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Résumé
Essais de lutte biologique contre le mildiou de Ipomme de terre en
Algérie :  Effets antifongiques des extraits delpntes et effets antagonistes

du genreTrichoderma sur Phytophthora infestans Mont. de Bary.

Le mildiou de la pomme de terre connait une resoeece, suite a I'apparition récente de
souches agressives dhytophthora infestansésistantes aux fongicides systémiques du
groupe des phenylamides dont la matiére activeleeshetalaxyl. Dans le cadre de la
recherche deméthodes alternatives contre cette maladie, ceeprdsavail a porté sur le
pouvoir antifongiquede plantes et leurs extraits, ainsi que I'actigitdagoniste de 11 isolats
d’Algérie du genrelrichoderma sept proviennent de la rhizosphere des zones dkrigtion

de la pomme de terre et quatre a partir des madsesfs de nématodes du genre
Meloidogyne prélevées des galles racinaires des plants datéonollectées de différentes
localités. En effet, les préparations a base detgsatestées sont représentés par les huiles
essentielles de trois espéeces d’agrumes a sawvoande, le citron, la bergamote et celle de la
sauge ainsi que, les extraits aqueux et les pouakitas gamme de plantes a savoir ; 'ortie, la
préle des champs, la sauge, le pacanier, le romiripistachier lentisque, la menthe
odorante, et la posidonie de Méditerranée.

Les résultats ont affirmé l'efficacité de certaiq@®parations a base de ces plantes et de
certains isolats antagonistes par la réductionideculum et celle du développement de la
maladie, selon certains modes d’application. udétde l'activité antifongique et I'analyse
chimique par CG-SM des huiles essentielles d’agsurmenfirme ['efficacité de I'huile
essentielle de bergamote par ses composés minesitdbnt les monoterpenes oxygénes
représentés par le nerol, neral, geraniol et gekafli serait important d’optimiser leur
rendement par d’autres méthodes d’extraction oischan matériel végétal plus riche en ces
composés pour la formulation de biofongicides aebdes ses principes actifs contreRe
infestans En revanche, le pouvoir antifongique de I'huigsentielle de sauge s’avere moins
important que celui de ses poudres et de ses tsxagiieux. Dans ce sens, une forte activité
antifongique est enregistrée pour I'ensemble deslf@s et des extraits aqueux de la gamme
de plantes testée. On peut recommander a titreeptiEv’utilisation particuliere des extraits
aqueux du pistachier lentisque, du pacanier, dedathe a feuilles rondes, de la sauge et du
romarin par arrosage ou la production et I'incogpion dans le sol d’'un biocompost a base de
poudres de toute la gamme de plantes testée.|Rarsgil'analyse moléculaire en utilisant les
ITS5 a permis lidentification, apres séquencagke élast dans le NCBI, d'une soucheTde
atroviride et dix souches d@&@. asperellumqui ont affirmé un potentiel antagoniste tres
intéressant et peuvent étre préconisés comme agentste biologique contre le mildiou de
la pomme de terre, selon différents modes d’apjpdicall serait notamment plus judicieux de
recommander l'incorporation des isolats suivant,. T4, T5, T6, T7, T8, T9, T10 et T11
dans le sol, avant plantation.

Mots clés: Trichoderma atroviride T. asperellum Phytophthora infestans Activité
antifongique, Activité antagoniste.
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Abstract

Trials on biocontrol against a late blight of potab in Algeria: Antifungal
effects of plant extracts and antagonistic effectef the genusTrichoderma
on Phytophthora infestans (Mont.) De Bary.

Late blight of potato is experiencing a resurgefckowing the recent emergence of
aggressive strains éfthytophthora infestansesistant to systemic fungicides of phenylamides
group whose active ingredient is a metalaxyl. le tesearch framework for alternative
methods against this disease, this study focusexhtifungal power plants and their extracts,
and antagonistic activity of 11 Algerian isolategnus Trichoderma whose, seven are
isolated from the rhizosphere of potato’s producterea and four from egg masses of
nematods genubleloidogynetaken from the root galls of tomato’s plants, octiéel from
different localities. Indeed, the basic test plamsparations are represented by essential oils
of three species namely citrus, orange, lemon,dreag and that of the sage and the aqueous
extracts and powders of a range of plants namalitjen horsetail, sage, pecan, rosemary,
Pistacia lentiscusFragrant mint and the Mediterrand@osidonia The results have affirmed
the effectiveness of certain preparations testeahtpl and some antagonist isolates by
reducing the inoculum and the development of treeale, according to some modes of
application. The study of the antifungal activitydachemical analysis by GC-MS of citrus
essential oils confirm the effectiveness of thegharot essential oil according its minority
compounds, including oxygenated monoterpenes peseoy nerol, neral, geraniol and
geranial. It would be important to optimize thearfprmance by other extraction methods, or
choose a more plant material rich in these compsdadthe formulation of biofungicides
against theP. infestansHowever, the antifungal power of the sage esakaii is less than
that of its powder and its aqueous extracts. Ia #@nse, an important antifungal power is
recorded for all powders and aqueous extractseofdhge of the tested plants. A preventive
measure can be recommended particularly, the usgudous extracts éfistacia lentiscus
pecan, Fragrant mint, sage and rosemary by wateritige production and incorporation into
the soil of a biocompost based on powders of thgaaf tested plants. Moreover, molecular
analysis using the ITS5 allowed the identificatiafier the sequencing and the blast in NCBI,
only one strain of. atrovirideand ten strains df. asperellunthat reported a very interesting
antagonist potential and may be recommended asdmal control agents against a late
blight of potato, according different methods oplgation. It would be wiser to recommend
the incorporation of the following isolates: T2,,T¥b, T6, T7, T8, T9, T10 and T11 in the
soil before planting.

Keywords : Trichoderma atroviride, Trichoderma asperellumPhytophthora infestans
Antifungal activity, Antagonistic activity.
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INTRODUCTION

Parmi les produits agricoles de base, la pomenéede Solanum tuberosurh.), occupe
une place prépondérante dans les régimes alimesidérnombreux pays. Au marché mondial
et européen, elle occupe la cinquiéme place apr€aihne a sucre, le mais, le riz et le blé sur

le plan de consommation (FAO, 2012).

La pomme de terre est cultivée dans 170 paysegroupent plus de trois quarts de la
population mondiale. L’Asie et I'Europe sont lesugpgrands pays producteurs de la pomme
de terre, représentant plus de 80 % de la produationdiale, ou la Chine et I'lnde sont les
leaders avec le 1/3 de la production mondiale.eCadtniere a augmenté de 20 % au cours
des vingt dernieres années, pour atteindre 369omsllde tonnes en 2012 pour 20 millions
d’hectares (FAO, 2013).

En Algérie, son utilisation en alimentation humea en plus de sa valeur énergétique élevée
comparee a d’autres aliments, en fait qu’elle Isdiégume le plus recherché au niveau de nos
marchés. Sa consommation est en constante augroergaisa demande est de plus en plus
forte, alors que sa production n'avoisine que 4.£4® tonnes sur une superficie d’environ
139 000 ha (FAO, 2014b).

En culture, la pomme de terre fait I'objet déajiies de plusieurs agents phytopathogénes et
ravageurs notamment des champignons, des bactéegesirus et des nématodes, pouvant
soit occasionner des pertes séveres de rendenoéntdésériorer la qualité des productions
(Mulder et Turkensteen, 2005).

En effet, le mildiou ou brulure tardive de lanpobe de terre, causé par 'oomycete
Phytophtora infestanMont de Bary., est considéré comme la maladidua pedoutable sur
la culture de pomme de terre en abaissant sa éudlgon rendement, lorsque les conditions
climatiques sont favorables (Fry et Goodwi®@97; Ghorbani etl., 2004 ; Mizubuti et
al., 2007).

En outre, cette maladie n'a pas cessé de failerd'encre depuis son apparition dramatique
en Irlande en 1845-1846 ou elle a engendré unalgriamine qui a entrainé la mort de plus
d'un million et demi d'habitants et la migration2imillions et demi de personnes (Andrivon,
1995 ; Andrivon, 1996 ; Fry ei., 1993, Fry et Goodwin, 1997).

Cette maladie se manifeste la ou la culturetexirtout dans le monde et aujourd’hui
encore, elle reste le principal facteur la limitantI’échelle mondiale (Duvauchelle et
Andrivon, 1996). Les épidémies causées par cettggeytopathogéne sont extrémement
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rapides en conditions favorables a cause du nomnéseimportant de sporanges qui sont
produits et la courte période d’'incubation (Mizubet al., 2007). En zone tempérée, les
conséguences économiques sont fréquentes et gtavesttaque précoce peut entrainer des
baisses de rendement de plus de 50 % mais peujustfju’a la perte totale de la récolte. Une
attaque plus tardive détériore la qualité des tubes (Goodwin etal., 1995;
Zwankhuizen,1998).

Aussi, des souches agressives de I'agent cdasedtte maladie, la plupart résistantes aux
fongicides systémiques courants, ont fait leur @ppa ces derniéres années, créant de
nouveaux défis pour les producteurs de pomme de {i€uepper et Sullivan, 2005).

Jusqu’a présent, la lutte chimique reste le moyeahtréle le plus utilisé contre le mildiou
de la pomme de terre, classant la culture parmegaltilisant le plus de fongicides
(Rakotonindraina, 2008).

En effet, la lutte contre le mildiou de la pomrde terre repose essentiellement sur
I'utilisation par alternance de fongicides de cohtat d'autres systémiques selon les
conditions climatiques. Toutefois, I'utilisation ssve de fongicides systémiques a conduit a
la sélection d’isolats résistants a ces matieréises; qui appartiennent principalement au

groupe des phénylamides tel que le métalaxyl (&@i€iohen, 1996).

Cependant, l'utilisation des fongicides a rerm®rplusieurs contraintes qui s’expliquent
aussi bien par leur codt élevé, que par leurssfféfastes sur I'environnement et sur la santé
des consommateurs. Ainsi, la création d'une noavediratégie de lutte contre le
développement des maladies des plantes, pour aseidh demande publique dans la
réduction d'utilisation de pesticides est nécessBiepuis quelgues années le monde agricole
s’oriente vers une agriculture durable et raisoner@aléveloppant le concept de protection
biologique intégrée dite lutte biologique, par éeherche de méthodes alternatives a la lutte
chimique (Bekepe tl., 2006).

Dans ce sens, les travaux de recherche se gentés sur les dérivés des plantes et leurs
métabolites secondaires a pouvoir antifongique.r lagplication possible dans l'agriculture
est intensifiee en développant la recherche modemregrochimie (Costa at., 2000 ; Negi
etal., 2005).

L’aromathérapie s’avére une voie intéressantér @ phytoprotection ou de nombreux
extraits de plantes se sont affirmés éfficaces pleurs propriétés antibactériennes,

antifongiques et insecticides. Des produits nasusallés de ces végétaux semblent étre I'une
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des alternatives de produits chimiques et surtaidnmjconnait qu'ils n’ont aucun impact sur
I'environnement et sur ’lhomme (Varma et Dubey,2)99

Dans ce contexte, des travaux ont porté sutiliee antifongique de certains extraits et
huiles essentielles de plantes coftrénfestangRashid etl., 2004 ; Krebs eal., 2006).

En paralléle, de nombreux agents fongiques &géhians ont été largement utilisés dans la

lutte biologique contre de nombreux agents phytupgnes (Sharma et Pandey, 2009).

Certaines especes deichodermaont été évaluées pour leur potentiel antagoniste et
hyperparasite (Harman et,. 2004; Benitez etl.,2004; Avila-Miranda etal., 2006). Elles
ont été utilisées contre un large spectre d’agehtgopathogenes. Leur antagonisme se
manifeste généralement par une compétition, un paresitisme ou encore par une antibiose.
Ces mécanismes peuvent intervenir seuls, en asisociau séquentiellement (Lepoivre,
2003).

Notre objectif dans ce présent travail est dggpser la recherche adeéthodes alternatives
contre le mildiou de la pomme de terre causéRtgtophthora infestanlont. De Bary., en
se basant sur l'utilisatiodes plantes et leurs extraits ainsi que des anistgs fongiques du

genreTrichoderma Notre approche s’articule donc sur deux princxpaniets :

- La recherche de plantes et leurs extraits pouvanit des activités antifongiques sur
Phytophthora infestans

- La recherche des isolats du gefmchodermade différentes localités d’Algérie et
I'étude de leurs effets antagonistes Bhytophthora infestans

Les résultats obtenus permettront I'identificatt@nbiomolécules a partir de plantes pour la
production de biofongicides et la sélection daslantagonistes du genfeichodermaa
I'égard deP. infestanslls détermineront leurs doses propices et |leuosles d’utilisation

judicieux pour leur utilisation dans la gestionrdildiou de la pomme de terre.
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1. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 Généralités sur la pomme de terre

1.1.1 Origine et historique

La pomme de terre existe depuis plus de 80Q@EHasst originaire dAmérique du sud, plus
exactement pres du lac Titicaca dans les hautsapbaiandins de la cordillere des Andes au
sud du Pérou et au nord de la Bolivie (Spooned.e2005). Elle fut introduite en Europe
par 'Espagne, il y a plus de quatre siécles ed,1j5dis en France et en Angleterre. Propagée
aussi bien par les anglais que par les espagaofmrhme de terre a gagné le reste de
'Europe. Depuis, elle s’est répandue dans le m@mtiier (Robuchon, 1994 ; Rousselle et
al., 1996).

En Algérie, son introduction fut réalisée par fencais a partir de 1856 ; en 1898, le pays
était déja exportateur de pomme de terre (Stamst®i’r7), sachant que durant les années 40,
elle était productrice de plants de pomme de @estinés a couvrir ses besoins en semences.
Le blocus en méditerranée pendant la seconde guemediale n'a pas permis les
approvisionnements a partir de la Bretagne frapcai®u le fait que la nécessité de produire
les plants était de nouveau ressentie ; et le preprogramme de I'Algérie indépendante
avait démarré en 1969. La période de 1970 a 1978rmmis de maitriser les techniques de
multiplication avec la formation des contréleurd’ehcadrement de la production (Haddad,
2008).

1.1.2 Données botaniques

La pomme de terrolanum tuberosunest une plante herbacée avec un port dresse, qui
peut atteindre 0.6 a 1.0 m de hauteur plus ou n#iadé avec I'age. C’est une vivace grace a
ses tubercules, a condition que le climat leur pétent de survivre a la saison froide, mais
qui est cultivée comme une plante annuelle (Arv@attouin, 2007).

bY

Son systeme racinaire est fasciculé et trés fiamiil a tendance a s'étendre
superficiellement mais peut s’enfoncer jusqu’ar@.8e profondeur. Il est constitué de racines
adventives qui apparaissent a la base des bourgeongercule ou sur les nceuds des tiges
enterrées (Rousselleadt, 1996).

La pomme de terre présente deux types de tiges :
Des tiges aériennes, a section circulaire owlairg, sur lesquelles sont disposées les

feuilles qui naissent a partir de bourgeons présaunt le tubercule utilisé comme semence.
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Elles sont herbacées, succulentes et peuvesihgit de 0,6 a 1,0 m de long (Arvy et
Gallouin, 2007).

Des tiges souterraines, qui sont les stolons, lesguelles apparaissent les tubercules
(Rousselle eal., 1996).

Les feuilles sont caduques, alternes de 10 @rRde long. Elles sont insérées sur la tige
selon une phyllotaxie spiralée, de rapport 5/13esEkont composées et comptent 7 a
9 folioles de forme lancéolée et de taille hétéenegéle toutes petites folioles s’intercalant par
paires entre les plus grandes; les feuilles baspkuvent parfois étre entieres. Elles
présentent des poils a leur surface, en quantitébla selon les cultivars (Bock, 2012).

L'inflorescence est une cyme qui nait a I'extiténde la tige, pouvant compter 1 a 30 fleurs,
et 7 et 15 en moyenne. Le nombre d’inflorescentds Bombre de fleurs par inflorescence
varient fortement selon les cultivars. Les fleufsin diametre de 3 a 4 cm, sont régulieres, a
symétrie pentamére et de couleur jaune clair ongarerdatre (Bock, 2012).

Les fruits de la pomme de terre sont des ba@s comestibles, groupées en grappes
terminales et de formes sphériques, allongées oides. Leur diameétre varie de 1 a 3 cm et
leur couleur peut virer du vert au vert jaunatne,du marron rougeatre a violet (Huaman,
1986).

Les tubercules sont comestibles, de taillembbes et de formes oblongues, plus ou moins
allongés, cylindriques, lisses ou bosselés selpvdeiétés. A leur surface, on peut observer
des yeux alignés sur cing génératrices et dispssim une courbe hélicoidale qui court
depuis la cicatrice basale jusqu'a I'apex. La coulie la peau est généralement jaune, mais
peut étre rouge, noire, ou rosée. La couleur dehkdr est blanche, jaune plus ou moins
foncée, rose ou violette selon les varig¢isck, 2012).

1.1.3 Cycle de développement de la culture

Le cycle de développement de la culture de pordméerre dure environ trois a quatre
mois, depuis le semis jusqu’a la destruction depiéaeil végétatif (Martin, 2004). 1l se

déroule en trois phases principales :

- Phase de germination dite de croissance : Lorsqu’un tubercule gerniépkmté en
terre, ses germes se transforment en tiges fesitj@e donnent, au-dessus du sol, des

rameaux, et en dessous des stolons (Madec, 19d6ntarry, 2007),

- Phase de tubérisation Elle commence par l'arrét de I'élongation deslastis et la
formation des ébauches des tubercules, qui une difiérenciés, vont grossir en

emmagasinant des substances de réserve forméds dgmmeétabolites synthétisés par
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la plante au niveau du feuillage. La maturation dt@sercules se traduit par un
jaunissement du feuillage suivi d’'un desséchenwat tu systéme aérien (Jolivet, 1969
in Montarry, 2007),

- Phase de repos végétatif Aprés la récolte, les tubercules méme placés dias
conditions optimales de température et d’humidé@gars bourgeons sont incapables de

croitre pour produire des germes.

A la fin du repos végétatif, le germe entre mmissance s'’il 'y a pas de dormance induite
par les conditions du milieu (Madec, 1966 in Monta2007).

1.1.4 Conditions de développement de la culture

La pomme de terre s'accommode a tous les typesold, a I'exception des sols salés et
alcalins. Elle préfere les sols profonds, fertillsmeubles. Elle s’adapte aussi bien aux
régions tropicales qu’aux régions plus froidede stussit le mieux sous les climats tempérés

humides et brumeux (Bamouh, 2003).

La température représente donc un facteur dhjmattres important pour le développement
et la croissance de la pomme de terre. Cettesance est ralentie & moins de 10°C et ses
parties foliacées gélent a moins de 1°C. La teatpgx optimale pour la végétation semble
se situer entre 15,5 et 21°C (Clarys, 2005).

Cette plante est tres exigeante en azote, esppbee et en potassium. D’ailleurs, une bonne
alimentation en potassium améliore la qualité ddwercules et réduit leur sensibilité aux
agressions que subissent les racines. L'acide pbaspe est un facteur de précocité qui
favorise le développement racinaire. L'azote fas®ie développement du feuillage ainsi que,

la formation et le grossissement des tuberculesg&ale etl., 1996).

1.1.5 Importance économique

La Pomme de terre est une culture stratégiqueexzellence, que ce soit dans les pays
développés ou ceux en voie de développement. Eledaine valeur énergétique
considérable ; et elle constitue I'une des plusdga cultures vivrieres dans le monde.

Cette plante est essentiellement connue pourtiisations diverses dans I'alimentation de
’homme, lI'animal et dans les industries de tramsédgion (FAO, 2008 ; FAO, 2012). La
pomme de terre est cultivée dans 170 pays quiupegnd plus de trois quarts de la population

mondiale.

Sa production mondiale a augmenté de 20 % as des vingt dernieres années, pour des

superficies cultivees de 20 millions d’hectaregyrpatteindre 325 millions de tonnes en
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2010 (Barat et Bernabé, 2012), 375.1 millions ded¢s en 2011, 370.6 million de tonnes en
2012 et 376.5 millions de tonnes en 2013 (FAO, 2p14

http://www.potatopro.com/world/potato-statistics.

L'Asie et 'Europe sont les plus grands paysdpoteurs, représentant plus de 80% de
production mondiale. La Chine et I'Inde sont leadiers représentant le un tiers de

production mondiale (Bova, 2012).

L'Algérie est classée parmi les pays peu produsteamme, I'Afrique du Sud, I'Egypte, le
Maroc et le Malawi qui totalisent plus des troisags de la récolte du continent africain
(Kouamé, 2003).

1.1.6Situation de la culture de pomme de terre en Algéei

Parmi les filieres stratégiques en Algérie, dame de terre est classée deuxieme apres les
céréales avec des productions respectives de 448 x et 38.5X168gx, viennent ensuite
les filieres agrumicole, phoenocicole et oléicolkee@ des productions respectives de
11.1X1C0qx , 7.24X16qx et 6.1X16gx (Minagri, 2012).

Elle est classée deuxieme en superficies prapresculture de la pomme de terre apres
I'Egypte et derniére, c’est-a-dire quatriéme apeélaroc, la Tunisie et 'Egypte par rapport
au rendement de sa production, mais égalemenstegiie par son exportation insignifiante

qui la classe également derniere par rapport &asspays du MaghrelfLefki, 2008).

La pomme de terre est cultivée sur tout lettsrd, y compris dans les oasis du sud du pays,
avec l'apparition récente du bassin spécifique @kkd, ou la pomme de terre est devenue
une spéculation majeure en quelques années. Bn sffon retient les quinze wilayate ou
elle occupe plus d’'un millier d’hectares, on powiars distinguer dans les zones du littoral et
du sublittoral, trois bassins de production repné&e a 'Ouest par les wilayate de Tlemcen,
Mostaganem et Chlef, au Centre par les wilayatendBefla, Tipaza, Alger, Boumerdes,
Bouira et Tizi- Ouzou, a 'Est par la wilaya de I8k sur le littoral et de Guelma, Setif, Mila
et Batna a l'intérieur. Les wilayas d’El oued, Mais; Mostaganem et Ain Defla sont les
principales zones productrices (Chehat, 2008).

Les variétés Spunta, Désirée, Kondor, Batinaai¢ et Atlas sont les plus cultivées en
Algérie (MADR, 2011) ; la variété Spunta reste laspdemandée sur le marché national en
raison de sa production abondante grace a son taégetal intense, et malgré sa sensibilité
a plusieurs maladies fongiques tel que le mild@ugmar, 2012).
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La plasticité culturale et la courte période aeissance et de développement de cette
culture permet la réalisation de trois récoltesgma(Chehat, 2008).

En terme d’importance, les cultures de saisdan{gtion janvier-mars) sont dominantes,
suivies par les cultures d’arriere-saison (plaatajuillet-ao(t), et enfin viennent les cultures

de primeur (plantation octobre-novembre) (Cheh2®82.

Cete filiere demeure fragilisée par une dépendanceuaceau marché extérieur de la
semence a I'amont et par un dysfonctionnement deis® en marché de sa production en
aval (Omari, 2008).

Le déficit en semences est chronique car I'Algénporte la majorité de ses besoins en
semences de pomme de terre d’Europe, qui couvésrgrglement, une partie de la primeur et
toute la culture de saison. Pour les besoins dedfa-saison en matiére de semences, ils sont
assurés par la production nationale dans leurt@&{@mrar, 2005).

En effet, la quantité de semences de pommerceitBportée est passée de 90 000 tonnes
en 2009 a plus de 100 000 tonnes en 2010 et d®dd3onnes en 2011 a plus de 130 000
tonnes en 2012 avec 80% de cette quantité quiepamsle port de Mostaganem, et le reste
est réparti entre les ports d’Oran, d’Alger et T&(@uamar, 2012).

Par ailleurs, la production de pomme de terreafsommation est de 4.219.476 tonnes sur
une superficie d’environ 139 000 ha en 2012 (FA@,3).

Un bilan détaillé de production et superficie pigmme de terre de consommation en
Algérie a été élaboré par le DRDPA, durant la mii®011-2012, selon les différentes
régions et les types de cultures de pomme de (fEatdeau 1). En effet, la production globale
a atteint 3725882 tonnes sur une superficie de A %A avec la plus grande part pour la
pomme de terre de saison qui couvre un maximumedeilis en terme de superficie ou en
terme de consommation avec 53.33% en superfici®7eét% en terme de production au
niveau surtout des plaines intérieures, les suthrdux et sublittoraux et hauts plateaux
(DRDPA, 2012).
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Tableau 1. Bilan de la culture de pomme de terrde consommation en Algérie durant
la Campagne 2011/2012 (DRDPA, 2012).

Types de Primeur Saison A/ Saison Total
culture
Superficie | Production | Superficie | Production | Superficie | Production Superficie | Production
Régions| (Ha) (a) (Ha) (a) (Ha) (a) (Ha) (M
Hauts ; ; 13637 | 3545225 4799 1102 426 18 436 ¢
Plateaux
Plaines
. - - 22 320 7 697 502 21131 6 174 659 43 45]1 1 387 216
Intérieures
Littoral et
) 4821 1050012 14 498 4 647 141 5924 1215153 2435 691 230
Sublittoral
Sud - - 13 395 5 456 393 19 185 6 370 32( 32580 1182671
Total 4 821 1050012 63 850 21 346 261 51 039 14 862 558 119 710 3 725 882
% 4.02 2.8 53.33 57.2 42.63 39.89 100 100

1.1.7 Principaux problémes phytosanitaires de laggnme de terre

La production de pomme de terre est confrontée axombreux stress abiotiques et

biotigues, comme les attaques de divers pathog&besavageurs, notamment les

champignons, les bactéries, les virus, les insettess nématodes (Mulder et Turkensteen,

2005).En effet, les maladies phytopathogenes peuvenbsodsionner des pertes sévéeres de

rendement, soit détériorer la qualité des produostitiarmel eal., 2008).

Parmi les maladies, le mildiou causé Painfestansest la maladie la plus redoutable

de la pomme de terre et méme de la tomate nonmsentedans les régions tempérées,

mais pratiquement dans toutes les zones de produtdé ces cultures dans le monde (Fry
etal., 1993).

1.2 Généralités sur la maladie

1.2.1 Historique

En Amérique du nord, le mildiou de la pomme efeet fut observé pour la premiére fois en

1843 pres de Philadelphie aux Etats-Unis (Lacrb®99), alors que, la premiére épidémie en

Europe remonte a 1845. Elle démarra en Belgique,qaupropagea, vers la Suisse, la France,

le sud de I'Angleterre et en Irlande ou elle prav@gqune catastrophe alimentaire sans
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précédent. En Irlande, en 1845 et 1846, la dévasttitale des récoltes de pommes de terre
par le mildiou fut lourde de conséquences. Un omiliet demi d’Irlandais moururent de faim,
et deux millions et demi furent contraints d’émigaex USA et au Canada (Woodham-Smith,
1962.in Austin Bourke, 1964 Hampton, 1992, Fry etl., 1993). En Afrique, la maladie a été
détectée pour la premiere fois en 1941 (Sedigal.e1997).

1.2.2 Symptémes

Le mildiou, causé pdPhytophthora infestanattaque toutes les parties de la plante (Figure
3a), les jeunes pousses, les feuilles (Figureselit), les pétioles (Figure 1d2), les bouquets
terminaux (Figure 1b2), les tiges (Figure 1 dl)lest tubercules (Figures le et 1f). Ses
symptébmes développés trois a cing jours apresetiitn, se manifestent par des taches
aqueuses circulaires ou irrégulieres aux extréemiés feuilles basales, décolorées et
entourées d’'un halo jaune sur la face supériewsdealelles, elles s’agrandissent et prennent
une coloration brunatres foncées. Sur la faceieié des feuilles; et en conditions humides,
les fructifications du champignon apparaissentlsysourtour des taches sous forme d’un
duvet blanchéatre (Paitier, 1980).

Sur tige, le symptéme typique est une nécrosgeétre violacée, s’étendant sur 2 a 10 cm a
partir d'un nceud. Par temps humide, cette nécresmgvre d’'une pulvérulence blanche ou

grisatre, formant des organes de multiplicatiopdtnogene (Rousselleadt, 1996).

L'infection des tubercules se manifeste surdauppar des lésions grisatres irrégulieres
tandis que, la chair présente une altération ddeaowrunatre avec une texture souvent
granuleuse. Il en résulte une pourriture séche uthertule (Thurston et Shultz, 1981 ;

Henfling, 1987).
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Figure 1. Symptébmes du mildiou sur plants de pommee terre au champ a Bourkika
(Tipaza) (Moumene etal., 2012)

a: Dégénerescence des plants au charpet ¢ : Symptdomes foliaires respectivement sur la face
supérieure (bl) et sur la face inférieure (dL;: symptémes sur tige d2 : sur Pétioles ; 3b2 sur les

bouquets terminauxe etf : Symptémes respectivement sur la peau et sur ladbstubercules.

