTCGCTCAATTGCATCGTCTTCTGCCTCCATCTCTGTBEGTTCATTGTGCTAATCA
TGCTTCAATCAATAGGAAGCCGCCGAGCTCGGCAAGGGTTCTTTTCAAGTAGCGTGGGTTCTTGACAA
GCTCAAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCATCGACATTGCCCTCTGGAN TCGAGACTCCCAAGT
ACTATGTCACCGTCATTGGTATGTTTTCGCTGTTCCTCATTGACACTTGGBACCATCATTCAAACGTGC
CGCTCTACATACGCTCCTC

EF14

TATCGTACGTACTTTCCCCTCCCGTCGGCCTCATCTGCCGGTCTGATTTBSGAACATTGTGCTAACCA
TTGTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAAAAATCATCTTGAAACAGATCGGCC@AACACAAAATACTGACTT
TGCTGCGACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCGTGAGTAAACATGAGCTTTCAGTCCACG
TCAAGCTACGGCCTGCGCGTGGCGTCTCTGCGATGAACATGCCAGCTAAQG GCCTTGCAGACTGGTC
ACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTCABGAAGGTAAGCTTGAGA
TCCCTTCAATTTTCGGACGATTTCCTGTGCCTCTGCCCAACATCTTTTTTICACCACCCCGCTTTCTCCT
ACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTTGTTGCGTTTCGGGTTTTAGIGGGATGCACCTCCAGCAA
ACCACTATCCTCTGCCGCCCTCTGCTCTCGTCTCCAACACCTTTGGCGCECGTCATCAACCTTCCAAC
AGTCTGCGCAGCAATGCTAATCATTTTCCCCTCAACAGGAAGCCGCCGAATCGGCAAGGGTTCCTTCA
GTACGCGTGGGTTCTGACAGCTCAGGCCGAGCGTGAGCGTGGTATCACCAGACATTGCCCTCTGGA
AGTTCGAGACTCCCAAGTACTAGTCACGTCATTGGTATGTTGATCCCGTGACTCATGCATCATCGCCA
CAACAACATA



EF15

GTATCGTACGTACAATCCTGTTCCTCACGTCGGCATCATTCGCCGGTCTGACTCAAACACTTGTGCTA
ACCATTGCCTTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAATCATCTTGAATGAGATCABTCGAACACAATACTGAC
TTGCTATAACAGCCACGTCGACTCCGGAAAGTCGACCACCGTAAGTTGCGCCTCTTGCTCCGATATCA
AACATCGTTTGATGCGGGACACCTATTCTTGAACACAGGGCTAACCATGCAAATACAGACCGGTCAC
TTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACCGTCGTACCATCGAGAAGTTCGAGBAGGTAAGCTTCAACTG
ATTTTCGCCTCGATTCTTCCTCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACAATTCBECAGAGAATTTTCGTGTCG
ACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAATTTTTTTTGCTGTCGTTTG
GTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTITCACTCTCACTTCCTCGT
CATCATTCAACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTITACATCAATAGTGAAGC
CGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGTCIAAGGCCGAGCGTGAGC
GTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACATGTCACCGTCATTGGTA
AGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCAATCACAGACGCTCCCGGCCA
CCG

EF16
GTAATCGTACGTACAATCCTGTTCCTCACGTCGGCATCATTCGCCGGTCTAITCTCAAACACTTGTGCT
AACCATTGCCTTACTAGGGGTGCGTATATCCATCAATCATCTTGAATGAGA CGATCGAACACAATACT
GACTTGCTATAACAGCCACGTCGAACATCCGGAAAGTCGACCACCGTAAGTGCGCCCTCTTGCTCCGA
TATCAAACATCGTTTGATGCGGGACACCTATTCTTGAACACAGGGCTAACATGCATAATACAGACCG
GTCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACCGTCGTACCATCGAGAAGIICGAGAAGGTAAGCTTC
AACTGATTTTCGCCTCGATTCTTCCTCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACATTCTGCAGAGAATTTTCG
TGTCGACAATTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCG2GCAAATTTTTTTTGCTGTC
GTTTGGTTTTTAGTGGGGTTCTCTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTCCTGCTTCACTCTCACTTC
CTCGTCATCATTCAACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACACTTTTACATCAATAGGA
AGCCGCCGAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACABCTCAAGGCCGAGCGTG
AGCGTGGTATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGACTATGTCACCGTCATTG
GTAAGTCTTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCTAACAGGCATTCACAGACGCTCC

EF17

GTTATCGTACGTACTTTCCCCTCCCGTCGGCCTCATCTGCCGGTCTGATTRAGGAACATTGTGCTAAC
CATTGTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAAAAATCATCTTGAAACAGATCGGT GAACACAAAATACTGA
CTTTGCTGCGACAGCCACGTCGACTCCGGCAAGTCTACCACCGTGAGTAARACCGAGCTTTCAGTCCA
CGTCAAGCTACGGCCTGCGCGTGGCGTCTCTGCGATGAACATGCCAGCTAASTTGCCTTGCAGACTGG
TCACTTGATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACAAGCGTACCATTGAGAAGTTGAGAAGGTAAGCTTGA
GATCCCTTCAATTTTCGGACGATTTCCTGTCCTCTGCCCAACATCTTTTTITCACCACCCCGCTTTCTCC
TACCCCTCCTTTGGGCGACGCAAATTTTTTTTGTTGCGTTTCGGGTTTTABEGGGATGCACCTCCAGCA
AACCACTATCCTCTGCCGCCCTCTGCTCTCGTCTCCAACACCTTTGGCGTGCGTCATCAACCTTCCAA
CAGTCTGCGCAGCAATGCTAATCATTTTCCCCTCAACAGGAAGCCGCCGABTCGGCAAGGGTTCCTTC
AAGTACGCGTGGGTTCTGA

EF18
ATCGTACGTACAATCCTGTTCCTCACGTCGGCATCATTCGCCGGTCTGATITCAAACACTTGTGCTAAC
CATTGCCTTCTAGGGGTGCGTATTCCATCAATCATCTTGAATGAGATCGATGAACACAATACTGACTT
GCTATAACAGCCACGTCGACTCCGGAAAGTCGACCACCGTAAGTTGCGCCICTTGCTCCGATATCAAA
CATCGTTTGATGCGGGACACCTATTCTTGAACACAGGGCTAACCATGCATATACAGACCGGTCACTTG
ATCTACCAGTGCGGTGGTATCGACCGTCGTACCATCGAGAAGTTCGAGAAGTAAGCTTCAACTGATTT
TCGCCTCGATTCTTCCTCCTCCACATTCAATTGTGCCCGACAATTCTGCAGGAATTTTCGTGTCGACAA
TTTTTCATCACCCCGCTTTCCATTACCCCTCCTTTGCAGCGACGCAAATTITTTTGCTGTCGTTTGGTTT
TTAGTGGGGTTCTCTGTGCAACCCCACTAGCTCCCTGCTTTTTCCTGCTRCTCTCACTTCCTCGTCATC
ATTCAACGTGCTCTGCGTCTTTGGTCATTCAGCGACGCTAACCACTTTTABTCAATAGTGAAGCCGCC
GAACTCGGCAAGGGTTCCTTCAAGTACGCTTGGGTTCTTGACAAGCTCAAGCCGAGCGTGAGCGTGG
TATCACCATTGACATTGCTCTGTGGAAGTTCGAGACTCCCAAGTACTATGTCACCGTCATTGGTAAGTC



TTCACTAAGTTCATGCTGCAATTGCGGACCAGTGCATAACAGGCAATTCAGGACGCTCCCGTGCCACC
G

Annexe. 4
4.1. Préparation du réactif de Bradford:

Dissoudre 100 mg du bleu de Coomassie G250 dank®éthanol a 95%, rajouter ensuite 100
ml d’acide phosphorique a 85%, ensuite complétegolation avec de I'eau distillée froide a
1000 ml.

4.2. Courbe étalon du dosage des protéines :

Une solution de départ de BSA de 1mg/ml est uglisisuite des volumes de 5ul, 10, 15, 20, 25,
30, 40 sont pris a partir de cette solution. Pdwagoe volume, on ajuste jusqu’a 200ul avec de
'eau distillée stérile, et on rajoute 2ml du rélade Bradford ; aprés agitation la lecture est
réalisée a 595nm

SBA ul 5 15 20 25 30 40

SBA ug 5 15 20 25 30 40

H20 ul 195 185 180 175 170 160
Réactifde 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml
Bradford

Absorbance 0,460 0,780 0,862 0,902 0,917 0,958

Courbe etalon

Courbe étalon du dosage des protéines totales

4. 3. Détermination des concentrations en protéindetales des filtrats de cultures des 18
isolats Trichodermaspp. sur les différents milieux de cultures

détermination de la concentration en protéintads est réalisée dans ZR@u filtrat de
ure auquel sont rajoutés 2ml du réactif de Bratd

Concentration en protéine totale (g) des filtrats de cultures

Densité optique (DO)