1.2.3 Importance économique de la maladie

Le mildiou est une maladie fongique redoutal@déadpomme de terre. Ces dernieres années,
des souches extrémement agressives, la plupastardss aux fongicides synthétiques
courants ont fait leur apparition, créant de nouxe#éfis pour les producteurs de pommes de
terre et de tomates. Elle peut détruire toute @nelte et se traduire par une perte compléte de

rendement (Kuepper et Sullivan, 2005).

En effet, en moins de trois semaines, une aillier pomme de terre peut étre entierement
détruite (Gaucher eal., 1998). Les attaques précoces induisent une dtiom de la
photosynthése, alors que les attaques tardivesusmm a une baisse de la qualité des
tubercules (Radtke et Rieckmann, 1991 ; Dubo&.e1996).
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1.2.4 Cycle biologique de la maladie

Le cycle biologique dP. infestansomprend un cycle sexué et un cycle asexué (FRure
Ce dernier est la force motrice assurant les epepolycycliques rapides, qui peuvent étre
observées dans les cultures de pomme de terre ngeladaaison de croissance (Kessel et
Forch, 2006).

Les sporocystes constituent l'unité de la repetdn asexuée. lls germent selon la
température, soit par la libération de zoosporeslioectement par émission d'un ou de
plusieurs tubes germinatifs (Harrison et LoweQ)9 Ces propagules seront a l'origine des
contaminations secondaires. L'infection des tubescse fait souvent par les zoospores de
P. infestansqui sont facilement drainées avec l'eau d'irragatou des précipitations. Le
pathogene infecte les tubercules au niveau descddies, des yeux, des stolons ou des

blessures mais ne pénétre jamais a travers legogra(Swiezynsky etl., 2001).

On distingue trois périodes dans le cycle du imildlurant une année : la survie hivernale,
I'installation de I'inoculum primaire au printempet la multiplication des cycles et une
extension de la maladie en été. Le champignon gddsser sur les débris de récolte puis,
réapparait a l'air libre au printemps suivant. thet des spores qui vont se propager sur
d’autres plants si les conditions sont favorablesasoir une humidité élevée et une
température d’environ 20°C. La propagation estsalapide, le feuillage se desséche, les

spores tombent au sol et se fixent au tubercule [pofecter (Figure 2).
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- Cycle asexué - Cycle sexue

Figure 2. Cycle de développement du mildiou de lagmmme de terre dapres :

http://www.eucablight.org

1.3 Généralités sur I'agent pathogene

1.3.1 Systématique

Le genrePhytophthorasignifie destructeur de plantes. Il regroupe emviB5 especes,
appartenant a la classe desmycétegjui sont essentiellement terrestres, mais en pcésen

d’eau, elles produisent des zoospores mobiles.

lIs forment un genre important responsable dabreuses maladies de plantes au sein de la
famille desPythiacées et de I'ordre desPéronosporales Phytophthora infestansa été

longtemps considéré comme tousdesnycetesin champignon, cependant il a été classé dans
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le Regne des Straminopila. Lesmyceteprésentent une croissance filamenteuse qui les fait
ressembler & des champignons mais les connaissactcedles sur leur structure amene a les
apparenter plutét aux algues bien que, contraireraenes derniéres, ils n'aient pas de

chlorophylle (Legemble, 2008).

1.3.2 Aspect cultural dePhytophtora infestans

P. infestansse comporte dans la nature comme un biotrophgaibire (Isaac, 1992 ;
Kosack et Parker, 2003), sans capacité de surpe@aytique, mais il peut tout de méme
étre isolé et cultivé en milieu de culture articiEn culture, les colonies ¢ infestansont

aériennes, blanchéatres et a aspect laineux (Andri/@95) (Figure 3).

Figure 3. Aspect cultural des isolats (Al et A2) e Phytophthora infestans issus

d’Algérie, sur milieu gélosé a base de petit poisMessgo-Moumene etal., 2012 et
Moumene etal., 2012)

1.3.3 Morphologie

P. infestanspossede un mycélium coenocytique hyalin et ureld@pement endogéne
(Chamont, 2010). Le caractére morphologique praicife ce pathogéne est la présence de
renflement ou de gonflement au niveau des sitearddication en particulier aux points de la
formation des sporocystes (Thurston et Schultz119Bigure 4a). Ces derniers en position

terminale ont une forme et une taille variable séés isolats.

Les sporanges citriformes présentant une papjleale, renferment des cellules mobiles
appelées zoospores qui assurent la reproducticuéseCes zoospores se déplacent grace a
deux flagelles dissemblables (Bouchetlet 2000). Les oospores sont pour la plupart de
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forme aplérotique avec un diametre moyen d'envd@pm (Gallegly et Hong, 2008) (Figure
4b). Les oogones sont globuleuses, d’'un diametrd7dgm, alors que les anthéridies sont
amphygines et généralement de forme allongée (@pkt Hong, 2008).

Figure 4. Morphologie de la forme asexuée (a) et da forme sexuée (b) d’'un isolat de
Phytophthora infestans provenant de la région de Ain Defla, Algérie (G: X500)

(Moumene etal., 2012)
M : Mycélium,S : Sporange( : OosporeA : Anthéridie

1.3.4 Spécificité parasitaire

Le genrePhytophthoraregroupe 100 especes différant par leur physielegileur spectre
d’hétes. P. infestansest responsable du mildiou de la pomme de tereda tomate. A
I'inverse, certaines especes telluriques confmecapsiciou P. parasitica présentent des
gammes d’hétes beaucoup plus larges, intégrantldpapg des solanacées maraichéres.
Comparativement aux études menées sur le mildieu la pomme de terre, peu de
données sont disponibles concernant la naturdruatsre et I'évolution des populations de
P. infestansttaquant la tomate. Cependant, elles mettentielerse une certaine adaptation,
voire spécialisation, d®. infestansa la tomate, ainsi qu’une structuration différegts
populations isolées sur une culture ou l'autre @rdget al, 1995 ; Lebreton et Andrivon,
1998 ; Vega-Sanchet al, 2000 ; Knapova et Gisi, 2002, Wangsombooreted, 2002).

Les populations pathogénes sur tomate semblecdre plus dynamiques que celles
attaquant la pomme de terre, et des épidémies\aesesur cette culture peuvent provenir de
la dissémination d’'une seule lignée clonale éphénggri ne sera pas forcément observée
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ailleurs. De plus, elles présentent un cycle biojog sensiblement différent de celui observé
sur pomme de terre, caractérisé par un stadeoplw plus prononcé (moins de biomasse,

peu ou pas de nécroses), et une sporulatiocogeéet abondante (Fey al, 2009).

1.4 Contréle du mildiou de la pomme de terre

Plusieurs méthodes de lutte sont préconisédseclenmildiou de la pomme de terre.

1.4.1 Méthodes préventives et prophylactiques

Le meilleur moyen préconisé actuellement cotgrenildiou de la pomme de terre est
d’abord l'utilisation de tubercules sains puis, iten au maximum les sources d’inoculum
primaire en éliminant principalement les tas dehdés et en effectuant des rotations

culturales pour éviter les infections par les oospo

La prophylaxie contre cette maladie doit sesaaner a long terme. Il faudrait que
'ensemble des producteurs, évite de laisser pendlaiver, des organes contaminés
susceptibles de rester vivants le pathogene esed@évelopper au printemps suivant
(Legemble, 2008).

1.4.2 Lutte chimique

L'utilisation des fongicides de contact, dontrfeatiére active est le cymoxanil ou des
fongicides systémiques pour lesquels le métalaggiplacé plus tard par le mefenoxam
représente la matiere active la plus importanteste la principale mesure de lutte contre le

mildiou de la pomme de terre (Duvauchelle et Analivi996 ; Andrivon et Lebreton, 1997).

Toutefois, l'utilisation massive des fongicidsgstémiques a conduit a sélectionner des
isolats résistants a ces matieres actives, quira@maent principalement au groupe des
phénylamides. De plus, les effets nocifs de I'emples pesticides sur la santé des
consommateurs et sur I'environnement aménent alijouira les utiliser d’'une fagon plus
raisonnée. Ainsi, des systemes de prévisions dapuas ont été développés afin de
rationaliser I'utilisation des traitements chimigyaréventifs (Montarry, 2007). Cependant, la
lutte contre le mildiou de la pomme de terre rdsieée sur l'utilisation par alternance de
produits chimiques de contact et systémiques, eantecompte des conditions climatiques
(Gisi et Cohen, 1996).
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1.4.3 Lutte génétique

La meilleure alternative a l'utilisation des @pcides est la lutte génétique. De nombreux
programmes reposant sur lintroduction de genesédestance ont été engagés, pour la
sélection de variétés de bonne valeur agronomitjume bonne résistance au mildiou. Ces
programmes se sont longtemps basés sur l'intraslucke résistances spécifiques, a caractéere
monogénique. Actuellement, onze de ces génes énténtifies et introduits chegolanum

tuberosuna partir deS. demissum

Des genes similaires ont également été idestifldez d'autres espéces apparentégs a
tuberosumtelles queS. bulbocastanun®. berthaultiou S. phurejaCependant, ces génes
sont trés rapidement contournés par les populaparasitaires et ne peuvent constituer a eux
seuls une méthode de lutte durable. Les sélectivangorientent vers la recherche de

résistances polygéniques (Montarry, 2007).
1.4.4 Lutte biologique

Au cours des deux dernieres décennies, de nomlbravaux ont été menés dans le but de
rechercher des méthodes de protection du rendgrhentespectueuses de la santé humaine
et de I'environnement (Ngamo et Hance, 2007).

Avec I'avenement des techniques de biologie muéére et dans le cadre de la recherche de
méthodes alternatives de protection des cultutasiqurs laboratoires académiques et publics
ainsi que des entreprises privées dans le mondsgraeintéressés au développement de la
lutte biologique, associée souvent a [l'utilisatiafe biopesticides. En effet, leur
développement dont 'usage des phytopesticidesiymode la biodiversité locale, se présente
aujourd’hui comme une alternative prometteuse. @nsens, différents essais ont déja mis
en évidence l'action de certains extraits végétauxies huiles essentielles contre I'agent

pathogene du mildiou de la pomme de terre (Blaets8teiner, 1998; Neuhoff at., 2002).

Par ailleurs, le comportement de plusieurs espélePhytophthoraest influencé par les
micro-organismes du sol induisant soit la stimolatsoit 'antagonisme (Malajczuk, 1983).
Ainsi, des bactéries antagonistes ¢ infestans telles que Xenorhabdus bovienii
(Enterobacteriacege Bacillus sp, Pseudomonassp. et Streptomycessp, pourraient
contribuer a limiter l'infection du feuillage ou sldubercules de pomme de terre (Lacey,
1965 ; Malajczuk, 1983 ; Andrivon, 1994). Selon @ageurs, les difféerents mécanismes
d’antagonisme mis en évidenae vitro ou dans le sol vis a vis da. infestanssont la

fongistasie, la lyse structurale du champignoragtrbduction des antibiotiques. Néanmoins,
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les études de l'activité antagoniste de plusieaddries, virus et champignons vis a vis du
pathogene sont passés a I'expérimentation en gihaimp.

Dans ce sens, I'étude menée en Allemagne paesBl et Steiner (1998), a montré
I'efficacité de 35 extraits de plants vis a vismdildiou de la tomate cultivée sous serre. Ces
auteurs ont rapporté que 32% des extraits ont filta@té comprise entre 50 et 80%, alors
que 5 % de ces extraits sont capables de rédifection a des taux supérieurs a 80%. Les
meilleurs résultats ont été obtenus avec les éxtde Potentilla erecta(90%) et Salvia
officinalis (83%).

1.5 Utilisation des plantes dans la lutte biologicgl

Les plantes ont développé des mécanismes desgéfaturelle pour se protéger, bien avant
gue 'homme ne joue un réle actif pour leur pratect Elles synthétisent une variété de
groupes de composeés bioactifs dans leurs tissustadg comme métabolites secondaires
(Castillo etal., 2010).

Le recours au monde végétal et aux moléculeoupermis aux plantes de se protéger
contre les bioagresseurs devient donc indispenshbtesubstances de défense synthétisées
par les végétaux sont des sources d'inspiratigriudeen plus fréquentes pour la recherche de
nouveaux produits phytosanitaires. Les produitanet ou biopesticides sont de plus en plus

recherchés pour une agriculture durable (RegnaagieR 2008).

Le choix de la lutte biologique par l'utilisatiodes extraits de plantes, de leurs huiles
essentielles ou bien de leurs principes actifsiestsolution prometteuse permettant d’éviter
les effets secondaires causés par les produitsigunes (Arras et Piga 1994; Wilson ait,
1997 ; Wedge edl., 2000). Plusieurs travaux ont montré que begucbextraits possedent
des activités biologiques diverses, y compris actériennes, antifongiques, antivirales,
insecticides et anti oxydantes (Sattar akt 1995 ; Marinkovic et Knezevic, 2002 ;
Obreshkova et Oplachenova, 2003). De nombreux eutemt prouvé leur pouvoir
antifongique contre les agents phytopathogéeneasritplies (Mazzolat al, 2001 ; Smolinska
et al., 2003). La plupart des composés extraits des aggévpnt montré des effets sur la
croissance mycélienne de plusieurs champignonopatfiogenes et sur leur sporulation et
leur germination, soit a la limite un effet fongistiue pour compléter l'inhibition (Castillo et
al., 2010).
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En effet, le pouvoir antifongique et antibaaéri des extraits d'alliacées est lié
principalement aux composés phénoliques et orgalforés. Ainsi, I'activité antifongique
des extraits a base d'ail et d’'oignon était remabde sur de nombreux champignons
phytopathogénes tels qudternaria tenuis Aspergillus niger Verticillum albo-atrum et

diversFusariumparmi lesquel$-usarium oxysporurat Fusarium poae

Dans ce sens, plusieurs plantes ont été véémislans le cadre de la lutte corfre
infestans mais, les extraits a base de ciboulette chinfidium tuberosur étaient tres
efficaces contre cet agent pathogene (Blaesereete8t 1998; Neuhotét al, 2002 ; Heinz et
al., 2006).

by

Les composés a large spectre antifongique appadnt a trois grandes familles
chimiques: les phénylpropanoides et les substapténoliques (Cakir etl., 2004;
Chuang estl., 2007), les terpénoides et les stéroides (Grandle £092), les alcaloides et les
composeés azotés (Cowan, 1999).

Il a été rapporté que cette activité dépendialiastres métabolites secondaires tels que les
saponosides et les huiles essentielles (Morréd.e11997; Youssef et Tawil, 1980 ; Bajpai et
al., 2007).

Les huiles essentielles sont obtenues par aeptrant a la vapeur d'eau, par distillation
séche ou par procédés mécaniques. Elles se distihgar leur volatilité. Leurs constituants
appartiennent, de fagon quasi-exclusive, a dewill&srchimiques : par ordre d'importance
les terpénoides (mono et sesquiterpenes) puisphésylpropanoides. Quelquefois, des
produits de dégradation de composés non volatilesng eégalement identifiés (Bruneton,
1999).

Dans ce sens, l'analyse phytochimique et I'étddepouvoir antimicrobien des huiles
essentielles delypericum maculatunHypericum hyssopifoliurat Hypericum heterophyllum
par Gudzic etal. (2002) et Cakir etl. (2004) ont permis l'identification des principaux
composeés a fort potentiel antibactérien et antiiung |l s’agit des monoterpenes, des
hydrocarbures sesquiterpéniques et leurs dérivagemés.

Par ailleurs, la composition chimique des huissentielles varie considérablement en
fonction de plusieurs facteurs liés a la génétigige la plante comme [I'existence de
chémotypes, a sa physiologie car le métabolismensiaire de la plante n'est pas identique a

tous les stades de son développement, mais axssoaditions pédologiques et climatiques.

Enfin le facteur humain, avec le choix de protes analytiques, interfere sur les

constituants des huiles essentielles (Brunetor9)199
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1.6 Utilisation desTrichoderma dans la lutte biologique

1.6.1 Généralités suifrichoderma

Le genreTrichoderma regroupe un ensemble de champignons filamenteuxariiaits et
saprophytes. Il est cosmopolite, tres abondant snsols, les humus, sur les débris végeétaux
en décomposition et les organes aériens des plBiena. qu'il soit considéré comme un
contaminant universel, on le reconnait facilement@ture grace a la couleur généralement
verdatre de ses spores et le port typique de dabdals en forme de quilles (Howell, 2003 ;
Kredics efal., 2003; Johanne, 2005).

L’apport et l'installation d’un agent antagoeisau sein d’'un écosysteme nécessitent la
connaissance du microorganisme, ses modes d’adiorses exigences écologiques
(Bellahcene et Chet, 1990). Les especes$ragodermasont des champignons filamenteux
cosmopolites, caractérisés par leur croissancdealaur capacité d’utiliser divers substrats et
leur résistance a des agents chimiques nocifs {kdeiEveleigh, 1998). Ills constituent les
éléments prédominants de la mycoflore des solsvidesdecosystemes (Danielson et Davey,
1973; Roiger eal., 1991 ; Smith, 1995 ). En effet, Domschakt(1993) ont rapporté que les
Trichodermapeuvent se développer a des températures ditabb a 35°C. Cependant, la
température optimale de croissance est \ariatkelon les espéces. Elle est de 28 a

30°C pour T. harzianumet 22 a 25 C° podur. viride (Danielson et Davey, 1973).

Par ailleurs, Dommergues et Mangenot (1970)ctagsé lesTrichodermaspp. parmi les
microorganismes indifférents, se développant demeslarge gamme de pH, comiheviride
qui se développe bien entre les pH 2 et 8. SeldlaliBene et Chet (1990), les sols acides

favorisent mieux leur développement

Cependant, ces antagonistes fongiques sembkdntésister a la dessiccation. Dans le sol,
les populations décroissent rapidement lorsquenaur en eau descend au-dessous de 10 a

20% de la capacité de rétention (Davet, 1983).

Par ailleurs, Alabouvette at. (1984) ont affirmé que leur développement variersées
guantités de carbone et d’azote offertes par leemil’apport de matiere organique dans les
sols permet donc, auXrichodermaspp. et autres agents antagonistes d'y exprimes leu

capacités antagonistes.
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1.6.2 Historique sur le genrelrichoderma

De sa conception comme un genre par Persood )17 Bisset (1991) PersTrichoderma
était représenté uniquement par la seule espeojde Pers.

En 1939, Bisby in Rifai (1969) avait considdréviride Pers., pour une grande partie de sa
vie comme un genre, la grande majorité des rappmafbrichodermaa visé a cette seule
espece.

En 1969, Rifai a examin@&richodermaet a proposé une taxonomie avec neuf groupes
d'espéces. Il a affirmé que la plupart de cesmgsiconstituaient probablement plus d'une
espece morphologiquement indiscernable, bien quiitcun progres par rapport a la seule
espece citée dans la taxonomie de Bisby.

Entre sa premiére description au début du 1%®ismcle et en 1984, pas plus de neuf
especes ont été inclues par Bissett dans ce .gérs@git de : T. harzianumRifai., T.
polysporum(Link) Rifai, T. piluliferumWebster & Rifaj T. hamatun{Bonord.) Bainier T.
koningii Oudem, T. viride Pers.,T. artroviride Karst. , T. pseudokoningiiRifai et T.
longibrachiatumRifai. (Bissett,1984).

Entre 1984 et 1991, le méme auteur a reprizxdantomie ddrichoderma Les observations
microscopiques critiques I'ont amené a reconnatikgron 35 especes, qu'il distribuait parmi
les cinq sections suivantes : SectiBachybasium Trichoderma, Hypocreamun, Lone
LineagesetLongibrahiatum(Bissett, 1991).

Les travaux de Kuhls al. (1997) ont affirmé que la taxonomie @echodermaétablie par
Bissett (1984) était une bonne approximation: & gertainement plus de neuf especes, bien

que certains de ses groupes basés sur la morphotegsections, sont monophylétiques.

D’autres auteurs ont démontré la diversité darsementation des conidies et 'ADN
mitochondrial et des plasmides parmi les souchastajes conidies verruqueuses. lls ont fait

allusion a la nécessité d'une révision taxonom{leyer et Plaskowitz, 1989 ; Meyer, 1991).

Lieckfeldt etal. (1999) ont élargi les études de séquencage d'ADN renforcer les
distinctions observées par les auteurs précédestparéd. asperellunSamuels, Liechf. &
Nirenberg avec des conidies finement ornéesTdeviride Pers., qui se manifestent par des
conidies verruqueuses (Samuels at, 1999). D'autres especes ayant des conidies
verrugueuses et des conidies subglobuleuses opt@tésées par la suite par Jaklitschlet
(2006) et Hanada ai. (2008).
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Au milieu des années 1990, l'analyse des séquesBN a été appliquée pour la premiere
fois & Trichoderma Les séquences d'ADN fournissent les données gumeitraient une

meilleure caractérisation et identification deseegs ddrichoderma

Kubicek etal. (2001) ont comparé les séquences d'ADN des espaeebiocontrble
identifiees comm@ . harzianumSur les huit souches étudiées, la moitié ont étenéfiés et
confirmés soit comm@. atrovirideou T. asperellumEn conclusion, le faible taux de réussite
dans l'identification des especes T&chodermabasée sur la caractérisation morphologique

n’'est pas treés surprenant.

Actuellement, I'analyse des séquences d'ADNesblument essentielle pour la description
et la caractérisation des espeéces. Il est posgitEd richodermaest le seul genre ou chaque

espece est représentée par au moins un genelparéet séquencé dans la banque de genes.

1.6.3 Taxonomie des genrdadypocrea et Trichoderma

Les Trichodermase présentent sous deux formes :

- Laforme parfaite dont le genre edtlypocrea appartenant a la classe de&scomycota,

I'ordre desHypocreale<t la famille deslypocreaceag(Bissett, 1991).

- Laforme imparfaite ou anamorphereprésentée par le genrachodermaappartenant a la
classe dedDeuteromycota I'ordre desMoniliales et la famille desMoniliaceae (Bissett,
1991).

Cependant, la formelypocreaest rarement observée en culture (Samuell.et1994 ;
Chaverri efal., 2001).

La taxonomie des formes téleomorphdgpocreg et anamorphesT(ichoderma est assez

difficile et complexe en raison de la plasticité daractéres morphologiques.

En effet, les méthodes moléculaires, baséeke quolymorphisme des séquences d’ADN et
leur amplification par PCR, se sont montrées ttdesudans la caractérisation des isolats de
ce genre, tant dans les études d'identificatioreljgfd et Tronsmo, 1998) que dans

I'élaboration de classifications phylogénétiqueslifiig - Gradingerl., 2002).

Les ADNr sont organisés en domaines d'unitéarialles répétées en tandem. Une unité
est constituée des trois plus grands génes d'ARDS,(5.8S, 28S) séparés par deux espaceurs
internes transcrits (ITS). Chaque unité est sépaléae autre unité par un espaceur
intergénique non transcrit (IGS) (Figure 5) (Bremal., 1991 ; Henson et French, 1993).
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On retrouve entre 60 a 200 copies des rép&ittantandem par génome haploide chez les
champignons (Bruns al., 1991).

De grandes variations génétiques sont trouvées tes ITS car leur évolution est plus
rapide que les portions géniques. Les ITS permetterdifférencier les especes a l'intérieur
d'un genre ou parmi une population. L'analyse Ti&sde plusieurs espéces de champignons a
permis de conclure a la validité ou non de I'empks criteres morphologiques utilisés dans
I'identification des especes et la classificatias ahampignons (Henson et French, 1993 ;
White etal., 1990).

_|

18S

Figure 5. Schéma de [l'unité de transcription ribosmique de I'ADNr chez les
champignons filamenteux (Dlauchy eal., 1999 ; Fernadez- Espinar eal., 2000)

Ainsi, l'utilisation de marqueurs moléculairesyjpgénétiques a affiné la taxonomie des
genresHypocreaet Trichodermade maniére significative. On distingue 5 sectiongloacune
d’elles peut présenter 1 a 6 groupes, dont chaeun ignfermer les genres et les espéces
téléeomorphes et/ou anamorphes (Figure 6) (DruzaiairKubicek 2005).
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Sections

Pachybasium

| Trichederma

— | Hypocredaminmn

L | Lone Lineages

|| Longibrakictum

Genres : Hypocrea / Trichodernue

Clade Heargianim Clade Pachybasicides Clade Sirictipifis
- H. atrogelatinosa - H. lacuwombatansis - H aureaviridis var.
- H. catopiron / - A winutispora / BT FOSpara
T, catopiron T minutisporum - H. cuneispora
- H cinnamomea | - H pachvbasinides / - H strictipilosa /
T, cinmamornaum T, polvsporum T strictipilis
- H lixii /T harcianur - H parapilulifera - T longipils
- H. strawinea / - M pilulifera / Clade Stromaticum
T, straminem T piluliferum .
. - T rossicum
- T, aggrassivim - M, stellata T ctromaticun
- Tl carinum Clade Samiorbis .
- T lsuraticola - H hunua Llade Virens
- T, pleuratum - H semorbis - B erassalT. crassum
- T, tomentosum - T fertile - H virens /! T. virens

- T, eblongisporum

Clade Pachyhasium Clade Virsde

CA" or Hamatum - H. atroviridis / T, atreviride - T. Austrokoningii

- H. flaviconidia - H. kaningii £ T. konmingii - T koningiapsis

- A pezizoides - M. muroiana - T, ovalisporum

- T asperellum - H. rufa £ T viride - T, petersenii

- T hamatum - M. viridescens / - T, rogersonii

- T pubescens T. viridescens
Clade Cerarricea Clade Megalocitrina
- H. ceramica / coramicum - f. cremea /T cremeum - M. crystalligena
- H. estonica / estonicum - M. sinuosa /T, sinuosuim - H. pgychraphila
Clade Chlorospora - H. tunda /T, surrotundum - H sulfurea

- H thelephoricola f

- H. oviridis /! T aureavirids S Clade Psychrophyla

- M. vires centiflava
Clade Citrina

- M. citring

- H. candida / T, candidum - H. megalosuiphiirea
- H. chloragpaora /

T, chlorosporum

- H. voglmeayri

- T helicim
- H. chramasperma § T, chromosparmum - T spirale

- A gelatinosa /' T. gelatinosus Clade Lutea
- H. gravirens ..
- A phyillostachydis £ T. phyllastakydis
- A, sulawesensis

Clade Lonelincages

- H lutea
- H. melanamagnim

- T, brevicowpactum

Clade Longibrachicgim

- H. andinensis - A paialla - Tl gffusm

- H. cerebrifarmis - H poronsidea - T. ghanense

- A jecorina /T ressei - f pseudokowingii /- T, konilangbra

- H. novaezelandiae T, peaudokoningii - T longibrachiatum

- H. orientalis - H. seiwaeinitzi f - T, saturnisparum
T citrinavirids - T sinensis

Figure 6. Sections systématiques des genres téléoptes (Hypocrea: H.) et anamorphe:

(Trichoderma: T.), International sub commission on Trichoderma and Hyocrea (ISTH) (isth.

info/biodiversity/index php »
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1.6.4 Importance deslrichoderma

Ce genre de champignons affiche un remarquabémt&il de modes de vie et des
interactions avec d'autres champignons, des animiades plantes.

Certaines especes sont économiquement impasta#e leur aptitude a la production
d'enzymes industrielles (Sivasithamparam et Ghest)lil998) et des antibiotiques (Harman
et Kubicek, 1998). Dans ce selgjpocrea jecorind Trichoderma reesegst un producteur
d'importance économique de cellulases et d’hémiesiés. Elles sont utilisées pour
I'expression de protéines hétérologues (Kubicdkeettila, 1998).

En revanche, il y'a aussi des effets négatif$ dehderma.En raison de leur potentiel élevé
cellulolytique ; ils dégradent les tissus de cofda.méme, des souchesTeaggressivum
sont pathogenes sur les champignons commerciaumedwmaricuset Pleurotus(Seaby,
1996). Plusécemment, T. reeseiSimmonsa été signalé comme un agent pathogene

opportuniste des mammiferes y compris les humanmsuinodéprimés (Kredics et al., 2003).

D’autres espéces deichodermaont prouve leur capacité a parasiter les champignon
pathogeénes par la concurrence pour les nutrinetisspace. Elles peuvent agir aussi par la
production de metabolites secondaires toxiquepanules enzymes lytiques qui,
décomposent les polysaccharides de la paroi cedda oligoméres courts. Par ce moyen,

elles facilitent I'hyperparasitisme pour pénétransl le cytoplasme des champignons cibles.

Dans ce contexté]. lixii Pat. /T. harzianunRifai., H. atroviridis Dodd, Lieckf. &
SamuelsiT. atrovirideKarst. efT. asperellunBamuels, Lieckf. & Nirenberg. sont appliqués
comme agents de lutte biologique contre les chamopig pathogenes des plantes pour une

grande variété de cultures et de climats (Hjelgtrdironsmo 1998 ; Harman, 2000).

Par ailleurs, la colonisation racinaire dBschoderma est largement démontrée pour
ameéliorer aussi la croissance et le développemestracines, la productivité des cultures,
leur résistance aux stress abiotiques et I'adomidtutilisation des nutriments (Kubicek et
Harman, 1998).

1.6.5 Biocontrole parTrichoderma

Les propriétés antagonistes du geftiehoderma sont connues depuis longtemps puisque
la premiére publication qui en fait mention datel887 citée dans Krafft el. (1981). Il a été
utilisé comme agent de lutte biologique contre arge spectre de phytopathogénes. Son

antagonisme se manifeste généralement soit parampétition, par un mycoparasitisme, ou
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par une antibiose. Ces mécanismes peuvent interveauls, en association ou

séquentiellement (Lepoivre, 2003).

La recherche sur les activités antagonistes etueglrichodermaa progressé, depuis la
découverte en 1932 de lignorum(réveélé plus tard comme atroviride ).Cette espéceagit
comme un parasite sur d’'autres champignons. De rersés autres especesladiehoderma
principalementT. harzianumRifai, T. viride Pers. etT. asperellumSamuels, Lieckf. &
Nirenberg (Figure 7) sont utilisées dans la lbt@ogique contre de nombreux champignons
phytopathogénes (Weindling, 1932 in Schuster etdh2010).

1.6.5.1T. asperellum Samuels , Liechf. &irenberg

Les colonies sont a croissance radiale de 4 e de diamétre a 30°C apres 72 h de
croissance mycélienne a I'obscurité sur milieu PDA mycélium est aérien avec absence de
pigment jaune diffusant dans le milieu et aucuneuodiégagée par la culture. La sporulation
est dense, organisée sous forme de 5 anneaux togees avec des conidies vert foncé vers
le centre et d’autres qui, commencent a peine foreeer vers la marge (Samuelsadt,
1999).

La formation de pustules est abondante pouetlautolonie sur les milieux CMD et SNA
aprés 5 jours a 20°C, en alternance de périoddesédabscurité et de la lumiére blanche.
Elles sont discretes ou confluentes montrant desdes d'abord jaunes pour devenir
rapidement vertes. Leur diametre est de 08,0amm (Samuels ei., 1999).

Les conidiophores sont produits dans les pustsla milieu CMD, rarement dans le
mycélium aérien. lls ont un aspect symétrique sait@nt par deux ou plusieurs phialdies.

Les branches primaires découlant au-dessousa dmihte sont souvent jumelés et en
projetant prés de 90° a l'axe principal. 1l estld7 a 7,0 um de largeur (Samuelslet
1999).

Les phialides sont généralement produites &éeité des branches primaires, secondaires
et tertiaires, rarement directement le long de dagleur des branches. Elles sont
habituellement en verticilles de 2 a 4, droiteapalliformes, seulement légérement élargie
au milieu, de (4.6- 27,5um) x (2.0- 6.8um) de disiens. Les conidies sont de couleur vert
foncé, globuleuses a subglobuleuses, finement lgpises (I'ornementation peut étre difficile
a voir avec un microscope optique), de (2.8-7,@2,%-6,0) um de dimensions (Figure 7c)
(Samuels edl., 1999).

Les chlamydospores sont abondantes sur milielD @M cours de 7 jours, a 20 °C et a

l'obscurité. Elles sont en position terminales amement intercalaires, sur les hyphes
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immergés, subglobuleuses a ovoides, lisses,pédet et de 4.5 a 15um de diamétre
(Samuels eal., 1999).

1.6.5.2T. harzanum Rifai.

Les colonies sont a croissance radiale de&x 57 mm de diametre sur milieu PDA apres
72 h a 25° C. La sporulation est trés dense deeuaouwlerte, abondante au centre et en
anneaux concentriques ondulés vers le bord. Aupuistule n’est formée (Morphological
key- ISTH.info).

Sur milieu CMD, La boite de Pétri est couveleconidies de couleur vert foncé aprés 96 h
de croissance myceélienne a 30 °C et a I'obscur@s. spores sont dispersées de maniere
uniforme a l'exception du centre de la colonie ipste stérile, peu tendance a former des
pustules cotonneuses mal formées. La sporulatibd’&sord jaune puis, devient jaune-vert;
souvent avec pigment jaune diffusant dans le milieu

Les conidiophores sont typiquement présentésages de branches formant plus de 150
pum de la longueur. Les branches terminales etreasches secondaires sont perpendiculaires
a l'axe principal (Figure 7d1) (Morphological ke$TH.info).

Les phialides sont généralement présentéesaef Zerticilles perpendiculaires aux hyphes
dont elles sont issues, ou solitaires, de (6,5417%-4,5) um de dimensions. Celles en
verticilles sont généralement en forme de bouteibgrandies au milieu, fortement resserrées
au-dessous de la pointe pour former un col étoiegerement resserrées a la base. Les
phialides terminales sont a la forme d'un cornetsolitaires, généralement cylindriques
(Figure 7 d1). Les conidies sont subglobuleusesvades de (2.0-5,0) x (1.8-4,0) um de
dimensions, lisses et vertes (Figure 7 d2) (Morphickl key- ISTH.info).

Les chlamydospores ne sont pas observées damdupart des cultures. Elles sont
globuleuses a subglobuleuses terminales ou intérealde 4.0 a 15.0 um de dimensions
(Morphological key- ISTH.info).

1.6.5.3T. atroviride Karst.

Les colonies sont a croissance radiale de 26%,3mm de diameétre a 25°C apres 72 h sur
milieu PDA. Les cultures sont fortement délimitée&c un disque central plus ou moins
dense au sein duquel la forme conidienne est plosdante et aucune pustule n'est observée
aprés 96 h d’incubation a 30 °C. La sporulatiorcdeleur verte apparait généralement dans
les 57 et 66 heures mais, les pustules sont alssentepeu fréquentes. Apres 96 h, a
l'obscurité et a 30 ° C sur milieu CMD, la sporidatse forme dans une zone de 4 cm de
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diametre de la colonie. Elle est uniformément dispe, avec absence de pustules confluentes
ou denses et absence de pigment diffusant daréddaey Une odeur douce de noix de coco
est remarquée sur les milieux CMD et PDA (Morpigatal key- ISTH.info).

Les conidiophores présentent une ramificationégdlement unilatérale. Les paires de
branches sont communes (Figure 7 al). Les phsaBdat de (4.2-15,0) X (1.8-4,8) um de
dimensions. Elles peuvent étre droites ou sinueysefois groupées en verticilles en nombre
de 2 a 4, souvent solitaires. La phialide termirede a un seul verticille. Celles qui sont
solitaires, sont cylindriques et souvent rétrésmdement en dessous de la pointe pour former
un col étroit. Les phialides formées au-dessoukadmrtie terminale sont généralement en
forme de bouteille agrandie au milieu, resserrda pointe et légerement a la base. Les
cellules de soutien des phialides sont lIégéremist larges que la base des phialides. On
note I'absence de phialides intercalaires (Figuad) (Morphological key- ISTH.info).

Les conidies sont vertes, subglobuleuses a espithute d'une abscission basale une
cicatrice est visible. Elles sont lisses et d&-&0) x (2.3-4,0) um de dimensions (Figure 7
a2) (Morphological key- ISTH.info).

Les chlamydospores sont abondantes sur milie® @7 jour. Elles sont globuleuses a
subglobuleuses, terminales ou intercalaires dead51%,3 um de diametre (Morphological
key- ISTH.info).

1.6.5.4T. viride Pers.

Les colonies sont & croissance radiale d’'un éfeende 30 a 40 mm a 25 °C, a l'obscurité
apres 72h sur milieu PDA. La forme conidienne abbndante dans des anneaux
concentriques bien visibles. On note I'absence igment diffusible. Parfois une odeur "de

noix de coco douce est dégagée (Morphological K&H.info).

Les conidiophores développés sur milieu CMDéspntent un axe central fertile de 100 a
150 um de long, avec des branches latérales appanenon et généralement liées a un angle
pres de 90 ° par rapport a sa branche d'appuibtashes latérales sont parfois largement
espacées pres de la pointe du conidiophore @iginl).

Les pustules présentent un diamétre de 0,6 enfn sur milieu CMD. Elles sont de forme
hémisphérique, a aspect cotonneux uniforme. Hi@st généralement en saillie des
conidiophores terminales fertiles (Morphologikal- ISTH.info). Les phialides découlant
individuellement a partir de I'axe principal sombgpées en 2 a 3 en verticilles a I'extrémité
des branches latérales ou a la pointe du conidrephdaxe central est de 1.7 a 4,5 um de

largeur (Figure 7 bl). Les conidies sont de couleant foncé, subglobuleuses sur milieu
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CMD, de (3,0-5,0) x (2.7-4,8) um de dimensiongyfe 7 b2) (Morphological key-

ISTH.info). Les chlamydospores sont généralemesemtes sur milieu CMD. Elles sont
globuleuses a subglobuleuses de 8.0 a 16,0 unadette (Morphological key- ISTH.info).

Figure 7. Morphologie des principales espéces du mye Trichorderma agents de
biocontréle des maladies fongiques

-al eta:T. atroviride - al : 25um, a2 = lium (Samuels €al., 2002)— bl et bi: T. viride, bl et b::

10 um (Jaklitsch, 2006) ; cT. asperellumc : 20um (Samuels &dl., 2010) - dlet d2T. harizianumdil
et d2 : 10um (Samuels «tl., 2002)
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1.6.6 Modes d’action dedrichoderma spp.

Les propriétés antagonistesTdehodermaont été associées a des mécanismes d'action tels
que la production d'antibiotiques ( GhisalbertSetasithamparam, 1991 ; Rubioadt, 2009)
des enzymes hydrolytiqgues (Benitezakt 2004), des métabolites volatiles et non-vaatil
(Harman etal, 2004 ; Vinale etl.,,2008; Stoppacher at., 2010). et la concurrence pour
I'espace et les éléments nutritifs (Elad, 2000edt €également connu que ces champignons
ont la capacité d'interagir avec des plantes @uisant leur résistance aux stress biotiques et

abiotiques et la stimulation de leur croissancec(K001; Harman etl., 2004).

1.6.6.1 Compétition pour les nutriments et I'espace

Trichodermaspp. a une forte capacité a utiliser et métaholese nutriments du sol, qui le
rend plus compétitif a de nombreux micro-organisrediiriques (Benitez eal., 2004,
Harman etl., 2006).

1.6.6.2 Mycoparasitisme

Ce dernier se traduit par le chimiotropismeToithodermasp. percoit la présence de son
hote, ses hyphes se dirigent directement versLhlireconnaissance se manifeste par une
adhésion du mycoparasite aux parois de son héte.

La libération des oligoméres de la paroi fongiglu champignon cible sous l'effet des
exochitinases de lI'agent antagoniste induit I'atéivdes endochitinases qui attaqueront le

champignon pathogéne avant le contact (Viterkad.e2004; Brunner edl., 2003).

L’attachement se fait par la liaison d’une agigkl du champignon pathogéne a certains
glucides des parois derichodermasp. Ce dernier s’enroule autour de I'agent pathegs

forme des appressoriums (Benitealet2004).

L’entrée des hyphes derichodermadans les hyphes du parasite est favorisée par la
production des enzymes lytiques et des peptaibDidsitres enzymes extracellulaires (lipases
et protéases) sont également secrétées pour dadéit lyse et la digestion du contenu
cellulaire de I'h6te (Howell, 2003).

1.6.6.3 Antibiose et Métabolites secondaires

L’antibiose est le processus de sécrétion degosés antimicrobiens par les champignons
antagonistes (Verma at., 2007). LesTrichodermasp. produisent des antibiotiques potentiels
mais aussi des mycotoxines et plus de 100 metabdlitactivité antibiotique, y compris des

polycétides, pyrones, terpenes, des metabolitégédales acides aminés et des polypeptides.
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Ces métabolites ont été classés en trois cagsg@ar Ghisalberti et Sivasithamparam
(1991) : les peptaibols, les métabolites volatilsan volatils.

- Les peptaibolssont des oligopeptides linéaires constitués de 22 @cides aminés riches
en acide —amino-isobutyrique, N-acétylé a I'exitéml-terminale et contenant un amino-
alcool (Pheol ou Trpol) a I'extrémité C-termindle Qoan etl., 1986; Rebuffat edl.,1989).

- Les métabolites volatils dont le plus important est le 6-n-pentyl-2H-pyone (6-
PAP), un polyketide avec un doux ardme caractgtistide noix de coco et la plupart des
dérivés d'isocyanure. D'autres métabolites volatlst principalement affectés a des alcools,
cétones, alcanes, furannes et mono- et sesquitsr®izscaino eal., 2005, Stoppacher et
al., 2010).

- Les métabolites non volatilssont des composés solubles dans l'eau, a sawdel'a
heptelidique ou koningique (Blumenthal, 2004 ; \lenetal., 2008).
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2. MATERIEL ET METHODES

L'étude de la lutte biologique contre le mildida la pomme de terre vise la sélection des
plantes ou de leurs extraits ainsi que,$edats antagonistes les plus performants s
P. infestansElle permet également le choix judicieux de lEurme et modes d’application
pour leur utilisation dans la gestion du mildiouldgpomme de terre en Algérie. Elle est donc
basée sur I'étude de l'activité antifongique démies et leurs extraits ainsi que l'activité
antagoniste de quelques isolats Tdechodermaspp. d’Algérie, sulP. infestangMont.) de

Bary.
2.1 Activité antifongique des plantes et de leurscgaits

2.1.1 Activité antifongique des huiles essentiefled’agrumes et de sauge a

I'égard du mildiou de la pomme de terre

Ce présent travail se base sur I'extractioraelyse des huiles essentielles puis, I'étude du

pouvoir antifongiquen vitro etin vivodes huiles essentielles urinfestans.

2.1.1.1 Matériel biologique

Le matériel biologique est composé d'un matéviéfjétal pour I'extraction des huiles
essentielles d’agrumes et de sauge, des feuillasssdétachées de la variété «Spunta» de
pomme de terre et du matériel fongique pathogene.
2.1.1.1.1 Matériel végétal

Les huiles essentielles d'agrumes et de sauge ebtenues par hydro-distillation
respectivement des péricarpes frais des tr@sces d'agrumesgitrus sinensisCadenera,

C. limonEureka eC. bergamiaCastagnaro, prélevés du marché local de Boufdfigu(e 8)

et de la partie feuillue d8alvia officinalisL. (Figure 9) récoltée du jardin de I'Université de
Blida 1 durant le mois de Mars 2011, aprés séchpiggieurs semaines a la température
ambiante, a I'air libre et a I'abri de la lumietee choix des plantes est basé sur les données
rapportées par la bibliographie. Des travaux ontitnéoleur pouvoir antimicrobien contre des
agents pathogenes dans le secteur medical ou parfoides agents pathogenes des plantes
mais jamais sur I®. infestansDe méme I'evaluation de l'activité antifongique des huiles
essentielles d’agrumes a partir des pericarpesulis frais représente un travail original.
D’autant plus que leur analyse chimique par CG-8WMEle une composition chimique assez
proche en ce qui concerne les elements majeush(®et Dubey, 1994wilson etal., 1997 ;
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Youssef et Tawil, 1980Inouyeetal., 1998 ; Jazet-Dongmetal. , 2002 ; Barra eal., 2007;
Demo et Oliva, 2008).

Figure 8. Morphologie des fruits des trois espécabagrumes
a : Citrus sinensi€adenera ; bCitrus limonEureka ; ¢ Citrus bergamiaCastagnaro

Figure 9. Aspect morphologique de la partie feuille deSalvia officinalis L.
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En second lieu, des feuilles détachées de lgted®puntade la pomme de terre, sont
récoltées dans un champ expérimental de la stafgionale de Boufarik, de I'Institut

national de protection des végétaux.

2.1.1.1.2 Matériel fongique

Le matériel fongiquest isolé a partir de feuilles malades de plantpal@me de terre
prélevés et identifiés comme deux isolatPtigtophtora infestandl et A2, respectivement,
des deux régions productrices de pomme de terreAlaldia (Ain Defla) et Bourkika

(Tipasa).
2.1.1.2 Extraction et analyse des huiles essentalld’agrumes

L'extraction des huiles essentielles étudiédsréslisée au laboratoire de recherche des
plantes médicinales et aromatiques du départementBibtechnologies de I'Université de
Blida 1. Pour cela, 200 g de péricarpes de frudss fdes trois espéces d'agrumes et la partie
aérienne séchée de la sauge sont soumis sépar&irtgydro-distillation avec un appareil de
type Clevenger selon la Pharmacopée européehnextraits avec 2000 ml d'eau pendant
3 heures (jusqu'a I'épuisement total des huilesrgigles dans le végétal). L'huile essentielle
de chaque espéce végétale est recuelllie, désbgdpatr le sulfate de sodium anhydre et

conservée a 4 °C jusqu'a son utilisation.

L’analyse chimique n’a pu étre réalisée que pesihuiles essentielles d’agrumes au niveau
du laboratoire de Recherche en Eco-extraction dedufis naturels (Green), Université

d’Avignon et pays de vaucluse.

Elle est faite par chromatographie en phaseug&zeouplée a la spectrométrie de masse
(CG-SM) (systeme informatique Hewlett-Packard canpnt un chromatographe 6890
gazeuse couplée a un spectrométre de masse 59i3Ajigant deux colonnes en verre de
silice-capillaire avec différentes phases statioesala colonne non polaire est HP5SMSTM
(30 mx 0,25 mm x 0,25 um d'épaisseur de film) etdibbnne polaire est constituée par un
StabilwaxTMCarbowaxTM-PEG (60 m x 0,2 mm x de Or@B d’épaisseur de film). Les
spectres CG-SM sont obtenus en utilisant les comditsuivantes:

Gaz porteur He ; débit de 0,3 mL/min ; split-Modhoins; volume d'injection de 1 ;
température d'injection de 250 °C ; le programmeedgeérature du four est de 60 °C pendant
8 min a augmenté a 2 °C/min a 250 °C et mainter@b@ °C pendant 15 min; le mode

d'ionisation utilisé est lI'impact électronique aerQ

59



Le pourcentage relatif des composants est @lzal voie électronique a partir de surfaces
de pic GC-FID. Un Hewlett-Packard 6890 GC-FID systéest utilisé pour l'analyse de
Chromatographie en phase gazeuse, muni d'une ebmsilice condensé avec un capillaire
HP5MSTM de phase stationnaire apolaire (30 m x @2bx 0,25 um d'épaisseur de film).
Le programme de température de la colonne dest 60 °C pendant 8 min est a
augmenter a 2 °C/min jusqu’a 250 °C pour le maintarcette température pendant 15 min.
L'injection est effectuée a 250 °C au mode spéisleu, 1 ul d'échantillon est injecté et un
débit de 0,3 ml/min de gaz porteur (N2) est wdilisa détection a ionisation de flamme est
effectuée a 320 °C.

La plupart des électeurs sont provisoirementtifiés par comparaison de leurs indices GC
Kovats de rétention (RI), déterminés en référengeeasérie homologue de C5-C28 n-alcanes
et avec celles des normes authentiques dispordblesle laboratoire d’analyse.

L'identification est confirmée lorsque cela psssible par comparaison de leurs modéles de
fragmentation spectrales de masse avec ceux stoekésla base de données MS (Institut
National des Normes et de la Technologie et Bibéques Wiley) et avec les données de la

littérature de spectres de masse.

2.1.1.3 Activité antifongiquein vitro des huiles essentielles sihytophthora
infestans

L’activité antifongiquen vitro des huiles essentielles d’agrumes et de saugeerefasleur
pouvoir inhibiteur et leur pouvoir fongicide siar infestansElle est basée sur la technique de

contact direct.

2.1.1.3.1 Technique de contact direct

Cette technique décrite par Pandegle(1982), consiste a préparer puis stériliser uremi
solide a base de petits pois agar, ainsi qu'unatisal d’eau-agar a 0.2 %, avec laguelle on
prépare des émulsions d’huiles essentielles étsidige dilutions 1/108™ 1/10°™ et pures
correspondant respectivement & D3, D2 et D1 posirhigles essentielles d’agrumes et
1/100°™ 1/50°™ 1/10°™ et extrait pure désignés respectivement D1,I®et D4 pour

I'huile essentielle de sauge

De chaque émulsion d’huile essentielle, 1,5 amt prélevés et versés dans les boites de
Pétri stériles dans lesquelles sont rajoutés 13,8umilieu PPA en surfusion. L'ensemble
des boites ainsi préparées sont légerement agitkeshomogénéiser le milieu. D’autre part,

des boites de Pétri contenant le milieu PPA fraid sonstituent les témoins. En effet, cing
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répétitions sont prises en considération pour ohamuaulsion d’huile essentielle préparée et
chaque isolat phytopathogene. Aprés solidificattarmilieu contenant les principes volatiles
des huiles essentielles, ainsi que les milieuxtdewins, I'expérience est complétée par le

repiquage séparément des deux isolaB.defestans traiter sur I'ensemble des boites.

Le repiquage consiste a prélever un explant oerbde diamétre puis le déposer au centre
des boites de Pétri; ces dernieres sont entousFedupparafiim. Leur incubation se fait dans

une étuve réglée a la température de 20°C.

2.1.1.3.2 Evaluation de l'activité antifongiquen vitro des huiles essentielles

La croissance mycélienne est déterminée aprgsirg, par la mesure du diamétre des
colonies des isolats fongiques développés sur mMPBA traité par les emulsions d’huiles
essentielles et celui des témoins.

Les taux d’inhibition de la croissance mycéliemes isolats de. infestansont déterminés
selon la formule de Pandeyadt (1982) et Greche et Hajjaji (2000) :

I (%) =%15{ 1an

| : Taux d’inhibition de la croissance mycélienres dsolats fongiques en %.
DT : croissance mycélienne des isolats fongiquesités (mm).
Dt : croissance mycélienne moyenne des isolatsidoeg développés dans le milieu en

présence d’huile essentielle (mm).

Apres une période de croissance de 21 jourgeripérature de 20°C, dans chaque boite de
culture des isolats Al et A2 de infestangdéveloppés sur milieux traités et témoins, 15 ml
d’eau distillée stérile sont versés puis raclésaald d'une pipette pasteur stérile pour
récupérer séparément les suspensions sporangiates dis tubes a essai stérilisés. Ces
derniers sont soumis a l'agitation a lI'aide d’urit@gur de tubes vortex. Les suspensions
sporangiales des isolats Al et A2 He infestanstraités par les différentes huiles et aux
différentes dilutions, ainsi que ceux des témoing fait I'objet de détermination de la
concentration en sporanges a l'aide d’'une celldevihlassez. Ainsi, cing répétitions sont
réalisées pour chaque souche fongique, chaquedsskntielle et pour chague concentration,
afin de calculer les taux d’'inhibition de la spatidn selon la formule de Pandeyaét(1982)
et Greche et Hajjaji (2000) :
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15 (%) = f%f‘l:}{: 100

- IS : Taux d’inhibition de la sporulation en %.
- ST : Concentration en sporanges de I'inoculum téniidombre de sporanges/ml).
- St: Concentration en sporanges de l'inoculumérpar les huiles essentielles (Nombre de

sporanges/ml).

En outre, des observations microscopiques diseades cultures sont réalisées au
grossissement (X125) pour comparer les structumpmologiques des champignons témoins

et ceux traités par les huiles essentielles d’ageuet de sauge aux différentes concentrations.

Par ailleurs, le pouvoir fongicide des huilessegdielles d’agrumes et de sauge
précédemment testées est évalué par la techniqdéiéeale Mahanta &tl. (2007).

Ce test repose sur la reprise ou linhilbitide la croissance mycélienne des isolats de
P. infestangréalablement inhibées par ces huiles essentmlbeslifférentes concentrations.
Cela consiste a remettre des explants des isotals thfestansprécédemment inhibés sur
milieu PPA frais en conservant les mémes conditdbimgubation précédentes. La lecture est

suivie quotidiennement et prolongée jusqu’a 20gq@reche et Hajjaji, 2000).

2.1.1.4 Activité antifongiquein vivo des huiles essentielles d’agrumes et de
sauge surPhytophthora infestans

Le pouvoir antifongiquén vivoest basé sur le test des disques foliaires de paenterre.
Il consiste a inoculer des disques foliaires teagiéparément par trempage et par pulvérisation
respectivement pour les émulsions d’huiles esdigie’agrumes et I'huile essentielle de
sauge, ainsi que les disques foliaires témoias,chacun des deux isolats Al et A2 de
Phytophtora infestans

Cette étude se déroule en trois étapes essentielles

2.1.1.4.1 Préparation des disques foliaires de ponenle terre

Dans une petite parcelle expérimentale de altle la pomme de terre de la station
régionale de I'INPV de Boufarik, installée danséalre de la recherche sur le mildiou de la
pomme de terre, des feuilles saines de méme algevdeiété « Spunta » sont récoltées puis
découpées a l'aide d’'un emporte pieces en disquésmes ayant un diamétre de 40 mm.

62



2.1.1.4.2 Traitements et inoculations

Des suspensions sporangiales sont préparéasiradpa cultures pures des deux isolats Al
et A2 deP. infestansigées de trois semaines. La sporulation est détéenpour chaque
souche traitée ou témoin comme précédemment. lspeB8IONS ainsi préparées sont ajustées

par de I'eau distillée stérile & une concentratier’ordre de 3X10sporanges. il

Dans des boites en plastiques, transparentstiges, sont déposés, respectivement, du
papier filtre préalablement stérilisé et du gridlagn plastique a la taille des boites. Aprés
avoir imbibé le papier filtre par de I'eau distél&térile, les feuilles détachées de pomme de

terre sont découpées en disques et placées en@dmbr par boite.

Les disques foliaires de chaque boite sont seamitrempage dans les émulsions d’huiles
essentielles d’agrumes durant une minute puis plagé la face supérieure dans les boites
préalablement préparées. En paralléle, d’autregudss foliaires de pomme de terre sont
pulvérisés par les émulsions d’huile essentiellsalgge. Ainsi, I'inoculation se fait sur la face
inférieure par le dépot de 5ul de suspensionsasgiales de I'ordre de 3X16poranges.
mi™ des isolats Al et A2 de. infestans

En outre, une boite est consacrée aux téemomgtifeinoculés par de I'eau distillée stérile,
et une autre boite aux témoins positifs inoculésles isolats fongiques. Apres 24 heures
d’inoculation, I'ensemble des disques foliairests@tournés, la face supérieure vers le haut.

L’incubation des boites se fait a 20°C pendant #jou
2.1.1.4.3 Evaluationin vivo de I'activité antifongique des huiles essentielles

La lecture des résultats a porté sur le pouvoingmgne des isolats R infestansexprimé
en pourcentage de superficie infectée par le mildie la pomme de terre. Ainsi, sont
déterminés les taux d’inhibition d’infection seltan formule décrite par Notteghem &it
(1980) ; Hill et Nelson (1983):

Inf (%) = anTnér?fr, ¥ 100

- Inf : Taux d’inhibition d’'infection des disques faires en %.
- Inf T : Surface infectée des disques foliaires téEmen %.

- Inf t: Surface infectée des disques foliaires éjpar les huiles essentielles d’agrumes en %.
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2.1.2 Activité antifongique d’'une gamme de préparabns a base de plantes

a I'égard du mildiou de la pomme de terre

Cette étude se base sur I'activité antifongibjueitro etin vivo des préparations a base de
plantes sufP. infestansElle nécessite I'utilisation d’'un matériel biolggie composé d'un
matériel végétal pour la préparation des poudree®extraits aqueux de plantes, des feuilles

saines détachées de deux variétés de pomme dettefven matériel fongique pathogéne.