Concentration en protéine
($9)



Milieu SM+ SM+ SM+ SM+

Isolats glseo Saccharose chitinglycerol
Q=
TL.1 2.4 0.03 0.03 0.03
TL.2 1.1 0.03 0.41 0.63
Ta.3 03. 0.03 0.35 0.54
TL.4 8.0 0.03 0.95 1.26
TL.5 2.0 0.28 0.79 2.30
Th.6 98. 1.92 0.82 1.83
Ta.7 08. 1.70 0.03 1.61
TL.8 6.2 0.03 0.88 0.95
TL.9 0.5 0.79 0.98 1.36
TL.10 2.11 0.03 0.95 0.79
TL.11 0.76 1.29 0.03 1.23
Th.12 1.23 1.07 0.03 1.92
Ta.13 3.44 12.74 1.77 9.75
TL.14 221 161 2.27 4.23
Th.15 1.61 0.32 0.09 3.34
Th.16 1.77 158 0.63 6.69
TL.17 1.89 1.80 0.03 1.20
Th.18 1.80 0.60 1.23 2.84
Q_

PT : Protéine totale SM : milieu synthagq

Les filtrats de culture pour chaque milieu doiveotenir la méme concentration en protéine
totale, ainsi pour chaque milieu des calculs séaliges.

SM + glucose
O

~N_
Souches FC Substrat de I'enzyme Tampon

O
N




TL.1 (11,581 FC + 18,58I H,0) 3! 30
TL.2 (14,251 FC + 15,8081 H,0) 3Gl 30
Ta.3 36l FC 30 30
TL.4 3@ FC 30 30
TL.5 (8%l FC + 223l H,0) 36l 30
Th.6 (16,581 FC + 13,5081 H,0) 3Gl 30
Ta.7 3&l FC 30 30
TL.8 (12,96 FC + 17,108l H,0) 30l 30
TL.9 30l FC 30 30
TL.10 (7,731 FC + 22,308l H,0) 3Gl 30
TL.11 (21,48l FC+ 8,60% H,0) 3CHl 30
Th.12 (10,88l FC + 19,208l H,0) 3Gl 30
Ta.13 (4,781 FC + 25,30l H,0) 305l 30
TL.14 (7,51 FC + 22,5081 H,0) 3G 30
Th.15 (18l FC + 20%l H,0) 38l 30
Th.16 (9,2@1 FC + 20,8081 H,0) 3G 30
TL.17 (8,651 FC + 21,409l H,0) 3G 30
Th.18 (9%l FC + 21 $I H,0) 38l 30
Q-
SM + Saccharose
U_
Isolats FC Substrat de I'enzyme Tampon
N
TL.1 3 FC 30 30
TL.2 38l FC ) 30



Ta.3 3B FC 30 30
TL.4 38l FC 30 30
TL.5 38l FC 30 30
Th.6 (4,4| FC + 25,631 H,0) 38l 30
Ta.7 (3l FC + 25%1 H,0 ) 38 30
TL.8 39 30 30
TL.9 (10,6%I FC+ 19,353) 38l 30
TL.10 3B FC 3 30
TL.11 (6,9l FC+ 23,531 H,0) 38l 30
Th.12 (7,8%l FC + 22,155l H,0) 38! 30
Ta.13 (Bl FC + 29%l H,0) 3% 30
TL.14 (5,206l FC + 24,88l H,0) 36l 30
Th.15 (26,31 FC + 3,7$l H,0) 38l 30
Th.16 (5,331 FC + 24,688l H,0) 3@l 30
TL.17 (4,7Gl FC + 25,3%1 H,0) 3@l 30
Th.18 (14l FC + 16 3l H,0) 38l 30
Q_

SM+ Chitine

Q_

Isolats FC Substrat de I'enzyme Tampon
O

N

TL.1 3 FC 30 30
TL.2 (25,65 FC + 4,38 H,0) 39l 30
Ta.3 3B FC 30 30
TL.4 (13,861 FC + 16,2081 H,0) 3@ 30
TL.5 (13,31 FC + 16,70l H,O 3@l 30
Th.6 (12,861 FC + 17,208l H,0) 3@l 30
Ta.7 38l FC 30 30
TL.8 (12%l FC + 18%l H,0) 38 30
TL.9 (10,7l FC+ 19,308l H»0) 3@ 30
TL.10 (11$l FC + 19%l H,0) 39 30
TL.11 3 FC 30 30
Th.12 36 FC 30 30
Ta.13 (&l FC + 243l H,0) 34l 30
TL.14 (4,61 FC + 25,408l H,0) 38l 30
Th.15 Y] N 30
Th.16 (16,76l FC + 13,308l H,0) 3@l 30
TL.17 BFC 30 30
QTh.18 (8,581 FC + 21,50%I H,0) 3Gl 30
SM + glycerol