2.1.2.1 Matériel biologique

2.1.2.1.1 Matériel végétal pour le traitement

Ainsi, les parties feuillues des huit especagetaies a savoir; I'ortiertica dioical.), la
préle des champ&quisetum arvensk.), la sauge $alvia officinalisL.), le pacanierCarya
illinoinensis L.), le romarin Rosmarinus officinalid..), le pistachier lentisqueP{stacia
lentiscusL.), la menthe odorantéMgntha suaveolenk.), ainsi que la plante marine : la
posidonie de MéditerranéBd@sidonia oceanicd..) sont retenues pour notre étude (Figure
10). Le choix des plantes a été basé sur desutxarapportés par la bibliographie dont,
certains ont signalé leur pouvoir antimicrobienteercertains agents phytopathogenes autres
que leP. infestanslors que, d’autres ont confirmé leur efficacitéers cet agent redoutable
selon, des préparations et des modes d’applickiem déterminés (Oumzil etl., 2002 ;
Kordali etal., 2003 ; Mekuria etl., 2005 ; Bertrand edl., 2007 ; Webster atl., 2008 ;
Hadizadeh eal., 2009 ; Hernandez-Castillo ak, 2010 ; Dellavalle eal., 2011 ; Kouki et
al., 2012).

Leur récolte est effectuée au stade préflorasormois de mai 2011 dans différentes
localités, de la commune de Médéa, dans les réglerTeniet el hadjer, Talaich, et M’sallah
respectivemen$alvia officinalis Urtica dioica, et Rosmarinus officinalislans la commune
de Tamezguid@istacia lentiscusdans la wilaya de Blida a Boufarkquisetum arvense

Mentha suaveolens et Carya illinoinessi

Les feuilles brunies et agées de posidonie calféctées des banquettes formées au bord de
la plage des Cornes d'Argent (C.E.T). Aprés la Itécde matériel végétal est nettoyé,
débarrassé de tous les débris associés a ceatte plalavé plusieurs fois a I'eau de robinet

pour éliminer le sel.

En effet, le séchage des plantes se fait alitai, a la température ambiante et a I'abri de la

lumiére. Elles sont broyées jusqu'a leur réducéinrpoudres, pesées et récupérées dans des
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boites en plastic portant le nom de chacune eterwvéss a 'abri de la lumiéere et 'humidité

pour des utilisations ultérieures.

Figure 10. Morphologie du matériel végétal utilisé
a :Equisetum arvense : Posidonia oceanicac : Carya illinoinensis d : Urtica dioica;

e : Salvia officinalis; f : Rosmarinus officinalisg : Mentha suaveolens : Pistacia lentiscus
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2.1.2.1.2 Matériel végétal pour I'inoculation

Par ailleurs, deux variétés de pomme de temeolmguées, certifiées et largement cultivées
en Algérie, a savoir Spunta et Kondor sont regenpour I'étude du pouvoir antifongique
in vivo des différentes préparations a base de plantestubescules de semences des deux
variétés sont fournis par le Centre National det@e et de Certification des semences et
plants (C.N.C.C) d’El Harrach.

2.1.2.1.3 Matériel fongique pathogene

En effet, les deux isolats phytopathogenes AA2%tleP. infestangrélevés respectivement
d’El Abadia a Ain Defla et Bourkika a Tipaza etlisgtes dans I'étude précédente sont
entretenus par repiquage sur milieu a base des peiis agar (PPA : Annexe 1.1) et incubés a
20 °C pendant 21 jours.

2.1.2.2 Activité antifongiquein vitro des extraits aqueux de plantes

Cette étude repose sur le pouvoir inhibit@tirfongicide des extraits aqueux de plantes sur
les deux isolats dB. infestansElle est basée sur la technique de contact didéctite par
Mishra et Dubey (1994).

2.1.2.2.1 Préparation des extrais aqueux de plantes

Les extraits aqueux sont obtenus par décoct®rl@ g de chacune des huit espéces
végétales sélectionnées dans 1 L d'eau distilléedg® 30 minutes. Cependant, cette
opération est réalisée au niveau de l'autoclav@@G°C pendant 30 minutes dans des fioles
bien fermées. Les extraits aqueux ainsi prépamngsréouperés séparément dans des flacons
en verre stériles hermétiguement fermés apreatidtr a travers le papier Wathman stérile et
sous hotte aspirante pour la paitievitro. Ces derniers sont conservés au réfrigérateltiGa 4
jusqu’a leur utilisation (pour une durée de 15 $ur

2.1.2.2.2 Technique de contact direct

En effet, quatre concentrations : 5%, 10%, 20%00% correspondant respectivement aux

doses D1, D2, D3 et D4 sont retenues pour chexait aqueux de plante a tester.

Pour chaque dilution, 5 ml d’extrait aqueux danpe est versé dans des boites de Pétri
stériles de méme diamétre (90 mm) a l'aide de rpipeites. Le milieu PPA maintenu en

surfusion est ensuite coulé dans les boites conteles extraits préparés a différentes
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concentrations. Ces dernieres sont légerementeagi@ur homogénéiser le milieu. En ce qui
concerne les témoins, I'extrait est remplacé pead’ distillée stérile. Cing répétitions sont

prises en considération pour chaque dilution et pbaque isolat dB. infestans

Ainsi, a l'aide de pipettes Pasteur stérilesdisgue d’'inoculum de 5 mm de diametre de
chaque isolat est prélevé séparément puis déposéndite des boites de pétri. L'incubation
des boites ainsi préparées se fait dans I'étuMéeaéyla température de 20 °C pour évaluer la

croissance myceélienne apres 7 jours.

2.1.2.2.3 Evaluation de l'activité antifongiquen vitro des extraits de plantes

Les procédures microbiologiques et les concgotrs minimales inhibitrices (CMI) des

extraits aqueux sont déterminées selon la méthedatanagama at. (2003).

L’inhibition porte sur la croissance mycélienfeesporulation et la germination de cet agent
pathogene. En effet, les taux d’inhibition de laissance mycélienne sont calculés selon la
formule décrite par Pandey at. (1982) et Greche et Hajjaji (2000), citée damPéartie

d'étude des huiles essentielles.

La concentration minimale inhibitrice de la ssAnce mycélienne (CMI) est également
déterminée pour chaque extrait de plante et, poague isolat de. infestans

L’effet des extraits aqueux de plantes sur lapologie de I'agent responsable du mildiou
de la pomme de terre est étudié par une descriptmmphologique par réalisée apres 7 jours
d’incubation, par observation microscopique diregés cultures traitées et témoins des
isolats Al et A2 d®. infestansu grossissement (X125).

Aprés une période d’incubation de 21 jours delmpérature de 20°C, les isolats e
infestansdéveloppés sur milieux traités a base d’extrajteeax de plantes et témoins ont fait
I'objet de préparations de suspensions sporangiate®me cela est décrit dans la partie
huiles essentielles, pour calculer les taux d'iitlub de la sporulation et ceux de la

germination selon les formules précédemment ugitisé

Le pouvoir fongicidan vitro des extraits aqueux des végétaux est basé secHaique
modifiée de Mahanta etl. (2007), utilisée précédemment. Elle repose sahibition de la
reprise de croissanaaycelienne des isolats d& infestanspréalablement inhibés par les

extraits aqueux de plantes testés a différentesecdrations.

Dans ce sens, les concentrations inhibitriceeddg (CIL) sont évaluées pour chaque extrait

aqueux de plante sachant que, la CIL corresporad uks petite concentration de I'extrait
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aqueux de plante pour laquelle, aucune reprisgalssance mycélienne de I'explant de
P. infestansn’est observéeni vitro au terme de 7 jours d’incubation (Paranagamal.et
2003).

2.1.2.3 Activité antifongiquein vivo d’'une gamme de préparations a base de

plantes

Cette étude consiste a tester les poudres eitesits aqueux de plantes a I'état pur (brut)
ou a la dilution de 20% (Grainage et Ahmed, 1988ebs etal., 2006) sur le pouvoir
pathogene dé°. infestansElle est basée sur le test antifongique sur dsdakaires de

pomme de terre. Elle se déroule en plusieurs étapes
2.1.2.3.1 Préparation des plantules de pomme de ter

Les tubercules prégermés de pomme de terre @antés dans des pots préalablement
préparés a raison d’un tubercule par pot a uneopdsafur de 4 a 5 cm, dont le substrat est

constitué par un mélange de 2/3 de sol non uglisé3 de tourbé€Compobello etl., 2002).

Les semis sont réalisés dans 102 pots dont @6 r&servés aux témoins. Différents

traitements sont effectués a raison de 3 répétifpam traitement pour chaque variété.

Les poudres végétales préalablement prépaséas incorporées dans le sol, a raison de

100 g par 2 kg de substrat par pot, au semis thesdules pour 48 pots.

L’arrosage par les différents extraits aqueuxpldmtes dilués a 20% est effectué pour 48
pots, tous les trois jours jusqu'a ce que la woiebien humide depuis la plantation jusqu’a la
préfloraison.

Quant aux pots témoins, ils sont irrigués au’eaurante.

2.1.2.3.2 Traitements et inoculations

En effet, différents modes de traitements sonhretgour notre étude :

- En application préventive par trempage dsegubs foliaires témoins dans les différents
extraits aqueux purs et dilués a 20 % pendant hoites. 24 h apres le traitement, 100 ul de
suspension sporangiale de l'ordre de’® Bporanges.ifl sont déposés a l'aide d’une
micropipette sur la face inférieure de chaque didgliaire a raison de 5 répétitions par isolat

fongique.
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Par ailleurs, les disques foliaires des plastpamme de terre préalablement cultivés sous
I'effet de l'incorporation des poudres de plantemslle sol ou l'arrosage par les extraits
aqueux de ces dernieres a 20 %, sont inoculées1®@ql de suspension sporangiale de

I'ordre de 18sporanges. riil L'incubation des boites se fait & 20 °C pendénjolirs.

- En application curative par l'inoculation defisques foliaires témoins par le dép6t de
100 pl de suspension sporangiale de I'ordre desfibranges.rifl sur leur face inférieure.
Apres 24h d’inoculation, des gouttelettes de 5@ed extraits aqueux purs et dilués a 20 %
sont déposées sur les feuilles préalablement idesul

- Les disques foliaires témoins sont séparénrartulés par I'eau distillée stérile, et les
isolats Al et A2 dé.infestanset sont considérés respectivement comme témouetifeet

témoins positifs (Khair et Haggag, 2007).

2.1.2.3.3 Evaluation de I'activité antifongiquen vivo des extraits aqueux de

plantes

L’évaluationin vivo du pouvoir antifongique des extraits aqueux detpk vis-a-vis de
Phytophthora infestansepose sur la détermination de la période d’'intabagui représente
le temps nécessaire pour I'apparition de l'infectateveloppée pa.infestanssur le disque

foliaire de pomme de terre inoculé.

La réduction de la maladie ou % RM est exprimeela surface foliaire infectée et calculée

par la formule proposée par Notteghemlef1980) ; Hill et Nelson (1983) :
RM (%) = (S-St 3y <100
SIT

- RM : Taux de réduction de la maladie en %.
- SIT : Surface foliaire infectée du témoin en %.

- Slt : Surface foliaire infectée traitée en %.

L’inhibition de la sporulationn vivo est déterminée apres 10 jours d’incubation. Les
disques foliaires infectés sont soigneusement tésnalans des tubes stériles contenant 10 ml
d’eau distillée stérile puis soumis a l'agitatior’d@de d’'un agitateur de tubes vortex pour
libérer les sporanges formeés. Le contenu de chadquee fait I'objet de détermination de la
concentration en spores a l'aide d'une cellule delassez sous microscope optique au

grossissement (X125).
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Les taux d’inhibition de la production de spafas ou % IPC est calculé selon la formule
proposée par Notteghemadt (1980) et Hill et Nelsson (1983) :

NSP NSP
IPS {94y = = 100

NSP
- IPS : Taux d’inhibition de la sporulation en %.
- NSP : Nombre moyen de sporanges par surfacesduelifoliaire inoculée par le pathogene.
- NSPt : Nombre de sporanges par surface du diftjizére inoculée par le pathogéne et
traitée par I'extrait.

2.2 Recherche d’isolats antagonistes du genfeichoderma a I'égard du

mildiou de la pomme de terre

Cette étude vise d’abord lisolement puis, lhtécation des antagonistes du genre

Trichodermaainsi que I'étude de leur activité antagonisteasds deP. infestans

2.2.1 Isolement, caractérisation et identificatiordes isolats deTrichoderma
spp.

2.2.1.1 Isolement

Les isolats ddrichodermasont prélevés du sol de la rhizosphére des ptinfgomme de
terre et des galles racinaires développées supléegs de tomates cultivés sous serre et
engendrées par lédeloidogyne L’ensemble des échantillons sont prélevés tférdntes
localités de I'Algérie (Tableau 4). La méthode létillonnage du sol proposée par Rapilly
(1968) etRodriguez-Zaragozat al. (2005) et la méthode de dilution décrite par Daste
Rouxel, (1997) sont adoptées pour notre étude.

Une série de dilutions allant de26t 10° sont effectuées dans des tubes & hémolyse pour
chaque échantillon de sol. Ainsi, 1 ml de chaqguspsnsion est versé séparément dans la
boite de Pétri stérile, dans laquelle est ajoutd@ileeu Extrait de Malt- agar (MEA : Annexe
1.2) en surfusion. Cing répétitions sont prises@emsidération pour chaque dilution et pour
chaque échantillon. L'incubation se fait a I'ob#€éuet a la température de 25 ° C, pendant 7
jours.

En outre, les masses d'ceufs Meloidogyneextraites a partir de galles des racines sont
déposées dans des boites de Pétri contenant I'gaua\2% (EA), aprés stérilisation avec

une solution d’hypochlorite de sodium a 2% et pluis rincages a I'eau distillée stérile.
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Tableau 2. Données sur les isolats deichoderma spp. issus d’Algérie
Localités Périodes Codes
d’isolement Substrats de des
(Wilaya/ Région) prélevements isolats
Alger, Staoueli Masses d’'oeufs Nkeloidogyne 2009 T1
Mostaganem, Stidig Rhizosphére de pomme de terre 11 20 T2
Alger, Zeralda Rhizosphére de pomme de terre 2011 3 T
Tipaza, Fouka Masses d’oeufsMeloidogyne 2009 T4
Ain Defla, Amra Rhizosphére de pomme de terfe 2011 T5
Bechar, Abadla Rhizosphére de pomme de tefre 2011 6
Tipaza, Bourkika Rhizosphére de pomme de tefre 2011 T7
Skikda, Collo Masses d’'oeufs de Meloidogyne 2009 T8
Ain Defla, El Attaf | Rhizosphére de pomme de terfe o1p T9
El Oued, El Oued Masses d’'oeufsMeloidogyne 2008 T10
Ain Defla,El abadia| Rhizosphére de pomme de tefre 0112 T11

2.2.1.2 Caractérisation et identification

Les fructifications conidiennes des champignonselidpés sur les masses d'ceufs et celles
des échantillons de sol sont cultivées puis, mesien cultures monosporales sur MEA et
incubées dans les mémes conditions décrites pnérédet.

Les isolats d@richodermasont identifiés sur la base de I'analyse microsg@pdes hyphes
et la morphologie des conidies rapportées par lés d'identification des champignons
filamenteux.

En effet, I'extraction d’ADN est réalisée poaus les isolats dérichodermaspp.

Par conséquent, leur séquences sont amplifiésP@&R en utilisant les amorces ITS5
(GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG) et ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATAGC) (White et
al., 1990). La PCR est effectuée dans un volume detioh de 25ul contenant 12,5 ml de
GoTagH vert Master Mix (Promega, USA), 9,5 ul d'ada nuclease libre (Promega), 1 pl de
chacune des amorces (a 0,40 uM de concentratialefiet 1 ul d’/ADN extraite de chaque

isolat.

Les PCR sont réalisées dans un thermocycleam@&ra en utilisant le programme suivant:
la dénaturation initiale a 95 °C pendant 5 minyisupar 25 cycles de dénaturation a 95 °C
pendant 30 s, I'hybridation des amorces a 55 °ridqod 45 s et I'élongation a 72 ° C pendant
1 min. L'élongation finale se fait a 72 ° C pendadtmin. 5 pl du produit d'amplification par
PCR sont analysés par électrophorése en gel dsgar%, dans un tampon de TBE (9 mM
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de Tris-HCI, 9 mM d'acide borique et 0,25Mm d’ ED®&%H de 8,3). L'ADN est coloré avec
SybrSafe (Invitrogen), et photographié sur un illateur Tran (Biorad). La précision de
I'amplification par PCR est confirmée par la conapon de la taille de la bande avec une

échelle de marqueur moléculaire (100 pb Step Ladktemega).

Aprés amplification, les produits de PCR soniff@tis avec EXoSAP-IT (USB Corporation,
Cleveland, OH, USA) selon les instructions du fedomt. Les amplicons sont séquencés par
séquencage et génotypage au niveau de la Platf@miaEZione Edmund (San Michele
all'Adige, TN, Italie) sur un analyseur génétiquBlArism XL 3130 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) en utilisant le Kit de séqgage Big-Dye Terminator cycle de v3.1
(Applied Biosystems). Aprés le traitement inforgag (logiciel chromas 162) du
chromatogramme obtenu du séquenceur automaticgisetpiences linéaires ITS d’ADN des
isolats du genrdrichodermasont soumises dans Blast pour la recherche des séquences

analogues dan$a base de données NCBI (www.ncbi.nlm.nih)gou toutes les especes de

Trichodermasont identifiées et considérées comme souchedéemées.

L'analyse phylogénétique moléculaire est déderteitilisant la méthode de vraisemblance
maximale (Maximum Likelihood method) basée sur ledéle Tamura-Nei (Tamura et Nei,
1993). Le pourcentage d'arbres dans lesquelsxesgaassociés sont regroupés est montré a
co6té des branches. Les arbres initiaux pour la ereble heuristique sont obtenus
automatiqguement en appliqguant Neighbor-Joiningestdlgorithmes BioNJ a une matrice de
distances par paires estimées en utilisant 'aperale vraisemblance maximale Composite

(MCL), puis en sélectionnant la topologie avecdéeur de log de vraisemblance supérieure.

L'arbre est représenté a I'échelle, avec degiburs de branche mesurées dans le nombre de
substitutions par site. L'analyse portera sur éaguences de nucleotides des isolats retenus
pour notre étude moléculaire et ceux de banqueedesysimilaires a ces derniers . Toutes les
positions contenant les lacunes et les données uaates sont éliminées. Les analyses
évolutives sont menées dans MEGAG6 (Molecular eiahaty genetic analysis (Tamura et
al., 2013) .

2.2.2 Activité antagoniste des isolats du genrelTrichoderma sur
Phytophthora infestans

Cette étude regroupe l'activité antagonistevitro et in vivo des antagonistes du genre
Trichodermavis-a-vis duP. infestans Elle nécessite l'utilisation des isolats antagtes

collectés et le méme matériel végétal et fongicathggene utilisés et décrits dans I'étude du
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pouvoir antifongique des préparations a base degdavis-a-vis du mildiou de la pomme de

terre.

2.2.2.1 Activité antagonisten vitro des isolats dérichoderma spp.

L’activité antagonistén vitro des isolats du genrErichodermaest basée sur la technique
de confrontation directe de I'agent pathogene de®solats antagonistes et celle dite de non
volatile ou de contact direct avec leurs filtrais clultures. Elle repose sur leur pouvoir

inhibiteur sur les parameétres biologiques et lenvpir fongicide suP. infestans.
2.2.2.1.1 Technique de confrontation directe

Elle est décrite par Pandey &t (1982) et consiste a placer dans une boite de Pé
contenant le milieu PPA, deux explants de 5 mm demetre, 'un de I'inoculum
phytopathogéne et I'autre de celui de I'antagoniséee40 mm de distance I'un de l'autre,
symétriquement par rapport au centre de la bottar R témoin, I'explant du pathogéne est
déposé au centre de la boite de Pétri. L'incubatmifait dans une étuve réglée a 20 °C et a

I'obscurité pendant 7 jours.

2.2.2.1.2 Technique non volatile ou de contact dicedes filtrats de cultures

Elle est décrite par Dennis et webster (1971e Ebnsiste a placer dans chaque flacon
contenant 125 ml de bouillon de Pomme de terratrose stérile, 1000 pl de suspension
conidienne de chaque isolat @eichodermasp. & une concentration de°dénidies.mt-
L’incubation des flacons se fait dans un shakéataur sous une agitation de 120 rpm a
25°C et a l'obscurité pendant 15 jours. En effetfiltrat de chaque culture d'isolat est
récupéré a travers un filtre millipore de 0.20 dendiamétre.

Ainsi, 5 ml de chaque filtrat d’isolat derichodermasp. est versé séparément dans des
boites de Pétri stériles aux quelles est ajoutdilieu PPA maintenu en surfusion. Une |égére

agitation est suivie pour une bonne homogeénéisatio

Par la suite, un disque d’'inoculum de 5 mm dengitre de chacun des deux isolats Al et
A2 de P.infestansest prélevé séparément puis déposé au centre des poéalablement
préparées. L’incubation se fait & une températer@@°C pendant 7 jours. Cing répétitions
sont prises en considération pour chaque isolaganiste, et/ou chaque filtrat de sa culture et

chaque isolat dé. infestans.
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2.2.2.1.3 Evaluation de [lactivité antagoniste in vitro des isolats de

Trichoderma spp.

Elle repose sur les mémes procédures et les sméonmules que celles utilisées pour

I'étude de 'activité antifongique des préparati@nsase de plantes et des huiles essentielles.

- Les taux d’inhibition sont calculés pour laissance mycélienne, la sporulation et la

germination des isolats Al et A2 Banfestans

- Le mycoparasitisme traduit les conséquences daévit#cantagonisten vitro des isolats
de Trichodermaspp. sur la morphologie des isolats Bleinfestans,est également étudié

comme pour les études précédentes.

- Le pouvoir fongicide des isolats antagonistesggenreTrichodermaest étudién vitro par
la technique modifiée de Mahanta at (2007) selon les procédures d’étude du pouvoir

antifongique des préparations a base de plantes.

2.2.2.2 Activité antagonistan vivo des isolats ddrichoderma spp.

L’activité antagonistén vivoest basée sur la technique des disques foliailestepose sur
la réduction du pouvoir pathogene ainsi que l'iitiol de la sporulation des deux isolats de

P. infestans.

2.2.2.2.1 Préparation des plantules de pomme de ter

Elle consiste a linoculation des disques foéiai des deux variétés de pomme de terre
testées : "Spunta et Kondor", des témoins et ceité$ par les isolats antagonistes du genre
Trichoderma selon les différents modes d’application et séés deux isolats Al et A2 de

P. infestansCette étude comporte les étapes suivantes :

Les tubercules certifiés et pré-germés de deanétés de pomme de terre "Spunta" et
"Kondor" sont plantés dans des pots, placés daaserre et arrosés avec de I'eau du robinet

jusqu'a I'étape nécessaire pour l'inoculation desldisques foliaires.

2.2.2.2.2 Traitements et inoculations

La préparation des traitements a base d’is@latagonistes et des isolats pathogénes pour
les inoculations nécessitent la préparation de esspns conidiennes des 11 isolats

antagonistes ajustées a’Itbnidies.ml (Caron etal., 2002) et celle des suspensions
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sporangiales des isolats Al et A2Rleinfestanspréparées a partir de cultures pures agées de
20 jours et ajustées a<poranges.ril
Deux types de traitements sont appliqués sur dgegids foliaires de plantes non traitées.

a. Le traitement préventif par trempage des udisqfoliaires dans les suspensions
conidiennes de chaque isolat antagoniste pendantneinutes. Aprés 24 h d'incubation, 100
ul d'inoculum deP.infestansont déposés sur la face inférieure de chaquedisdjaire.

b. Traitement curatif par inoculation des disjtmiaires sur leur face inférieure avec 100
ul d’inoculum deP. infestansensuite avec 80 ul de suspensions conidiennesntdagonistes
apres 24 h d'incubation.

Par ailleurs, deux autres traitements sont efésctur les disques foliaires des plants de
pomme de terre traités:

c. Le traitement préventif par incorporation slde sol des suspensions antagonistes, ou
chaque pot recoit séparément 250 ml de suspensiordienne de chaque isolat de
Trichodermasp. deux semaines avant la plantation (Car@h €2002).

d. Le traitement préventif par pulvérisation slespension conidienne de chaque isolat
antagoniste sur la partie aérienne des plantesfaisgar semaine jusqu'au stade avant la
floraison.

Les disques foliaires récupérés a partir ddlésuilétachées des plantes ayant subi ces deux
traitements sont inoculés directement sur lagefinférieure avec 100 ul d'inoculum de
P. infestanset incubés a 20 ° C pendant 4 jours.

En outre, des boites dont les disques foliaed inoculés avec de I'eau distillée stérile et
d'autres inoculés uniquement avec des isolats getles sont respectivement considérés
comme des témoins négatifs et des témoins podiifsy répétitions sont considérées par
traitement pour chaque variété et chaque mode ldtappn de I'inoculum. L’incubation des
boites se fait a 20 ° C pendant 4 jours.

La sporulation est déterminée aprés 10 jourscdhation selon les mémes procédures
décrites pour les préparations a base de plantsstdux d’inhibition de la production de
sporanges ou % IPS sont calculés selon la forrmuaposée par Notteghem &t (1980) et
Hill et Nelsson(1983) :

2.2.2.2.3 Evaluation de [Iactivité antagonistein vivo des isolats de

Trichoderma spp.

L'activité antagonistén vivo est évaluée en se basant sur les mémes procédiaees
pour le pouvoir antifongique des préparations & ks plantes, compte tenu de la période
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d’incubation du mildiou, les taux de réduction derlaladie (% RM) et celui de l'inhibition de
la sporulation (IS %) respectivement par les foeawdécrites par Hill et Nelson (1983) et par
Notteghem eal. (1980).

Le pouvoir fongicidein vivo des isolats ddrichodermaspp. est étudie comme pour
I'activité antifongiquein vivo des extraits aqueux de plantes, selon la techrdgudyassé et
al. (1995). L'inoculation des disques foliaires si far le dép6t d’'inoculum préalablement
inhibéin vitro par les isolats antagonistes. Les témoins sorulée par le dépot d’inoculum
non traité et / ou I'eau distillée stérile respeetnent pour les témoins positifs et les témoins

négatifs.

2.3 Analyse statistique

Pour chaque partie d’étude, des analyses gjatst ont été réalisées selon la version 12 du
logiciel SYSTAT (SPSS Inc., Chicago, IL) ou l'aredyde la variance par le test ANOVA, a
la suite d'un test de comparaison multiple : Ong/ west ANOVA - lorsque cela est
nécessaire- et le modele linéaire généralisé (GLUd3}. différences sont significatives si la
valeur de P est inférieure a 0,05 (Philippeau, 19B8s Graphes sont produits en utilisant
Origine Pro 7.5.

Les tests statistiques sont effectués pour:

- Evaluer et comparer ['efficacité desildaiessentielles d’agrumes et de sauge sur
P. infestanselon les concentrations et les isolats Al et &R.dnfestans

- Tester [l'efficacitéin vitro et in vivodes préparations a base de plantes testées s
P. infestanset comparer leurs activité antifongique tout ensidérant les variétés testées, les
deux isolats Al et A2 de. infestanset les parametres détermin@vitro etin vivo;

- Vérifier I'efficacité des antagonistes du gefrichodermavis-a-vis deP.infestans
comparer les différents modes de leur applicatiarht €n considérant les variétés testées, les

deux isolats Al et A2 de. infestanset les parametres déterminés.
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3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Activité antifongique des plantes et dedeurs extraits a I'égard de

Phytophthora infestans agent du mildiou de la pomme de terre

3.1.1 Activité antifongigue des huiles essentiellesd’agrumes sur
Phytophthora infestans

3.1.1.1 Activité antifongiquein vitro des huiles essentielles d'agrumes

Les huiles essentielles d’agrumes testaestro ont montré une variabilité dans l'inhibition

de la croissance mycélienne des isolatRPligophthora infestans

L’'analyse de variance de leur taux d'inhibitiomontre des différences hautement
significatives entre les huiles essentielles das especes d'agrumes (F = 36.334, P = 0.000)
aprés une semaine d’'incubation (Annexe 2), plusiggénent entre les huiles essentielles de
bergamote / citron (P = 0.000) et orange / citrBn=(0.000) (Annexe 3). Ces différences
varient en fonction des concentrations d'huilesmsslles et des deux isolatsRleinfestans
(F=11.879, P = 0.000) (Annexe 2).

Le pouvoir inhibiteur le plus important de laoissance mycélienne d& infestansest
obtenu par I'huile essentielle de bergamote (55Uiyi par celle de I'orange (53%) et enfin
celle du citron (36%) (Figure 11a). Les huissentielles brutes (pures) sont plus efficaces
que leurs dilutions (Figure 11b). En outre, lewtivdté est significativement plus élevée sur
I'isolat A2 deP. infestans

Cela signifie que lisolat A1 d’El abadia est im® sensible aux huiles essentielles que
l'isoltat A2 de Bourkika ; ce dernier a montré urésistance moyenne aux trois huiles
essentielles d'agrumes.

L'analyse de la variance des taux d'inhibitian ld sporulation révele une différence
hautement significative entre les trois huilessentielles d'agrumes testées (F=92.142,
P=0.000) (Annexe 4). La sporulation des deux isall®P. infestangourrait également étre
réduite ou complétement inhibée par les huilesntigdles d'orange et de bergamote ainsi que
par les extraits bruts ou dilués au 1/10 (Annéxe 4

Par rapport aux témoins, l'huile pure de berganwit sa dilution au 1/10, favorisent
I'inhibition compléete de la sporulation avec 100d%fficacité sur les isolats dre infestans.
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Taux d'inhihition de la

Elle est suivie par I'huile essentielle d'oramagec des taux d'inhibition de la sporulation
plus élevés a son état pur (50%) que pour cellsaddilution a 1/10 (27%). Enfin I'huile
essentielle de citron pure et sa dilutionont’ montré aucun effet sur la sporulation

des isolats deP. infestangFigure 12).

Par ailleurs, les composés volatils des huilesemtielles d’agrumes ont affecté la
morphologie des souches Be infestansDes modifications morphologiques se manifestent
par la réduction du diametre du mycélium, sa Igseyésiculation, et méme la déformation
des sporanges qui pourraient interpreter l'intghitile la croissance mycélienne et celle de la

sporulation (Figure 13).
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Figure 11. Effet des huiles essentielles d’agrumesr la croissance myceélienne des isolats
de Phytophthora infestans

B : Bergamote ; C : Citron ; O : Orange ; 1 : D1AA: D1A2 ; 3: D2A1;4:D2A2;5: D3Al; 6:D2A
D1: H.E brute (pure) ; D2 : HE diluée a 1/10 ; DBIE diluée a 1/100 ; HE : huiles essentiejles :
Inhibition selon les HE ; b : Inhibition seloesIHE ; leur concentrations et les isolats &1A2 de

P. infestans
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Figure 12. Effet des huiles essentielles d’agrumesur la sporulation des isolats de

Phytophthora infestans
B : Bergamote € : Citron ;O : Orange HE : huile essentielle 1 : H.E pure 2 : HE diluée a 1/10
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Figure 13. Effet des huiles essentielles d’agrumesir la morphologie dePhytophthora

infestans, au grossissement (X125)
a : Mycélium ; b : Sporanges Ly : Lyse ;A etB : Souches témoins d& infestans C, D, E etF : isolats

de P. infestangraités par les huiles essentielles d’Agrumes




3.1.1.2 Activité antifongiquein vivo des huiles essentielles d'agrumes sur

le pouvoir pathogene des isolats dehytophthora infestans

L'activité antifongiquen vivodes huiles essentielles d’agrumes a révélé unabikie dans
I'expression des symptébmes de mildiou sur disqoéaifes de pomme de terre traités par
trempage dans les émulsions d’huiles essentielbgruimes et inoculés pahytophthora
infestans Une inhibition et une réduction de l'infectiort @sduite respectivement par I'huile

essentielle de bergamote et celle de I'orange (Ei@4).

La réduction des symptomes se traduit par leldppement de faibles nécroses ou d’'une
chlorose accompagnée parfois d'un léger brunisse(Regure 14). L’inhibition du pouvoir
pathogene par ces huiles essentielles brutesugiedilau 1/10 confirme leur pouvoir inhibiteur
et fongicide suP. infestanobtenuin vitro.

Ainsi, l'analyse de la variance des taux d'iitltib des infections montre une différence
hautement significative entre les trois hudssentielles d'agrumes (F = 28.344, P = 0.000)
(Annexes 5 et 6) et selon les traitements (les ttoncentrations des HE et les isolats Al et
A2 deP. infestany(F = 7.640, P = 0.000) (Annexe 5).

Les taux de réduction ou d’inhibition des infeci@ont importants pour I'huile essentielle de
bergamote (69 %) mais, faibles a tres faibles @smament pour celles de I'orange (42 %) et
du citron (0.2 %) (Figure 15a). lls sont égalemenportants aussi bien pour les huiles

essentielles brutes que diluées (Figure 15b).
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Figure 14. Effet des huiles essentielles d’agrumesur le pouvoir pathogéne de
Phytophthora infestans

-TO : Témoin négatif ;T1 etT2 : Témoins positifs respectivement isol#4& et A2 deP. infestans
B : Bergamote C : Citron ;O : Orange HE : huile essentielles 1 : H.E pure 2 : HE diluée a 1/103 :
HE diluée a 1/100
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Figure 15. Effet des huiles essentielles d’agrumesr le pouvoir pathogéne des isolats de

Phytophthora infestans selon les concentrations et les isolats pathogenes

. B: Bergamote C: Citron ;O : Orange 1: D1A1;2: D1A2 ;3 : D2Al1;4: D2A2 ;5: D3Al1;6:
D3A2 ;D1 : H.E brute (pure) D2 : HE diluée a 1/10D3 : HE diluée a 1/100HE : huiles essentielles

a:selonles HE d'agrume®d;: selon les traitements (HE ; Concentrations Hé&s et isolats de

P. infestank

3.1.1.3 Analyse chimique des huiles essentielleagfumes

La composition chimique des huiles essentialies trois espéces d’agrumes analysés par
CG-SM ont montré différents composés. On compte2ZZt 30 constituants respectivement
pour les huiles essentielles de citron, d'orangiediergamote. La variabilité réside dans les
composés oxygeneés. On peut alors classer dansd’détroissant les huiles essentielles de
bergamote (6.1%), d’orange (2.7%) et de citro%d).

Si nous nous référons au pouvoir antifongiquecesg huiles essentielles testées contre
Phytophthora infestanda composition de monoterpenes oxygénés est &le D.2 et 5%
respectivement pour les huiles essentielles dergitt'orange et de bergamote. Leur efficacité
reste donc liée aux nerol, Neral, geraniol et gatgmableau 3).
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Tableau 3. Analyse chimique par CG — SM des huilesssentielles d’agrumes extraites

par hydro distillation

N° | Composés Chimiques RI non-Polaire RI PolajreC. sinensi€adenera(%)| C.limonEureka(%) | C- bergamiaCastagnarg
Monoterpenes Hydrocarbones 95.5 96.6 93.2
1 | Thujene<Alpha> 920 1036 * * 0.1
2 Pinene<Alpha> 926 1023 0.4 0.5 0.2
3 Sabinene 961 1121 0.2 0.3 *
4 | Pinene<Beta> 974 1109 0.1 * 0.2
5 Myrcene<Beta> 988 1165 1.6 1.8 15
6 | Phellandrene<Alpha> 1001 1177 0.1 * 0.1
7 | Terpinene<Alpha> 1020 1083 0.4 0.1 0.2
8 Limonene 1030 1206 92.5 93.6 90.4
9 | Ocimene<(E)-Beta-> 1048 1282 0.2 0.3 0.1
10 | Terpinene<Gamma> 1103 1285 * * 0.2
11 | Terpinolene 1120 1304 0.1 * 0.2
Monoterpenes 2.1 0.8 5.0
12 | Linalool 1125 1538 0.2 0.1 0.3
13 | Citronellal 1167 1478 0.1 0.1 0.1
14 | Terpin-4-ol 1191 1590 0.3 0.2 0.2
15 | Terpinol<Alpha> 1203 1677 01 0.1 0.4
16 | Nerol 1237 1781 0.5 * 0.5
17 | Neral 1268 1670 0.2 0.1 11
18 | Geraniol 1271 1828 0.5 0.1 0.6
19 | Geranial 1284 1714 0.3 0.1 1.7
20 | Thymol 1288 2107 * * *
Sesquiterpenes Hydrocarbones 0.7 0.6 0.6
21 | Caryophellene<E> 1391 1594 0.1 0.3 0.2
22 | Humulene<Alpha> 1450 1657 0.2 0.1 0.1
23 | GermacreneD 1477 1696 0.1 0.1 *
24 | Valencene 1488 1705 0.1 0.2 0.1
25 | Bisabolene<Beta> 1508 1718 0.2 * 0.2
Sesquiterpenes oxygénés 0.6 0.2 0.2
26 | Elemol 1540 1381 * 0.1 0.1
27 | CaryophelleneAlchol 1560 - * * *
28 | Nootkaone 1799 2250 * 0.2 0.1
Autres Composés oxygénés 0.6 0.5 0.9
29 | Octanol<N> 1102 1544 * * 0.2
30 | Nonanal<N> 1126 1400 0.1 * 0.1
31 | Decanal 1210 1497 0.1 0.2 0.1
32 | Linalylacetate 1255 1553 * * *
33 | CitronellylAcetate 1342 1645 0.2 0.1 0.2
34 | NerylAcetete 1351 1706 0.1 0.2 0.2
35 | GeranylAcetate 1366 1742 0.1 * 0.1
Période d’extraction (min) 180.0 180.0 180.0
Rendement(%) 0.0 0.0 0.0
Période d’extraction oxygénée (%) 2.7 15 6.0
Total Composés non oxygénés(%) 96.2 97.3 93.8
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3.1.1.4 Discussion

Les résultats confirment que I'huile essentielle kggamote a un pouvoir inhibiteur
intéressant sur le developpemenfdénfestans.

Quel que soit le test effectud, vitro ou in vivo, les huiles essentielles d'agrumes et leurs
dilutions expriment divers degrés d'activité amgmue contré®. infestanssans montrer une
inhibition compléte.

Cette activité ne peut étre due a des composgsurns, mais a une synergie des différents
composants des huiles (Del Rioadt, 1998). L'absence de l'activité de I'huile esssdie
peut étre montrée par l'extraction de ces compiséstifs dans un solvant qui est différent
de l'eau. Le solvant peut réagir avec certains oség pour produire des complexes ou pour
provoquer la décomposition, la déshydratation igorfiérisation de ces composeés (Yrjonen,
2004).

L'inhibition de la croissance mycélienne, de prslation et de l'infection des disques
foliaires de pomme de terre sont comparablex ales études antérieures effectuées sur
I'effet antifongiquein vitro et in vivo de l'huile essentielle d¥ylopia aethiopicacontre
Fusarium oxysporumgui a conduit a une inhibition complete de laiggance du mycélium
in vitro, ainsi que d'une bonne performanoevivo sur les tiges et les feuilles de tomates
(Soro etal., 2010.

En effet, plusieurs études coroborent et comimtmos résultats. Il y a ceux qui ont montré
que l'activité antimicrobiennm vitro était plus élevée pour les terpenes oxygenés que po
les terpenes d'hydrocarbures (Ohakt 1967; Griffin et al.,, 1998; Cox etal., 2000;
Dorman et Deans, 2000).

Dans le méme contexte, l'activité antifongiques chuiles essentielles obtenues par
hydrodistillation des feuilles de quatre especesMyetaceaedu Cameroun a révélé que
Callistemon citrinuset Eucalyptus camaldulensisont les plus efficaces. La premiére a une
teneur plus élevée en composés oxygénés et estiftmaalors que le second et fongistatique
(Bernadin egl., 2010).

Des huiles extraites de diverses variétés dagsuont agit sur la croissance mycéliemme
vitro de Phaeoramularia angolensi$agent responsable de la phaeoramulariosis uags.
La croissance mycélienne de cet agent pathogéng anléibée par les extraits d'huiles
essentielles a des degrés variables, avec unetagilus marquée pour les huiles @erus

latifolia etC. limon
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L'analyse de la composition chimique a montré des plus actifs ont une teneur
relativement élevée en citrals (néral + gérani@l%h Ceci est en accord avec le fait que les

citrals sont connus pour leurs propriétés antifqungs (JazetDongmo &t,2002).

3.1.2 Activité antifongique de I'huile essentiellele sauge surPhytophthora

infestans

3.1.2.1 Activité antifongiquein vitro de l'huile essentielle de sauge

L’huile essentielle de sauge a montré une viitaldans linhibition de la croissance
mycélienne des isolats étudiésPleinfestansSon pouvoir inhibiteur varie en fonction de la
concentration en huile essentielle et selon ldatsaeP. infestansll apparait plus important
pour I'huile essentielle brute et I'isolat A1, mai&croit en fonction des dilutions de I'huile a

I'égard de l'isolat A2.

L’analyse de la variance des taux d’inhibtion ldecroissance mycélienne montre une
différence significative entre les isolatsitéa de Phytophthora infestand- = 7.517, P =
0.014) (Annexe 7) et trés hautement signifi@tiventre les concentrations de I'huile
testée (F = 15.527, P =0.000) (Annexe 7).

En outre, c’est l'isolat A2 qui est le plus seles a I'effet de cette huile essentielle en étant
le moins développé et le plus inhibé, jusqu’a attee méme les 47% (Figure 16a).

Les taux d’'inhibition de la croissance mycéliemmregistrés sont compris entre 15 et 54%,
voire plus importants pour I'huile essentielleg@D4) (Figure 16b).

Par ailleurs, la sporulation deinfestangraité par I'huile essentielle de sauge est tridda
et parfois négligeable comparée a celle des téngdimsexe 8).

L’'analyse de la variance des taux Hibition de la sporulation qui des deux
isolats dePhytophthora infestansous l'effet de I'huile essentielle de la sauge treonne
différence trés hautement significative entre lidgtions (F = 1922. 222, P = 0.000) (Annexe
9). D’ou une efficacité de 100% d’inhibition dedporulation qui est révélée pour l'isolat A2
de P.infestansavec I'huile essentielle de sauge pure (D4) et dilution 1/10 (D3) (Figure
17).

L’activité antifongique de I'huile essentielle dauge a également affecté la morphologie de
Phytophthora infestan@~igure 18a)Des modifications morphologiques sont traduitesipa
lyse et la vésiculation du mycélium présentantgariin diamétre plus réduit.

En paralléle, 'absence ou la faible sporulatpmut étre interprétée par la réduction du

nombre de sporanges qui présentent parfois desnddtions ou la digestion de leur contenu.
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Ce qui conduit a la réduction de la germinatiorp&t conséquent celle de la croissance

mycélienne (Figure 18b).

Le transfert des explants mycéliens des isalatPhytophthora infestanspréalablement
inhibés par les emulsions d’huile essentielle,msilieu PPA frais n’a pas permis la reprise de
la croissance de ces derniers méme aprés un nmioisulhtion. Ce qui confirme le pouvoir

fongicidein vitro de I'huile essentielle de sauge Blnytophthora infestans
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Figure 16. Effet de l'huile essentielle de sauge rsuda croissance mycélienne de

Phytophthora infestans
- Selon les concentrations : D4, D3, D2 et D1 respement ; Pure, aux dilutions ; 1/10, 1/50 et0D/] a,

selon les isolats Al et A2 dke infestans
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Figure 17. Effet de I'huile essentielle de saugmir la sporulation dePhytophthora

infestans selon les concentrations
- Les concentrations D4, D3, D2 et D1 respectivement; Pure, aux dilutions; 1M/60 et 1/100;

T : témoin
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Figure 18. Effet de I'huile essentielle de sauge rsia morphologie de dePhytophthora

infestans, au grossissement (X500)

- M : Mycélium ;S : sporange Lys : Lyse du mycéliumD : digestion du contenu des sporangas ;
isolat témoin dePhytophthora infestansHE : huile essentielleh : Isolat deP. infestangraité par HE de

sauge

3.1.2.2 Activité antifongique in vivo de I'huile essentielle de sauge sur le

pouvoir pathogene des isolats deéhytophthora infestans

L’activité antifongiquen vivo de I'huile essentielle de sauge sur les deux is@#a et A2
de Phytophthora infestansst estimée par les taux d’infection enregistrésles disques
foliaires de la variété Spunta de pomme de t&@es derniers s’expriment par la surface
infectée du disque foliaire. Leur traitement patvptisation de I'huile essentielle testée a
différentes concentrations, révéle une réductiolimfection de la maladie.
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Un développement rudimentaire s’est manifesté ¢@a légeres nécroses, chloroses,

accompagnés d’'un léger brunissement suite a I'ignation de I'huile essentielle.

Cependant, le témoin positif révele des taumfeltion plus importants par rapport, aux
disques foliaires prétraités par I'huile esserdiell ceux inoculés par les isolats préalablement
inhibésin vitro ( Figure 19).

En revanche, le témoin négatif n'a pas montré&yteptdmes typiques du mildiou mise a
part des chloroses par senescence (Figure 19).

L’'analyse de la variance des taux d'infectiormantré une différence trés hautement
significative (F = 24.769, P = 0.000) (Annexe 10)re les différentes concentrations d’huile
essentielle de sauge et significative entre lex dsolats deP. infestans(F = 6.636, P =
0.023) (Annexe 10) et les modes de traitements§P29, P = 0.043) (Annexe 10).

En plus, les taux d’infection enregistrés paumode de pulvérisation par I'huile essentielle

de sauge sont plus faibles que ceux des témoink)apres 48 heures d’incubation.

L’infection a progressé pour atteindre en moygepres de 11%, cela peut s’expliquer par la
croissance du champignon qui augmente avec laddilde I'huile essentielle (Figure 20a) ou
l'isolat A2 semble aussi étre plus agressif queolat Al (Figure 20b). Parallélement,
I'efficacité de cette huile se révele aussi pesbée in vivo, confirmant linhibition du
pouvoir infectieux et par conséquent le pouvoirgiocile dePhytophthora infestangFigure
20c).

Dans ce sens, le pouvoir inhibiteur de 'hudsentielle d&alvia officinalisL. sur les taux
d’infection deP. infestansest significatif selon les concentrations de lawssentielle. Le
plus grand pouvoir inhibiteur de I'huile est aa®ra I'huile pure (D4), avec des taux
d’inhibition d’infection de 100% et a un degré mdi@ respectivement aux dilutions D3
(85%), D2 (pres de 55%) et D1 (20%) (Figure 21).
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Figure 19. Effet de [I'huile essentielle de sauge rsue pouvoir pathogéne de

Phytophthora infestans
- Les concentrations D4, D3, D2etD1 ; HE respectivement ; Pure, aux dilutions ; 14/60 et 1/100 ;

HE, Huile essentiellesa et b : isolatsAl et A2 de P. infestans To: Temoin negatif T1 et T2 :
Témoins positifs (inoculées respectivement paisigiats A1 etA2 dePhytophthora infestans
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Figure 20. Taux d’infection du mildiou aprés traittments par I'huile essentielle de sauge

selon les concentrations en HE (a), les isolats pagénes (b) et les modes de traitements
(c)

TRT : Traitement par pulvérisation de I'huile essergiele saugeTRO : isolats deP.infestansnhibésin
vitro par I'huile, essentielle de saugHE : huile essentielle ; a : selon les dilutions deH'Hb : selon les

isolats deP. infestans ; ¢ : selon les modes de traitemé@nt Témoin,D4, D3, D2etD1 : Concentrations

en HE de sauge respectivement Pure et ; aux dikuti@/10, 1/50 et 1/100.
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Figure 21. Effet de I'huile essentielle de sauge rsie pouvoir pathogene des isolats de

Phytophthora infestans selon les concentrations
. Les concentrations : D4, D3, D2t D1 ; Concentrations en HE de sauge respectivemert €turux

dilutions ; 1/10, 1/50 et 1/10HE : Huile essentielle

3.1.2.3 Discussion

D’une maniere générale, l'activité antifongigde I'huile essentielle d8alvia officinalis
confirme son pouvoir inhibiteun vitro etin vivo surP. infestansLes taux d’inhibition de la
croissance mycélienne enregistrés sont comprig dftret 54%, voire plus importants pour
I'huile essentielle pure (D4), suivie, respeatnent, par les dilutions 1/10 ( D3), 1/50 (D2)
et 1/100 (D1).

En outre, Iisolat A2 s’avére plus sensiblegffet inhibiteur de cette huile essentielle sur sa
croissance myceélienne et sa sporulation. Des noadidns morphologiques montrent la lyse
et la vacuolisation du mycélium, ainsi que la diges du contenu des sporanges, sont

induites par cette huile essentielle.

Son pouvoir fongicide est aussi souligimé vitro par linhibition de la croissance

mycelienne des isolats pathogenes préalablemeibémh

L’effet inhibiteur de I'huile essentielle de gmus’est également manifestevivo par la
réduction de la maladie. Cependant, I'expressiomuielques symptdomes accentués voire
I'apparition de |égeres nécroses notamment auxialisl 1/50 (D2) et 1/100 (D1) peut étre
expliguéein vitro par la résistance et la survie de quelques speswisibles sous

microscope apres 7 jours d’'incubation. Un pouwveiibiteur important est accordé a I'huile
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essentielle pure (D4), avec des taux d’inhibitidnfdction de 100% et a moindre degré aux
dilutions respectivement 1/10 (D3) (85%), 1/50 (&es de 55%) et1/100 (D1)(20%).

De méme, c’est l'isolat A2 qui s’est réveléesphgressif et par conséquent moins sensible a
cette huile essentielle. Ainsi, pouvoir antifongqde cette huile est lié & sa composition
phytochimique. Dans ce sens, de nombreuses étedescherche sur l'activité antifongique
des extraits a base de plantes sont actuellementies et comparables avec nos résultats.

Dans le méme contexte, Dafereraakt (2000) ont rapporté le pouvoir antifongique de
différentes huiles essentielles, y compfisymus vulgarisOriganum vulgarge Origanum
dictamus Origanum majoranaLavandula angustifoliMill., Rosmarinus officinaliet Salvia
fruticosa lls ont prouvé qu'a I'exception de I'huile d'aaig toutes les huiles essentielles
testées étaient plus efficaces pour l'inhibitiodadgermination des conidies, que la croissance
mycélienne dePenicillium digitatum Les monoterpénes, qui composent ces huiles
essentielles sont responsables de l'inhibitiogitpre.

Ainsi, Dellavalle etal. (2011) ont confirmé le pouvoir antifongique deslds essentielles
de Salvia officinaliset deRosmarinus officinalisur la croissance mycélienne des especes
d’Alternaria. Par ailleurs, I'étude de Yanaradt en 2011, a révélé une inhibition totale de la
croissance mycelienne & infestangar l'activité antifongiquén vitro de I'extrait deSalvia
officinalis.

Des modifications morphologiques ont eégaleméfieicte la morphologie d@.infestansll
s’agit de la lyse du mycélium et la destruction glggranges. A ce sujet, les travaux de Feng
et Zheng (2007) puis Tavares @t (2008) ont rapporté la désintégration et la nurt
mycélium par l'action des extraits de plantes ®g hyphes, provoquant la libération
d'inclusions cytoplasmiques, la perte de la rigidit I'intégrité de la paroi cellulaire.

Blaeser et Steiner (1999) ont évalué l'effiéaantifongique de plusieurs extraits de plantes
contre P.infestanset ils ont prouvé que les extraits de sauge agfigsar la réduction des
symptémes foliaires du mildiou et 'augmentationrénadement de pomme de terre de 12 a
17%. lls ont associé la réduction de la maladigpauvoir inhibiteur de I'extrait de cette
plante sur la germination des sporanges et la mtélaes zoospores de l'agent causal de

mildiou de la pomme de terre.

Selon Franchomme (1981), le pouvoir antifongiges huiles essentielles des plantes est
principalement lié a leur composition chimique etparticulier a la nature de leurs composés
prédominants. Cependant, méme les composés mipeurgent jouer un rdle important
(Tantaoui-El Araki etll., 1995).
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De nombreuses études se sont concentrées wéniflaation du potentiel anti-fongique des
constituants des plantes sur plusieurs souchebatepignons et de levures. Il a été demontré
gue les composés a pouvoir antifongique élevélsahiymol, le carvacrol, I'eugénol, le citral
et d'autres phénols (Alilou at., 2007).

Selon l'extraction, l'analyse et la compositadnmique de I'huile essentielle de sauge, il
semble clair que les especesfvia sont de nature aromatique et se caractérisentirpar
chémotypeB-thuyone. A la lumiére de ces résultats et par @aipon avec d'autres études,
les résultats variables ont été rapportés par IBrres(1991) sur les mémes especes végétales
avec environ 60% de thuyone (mélange @t -thuyone). Toutefois, dans un autre ouvrage
sur la sauge officinale d’Espagne, Fleurentin (300&ignalé la présence d'un chémotype
différent en composés terpéniques avec une pré@dmme de camphre (11-36%), suivie par
le cinéole (11-25%) et trés peu de thuyone (<0,52@tte divergence dans les résultats,
pourrait s’expliquer par le role potentiel des &t environnementaux et climatiques sur la

composition chimique et la qualité de I'extrait depéces végétales.

En effet, Perry atl. (1999) ont étudié et analysé plusieurs échanglid’huiles essentielles
de sauge par CG-SM. lIs ont révélé la présenceaie ¢hémotypes avec des proportions
différentes dey/ B-thuyone (10:1,1.5: 1 et1: 10).

Selon la composition totale en thuyone, I'hudiesentielle de sauge peut étre classée a
niveau éleve (39-44 %), moyen (22 a 28 %), ou €afBl%) en thuyone.

lIs ont comparé aussi le rendement en huilenéisfle et la composition efr pinene et en
thuyone pour les fleurs et les feuilles de saulgeorit déduit que les pieces florales avaient
des teneurs plus élevées en huiles essentielledegdieuilles (1,6 : 1,1%). Il en est de méme
pour leur composition ef-pinéne (27 : 10%). Cependant, les niveaux en theyé&taient
inférieurs (16 : 31%).

lIs ont également affirmé que I'automne et l#rivsont les meilleures périodes de récolte

pour I'obtention des huiles riches en thuyone.

En conclusion, les huiles essentielles de bergambtde sauge testées pures et a la
concentration 1/10 ont confirmé leur pouvoir intelir et fongiciden vitro sur les isolats A1
et A2 deP. infestansComme, elles ont prouvé aussi leur potentielé&kiction du mildiou
sur les disques foliaires de pomme de terre des dmietés Spunta et Kondor.

L'efficacité des huiles essentielles d’agrunpes CG-SM est liée aux monoterpenes
oxygénés dont, le nerol, neral, geraniol et getania
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3.1.3 Activité antifongique d’'une gamme de préparabns a base de plantes
sur Phytophthora infestans

3.1.3.1 Activité antifongique in vitro des extraits aqueux de plantes
3.1.3.1.1 Activité antifongiquein vitro des extraits aqueux de plantes sur la

croissance mycélienne des isolats éytophthora infestans

L'activité antifongiquen vitro des huit extraits aqueux de plantes testés, a ééweéé
variabilité dans le pouvoir inhibiteur de la cr@sse mycélienne dé. infestans.
L’inhibition est tres importante quelque soit lancentration pour les extraits du pacanier,
de la menthe odorante, de la sauge, du pistagméistjue et du romarin et peu importante
et modérée respectivement pour I'extrait aqueuxtigoet les extraits de préle et de

posidonie. Elle est aussi proportionnelle aux cotragions des extraits testés (Figure 22).

L’analyse de la variance des taux d’inhdniti de la croissance mycélienne montre une
différence hautement significative entres | huit extraits aqueux de plantes testés
(F =4.684, P = 0.000) (Annexe 11), ainsi que leloses (F = 4.804, P = 0.005) (Annexe 11).
Par contre une différence non significative estegistrée pour les deux isolats &e
infestansétudiés (F = 0.741, P = 0.393) (Annexe 11).

En modele GLM, Les taux d’inhibition enregistsag la croissance mycélienne des deux
isolats Al et A2 dd°. infestanssont trés importants, dépassant les 80% pour leaitsx
aqueux du pacanier, de la menthe odorante, deugesalu pistachier lentisque et du
romarin, avoisinant les 70% pour I'extrait aquelortie et en fin ceux de la posidonie et de

la préle avec des taux d’inhibition supérieurs @50igure 23a ).
lls évoluent parallelement avec les doses désitx agueux de plantes, atteignant leur

maximum avec les extraits purs (Figure 23b). De mérnalle est Iégérement plus marquée
sur Iisolat Al deP. infestans(Figure 23c).