>

Isolats FC Substrat de I'enzyme Tampon



=
TL.1

3B FC 30 30
TL2 (25,8 FC + 4,3| H,0) 38l 1)
Ta.3 3B FC 3 30
TL.4 (12,91 FC + 17,108| H,0) 3Gl 0
TL5 (73l FC + 233l H,0) 38 30
Th.6 (8,88 FC + 21,205| H,0) 3Gl 30
Ta.7 (18l FC + 203l H,0) 36 30
TL.8 (17,1G8l FC + 12,908] H,0) 3Gl 0
TL.9 (1281 FC+ 20$l H.0) 38l 0
TL.10 (18,75 FC + 11,253| H,0) 30l 0
TL.11 (13,26 FC + 16,808 H.0) 3051 30
Th.12 (8,45] FC + 21,555 H,0) 3G 30
Ta.13 (1,8l FC + 28,33 H,0) 3Gl 30
TL14 (3,83 FC + 26,178l H,0) 3Gl 30
Th.15 (4,8%| + 25,15 $| H,0) 36l 30
Th.16 (2,48l FC + 27,608 H,0) 3G 30
TL.17 (13,56] FC + 16,50$! H,0) 305! 30
Th.18 (5,761 FC + 24,30$| H,0) 3Gl 30
Q

RESUME



Le flétrissement fusarien causé parsarium oxysporurhspciceris (Padwick) Matuo & K. Sato
(Foc) est considéré comme étant la maladie transmisdepsol, la plus importante sur pois
chiche a travers le monde. Le moyen de lutte Is pfticace et économique contre cette maladie
est l'utilisation de cultivars résistants. Cependarette méthode est limitée par la grande
variabilité pathologique d&oc. L’objectif de cette étude est la recherche d’'é&gamtagonistes
du Foc. Nous avons ciblé des isolats appartenant au getoleoderma Le genreTrichoderma
avait été introduit a l'origine par Persoon en 178is la taxonomie et l'identification de ses
especes est restée incertaine jusqu'a ces derienéesles caractéristiques morphologiques
sont douées d'une grande plasticité et la taxonobasée uniqguement sur les critéres
morphologiques chez le genfechoderman’est pas suffisante.

Le recours au séquencage de géenes restés hautansatvés chez les champignons, peut lever
certaines confusions et clarifier la taxonomie chezisolats delrichodermaspp. Ainsi pour
certains isolats étudiés, si le séquencage deglarrdTS (ITS1, 5.8 et ITS2) laisse encore une
certaine ambiguité, en revanche, le séquencagertuEf-# a clarifié I'appartenance de chaque
isolat a une espece donneée. L’amplification de Mpar RAPD a mis en évidence d’une part la
présence d’'une diversité genétique au sein desesuieTrichodermaspp. utilisées et d’'autre
part la présence de bandes spécifiques des esgécés longibrachiatumet T. atroviride
montrant ainsi que cet outil est utile dans htiigcation desTrichodermaspp L’étude et la
comparaison de l'efficacité des isolats appartenanix especes antagonisiesatroviride T.
harzianumet T. longibrachiatumin vitro et in vivo contre leFoc, a montré quen vitro une
réduction significative de la croissance et deplarglation duFoc est obtenue sous l'effet des
isolats deTrichodermaspp. par rapport au témoin. Le traitement de laesee par les isolats de
Trichodermaspp. avant le semis dans un sol préalablemersténfear leFoc a abouti a une
réduction significative de l'indice de maladie papport au témoin non traité. L'indice de
maladie le plus faible est obtenu avec l'isolat atroviride (Ta.3), avec un pourcentage de
réduction de 83.92 % de lindice de maladie pampoapau témoin contre le pathotype de
flétrissement. Les isolats les plus efficaces dansotection des plants de pois chiche contre la
maladie sont les trois isolats de I'espécetroviride(Ta.3, Ta.7, et Ta.13) ainsi que lisolat
harzianum(Th.16). Parallelement a la réduction de l'incidenie la maladie, une stimulation de
la croissance végeétale du pois chiche est obseareernant la hauteur de la tige, le poids frais
et le poids sec de la partie aérienne sous I'efést isolats ddrichodermaspp. utilisés. Les
résultats relatifs a I'analyse et I'évaluation deproduction de deux enzymes chitinolytique, la
glucosaminidase et la chitobiosidase et d'une emezygtucanolytique, la glucanase chez
I'ensemble des 18 isolats deichodermaspp. dont I'activité antagoniste a été mise edénie
contre le Foc ont montré que les enzymes chitinolytiques étuwli¢glucosaminidase et
chitobiosidase) n'ont pas le méme mécanisme d’itidlncet peuvent étres induites et inhibées
différemment, ou le méme produit peut induire I'ieteinhiber 'autre. Ainsi, la chitobiosidase
est inhibée par le saccharose et le glycérol @oesla glucosaminidase est induite. L'existence
d’'une différence dans le mécanisme d’'inductionalenEme enzyme (glucanase) entre les trois
especes étudiées est eégalement montrée. Le glyioéut la glucanase chek. harzianumet
l'inhibe chezT. longibrachiatunet T. atroviride Une variabilité dans la production des enzymes
étudiées avait été démontrée au sein des isolpéstapant a la méme espéce. La comparaison de
l'activité enzymatique des isolats deichodermaspp. sur milieu SM + chitine avec I'activité
antagonistein vivo, a montré que une bonne activité enzymatiquevitro n’est pas
obligatoirement associée a une bonne activité antatg.