99



Figure 22. Pouvoir inhibiteur des extraits aqueux € plantes sur la croissance

mycélienne dePhytophthora infestans
-1:5%;2:10% ;3:20% et4: 100% (concentrations des extraits aqueux de @pn@RT : Ortie ;

PIS : Pistachier lentisquePOS : Posidonie PRL : Préle ;ROM : Romarin ;SUG : Sauge Al etA2:

Isolats témoins dBhytophthora infestans
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Figure 23. Effet des extraits aqueux de plantes sufinhibition de la croissance

mycélienne dePhytophthora infestans selon les concentrations et les isolats pathogenes
- a: selon les extraits aqueux de plantes ;selon les concentrations des extraits aqueux algqd ;c :

selon les isolats A1 et A2 d@. infestans D1 : 5% ;D2 : 10% ;D3 : 20% et,D4 : 100% ;Mth :
Menthe ; Ort: Ortie ; Pac : Pacanier Pis : Pistachier lentisquePos : Posidonie Prl: Préle ;Rom :

Romarin ;Sug : Sauge

L’analyse de la variance des concentrations mmaies inhibitices (CMI) a montré une
différence non significative entre les différerggtraits aqueux de plantes et entre les deux

isolats deP. infestangAnnexe 12).

En présentation GLM, une variabilit¢ des Cadt révélée entre les extraits de plantes.
En effet, les extraits aqueux de sauge, de romdeipistachier lentisque, de menthe odorante
et du pacanier montrent leur pouvoir inhibiteur lsucroissance mycélienne des isolat$2de
infestansa de faibles concentrations avoisinant les 5%rsajae, des CMI supérieures a 30%

et 75% sont enregistrées respectivement pour kegitsxaqueux de posidonie et d’ortie, ainsi
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gue pour celui de la préle (Figure 24a). Ellest sidus faibles encore pour l'isolat A2 de

P.infestangFigure 24Db).

126 95
P=0.070 P=0.146
. 77t 8-
£
=
L)
28\ =l
a b
24 L1 T T 00T 4 ' ' !
mth ort pac pis pos prl rom sug A1 A2

Figure 24. Concentrations minimales inhibitrices desxtraits aqueux de plantes sur la
croissance mycelienne dBhytophthora infestans

- Mth: Menthe ;ort: Ortie ; pac : Pacanier pis : Pistachier lentisquepos : Posidonie jprl : Préle ;
rom : Romarin ;sug : Sauge a : selon les extraits aqueux de plantbs ;selon les isolats Al et A2 de

Phytophthora infestans

3.1.3.1.2 Activité antifongiquein vitro des extraits aqueux de plantes sur la

sporulation des isolats dé°hytophthora infestans

L’ensemble des extraits aqueux de plantes muaindre effet inhibiteur sur la sporulation des
deux isolats d®.infestansa n'importe quelle concentration, sauf pour lesagts aqueux de
posidonie, de préle et d’ortie, dont les conceiunat sont supérieures a 5% et parfois méme
a 10%.

L’analyse de la variance des taux d'inhibition @esporulation montre des différences
hautement significatives entre les difféerentisaats (P = 11.445, P = 0.000) (Annexe 13) et
leurs doses (F = 5.249, P = 0.003) (Annexe 13ism non significative entre les deux
isolats A1 et A2 de. infestangF = 1.032, P = 0.314) (Annexe 13).

Les extraits aqueux de plantes présentent des danhibition élevés de la sporulation
(supérieurs a 80%) a I'exception de I'extrait de€lgp qui montre un taux d’inhibition moyen
(de l'ordre de 50%) (Figures 26a, 26c¢) ; leur pauirdhibiteur évolue en fonction de la dose

(Figure 26b).
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Figure 25. Effet des extraits aqueux de plantes sufinhibition de la sporulation de
Phytophthora infestans selon les concentrations et les isolats pathogénes

- D1:5%,D2: 10%,D3: 20% et,D4 : 100%, (concentrations des extraits aqueux de @anteth :
Menthe,ort : Ortie, pac : Pacanierpis : Pistachier lentisqugos : Posidonieprl : Préle,rom : Romarin,
sug : Saugea : selon les extraits aqueux de plantes,selon les concentrations des extraits aqueux de

pantesg : selon les deux isolats Al et A2 Beinfestans

3.1.3.1.3 Activité antifonique in vitro des extraits agueux de plantes sur la
germination des isolats dé’hytophthora infestans

La germination est aussi affectée par I'actidiés extraits aqueux de plantes. L'analyse de
la variance des taux d’inhibition de la germinatid&P. infestansmontre une différence

hautement significative entre les différents exdrde plantes (F = 3.079, P = 0.009) (Annexe
14) et entre les doses testées (F = 4.580, P 8)0(8@nexe 14).
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Par contre, elle est non significative pour ledats Al et A2 dd°. infestangF = 0.006, P =
0.937) (Annexe 14).

L’ensemble des extraits aqueux enregistrentfarte inhibition de la germination ou les
taux les plus importants dépassent les 96% (Figuzéa et 27c ). lls sont proportionnels aux

doses testées (Figure 27b).
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Figure 26. Effet des extraits aqueux de plantes sua germination de Phytophthora

infestans selon les concentrations et les isolats pathogenes
- D1:5% ;D2 :10% ;D3 : 20% etD4 : 100 % (concentrations des extraits aqueux deqagn¥ith :

Menthe ;ort : Ortie ;pac : Pacanier pis : Pistachier lentisquepos : Posidonie prl : Préle ;rom :
Romarin ;sug : Sauge a : selon les extraits de plantes ; selon les concentrations des extraits de

plantes ¢ : selon les deux isolats Al et A2 Blaytophthora infestans

3.1.3.1.4 Activité antifongiquein vitro des extraits aqueux de plantes sur la

morphologie des isolats d€hytophthora infestans

L’activité antifongiquein vitro des extraits aqueux de plantes affecte égalenent |

morphologie des isolats ¢k infestans
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Des changements morphologiques sont visdrlesomparaison avec les témoins (Figure
25a). lls sont similaires a ceux engendrés pahlges essentielles d’agrumes et de sauge,
notamment par la lyse et la vacuolisation du myoéliLes sporanges présentent parfois des
déformations ou apparaissent vidées de leur corfiégure 25b).

En effet, I'inhibition de la croissance mycélienet de la sporulation de I'agent pathogéne
sont accompagnées par ces modifications morphalegiqobservées a partir de la
concentration 5% et 10% pour I'ensemble des estragueux de plantes et a partir des

concentrations de 20% et 100% pour les extraiigad’ortie et de préle.

Figure 27. Effet de l'extrait aqueux de romarin sur la morphologie de Phytophthora

infestans, (grossissement X 500)
M : Mycélium ; S : Sporanges Lys : Lyse du Mycélium ;a : Isolat témoin b : Isolat traité par I'extrait

agueux de romarin
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3.1.3.1.5 Pouvoir fongiciddan vitro des extraits aqueux de plantes sur les
isolats dePhytophthora infestans

Le pouvoir fongiciden vitro est variable selon les extraits aqueux de plargel®n leurs
concentrations, selon les deux isolats Rleinfestansaprés le transfert de leurs explants

mycéliens préalablement inhibés sur milieu PPA.

L'analyse de la variance des taux d’inhibitionlaleeprise de croissance mycélienne montre une
différence trés hautement significative entre dé&reints extraits des plantes (F = 4.304, P 8@).0
(Annexe 15) et entre les quatre doses testeegl #98, P = 0,003) (Annexe 15). Cependant, cette
différence s’avére non significative entre lesxdsolats de P. infestangF = 0.010, P = 0.921)
(Annexe 15).

L'inhibition de la reprise de croissance myc#iie des deux isolats pathogénes est tres impgrtante
dépassant les 90% pour les extraits de menthertelodu pacanier, du pistachier lentisque, de la

posidonie, du romarin et de la sauge.

Elle apparait également intéressante soit denvi75% pour les traitements a base des extraits
d'ortie et de préle (Figure 28a). Elle évolue daiera proportionnelle avec la dose de I'extraliséti
pour atteindre son maximum a I'état pure, enregistine inhibition de 90% (Figure 28b).

Cette inhibition demeure élevée pour les deuxtsdieP.infestangFigure 28c).

L’analyse de la variance des concentrationsbitrides létales « CIL » montre une
différence hautement significative entre lestrats aqueux de plantes (F = 8.213, P =
0.382) (Annexe 16)mais, non significative entes lisolats A1 et A2 d@. infestangF =
0.869, P = 0.382) (Annexe 16).

En modele GLM, les extraits aqueux de mentherasde, du pacanier, du pistachier
lentisque et de la sauge présentent les plus $aiBle, avoisinant les 10% suivi, par les
extraits aqueux de romarin avec des CIL de 'otr& 0%, et finalement les extraits aqueux
d’ortie, de posidonie et de préle avec des CIL@&24 (Figure 29).
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Figure 28. Pouvoir fongicidein vitro des extraits aqueux de plantes sur la reprise de la
croissance mycélienne dBhytophthora infestans

- D1:5% ;D2:10% ;D3 : 20% et,D4 : 100 % (concentrations des extraits aqueux de gganwth :
Menthe ;ort: Ortie ; pac : Pacanier jpis : Pistachier lentisquepos : Posidonie ;prl : Préle ;rom :
Romarin ;sug : Saugea : selon les extraits aqueux des plantes selon les concentrations des extraits de

plantes ¢ : selon les deux isolats Al et A2 Blytophthora infestans
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Figure 29. Concentrations inhibitrices |étales (CIL) des extraits aqueux de plantes sur

les isolats dePhytophthora infestans
- Mth: Menthe ;ort: Ortie ; pac : Pacanier pis : Pistachier lentisquepos : Posidonie jprl : Préle ;

rom : Romarin ;sug : Sauge

3.1.3.2 Activité antifongiquein vivo d’'une gamme de préparations a base de
plantes
3.1.3.2.1 Activité antifongiquein vivo d’'une gamme de préparations a base

de plantes sur la période d’incubation du mildiou @ la pomme de terre

La période d’incubation des symptomes thildiou développés par les isolats de
P. infestanset traités par les préparations a base de plastegénéralement située entre le
2% et le F™jour.

L’'analyse de la variance des périodes d’incuimatiu mildiou a montré des différences
significatives entre les modes d’applications daréparations a base de plantes (F = 3.936,
P =0.002), entre les variétés selon les awodi'application par trempage (F = 10.028,
P =0.003), et par arrosage (F = 4.521, P = 0.04%exe 17), entre les isolats Benfestans
selon le mode par trempage (F = 4.518, P = 0.038)dxe 17), et entre les préparations a
base de plantes selon les modes par trempage2(B19, P = 0.014) et le mode curatif (F =
4.157, P =0.001) (Annexe 17).

Cependant, une difféerence non significative esstegistrée entre les concentrations des
extraits aqueux de plantes pour le mode d’apptioapar trempage (F = 0.995, P = 0.323)
(Annexe 17) et le mode curatif (F = 0.017, P =96)8 Annexe 17).
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En modéle GLM, la période d’'incubation est dieon de 2 a 3 jours. Une période de 2
jours est enregistrée pour le mode par incorparadies poudres de plantes dans le sol alors

gue, le mode par trempage dans les extraits punsrenone période de 3 jours (Figure 30).

En général, la méme période d'incubation avaisinou se situant au®%® jour est
enregistrée pour les deux variétés testées de patenerre concernant les différents modes
d’application des traitements a de tres légereerdifices pour le mode par arrosage et le

mode par trempage (Figures 31b et 31c).

Une trés faible différence est également noidee des deux isolat®. infestangconcernant

le mode d’application préventif par trempage (Fég81c).

Cependant, cette période semble légérement prhisngée (au-deld du®3® jour) sous
I'effet des extraits aqueux du pistachier lentisqie la préle, du romarin et de la sauge en
mode préventif par trempage et en appliquant laxérqueux a base de menthe odorante pour

le mode curatif (Figures 31c et 31d).
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Figure 30. Effet des modes d’application des prépations a base de plantes sur la

période d’'incubation du mildiou
- a:incorporation des poudres de plantés:;Arrosage ¢ : Trempage d : Curatif; 1 : Extrait pur ;2 :

Extrait dilué a 20%
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Figure 31. Périodes d’incubation du mildiou selonds modes d’application, les extraits
agueux de plantes, les variétés de pomme de terriees isolats pathogenes

- b : Arrosage par les extraits de plantes:;Trempage dans les extraitsd;: Traitement curatif a base
d’extraits ;K : kondor ;S : spunta ;POS : posidonie ;Ment : menthe odorante QRT : ortie ; PAC :
pacanier PIST : pistachier lentisquePRL : préle ;ROM : romarin ;SAUG : sauge
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3.1.3.2.2 Activité antifongiquein vivo d’'une gamme de préparations a base
de plantes sur le pouvoir pathogene des isolats Blytophthora infestans

Par ailleurs, les préparations a base de plamteaffirmé leur activité antifongiqua vitro
par la réduction du pouvoir pathogéneRdénfestans

L’analyse de la variance des taux de réductienlad maladie montre une différence
significative entre les modes d’application des#te¢raents (F=2.934, P=0.014) (Annexe 18).
Une différence hautement significative est égaldrearegistrée entre les variétés testées de
pomme de terre pour le mode curatif (F=13.582, .661) (Annexe 18), entre les extraits
agueux des plantes pour I'ensemble des modes apph des traitements et, pour le mode
d’application curatif pour les dilutions des extsaaqueux des plantes (F=0.546, P=0.003)
(Annexe 18). Cependant, une différence non sigatifie est constatée entre les deux isolats
de P.infestanspour I'ensemble des modes d’application des tratds (Annexe 18). En
modele GLM, le taux de réduction de la maladie lles gelevé est enregistré pour le mode
préventif par trempage dans les extraits purs (Ei@2, cl: 87%), alors que le plus faible
taux est enregistré pour le mode curatif a basgtidiits agueux des plantes dilués a 20%
(Figure 32, d2 : 78%).

La réduction de la maladie s’avere importanterskes modes d’application des traitements,
aux deux dilutions des extraits aqueux de plarsi®s par le mode par trempage et le mode
curatif (taux de réduction supérieurs a 74%). Ailsiclassement des modes est établi dans

I'ordre décroissant suivant (Figure 32) :

- Mode par trempage des disques foliaires dasextraits purs (cl : 87%) ;
- Arrosage par extraits aqueux (b : 86%) ;

- Mode curatif a base d’extraits purs (d1 : 85%)

- Mode par trempage dans les extraits diluéd% @2 : 82%) ;

- Mode par incorporation des poudres dans l¢ass@1%) ;

- Mode curatif a base d’extraits dilués a 20% (@8%).

Ces résultats montrent que la réduction de ladieest notée pour 'ensemble des modes
d’application de préparations a base de plantespacés aux témoins qui enregistrent une

forte infection sur les deux variétés de pommeede t(Figure 33).
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Les taux de réduction de la maladie dépassent3éo sur les deux variétés de pomme de
terre testées, mais la variété Spunta montre urmoriante réduction pour les modes
d’application: curatif (85%) par pulvérisation (Big@ 33d) et préventif par arrosage (86%)
(Figure 33b), alors qu’elle est plus marquée swaldté Kondor pour les modes préventifs

par incorporation des poudres de plantes (82%aretrempage (86%) (Figures 33a et 33c).
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Figure 32. Effet des modes d’application des prépations a base de plantes sur le

pouvoir pathogene dePhytophthora infestans
. b: Mode préventif par arrosaged;: Mode curatif ;a : Mode préventif par incorporation des poudres
de plantes dans le sat ; Mode préventif par trempagd. ;; Extrait pur ;2 : Extrait dilué a 20% RM

(%) : Taux de réduction de la maladie
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Figure 33. Effet des modes d’application des prépations a base de plantes sur le

pouvoir pathogene dePhytophthora infestans selon les variétés de pomme de terre

- a : Mode par incorporation des poudres dar so ;

b : Mode préventit par arrosa; c: Mode

préventif par trempaged : Mode curatif par pulvérisationk : Variété kondor S : Variété Spunta ;

RM (%) : Taux de réduction de la maladie
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Figure 34. Effet des préparations de plantes sur Ipouvoir pathogene dePhytophthora

infestans selon les isolats pathogéenes
- a: Incorporation des poudres dans le sbl:;Arrosage par les extraitsc : Trempage dans les extraits ;

d : Traitement curatif a base d’extraitiRM (%) : Réduction de la maladie

En effet, la réeduction de la maladie est miséwdence pour 'ensemble des préparations a
base de plantes. Celles a base de posidonie, déhenedorante, de sauge et de préle
confirment leurs potentialités antifongiques visia-de P. infestans avec des taux de
réduction de la maladie dépassant les 80% (Fidb)xeAsi, le classement des préparations a
base de plantes est établi selon leur modes d&gtigih dans 'ordre décroissant suivant
(Figure 36) :
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* En modes préventifs par

- Trempage dans les extraits agueux de sauge (2&ppsidonie (92%), de menthe odorante
(90%), de préle (87%), de romarin (85%), d’'ortie¥®, de pacanier (74%) et, de pistachier
lentisque (67%).

- Arrosage des plants par les extraits aqueux @ thlagposidonie (94%), de menthe odorante
(92%), de préle (87%), d'ortie (86%), de sauge (B58e romarin (80%), de pistachier
lentisque (78%) et, de pacanier (75%).

- Incorporation dans le sol des poudres a basesiegnie et de menthe odorante (89%), de
préle (85%), de sauge (83%), de romarin (78%),ti@'0f76%), de pacanier (73%) et de
pistachier lentisque (67%).

« En mode curatif par pulvérisation des extraitseaua base de posidonie (93%), de
menthe odorante (90%), de romarin (82%), de sa8if#), de préle (80%), de pistachier
lentisque (78%), de pacanier (73%) et d’ortie (6.7%)

Une importante réduction du pouvoir pathogent regée pour les deux isolats de
P.infestans (avoisinant ou dépassant les 80%) selon lesrdifté modes d’application des
préparations a base de plantes. Cependant, edletafbeaucoup plus l'isolat A2 pour les
modes de traitements appliqués par arrosage (§&o)rempage (85%) et le mode curatif par
pulvérisation (83%), alors qu’elle est sensiblemlanhéme pour les deux isolats concernant
le mode par incorporation des poudres de plantes lasol (Al : 81%, A2 : 80%) (Figure
34).

Il est important de souligner que la réductienlal maladie est plus marquée en application
des extraits aqueux de plantes purs qu’avec deaitsxhqueux de plantes dilués pour le mode

d’application par trempage (Figure 37c¢) et le mogatif (Figure 37d).
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Figure 35. Effet des préparations a base de plantest leur modes d’application sur le

développement des symptémes du mildiou de la pomrde terre
- a: Mode par incorporation des poudres de plantes assl ;b : Mode préventif par arrosage ;:

Mode curatif K : Variété Kondor S : Variété Spunta POS : posidonie SAUG : sauge T : Témoins
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Figure 36. Effet des préparations a base de plantesur le pouvoir pathogéne de
Phytophthora infestans selon leur modes d’application

- a: Mode par incorporation des poudres dans letspMode préventif par arrosage,: mode préventif
par trempage d: Mode curatif par pulvérisationMENT : menthe odorante QRT : ortie ; PAC :
pacanier PIST : pistachier lentisquePRL : préle ;ROM : romarin ;SAUG : sauge POS: posidonie ;

RM (% ) : Taux de réduction de la maladie
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Figure 37. Effet des extraits aqueux de plantes sule pouvoir pathogéne de
Phytophthora infestans selon leurs concentrations

- ¢ : Mode préventif par trempagel;: Mode curatif par pulvérisationD1 : Extraits aqueux pursD2 :

Extraits aqueux dilués a 209RM (% ) : Taux de réduction de la maladie

3.1.3.2.3 Activité antifongiquein vivo d'une gamme de préparations a base

de plantes sur la sporulation des isolats dehytophthora infestans

La sporulation des isolats Be infestansest également inhibée vivo par les préparations a
base de plantes. Il est trés important de sigmpled’ensemble des extraits aqueux de plantes
appligués selon le mode préventif par arrosage meointré une inhibition totale de la

sporulation (100%) des deux isolatsRlenfestansur les deux variétés de pomme de terre.

L’analyse de la variance des taux d’inhibitianld sporulation ne montre pas de différence
significative entre les trois autres modes d'ajgtion des traitements, entre les variétés de
pomme de terre, entre les préparations a base ameepl et, entre les dilutions d’extraits
agueux de plantes pour les modes curatif par pgbtén et préventif par trempage (Valeurs

de P supérieures a 0.05) (Annexe 19).

Cependant, une différence significative estlévéntre les deux isolats Banfestangour

le mode préventif par trempage (F = 4.544, P =&).08nnexe 19).
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Par la présentation GLM, I'ensemble des modeppiieation des préparations a base de
plantes montrent une importante inhibition de largfation deP. infestanssur les disques
foliaires de pomme de terre, avec des taux d'itibibidépassant les 90% et atteignant méme

les 100 % (Figure 38). Leur classement est étanis dordre décroissant suivant :

- Arrosage par les extraits aqueux de plantes (100%),

- Mode curatif a base d’extraits aqueux de plantilués a 20% et préventif par
incorporation des poudres de plantes dans le géb)9

- Trempage dans les extraits agqueux de plgnbeset dilués a 20% et mode curatif a base

d’extraits aqueux de plantes purs (94,5%).

Aussi, I'inhibitionin vivo de la sporulation est également trés importanteéseure a 90%)
sur les deux variétés de pomme de terre pour Irebke des modes d’application de
traitements (Figure 39).

Cette inhibition est trés importante pour lesbddesolats deP. infestangtaux d’inhibition
dépassant les 85% et atteignant méme les 100%)r&#f). Elle apparait plus importante
pour l'isolat A1 que celui de A2 pour les modesvprdifs par trempage et arrosage (Figures
40b et 40c).

Des taux d'inhibition trés importants de la spation sont enregistrés sur les deux souches
deP. infestangour le mode par incorporation de poudres de gtadans le sol (Figure 38a).

L’inhibition de la sporulation dé°. infestansest importantein vivo, selon les modes
d’application des préparations a base de planes.tdux d’'inhibition sont supérieurs a 75%
et atteignent parfois les 100% ( Figure 41). Le&pprations a base de plantes sont classées
selon les modes d’application et les taux d’inidiitde sporulatiom vivo, comme suit :

Le mode préventif par

- Incorporation dans le sol des poudres de gfarit base de posidonie, de menthe odorante,
de préle, de sauge, de romarin, de pacanier estheipier lentisque (100%) ainsi que d’ortie
(75%) ont les % d’inhibition le plus élevé (Figutga).

- Trempage des disques foliaires dans les iesxigueux a base de posidonie, de menthe
odorante, de préle, de romarin et de pacanier (J00&sauge (90%), de pistachier lentisque
(89%) et d’ortie (76%) (Figure 41c).

Le Mode curatif par pulvérisation des extraitgieux a base de menthe odorante, d’ortie,
de préle, de sauge, de pacanier et de pistacimgsdae (100%), de posidonie (90%) et de
romarin (75,5%) ( Figure 41 d).
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D’autre part, une Iégere variation des tauxhibition de la sporulation est notée entre les
deux dilutions des extraits aqueux de plantes geumode curatif ou on enregistre
d'importants taux d’inhibition de la sporulation7®) pour les extraits aqueux de plantes

dilués (Figure 42c) et pour les extraits aqueupldates purs (95%) (Figure 42d).

Néanmoins, des taux d’inhibition de la sporalatsimilaires sont relevés pour les extraits
agueux de plantes purs et dilués en ce qui condernede préventif par trempage (94%)
(Figure 42c).
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Figure 38. Effet des modes d’application des prépations a base de plantes sur
I'inhibition in vivo de la sporulation dePhytophthora infestans

a : Mode préventif par incorporation de poudres dateladans le sol b : Mode préventif par arrosage ;
cl : Mode préventif par trempage dans I'extrait aqueux; c2: Mode préventif par trempage dans
I'extrait aqueux dilué a 20% ; d1 : Mode curatif par pulvérisation de I'extrait aquepxr ; d2 : Mode
curatif par pulvérisation de I'extrait aqueux dila€0% ;IPS (%) : Taux d’inhibition de la production de

sporanges.
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Figure 39. Effet des modes d’application des prépations a base de plantes sur
linhibition in vivo de la sporulation de Phytophthora infestans selon les variétés de

pomme de terre

- a: Incorporation des pdres dans le s; b : Arrosage par les extraits agueux de pl¢; ¢: Trempage
dans les extraitequeux de plantedd;: Traitement curatif a base d’extraits aqueux datp&;IPS (%) :

Inhibition de la production de sporanges.
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Figure 40. Effet des préparations a base de plantesur l'inhibition in vivo de la
sporulation de Phytophthora infestans selon les modes de leur application et les isolate
P. infestans

a : Mode prévéntif par incorporation des poudres datpk dans le soll : Mode préventif par arrosage ;
¢ : Mode préventif par trempagel;: Mode curatif par pulvérisation |PS (%) : Taux d’inhibition de la

production de sporanges.
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Figure 41. Effet des préparations a base de plantesur l'inhibition in vivo de la
sporulation de Phytophthora infestans selon les modes de leur application

- a: Mode par incorporation des poudres de plantes agrsl ; ¢ : Mode préventif par trempagel;:
Mode curatif ; POS : posidonie ;MENT : menthe odorante ORT : ortie ; PAC : pacanier ;PIST :
pistachier lentisquePRL : préle ;ROM : romarin ;SAUG : sauge jPS (%) : Taux d'inhibition de la

production de sporanges.
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Figure 42. Effet des concentrations des extraits agux de plantes sur I'inhibitionin vivo

de la sporulation dePhytophthora infestans selon les modes de leur application
- ¢ : Mode préventif par trempagea ;; Mode curatif ;D1 : Extraits purs ;D2 : Extraits dilués a 20%PS

(%) : Taux d’inhibition de la production de sporanges

3.1.3.3 Discussion

En effet, de nombreux travaux rapportent queplesites sont capables de produire des
substances naturelles trés variées. En plus deabolées primaires classiques, elles
synthétisent et accumulent des métabolites seamsddont la fonction physiologique n'est
pas toujours évidente mais qui présente une lasgene de molécules exploitables en
agriculture dans le cadre de la phytoprotectiong(fRelt-Roger, 2008 ; Haddouchi et
Benmansour, 2008).

Dans ce sens, le pouvoir inhibiteur variables ebetraits végétaux testés a I'égard des deux
isolats deP. infestangpeut étre interprété par les travaux de Burt 4200 ahlou (2004)
ainsi que Davicino eal. (2007) qui ont souligné que l'activité biologiqd&n extrait de
plante est liée a sa composition chimique, aux ggments fonctionnels de ses composés
majoritaires, a leur effet synergique et a leutgpprtions.

Yakhlef etal. (2011) ont également affirmé que la valeur d’uinagt tient a I'intégralité des
constituants et non seulement a leurs composésitaags.

Ainsi, la quantité et la qualité de ces composétifs dépendent de la plante, du tissu
végétal, et de plusieurs facteurs exogenes (Deried, 2008; Webster &tl., 2008).

Rappelant aussi que, nos résultats sont comigarabde nombreux travaux rapportés
par la bibliographie et ayant déja confirmé 'effaité de certains extraits de plantes dans

le biocontrole des maladies phytopathogenes.
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En effet, un pouvoir inhibiteur élevé de la sgzince myceélienne des isolatsRdenfestans
étudiées est enregistré a une faible concentrggaar les extraits de sauge, de menthe
odorante, du pistachier lentisque et, du romari@gisma des concentrations plus élevées, pour
ceux de la préle, de l'ortie et de la posidonies @ssultats coincident avec ceux des travaux
de Kordali etal. (2003) en utilisant les extraits bruts obtenus rimpades feuilles déPistacia
lentiscus a I'égard de Pythium ultimum et de Rhizoctania solani.Aussi, I'activité
antimicrobienne de son huile essentielle est ttadpar la haute concentration efpinéne
(Baranowska edl., 2002) et le linalol (Imelouane &k, 2009. Le terpinenol et keterpinéol
sont également deux composants principaux de duitle essentielle responsable de

l'inhibition totale de la croissance mycéliennAspergillus flavugBarra etal., 2007).

De la méme facon, I'huile essentielle de saugerdirmé aussi son activité antifongique
contrePhytophtora infestan&Kim et al., 2002; Dorn efal., 2007). Son efficacité reste donc
lie a la présence des molécules identifiées corfmtigha-bisabolol, le farnesol, 'anethole et
le carvacrol (Jean el., 1992 ; Takeuchi «dl., 2005).

La méme activité a été également démoninégitro pour I'extrait d’ortie concernant
plusieurs champignons phytopathogénes et sapraphgia la paroi mycélienne est riche en
chitine (Brockaert eal.,1989 ; Huesing eal., 1991 ;Veldhuizen eal., 2006 ; Hadizadeh et
al., 2009) et I'extrait brut et a différentes cancations deRosmarinus officinalis I'égard
d'’Alternaria solani(Goussous etl., 2010). Dans ce sens, Davidson et Naidu (2000) ont
affirmé le pouvoir antifongique élevé du romarié@ & ses composés phénoliques tels que les
terpenes ou I'on peut citer le borneol, le campolerd.,8 cineole, le pinene, le camphone, le
verbenonone et l'acétate bornyl. Par ailleurs,dvalle etal. (2011) ont également démontré
le pouvoir inhibiteur des extraits @alvia officinaliset Rosmarinus officinalizis-a-vis de la

croissance mycelienneAlternaria sp.

D’autres travaux ont affirmé le méme effet ptas extraits d€osidonia oceanica&is-a-vis
de Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopers{siouki et al.,2012) et pour ceux dearya
illinoinensisvis-a-vis deRhizoctonia solanjHernandez-Castillo &tl., 2010)

Les travaux de Yanar at. (2011) sur I'activité antifongiquim vitro de I'extrait deSalvia
officinalis par I'inhibition totale la croissance mycélienneRienfestans.

En outre, Maxim edl. (2005) ont démontré l'inhibition totaie vitro de la germination des
conidies deVenturia inaequalisagent causal de la tavelure du pommier par |@ernmants a

base d’extraits aqueuxEjuisetum arvense
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De méme, Hadizadeh at (2009), ont affirmé le pouvoir inhibiteur impantade I'extrait
d’Urtica dioicasur la croissance myceéliend®&lternaria alternata(taux d’'inhibition > 97%),
Rhizoctonia solani Fusarium oxysporunftaux d’inhibition compris entre 80 et 90%) et
Fusarium solan{taux d’inhibition compris entre 75 et 80%).

Par ailleurs, Oumzil eal. (2002), ont signalé aussi une forte capacité ditibn des
extraits deMentha suaveolensn testant I'activité antimicrobienne contre destéries et des
champignons phytopathogénes. lls ont identifié kEtsse les principaux constituants
aromatiques de cette plante selon le pouvoir argitpue et antibactérien, dans l'ordre
décroissant. On peut citer la pulegone, I'oxydqeeriienone et I'oxyde piperitone. D’autres
dérivés aromatiques comme le carvone, le limonénia enenthone qui ont fait I'objet a
d’autres études.

Hernandez-Castillo ell. (2010) ont également évalué l'effet antifongiquevitro d’extrait
éthanolique des cosses de noix de pecarya illinoinensis’vis-a-vis deRhizoctonia solani
et ils ont démontré qu’il était efficace en inhibaonsidérablement la croissance mycélienne
du phytopathogene.

Dans ce sens, il a été jugé important de débtemnta concentration minimale inhibitrice de
chaque extrait. En effet, le pouvoir inhibiteuul’extrait végétal vis-a-vis d’'une souche
microbienne peut connaitre différent classemenissiA les extraits de sauge, du romarin, du
pistachier lentisque, de la menthe odorante etahamer présentent un pouvoir inhibiteur
intéressant mais, il reste faible pour la posidoroetie et la préle.

Les modifications morphologiques induites pactivité des extraits aqueux de plantes
peuvent interpreter leur haut pouvoir inhibiteufatgicide surP. infestansEn effet, il a été
déja affirmé que c’est I'effet toxique des compdsatiun extrait sur la fonctionnalité et la
structure de la membrane cellulaire qui est resgdiesdu pouvoir antifongique (Bouchra et
al., 2003 ; Yoshimura «dl., 2011).

Omidbeygi etal. (2007) ont suggéré que les composants des hedlesntielles et des
extraits traversent cette derniére et interagisagat ses enzymes et ses protéines, c'est la
production d'un flux de protons vers la cellule éeidure qui incite des changements

cellulaires et en fin de compte, la mort du micgamisme.

Cristani etal. (2007), ont affirmé que l'activité antimicrobienest liée a la capacité des
terpénes d’affecter non seulement la perméabilithais aussi d'autres fonctions des
membranes cellulaires. De méme, Luciniaét (2006) ont suggéré aussi que les mono-

terpénes présents dans les extraits de plantes enignt la concentration des
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peroxydes lipidiques tels que les radicaux hydrexylalcoxyl et alkoperoxyl et
provoquer ainsi la mort cellulaire.

Nos résultats affirment également que tous ¥&=iés agueux de plantes testés méme a la
plus faible dilution (5%), sont d’excellents intdurs de la sporulation et de la germination
deP. infestansLeurs taux d’inhibition dépassent généralemen7E% et peuvent atteindre
les 100% pour certains extraits tels que, celuiptiachier lentisque, du pacanier et du
romarin. Cela peut étre traduit par la déformaties sporanges et la lyse de leur contenu par
les molécules bioactives renfermées dans ces &xtrai

Dans ce sens, plusieurs travaux coincident ageaésultats. Il s'est avéré que les extraits
de plantes, riches en groupements phénols ont én@galement, une activité inhibitrice
élevée sur la sporulation des champignons (Inotgk,d.998).

Les travaux de Duru etl. (2003) ont confirmé que les effets antifongiquesptusieurs
extraits de plantes semblent avoir une corrélatiwac le développement incomplet des
conidiophores et des modifications morphologiquaspergillus fumigatus

Dans le méme sens, Blaeser et Steiner (1998jnontré que les extraits de différentes
plantes empéchent la germination et affectansortie et la mobilité des zoospores de
P. infestans.

Par ailleurs, tous les extraits aqueux de ptaatd montré un effet fongicide variable selon
les doses. La détermination des CIL nous a permisagloir a partir de quelle concentration
chaque extrait devient fongicide. L'échelle de Kebal (2004) et Webster ei. (2008) ont
permis le classement des extraits aqueux a basmeithe odorante, de pacanier, de
pistachier lentisque et de sauge a pouvoir fongiandéressant, a partir de la concentration
10%, comparés a ceux a base de romarin, de posjddiirtie et de préle dont les CIL
dépassent les 70%. Leur activité fongicide reste k& la composition chimique de ces

plantes.

Dans ce contexte, Bansoatt (1999) ont révélé des substances a effet fatgisie, dans
les extraits de plantes aux concentrations infégguqui deviennent fongicides aux

concentrations plus élevees.

Il est tres important de signaler aussi queskenble des extraits aqueux a base de plantes
effectués en mode préventif par arrosage montreatinhibition totale de la sporulation

(100%) des deux isolats &e infestansur les deux variétés de pomme de terre.

L’activité antifongiquen vivo des préparations a base de plantes sur les whelats Al

et A2 deP. infestanset, selon les différents modes d’application a monté thux de
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réduction de la maladie compris entre 67 et 94%esttaux d'inhibition de la sporulation

dépassant les 75%. Leur pouvoir antifongique estotdré dans cette présente étude.

Il pourrait étre attribué a la composition profionique des plantes utilisées, qui peuvent

renfermer des molécules bioactives efficaces cdhtiefestans.

De nombreux travaux de recherche relatifs &vié& antifongiquein vivo des préparations

a base de plantes sont actuellement connus etarerttavec nos résultats.

Blaeser efal. (2002) ont évalué l'efficacité antifongique de gpbwrs extraits de plantes
contreP. infestanslls ont affirmé que les extraits @alvia officinalisont réduit le mildiou
sur feuilles et ont augmenté le rendement de lanp@rde terre jusqu'a 12 a 17%. lls ont
traduit la réduction de la maladie par I'effet iitéur des extraits de cette plante sur la
germination des sporanges et la mobilité des zaespo

D’autre part, les extraits de préle ont étéaurtiécrits pour leurs propriétés fongicides. Les
travaux de Cwalina-Ambroziak et Nowak (2011), difitraé le biocontrole des champignons
phytopathogénes, colonisant les plants et le s@lsapulvérisation et arrosage des plants de
tomates avec des extraits aqueukgllisetum arvenseurs et dilués a 5%. Dans ce contexte,
de nombreux travaux ont affirmé que la préle est des plantes les plus riches en silicium
qui peut etre present sous de nombreuses forntasolsi, acide orthosilicique, silicium lié a
des protéines, des sucres, de l'azote, D’'autrexamfiirmé sa composition polyphenolique
(flavonoides, acides-phénols), permettant le reefoent de la resistance des plantes aux
bioagresseurs (Syrchinaadt, 1975 ; Carnat etl., 1991).

Des études menées par Mekuriale{2005), sur I'activité antifongique vivo des extraits
d’'Urtica dioica ont souligné aussi une réduction significative desladies causées par
Alternaria solani, Phytophthora infestaret Oidium lycopersicumsur tomate,Erysiphe

graminis f. sp. triticisur blé etJromyces appendiculatsir les haricots.

Bertrand etal. (2007), a rapporté aussi que le dépbt d'une gaigie feuilles fraiches
d’ortie dans chaque trou au moment de la plantat®mtomates et de pommes de terre ainsi
gue l'arrosage des plants a base du purin d’ooti¢ gréconisés comme traitements préventifs

contre certains bioagresseurs.

Thomidis et Exadaktylou (2010), ont évalueévitro I'efficacité antifongique d’extrait de
compost dePosidonia oceanicaontreMonilinia sp., Penicilliumsp. et Rhizopussp. et ont
confirmé que le traitement préventif a base de exdrait réduit considérablement le
pourcentage de pourritures des fruits en posti&&col
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Par ailleurs, le pouvoir antifongigua vivo des extraits de plantes s&hytophthora
infestansa été mis en valeur par de nombreux auteurs. 8Hutal. (2007) ont prouvé que
les extraits deGalla chinensismanifestent une réduction importante du mildiou ks
feuilles de pomme de terre. Stepharalet(2005), ont mis en évidence I'effet fongicide des
extraits a base deheum rhabarbaruret deSolidago canadensises derniers en application
préventive, se sont avérés efficaces pour attélfinfction deP. infestanssur les feuilles
détachées de pomme de terre.

De méme, R6hner at. (2003), ont rapporté que, des traitements préweatifase d’extraits
de feuilles dHedera helix et Paeonia suffruticosaont supprimé quasi-totalement le

développement du mildiou sur feuilles détachée®maate.

Ainsi, Majeed eal. (2011), ont suggéré que des pulvérisations fekail’extraits aqueux de
feuilles dePodophyllum hexandrum, Xanthium strumariahWithania somniferaréduisent
la sévérité de la maladie et entrainent une augatientdu rendement en tubercules. Aussi,
Khair et Haggag (2007), ont signalé que des pudaéons foliaires d’extraits agueux obtenus
a partir de feuilles de basili@Ocinum bacilicum),d’eucalyptus(Eucalyptus globulus)de
citronnelle (Cymbopogon citratus}je marjolaineg(Majorana hortensis)de menthe poivrée
(Mentha piperita), de fruitsde piment(Capsicum frutescens) et dmilbes d'ail (Allium
sativum),réduisent considérablement la sévérité du mildicufeuilles détachées des plants
de pomme de terre cultivés en pots et en pleimpha

En conclusion, toutes les préparations aqueeispsudreuses de plantes ont montré leur
potentiel de réduction d’inoculurim vitro et celui de la maladidn vivo sur les disques
foliaires des variétés Spunta et Kondor de pommeéede. Une résistance des plantes au
mildiou est également induite par ces dernieres.

Leur pouvoir fongicide a été enregistré powsdage, le pistachier lentisque, la Menthe
odorante et le pacanier a une CIL de 10 % maigseaCIL supérieure a 70% pour le
romarin, la posidonie, la préle et I'ortie.
Le mode préventif par arrosage des extraits aqdeuplantes et celui par incorporation des
poudres de plantes dans le sol sont recommandédalarite biologique contre le mildiou de

la pomme de terre.
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3.2 Recherche delrichoderma spp. agents antagonistes du mildiou de la

pomme de terre

3.2.1 Isolement, caractérisation et identificatiordes isolats delrichoderma

spp.
3.2.1.1 Isolement

Les isolements réalisés ont permis d'obteniriddlats de genrelrichodermadont 7
proviennent de la rhizosphére de pomme de terré sdvnt issus des masses d’'ceufs de
nématodes du genrleloidogyne provenant des galles racinaires des plants detem
collectés de difféerentes localités d’Algérie (Tahlet).

3.2.1.2 Caractérisation culturale et morphologique

Les colonies des isolats deichodermaétudiés sont de type aérien, laineux, a croissance
rapide, de couleur blanche au début puis virens \Jerjaune-vert pour devenir vert en
veillissant (Figure 43). Un seul isolat (T10) dégame |égere odeur douce aromatique ; les
autres présentent une odeur terreuse rappelaeufotbrmale de tous ldsichoderma

Les conidiophores sont hyalins, en touffes plusnoins compactes, septés, régulierement
et abondamment ramifiés a angle droit par rappbeaxa principal. Les phialides son courtes
ou allongées, isolées ou groupées en 2 a 3 etgdisposur les branches, généralement
perpendiculaires a I'axe principal (Figure 44).

Les conidies sont unicellulaires, globuleusssilaglobuleuses, produites en masses formant
des glomérules au sommet des phialides. Ellesvestds de dimensions de 2.97- 4.36 X 2.42
- 3.37 um ou vertes sombres de dimensions de 31B-x 2.66 - 3.10 um et a parois lisses
(Figure 44).
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Figure 43. Cultures des isolats d&richoderma d’Algérie agées d’une semaine sur milieu
PDA




Figure 44. Morphologie des isolats dé&richoderma d’Algérie (Grossissement X 312)
Cph : Conididophore L.Cph : Long conidiophore Phs : Phialides ;C. phs : courtes phialides GC :

Glomerules de conidie€Cns : Conidies sombresCnv : Conidies vertesCL : Collet




3.2.1.3 Caractérisation moléculaire

3.2.1.3.1 Extraction d’ADN

La migration électrophorétique et la visualisatiau transillimunateur aux rayons ultra-
violets nous ont permis de nous assurer de lamoatibn de I'ADN. Les gels
d’electrophorése montrent la présence des exttBRON de I'ensemble des isolats de
Trichodermamis a part celui de T10 dont I'ADN n’etait pas ggét. Son absence explique la
dénaturation de son ADN durant I'extraction (Figdba). Par ailleurs, en culture I'isolat T10
a présenté des variations de pigmentation du thalle le vert foncé (T10a) et le vert clair
(T10b), ce qui nous a amené a refaire I'extract?kDN des deux isolats T10a et T10b et
completer aussi celle des isolats T3 et T4. L'éas extraits d’ADN obtenus sur gels

affirment leur pureté assez bonne (Figures 45&lex 4

3.2.1.3.2 Amplification des ITS d’ADN

Les gels d’électrophorése présentent les mBliiés d’ ADN de I'ensemble des isolats
de Trichodermaétudiés et ceux des espécesrdatroviride T. brevicompactum(FEM,
Italie) et celui du marqueur «GeneRuler» par PCR.

En comparaison avec le marqueur utilisé, toutesdeshes ddrichodermaprésentent des
bandes de 600pb. Nos isolats concordent avecutdisés comme souches de références :

atroviride et T. brevicompactur(Figure 46 )

3.2.1.3.3 Séquences et Blast des ITS d’ADN des adsldeTrichoderma spp.

Les résultats de séquencage ont fait objetlI'al@gnement des sequences des ITS des
isolats de Trichodermaspp. étudiés et ceux des espéces de réféerdrecesatroviride
T. brevicompactumT. harzianum et le Pgem du laboratoire de pathologie et biologie
moleculaire de Edmund fondazione Mach (Annexe RBur insertion et leur blast dans le
NCBI a permis la confirmation des espécesTdiehoderma et le Pjem utilisés comme
souches de références en vue de l'identificatiom ekpeces des isolats Techoderma

étudiés.
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Figure 45. Gels d’électrophorese montrant les extits d’ADN des isolats de

Trichoderma d’Algérie et celui du marqueur moléculaire
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Figure 46. Gels d’electrophorése montrant 'amplifcation des ITS des isolats d’Algérie
de Trichoderma, et ceux deTrichoderma atroviride, Trichoderma brevicompactum (FEM)

et du marqueur moléculaire

3.2.1.4 Phylogenie et identification des isolats deichoderma spp.

L'analyse phylogénétique issue des séquenced 8esst déduite en utilisant la méthode de
vraisemblance maximale (Maximum Likelihood methbd¥ée sur le modéle Tamura-Nei
(Tamura et Nei, 1993). L'arbre de plus haute priibddogarithmique est affiché a (-
1181.2992). Le pourcentage d'arbres dans lesgesldakons associés sont regroupés est
montré a c6té des branches. Les arbres initiaux lpacherche heuristique ont été obtenus
automatiqguement en appliquant Neighbor-Joiningetalgorithmes Bio NJ a une matrice de

distances par paires estimées en utilisant I'apprae vraisemblance maximale Composite
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(MCL), puis en sélectionnant la topologie avec ddeur de log de vraisemblance supérieure.
L'arbre est représenté a I'échelle, avec des lamguke branche mesurées dans le nombre de
substitutions par site. L'analyse a porté sur Hueéces de nucleotides. Toutes les positions
contenant les lacunes et les données manquantéséo@liiminées. Il y avait un total de 557
postes dans I'ensemble de données finales. Legsaraévolutives ont été menées dans
MEGAG6 (Molecular evolutionary genetic analysis) fi@ra etal., 2013) .

L’'analyse des séquences d'ITS d’ADN des isoldtsgenrelrichodermadonne 4 groupes
distincts (Figure 47)
un pourcentage de similarité de 100 % ; entredpgaes d@. asperellund’Algérie: T1, T2,
T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9, T1ll et l'espece de mefice de la banque de genes
(GenBankTM) : gi212291366 de Malaisie, entre lgseess dd. atroviride T10 (T10a et
T10 b : méme espece) d’'Algéret,I'espece de reference de la banque de gene8é&Gkm) :
0i815860375 de la chine (Figure 47).
Cependant, un pourcentage de similarité de 72%€eété entre les especes précitées et celle
deT. atroviride(TA) de fondazione Edmund Mach (FEM) d’ltalie (Eig 47).
Par ailleurs, les deux autres espéckeshrevicompactuniTB) et T. harzianum(TH) de FEM
d’Italie sont classées selon 100% de similaritéecdgs especes de références de la banque de
genes (GenBanlk) : gi : 499068270, gi : 521764004 (Figure 47).

Dans ce sens, sur 'ensemble des 11 isolatgy@mtdies du genrdrichodermaissus
d’Algérie, les isolats T10a et T10b sont identifég@mmeT. atroviride et tous les autres

isolats sont determinés comimeasperellum ( Tableau 4)
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Tableau 4. Données sur les isolats deichoderma spp. issus d’Algérie

Localités Périodes Codes .
d’isolement Substrats de des Identification
(Wilaya/ Région) prélevements isolats

Alger, Staoueli Masses d’oeufs Neeloidogyne 2009 T1 Trichoderma asperellum
Mostaganem, Stidig Rhizosphere de pomme de terre 11 20 T2 Trichoderma asperellum
Alger, Zeralda Rhizosphére de pomme de teire 2011 3 T Trichoderma asperellum
Tipaza, Fouka Masses d’'oeufsieloidogyne 2009 T4 Trichoderma asperellum
Ain Defla, Amra Rhizosphére de pomme de terfe 2011 T5 Trichoderma asperellum
Bechar, Abadla Rhizosphére de pomme de tefre 2011 6 T Trichoderma asperellum
Tipaza, Bourkika Rhizosphére de pomme de tefre 2011 77 Trichoderma asperellum
Skikda, Collo Masses d’'oeufs de Meloidogyng 2009 T8 Trichoderma asperellum
Ain Defla, El Attaf | Rhizosphere de pomme de terre o1rp T9 Trichoderma asperellum
El Oued, El Oued Masses d'oeufsMeloidogyne 2008 T10 | Trichoderma atroviride

Ain Defla,El abadia| Rhizosphére de pomme de tefre 0112 T11 | Trichoderma asperellum

3.2.1.5 Discussion

Considérant les résultats moléculaires, nous@uidire que les caractéristiques culturales
et morphologiques n’étaient pas suffisantes postirdjuer les isolats d&richoderma,en
raison de leur ressemblances. Leur aspect cukttirabrphologique coincident avec plusieurs
espéeces delrichoderma rapportées par la litterature. Elles montrent ggleénent une
croissance rapide. Elles sont d'abord blanchesnetteuses puis, deviennent plus tard vert
jaunatre a touffes compactes vert foncé, souvens dig petites zones ou dans des zones
annulaires concentriques sur la surface du miliBd Pwww.fungaltaxonomy.org; ICTF :
International Commission on the Taxonomy of Furgtp://www.isth.info/ : International
subcomission ofirichodermaHypocreaTaxonomy).

Leurs conidiophores sont généralement allongés amaurts pour certains isolats, ramifiés a
plusieurs reprises, irrégulierement verticillésttant des bouquets de phialides. Les conidies
sont souvent vertes sombres mais, parfois vertes ghelques isolats, avec des parois lisses
et groupées sur les extrémités des phialides. Ldegp verte des conidies et I'odeur
aromatique caractéristique de l'isolat T10 nouspraphe versT. atroviride mais avec la

confusion avec d’autres especes selon la biblidgeap
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Trichoderma atroviridea été confondue dans la littérature avec les espec
superficiellement similaireg,. harzianunRifai, qui a aussi des conidies lisses, globuls@te
vertes. Elle se distingue aussi TéharzianunetT.aggressivunpar sa capacité a produire
une odeur de noix de coco distinctive ertuce. Cette odeur est celle de I'antibiotique
6-pentylea-pyrone antifongique qui est également produit Tparride (Samuels etal.,
2002 ; Dodd eal., 2002 ).

Ainsi, la caractérisation moléculaire reste éellsoutil précis pour la confirmation de nos

isolats dont 10 isolats appartenarit asperellunet un seul isolat comme atroviride

3.2.2 Activité antagoniste des isolats derichoderma spp. sur Phytophthora
infestans

3.2.2.1 Activité antagonisten vitro de Trichoderma spp.

3.2.2.1.1 Activité antagonistein vitro sur le croissance mycelienne, la
sporulation et la germination des isolat$hytophthora infestans

L’ensemble des isolats antagonistes étudiésémélé un pouvoir inhibiteur intéressant sur
la croissance mycelienne &e infestansselon la technique de confrontation directe (Feégu
48).

L'activité antagonisteén vitro selon la technique de confrontation directe dedats
antagonisteset selon la méthode non volatile ou de contactctide leurs filtrats de cultures
a porté sur la croissance mycélienne, la sporulatda germination des isolats Al et A2 de

P. infestans

L'analyse de la variance des taux d'inhibitiomegistrés sur les parametres biologiques
précités a montré une différence significative selactivité des isolats antagonistes des
Trichodermaspp. testés (F = 159.570, P = 0.000) et sekursl| filtrats de cultures (F =
104.000, P = 0.022) (Annexe 21).
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Figure 48. Pouvoir inhibiteur in vitro des isolats du genrdrichoderma sur la croissance

myceélienne dePhytophthora infestans, selon la méthode de confrontation directe aprés

six jours d’incubation




En outre, I'activité inhibitrice est similaingour les deux isolats A1 et A2 Henfestans
(F = 2,575, P = 0.115, et F = 0.105, P = 0.7473peetivement pour la technique de
confrontation directe et celle des filtrats de urds des isolats antagonistes testés (Annexe
21).

Leur effet inhibiteur s’avere plus prononcé sarsporulation et la germination selon la
technique de confrontation directe, mais moins ifgmt en ce qui concerne la méthode des
filtrats de cultures (Figures 49Pa, 49PDh).

Cette variabilité peut étre interprétée pargamance de l'activité antagoniste et la synergie
des propriétés des isolats @echodermaspp. testés. Les taux d’inhibition enregistrésrpou
les isolats antagonistes sont proches ou dépaesef0%, tandis que ceux enregistrés pour
les filtrats de leurs cultures semblent moins ingoas (inférieurs a 50%). En ce sens, les taux
d’inhibition de la croissance mycélienne, de larafaion et de la germination de
P .infestanglépassent les 80% pour I'ensemble des isolatg@mties selon la technique de
confrontation directe (Figure 49) et pour les isolantagonistes T1 et T2 selon la technique
des filtrats de leur cultures (Figures 49Aa, 49AD).
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Figure 49. Effet inhibiteur des isolats deTrichoderma sur la croissance mycélienne, la
sporulation et la germination de Phytophthora infestans selon la méthode de

confrontation directe et celle des filtrats de culires
a : la technique de confrontation directe ; la technique des filtrats de culture& ; Antagonistes P :

Parametres biologiques ; Croissance mycéliennerugyiion et germination

3.2.2.1.2 Activité antagonistein vitro sur la morphologie des isolats
Phytophthora infestans

Sur le plan altération, les isolats e infestansont présenté des modifications
morphologiques sous l'activité des antagonistesgdnre Trichodermatestés et de leurs
filtrats de cultures. Les observations microscapgmontrent la réduction du diametre, la
lyse et la vacuolisation du mycélium, ainsi quelédiormation et la digestion du contenu de
leurs sporanges (Figure 50).
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Figure 50. Modifications morphologiques des isolatsle Phytophthora infestans sous

I'effet d’activité antagoniste in vitro des isolats deTrichoderma spp. (grossissement x
125)

Lys : Lyse et vésiculation mycélienn®;: Déformation des sporangeS; Sporanges M : Mycelium ;

a, ¢, b : Isolatstémoins respectivement Al et A2 Beinfestans d, e,f : Isolats respectivement A2 et Al
deP. infestansous l'effet d’antagonisme des isolats T2(d) )&t T10 (f) d&richodermaspp.




3.2.2.1.3 Pouvoir fongiciden vitro des isolats d&richoderma spp.

Aussi, les explants d'isolats Al et A2 Beinfestangréalablement inhibés par les isolats
antagonistes n’ont pas repris leur croissance appiguage sur milieu PPA frais (Figure 51).
Ce qui confirme le haut pouvoir fongicide vitro de nos isolats antagonistes du genre
Trichoderma( Figure 51).

Figure 51. Inhibition de la reprise de croissancen vitro des isolats dePhytophthora

infestans
- a etb: Souches témoins respectivement de A1 et de APR.iestans ;c et d: Souches traitées

respectivement de Al et de A2 Bénfestans
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3.2.2.2 Activité antagonisten vivo des isolats ddrichoderma spp.

3.2.2.2.1 Pouvoir pathogene des isolats Baytophthora infestans

L’infection in vitro des disques foliaires de pomme de terreRanfestansest traduite par
I'apparition de taches a aspect huileux juste antpae I'inoculation (Figures 52a, 52b et
52c¢), qui évoluent progréssivement et deviennamds (Figure 52c).

Ces derniéres s’élargissent et deviennent riguaes, aprés cinqg jours d’incubation (Figures
52d, 52e et 52f). En conditions optimales de tewmipée et d’humidité, certaines feuilles
infectées montrent une fructification blanchatre ldment phytopathogéne sur la face
inférieure du limbe (Figure 529).

3.2.2.2.2 Activité antagonistén vivo sur la période d’incubation

Les deux isolats d@. infestangdéveloppent des symptémes au bout de 2 a 4 jaunslgs
quatre modes d'application des isolats antagonistde Trichoderma spp.

L’analyse de la variance des périodes d’appariles symptdmes montre une différence
hautement significative des différents modes d'@pfibn des antagonistes et une différence
significative entre les deux variétés testées smeé pour le mode d'application par

incorporation dans le sol (Annexe 22).

En représentation GLM, la période d’apparitias dymptomes est comprise entre 2 et 4
jours. Toutefois, elle semble plus courte pourttess modes d’application préventifs que le
mode curatif (Figure 53 MA). Il reste que les deaxiétés testées et les deux isolats Al et A2
de P. infestansne montrent pas une grande différence dans lagerd’'expression des
symptomes pour I'ensemble des modes d'applicatexcepté le mode préventif par

incorporationdans le sol, ou les symptdmes se manifestent 40°4our (Figure 53Vd).
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Figure 52. Symptdomes du mildiou sur les disques faires de pomme de terre inoculés

par Phytophthorainfestans

a: Début d'apparition de la tache huileuse sur laefawférieure ;b : Début de nécrose au point
d’inoculation sur face inférieurec;: Evolution de la nécrose sur face supérieutee, f : Brunissement et
élargissement de la nécrose (s :sur face supéraues 4 joursi: sur face inférieure aprés 36 heures

d’incubation) ;g : Fructification du phytopathogéne
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Figure 53. Activité antagonistein vivo des isolats du genrdrichoderma sur la période

d’incubation du mildiou selon les modes d’application des antagonistes etslvariétés de
pomme de terre

MA : Mode: d’application des antagonis ; a : Mode préventif par trempa; b : Mode préventif pa

pulvérisation £ : Mode Curatif ; d : Mode préventif par incorporation des antagonistesde sol ;V :

Variétés

3.2.2.2.3 Activité antagonistein vivo sur le pouvoir pathogéne de
Phytophthora infestans

Par ailleurs, le pouvoir pathogéne des dewaisoAl et A2 dé°. infestansest réduit sous
'action antagoniste des 11 isolats du gefmreehodermaspp, sur les deux variétés de
pomme de terre et cela, selon les quatre modegpldtapon des antagonistes (Figures 54a,
54b, 54c), comparés aux témoins positifs (Figurg) 54

L’analyse de variance des taux de réductioradadladie montre une différence hautement
significative entre les modes d’application dedatsoantagonistes du genfeichoderma
entre les variétés de pomme de terre selon les sn@uéventifs par trempage, par
pulvérisation et, selon le mode curatif par pulsation. Une différence significative est
également remarquable entre les isolats antagerssten le mode préventif par trempage et

le mode curatif par pulvérisation (Annexe 23).
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Une réduction importante de linfection est matierement notée pour les modes
d’application des antagonistes en préventif panpr@gge et par incorporatiafans le sol ainsi
gue, pour le mode curatif. Les taux de réductiotadmaladie avoisinent les 50% et peuvent
méme dépasser les 90% (Figure 55MA). Une variahilé ces taux caractérise les variétés de
pomme de terre.