Abstract

Fusarium wilt caused blusarium oxysporurispciceris (Padwick) Matuo & K. SatoHoc) is
regarded as the most important soil-born diseasehiockpea Cicer arietinumL.) throught the
world. The most practical and cost-efficient methimd management of Fusarium wilt of
chickpea is the use of resistant cultivar, theaifeness of which is limited by the occurrence of
different races and pathotypeskoc. The objective of this study is the search of gotéstic
agent againt th&oc. We have target isolates belonging to the gefishoderma.Although
originally introduced by Persoon on 1794, the tamy and identification offrichoderma
remained problematic until relatively recently. €dmal approaches based on the use of
morphological criteria are, as in several othegfudifficult to apply toTrichoderma due to the
plasticity of characters. Molecular tools usedittantificationbased on the sequencing of genes
allowed raising ambiguity and solving confusiorthie taxonomy off richoderma Thus for some
isolates used in this study if with ITS rDNA (ITS18S-ITS2) sequencing confusion is
remained, partial sequences of the protein- codjage translation elongation factor (E#-1
resolve the species identithmplification of Trichodermaspp. DNA isolates by RAPD exhibits
different DNA banding patterns among the three igsecThe presence of an intra-specific
genetic diversity was also shown.our study the RAPD primers used amplified DNAgments
that are diagnostic fofl. longibrachiatumand T. atroviride species. The RAPD technique
appears to be a useful diagnostic tool for thetifleation of Trichodermaspecies. Study and
comparison of efficiency of the antagonist spedigshoderma atrovirideT. harzianumandT.
longibrachiatum against Fusarium wilt were carried out usingn- vitro and in- vivo based
bioassay. Significant decrease of both growth aadidia production of thepathogen are
obtained compared to the contrdhe seed treatment Ayichodermaspp. isolate before sowing
in a soil already infested by the pathogen led tsigmificant decrease of disease severity
compared to the untreated control. The weakesixinfielisease severity is obtained with the
atroviride isolate (Ta.13), which cause 83.92 % reduction @men to the control. The most
effective isolates in protection chickpea seedliagainst the disease were the three straifis of
atroviride species (Ta.3, Ta.7, and Ta.13) as well as thatesdl harzianum(Th.16). Reduction

of disease severity obtained was associated witin@arease of the vegetal growth including the
stem height as well as the plant fresh and dry kteiBesults relating to the analysis and the
evaluation of the production of two enzymes chigtique (glucosaminidase, the chitobiosidase)
and of a glucanolytique enzyme (glucanase) of thesdlates offrichodermaspp. of which the
activity was shown against thd-oc, showed that enzymes chitinolytiques studied
(glucosaminidase and chitobiosidase) didn’t exttiit same mechanism of induction, where the
same product can induce the first and inhibit sdcdo, the chitobiosidase is inhibited by
sucrose and glycerol while the glucosaminidasedsi¢ged. The existence of a difference in the
induction mechanism of the same enzyme (glucarzs®een the three species studied is also
shown. The glycerol induces the glucanaseTofharzianumand inhibits the same enzyme
production ofT. longibrachiatumandT. atroviride Furthermore variability in the production of
the studied enzymes had been shown within isolatdenging to the same species. The
comparison of enzymatic activity ofrichoderma spp. isolates SM+ chitin medium with
antagonist activityn vivo, showed that none relationship exist between a gotivity enzymatic

in vitro and a good antagonist activity.
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