Ainsi, la variété « Spunta » semble la plusistaste a l'infection selon les modes
d’application des antagonistes par trempage, fqulvérisation et selon le mode curatif
(Figures 55Va, 55Vb, 55Vc, 55T, 55b et 55c¢), alpnaune résistance similaire a I'infection
est enregisrée sur les deux variétés selon le pad@corporation dans le sol (Figure 55d).

Par ailleurs, des taux importants de réductierla maladie sont relevés pour I'ensemble
des isolats antagonistes pour le mode par incatipardans le sol a I'exception des isolats T2
et T9 (Figure 55Ad) et pour le mode d’applicatiamatif, & I'excéption des isolats T1, T4 et
T10 (Figure 55Ac).

3.2.2.2.4 Activité antagonistein vivo sur la sporulation de Phytophthora
infestans

Les isolats antagonistes fischodermaont également réveélé un pouvoir inhibitéuvivo
sur la sporulation de I'agent pathogéne.

L’analyse de la variance des taux d’inhibitioe & sporulation montre une différence
significative seulement pour le mode d’applicatmmratif pour les isolats Al et A2 de
infestangValeur de F= 4.772, P=0.037) (Annexe 24).

Une différence non significative est notée efggeemodes d’application des antagonistes,
entre les variétés de pomme de terre, entre ledsseP. infestangour les modes préventifs
par trempage, par pulvérisation et par incorponatians le sol. Il y'a également une
différence non significative entre les isolats gotastes selon leur modes d’application (les
valeurs de P sont supérieures a 0.005) (Annexe 24).

Par représentation GLM, un important pouvoiribiteur des isolats antagonistes des
Trichodermaspp. est noté sur la sporulationvivo des isolats Al et A2 de. infestans

Les taux d'inhibition enregistrés s’avérent tiégportants pour I'ensemble des modes
d’application des antagonistes et sur les deuxiégide pomme de terre.

Il semble important et similaire pour les dewolats deP. infestansselon les modes
d’application préventifs, mais beaucoup plus irgsaéits sur I'isolat A1 pour le mode curatif
(IS de 90%) (Figure 56Sc).
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Dans ce sens, I'ensemble des isolats antagemistatrent un pouvoir inhibiteur puissamt
vivo sur la sporulation de I'agent pathogéne pour Bemsle des modes d’application (Figures
56Aa, 56 Ab, 56Ac et 56Ad).

3.2.2.2.5 Pouvoir fongiciden vivo des isolats d&drichoderma spp.

Par ailleurs, les isolats de. infestanspréalablement inhibé@ vitro par les isolats
antagonistes dérichodermaspp. ne développent pas de symptdmes sur lesediggliaires
de pomme de terre. Leurs taux d’infection enre@gssont négligeables a nuls, confirmant
ainsi le haut pouvoir fongicide vivo de nos isolats antagonis{gsgure 57).

Dans ce sens, les onze isolats Tdeehodermatestés présentent un important pouvoir

fongicide sulP. infestans in vivo
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Figure 54. Effet des modes d’application des isolatantagonistes du genré&richoderma sur le

pouvoir pathogéne des isolats déhytophthora infestans
T : Témoins positifs d : Application des antagonistes par incorporation d&assl ;b : Application des antagonistes

par pulvérisation ¢ : Application selon le mode curatif par pulvérisatiohl et A2 : isolats d@.infestans
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Figure 55. Activité antagonistein vivo des isolats deTrichoderma sur le pouvoir
pathogene dePhytophthora infestans selon les modes de leuaspplication, les variétés de
pomme de terre et les isolats antagonistes
- RM : Taux de réduction de la maladie (%y1A : Modes d’ application des antagonistes:;Mode
préventif partrempage ;b : Mode préventif par pulvérisatiorc;: Mode Curatif ;d : Mode

préventif par incorporation dansle sWl; Variétés; A : isolats Antagonistes
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Figure 56. Activité antagonistein vivo des isolats du genreTrichoderma sur la
sporulation des isolats dé’hytophthora infestans selon les modes d’application, les isolats

antagonistes et les isolats pathogénes
IS : Taux d'inhibition de la sporulation (%)a : Mode préventif par trempagé;: Mode préventif
par pulvérisation ;c : Mode curatif par pulvérisation¢ : Mode préventif par incorporation des

antagonistes dans le s@ ; Isolats Al et A2 d@. infestans A: Isolats antagonistes deichoidermaspp.

159



Figure 57. Pouvoir pathogéne des isolats dehytophthora infestans, témoins et ceux

préalablement inhibés par I'activité antagoniste dg isolats deTrichoderma spp.
- Al et A2 : isolats deP. infestains T: Isolats deTrichodermaspp.,a: AL/T1; b: Al/T2, c:

A2/T7; d:A2/T8;TC+ : Témain positif ; TC- : Témoin négatif
3.2.2.3 Discussion

Les isolats antagonistes identifiés et étudi@smme T. asperellumet T. atroviride ont
confirmé leur antagonisma vitro etin vivo surP. infestanslls ont prouvé leur potentiel de

biocontrdle sur le mildiou de la pomme de terrezficmant de nombreux travaux antérieurs.
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Rappelant que parmi les especes fongiques ansi@® qui ont montré un bon potentiel de
lutte biologique, leFrichodermaspp. sont sans doute les plus rapportés dantlature.

De nombreux isolats de ce genre ont été idéatdomme des éliciteurs des mécanismes de
défense, donc un excellent agent de lutte biolagigontre un large spectre d'agents
phytopathogénes (Elad &t, 1982; Harman, 2006).

L'inhibition des champignons phytopathogénedifé&rentes especes deichodermaa été
étudiéein vitro par de nombreux chercheurs. lls ont montré notamiaevariabilité selon les
isolats de Trichoderma spp. contre différentes especes de phytopathogédesnis et
Webster, 1971), voire de différentes souches deélme espece pathogene (Belhlet 1982).

Poinar et Buckley (2007) ont montré une activitgcoparasitaire de certaines espéces de
Trichodermapar la technique de confrontation directe et affirmé que cet antagoniste
fongique peut avoir des mécanismes liés a la coelcce, I'antibiose, le myco-parasitisme et
I'hyper-parasitisme.

De nombreuses études sur I'antagonismatro par le genrdrichodermacoincident avec
nos résultats. Hibbar ell. (2005) ont montré I'effet antagoniste vitro de T. harzianum
contreF. oxysporunf. sp.radicis lycopersici agent responsable de la pourriture du collet des
racines de la tomate, par la méthode de confromtadirecte.T. harzianumenvahit les
colonies phytopathogenes et sporule méme apréar§ gbincubation, révélant son pouvoir
hautement myco-parasitaire.

De méme, Berber ei. (2009) ont évaluén vitro etin vivo I'activité antagoniste de trois
isolats deT. harzianumet deux isolats d&. viride contreBipolaris maydis B. sorghicolaB.
tetrameraet B.sorokiniana des pathogénes foliaires de sorgho. Ils ont coguk toutes les
souches ddrichodermaont inhibé efficacement la croissance mycéliennka germination
des conidies des agents phytopathogenes étudiés dse degrés variables et par des
mécanismes différents.

Pelegrini etal. (2014) ont montré le contrble effectif du pouigidgaric sur des plants de
fraises qui ont été palillis d'écorce pré-inoculécauichoderma atrovirideSC1.

Plusieurs auteurs ont rapporté des événemems/daparasitisme d’isolats deichoderma
qgui a coincidé avec les changements morphologiqbesrvés dans cette étude. L'activité
antagoniste d@richoderma harzianung’est traduite par I'enroulement de filaments auto
des hyphes du champignon phytopathogéne (Elald 4983). En ce sens, Benhamou et
Chet (1996) ont rapporté [laltération du mycéliumhe Sclerotinium rolfsiirésultant de

l'agrégation, rétraction et vacuolisation du pldasme provoquées pdr. harzianum
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En outre, Vivian eal. (2008) ont affirmé que certains isolats Techodermaspp. étaient
responsables de la déformation de conidieBusariumspp. comme, la lyse et la destruction
des conidiophores et des spore$daicilliumspp.

Les changements morphologiques du mycélium gtsgeranges de. infestansrésultant
de l'antagonisme, pourraient étre traduits pardayction d'enzymes lytiques. Ainsi, une lyse
a fait suite a la production d'enzymes telles lguB-1,3 glucanase et de la chitinase (De la
Cruz etal.,1995), de la cellulase et la protéase (Goldmaal.et1994, Harman, 2006). Des
différences dans l'activité de la laminarinase @@t observées parmi plusieurs isolatsTde
asperellum en particulier en présence du myceéliumRig/tophthora(Tondje etal., 2007
Widmer, 2014). Un des premiers rapports publiédailumtte biologique du mildiou était sur
I'utilisation de suspensions de conidiesRimicillium aurantiogriseunet Stachybotrys atra
appliguées aux plantes de pommes de terre cultiggeserre avant l'inoculation avéc
infestans et rapportant la réduction de la sévérité de ldadma (Jindal etal., 1988).
L'application simultanée de ces deux agentsittie biologique vis-a-vis dB. infestansa
également permis le contr6le du mildiou de la pontederre. De méme, l'application des
filtrats de cultures de ces deux organismes avaotulation a réduit la gravité de la maladie.
Les auteurs expliquent leurs résultats par I'aétiantibiose et la concurrence pour l'espace et
les nutriments exercées par les antagonistes.

D'autres études concernant |'antagonismeTdiehodermaspp. contrePhytophthoraspp.
ont été citées dans la littératur€. harzianuma été signalé a réduire linoculum de
Phytophthora drechsleri‘agent causal de fonte de semis du concombrarifBirehrani et
Nazari, 2004). Aussi, Daami-Remadi et El Mahjoub0(®) ont étudié la lutte biologique de
harzianumcontrePhytophthora capsici

De méme, Kebe etl. (2009) ont montré la variabilit¢ de l'inhibition vitro de la
croissance mycélienne dfhytophthora palmivora par des isolats antagonistes de
Trichodermaspp. et ont confirmé leurs effets fongicides imaot$ sans capacité de survie de
P. palmivora.

La plupart des isolats testés dans cette étppargennent &. asperellumCette espece a
ete largement utilisée dans la lutte biologiquetimotes maladies des plantes causées par les
champignons et les nématodes (Watanala¢ ,€2005) et montre un pouvoir antibactérien via
la production de peptaibols de trichotoxine (Chatlatal., 2008).

Par ailleurs, Widmer (2014) a testé seize isolde Trichoderma spp. pour leur
mycoparasitisme vis-a-vis des deux souches Al edd&Phytophthora ramorunselon la

technique de confrontation directe. Les isolat§ dehodermaspp. ont révélé une variabilité
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dans l'activité antagoniste avec une inhibitionl'deoculum. Cette recherche a également
confirmé pour certains isolats de asperellumun potentiel intéressant de bioremédiation du
sol et la prévention de l'infection p&. ramorum Cependant, Joeniarti el. (2014) ont
affrmé une faible activité inhibitrice d&. asperellumcontre les isolats d®. infestans
indonésiens, en confrontation directe malgré l¢amg significatifs de croissancmycélienne
in vitro.

Tondje etal. (2007) a montré la réduction de l'infection de@darriture brune de cacao par
le traitement d&. asperellunsur les cacaoyers infectés.
Enfin, plusieurs isolats derichodermaspp. ont été testés pour le controle du mildiquies
feuilles détachées de plants de pomme de terieé&sibous serre. Les agents antagonistes ont
montré une réduction de la maladie par rap@ux témoins positifs (Lozoya-Saldalla et
al., 2006).

En conclusion, 11 isolats deichodermaspp. ont été collectés des régions d’Algérie dont
isolats sont indigenes a la rhizosphere des zomesatdiuction de pomme de terre et 4 isolats
sont issus des masses d’ceufs de Meloidogyne dds panates
Lidentification par approche moléculaire a permamplification des ITS d’ADN 4 et 5 par
PCR, le séquencage, I'alignement et le blast daPBINA cet effet, deux isolats T10 a et T10
b sont identifiés commeé. atroviridehomologues a un isolat de chine alors que, lesuli@s
isolats sont identifiés comme&. asperellumhomologues aux isolats de Turquie, et de
Malaisie.

Il faut signaler aussi qu&T. asperellum*est identifié pour la éie fois en Algérie etpas
encore en France, en Tunisie, au Maroc et en hadis , formulé comme T34 en Espagne en
2014.

Le pouvoir inhibiteur, fongicide et Mycoparasie a été révélé pour les 11 isolats de
Trichodermaspp. surP. infestansll en est de méme pour leur potentiel de réductieria
maladie, l'inhibition de la sporulation de I'agepathogene et la resistance induite aux
variétés sensibles de pomme de tseten les modes d’application préventifs et curatifs

Ainsi, tous les isolats d&. asperellumet T. atroviride prélevés des régions d’Algérie
constitueraient a I'avenir des agents de luttedgigue contre le mildiou de la pomme de
terre.

On recommande alors, le mode de traitement parpocation dans le sol des isolats T4, T2,
T5,T6, T7, T8, T9, T10 et T11.
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4. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES DE RECHERCHE

Le présent travail porte sur la lutte biologiquentte le mildiou de la pomme de terre en

Algérie. Il s’articule autour de deux principauxets :

- L'activité antifongique des plantes et de leursaiig,

- L’activité antagoniste des isolats @achodermaspp. d’Algérie

Il comporte les trois parties d’étude suivantes

* Activité antifongique des huiles essentielles dieges et de la sauge,

* Activité antifongigue d’'une gamme de préparatiogaeases et poudreuses a base de
plantes,

* Activité antagoniste des isolats deichodermaspp.provenant de différentes régions
d’Algérie.

Au terme de cette étude, des résultats prolmnttété obtenus montrant des effets certains
des huiles essentielles, des préparations a bagkmtes et des agents antagonistes du genre
Trichoderma offrant de réelles perspectives quant a leurisatibn dans le cadre des
programmes de lutte contre la maladie du mildiodadpomme de terre. Ces résultats sont
énumeres ci apres :

Quel que soit le test effectua, vitro ouin vivo, les huiles essentielles d'agrumes testées a
I'état brut ou diluées expriment une activité amiique contreP. infestansmais, sans
inhibition complete de I'agent phytopathogéne.

Ces substances ont confirnré vitro leur effet inhibiteur variable sur la croissance

mycélienne et la sporulation ainsi que leur effeigicide sulP. infestans

Le plus important pouvoir inhibiteur de la csdasce mycélienne de. infestansest
enregistré par I'huile essentielle de bergamot@of55uivi par celle de I'orange (53%). Les
huiles essentielles brutes sont plus efficaces lgues dilutions et, leur activité est

significativement plus élevée sur la souche deP. infestans

La sporulation des deux souchesRianfestanssemble étre complétement inhibée par les
huiles essentielles d'orange et de bergamote betitiikiées au 1/10.

D’autre part, les composés volatils des huilssestielles d’agrumes ont induit des
modifications structurelles qui se manifestent f@arlyse mycélienne et la digestion du
contenu des sporanges, qui pourraient expliqueriliition de la croissance mycélienne et de

la sporulation.
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Par ailleurs, le pouvoir fongicide des huileseggielles d’agrumes est noté a I'état brute et
a la dilution 1/16™m¢ par I'absence de reprise de croissance neyced des isolats de
P. infestangpréalablement inhibéen vitro et par I'inhibition de leur pouvoir pathogeire
vivo.

Des taux de réduction d’infection encourageatst relevés pour I'huile essentielle de
bergamote (69%) mais, moyennement faibles a tréde$a respectivement pour celles
d'orange (42%) et de citron (0.2%). lls sont égaleinimportants pour les huiles essentielles
brutes que diluées.

Ainsi, l'huile essentielle de bergamote montme pouvoir inhibiteur intéressant sur
'agressivité dePhytophthora infestans.

En outre, la composition chimique des huilesersslles des trois especes d’agrumes
analysés par CG-SM, ont montré différents composésmpris 22, 27 et 30 respectivement
pour les huiles essentielles de citron, d'orangke étergamote.

En effet, la variabilité de leur composition chimégpar CG-SM réside dans les monoterpenes
oxygénes qui sont de 0.8, 2.2 et 5% respectiverpent les huiles essentielles de citron,
d'orange et de bergamote. Leur efficacité restec d@e aux nerol, Neral, geraniol et

geranial.

Il serait alors, intéressant d’optimiser leundement par un autre mode d’extraction pour
aboutir a une meilleure activité antifongique cerltagent causal du mildiou de la pomme de
terre. Comme, il est également nécessaire de chdes plantes plus riches en ces
biomolécules actives pour la synthése de nouveamgidides efficaces contre cette
redoutable maladie.

D’'une maniéere générale, 'activité antifongiqde I'huile essentielle de sauge a confirmé
son pouvoir inhibiteum vitro etin vivo surPhytophthora infestand.es taux d’'inhibition de
la croissance mycélienne enregistrés sont compiti® €5 et 54%, voire plus importants

pour I'huile essentielle brute qu’aux dilutiod$10, 1/50 et 1/100.

En outre, la souche A2 s’avere plus sensibleféet inhibiteur de cette huile essentielle
testée a I'état brute et a la dilution 1718 . Ses taux d'inhibition enregistrés sont de 47%
pour la croissance mycélienne et de 100% pourdeutgtion.

L’effet de cette huile essentielle de saugefectd la morphologie de I'agent pathogene en
engendrant la destruction du mycélium et des sgesanCe qui confirme son pouvoir
inhibiteur élevé sur la croissance myceélienne etsporulation ainsi que, son effet

mycoparasitaire important sBr infestans
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Par ailleurs, son pouvoir fongicide s’exprimealégnent par l'inhibition de la reprise de
croissance mycélienne des isolats Rleinfestanspréalablement inhibém vitro et par la
réduction de la maladia viva

Cependant, I'expression de quelques symptoma&sddutions 1/50 et 1/100 peut étre
expliquéen vitro par la résistance et la survie de quelques sgesawnisibles au microscope
apres 7 jours d’incubation. Un pouvoir antifongigtlevé caractérise cette huile essentielle,
avec des taux de réduction de l'infection de 100%getat brute et 85%, 55% et 20%
respectivement pour les dilutions 1/10, 1/50 e0Q/1

Il faut noter que c’est l'isolat A2 qui s’estvadé le plus agressif et par conséquent moins
sensible a I'huile essentielle de sauge testee.

Ainsi, le pouvoir antifongiquén vitro et in vivo de cette huile essentielle reste lié a sa
composition phytochimique qui décroit en foncti@sdiilutions.

En conclusion, I'huile essentielle de sauge teéme étude plus approfondie pour exploiter
ses propriétés antifongiques a I'échelle industeriebmme moyen de lutte biologique. Pour ce
faire, il serait nécessaire de déterminer I'idénties composés antifongiques et la période
propice a leur bon rendement. Comme, il seraiteggaht intéressant de valoriser cette plante
avec une autre méthode d’extraction pour optiniegrendements en principes actifs pour la

synthése de produits fongicides a I'égardPdenfestans

L’étudein vitro du pouvoir antifongique de la gamme d’extraitseagude plantes contre
P.infestansa servi de base pour la sélection des plantes prigtés inhibitrices et
réductrices d’inoculum phytopathogene et a la cmsaace de leurs concentrations
suffisantes et efficaces et leur mode d’appbca en vue de leur utilisation contre le
P. infestans

Les extraits aqueux des plantes s'avérent mtésessants conti. infestansen particulier
ceux du pistachier lentisque, du pacanier, de latieea feuilles rondes, de la sauge et du

romarin en vue de la réduction d’inoculum respolesdb mildiou de la pomme de terre.

Nos résultats affirment également que tous X&=iés agueux de plantes testés méme a la
plus faible dilution (5%), sont d’excellents inhdurs de la sporulation et de la germination
de P. infestansLeurs taux d’inhibition dépassent généralemen7E% et peuvent atteindre

les 100% pour les extraits du pistachier lentisguepacanier et du romarin.

De méme, des modifications morphologiques ossrvésultent de l'activité des extraits
agueux des plantes testés. Elles sont similairesllas induites par les huiles essentielles

décrites préecédemment, confirmant leur pouvoirbiteur élevé et fongicide s&. infestans
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En effet, la détermination des CIL a permisléssement des extraits aqueux a base plantes
selon leur pouvoir fongicide.

Les extraits de menthe odorante, de pacaniguistiechier lentisque et de sauge ont montré
leur pouvoir fongicide intéressant, a partir dedamcentration 10%, comparés a ceux a base
de romarin, de posidonie, d'ortie et de préle, dest CIL dépassent les 70%. Tous ces
résultats cités sont prometteurs et suggeérentisation des produits dérivés de ces plantes
comme moyens de lutte biologique contre le mildileda pomme de terre.

Aussi, les préparations a base de plantes ontrénoine réduction de la maladie (75 a
94%) et méme a l'inhibition de la sporulation (75Q0%) de I'agent phytopathogene.

Il est important de signaler le potentiel deucitbn de la maladie par les extraits de préle et
de posidonie qui semblent étre moins efficaoegitro mais, leur aptitude dans l'inhibition
de la pathogénicité s’explique par les mécanisneesedistance induite par ces médiateurs
chimiques. Il reste que le mode préventif par agess’avere le plus intéressant par
I'inhibition totale de la sporulation (100%) desustasolats dd. infestans

Il serait alors nécessaire d’établir le profilypchimique des plantes les plus efficaces et,
les formuler pour les tester en plein champ, afévaluer leur efficacité en vue de leur
utilisation comme bio-fongicides contre le mildida la pomme de terre en Algérie. Il serait
intéressant de compléter le travail par I'étude mésanismes de résistance induite par ces
médiateurs chimiques.

Par ailleurs, la sauge a montré une meilleutvitic antifongique sous forme d’extrait
agueux et de poudre, gu’en huile essentielle.

Dans ce cas, la récupération de ses hydrolatieeton matériel végétal est a envisager des
distilleries. Les premiers seront lyophilisés etservés, pour étre utilisé a titre préventif sous
forme d’extraits par arrosage des plants. Les skcwgant étre appliqués comme biocompost
par incorporation dans le sol, afin de réduinedtulum responsable de cette maladie.

En conclusion, nous pouvons dire que toutepdesires de la gamme de plantes testées ont
prouvé un pouvoir antifongique élevé a I'égard Ee infestans selon le mode par
incorporation dans le sol. Ce dernier est tradaiitle potentiel de réduction de I'inoculum et
'induction de la résistance des plantes a la malddserait intéressant de les tester en serre
ou en plein champ sur d’autres agents phytopatlesgelh est également intéressant de
formuler un biocompost a base des plantes testéas gpn utilisation dans la culture
biologique de la pomme de terre. Il est importai@valuer leurs effets éliciteurs afin
d’envisager leur utilisation contre le mildiou dedomme de terre ainsi que d’autres agents

phytopathogenes.
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La partie d’étude basée sur la recherche ddatssoprovenant de différentes régions
d’Algérie du genrdrichodermaet I'étude de leur activité antagoniskel’égard dé°.
infestans a mis en exergue 11 isolats d@echodermadont 7 isolats indigenes a la
rhizosphere de pomme de terre et d'autres isgbéstit des masses d'oeufs de nématodes du
genre Meloidogyne, prélevés des galles racinaires des plants de ésmedllectées de

différentes localités du pays.

En effet, leurs caractéristiques culturales etphologiques n’étaient pas suffisantes pour
leur identification, en raison des ressemblancascdénies et de leurs fructifications. D’ou
notre choix de I'approche moléculaire.

En effet, les gels d’électrophorese obtenusamient des ITS amplifiés des ADN par PCR
de l'ensemble des isolats deichoderma étudiés et ceux des espéced datroviride
T. brevicompactunen comparaison avec le marqueur moléculaire uii&#neRuler : 100pb

Step Ladder. Promega), tous les isolat3iehodermaspp. présentent des bandes de 600 pb.

Les résultats de séquencage de cet fragmerfaibrabjet de I'alignement des séquences
des ITS des isolats daichodermaétudiés et ceux des especes de référencésateoviride
T. brevicompactumT. harzianum et le Pgem. Leur insertion et leur blast dans GBNa
permis la confirmation des especesldiehoderma et le Pgem utilisés comme souches de
références pour l'identification des especes dgdats deTrichoderma étudiés dans nos
recherches.

L'analyse de I'ITS5 a permis aprés sequencageleww blast dans le NCBI, leur
identification dont, un isolat appartenant.atroviride et les dix autres &. asperellum

D’autres informations ont complété leur idetition par le rapprochement de nos isolats a
celles d’autres pays.

L’isolat d’Algérie deT. atrovirideidentifié est proche de celui de la chine, alars geux de
T. asperellunsont homologues a ceux de la Malaisie et de lguiar

Les effets fongicides et mycoparasitaires dedats d’Algérie du genrelrichoderma
constitueraient a I'avenir des agents de luttedgigue contre le mildiou de la pomme de
terre en Algérie.

L'étudein vitro de l'activité antagoniste des onze isolats de rpays deTrichodermaspp.
a confirmé leur pouvoir inhibiteur sur la croissanta sporulation et la germination des
isolats deP. infestansLes taux d'inhibition enregistrés pour ces patagseont montré une

variabilité liée aux isolats antagonistes.
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Par ailleurs, I'étude vivo de leur activité antagoniste, selon différents esod'application
ont confirmé leur efficacité significative par l&duction du développement de la maladie et
I'inhibition de la sporulation de I'agent pathogene

De nos résultats, plusieurs isolats antagonisiesgenre Trichoderma pourraient étre
recommandés pour réduire l'inoculumPleinfestangdans le sol ou sur la partie aérienne des
plants de pomme de terre selon le mode prévengfrabde curatif.

Plus précisément, l'incorporation des isolatgl,d2, T5, T6, T7, T8, T9, T10 et T11» dans
le sol permettrait de réduire non seulement l'ieack du mildiou, mais aussi induire une
résistance possible des variétés sensibles de palartegre. Il serait donc plus judicieux de
proposer leur mode d'application par incorporatiiams le sol. Comme, il est également
intéressant d'évaluer leur pouvoir antagonisteeere €t au champ afin de les formuler et de
les utiliser a l'avenir dans la lutte biologiquent@ le mildiou de la pomme de terre en
Algérie.

Ainsi, il est important de souligner l'identifiton pour la premiére fois en Algérie tout en
précisant aussi que cette espéce n'a pas été esigoadée ni en France, ni en ltalie, ni en
Tunisie et au Maroc. Mais, elle est récemment $égnat formulée comme T34 en Espagne.
Il s’agit deTrichoderma asperellum.

Plusieurs perspectives s’ouvrent a la recherdes ce domaine en Algérie. Il est
notamment recommandé de poursuivre la caracténsatioléculaire de ces isolats par les
microsatellites pour interpréter la variabilité pouvoir antagoniste de nos isolats au sein de

la méme espece deichoderma

Il serait aussi tres intéressant d’étudier lediviiés antifongiques contre d'autres
champignons phytopathogenes, les activités baittésicnématicides et insecticides.

Il serait aussi tres utile d’étudier leur potehsolubilisant des minéraux, tels que: N, P et K
pour leur utilisation comme biofertilisants et liorilants en agriculture biologique.

On recommande également, I'analyse chimiqueoehbnique des filtrats de leurs cultures
pour identifier les principes actifs impliqués démbiocontrdle dé. infestans

Comme, il serait intéressant de recommander Valgrisation dans le secteur industriel
dans le domaine cosmétique, alimentaire et phariogique.

Il est aussi judicieux de produire en masseskmsches antagonistes d’Algérie les plus

performantes pour les formuler et les utiliser déaggiculture biologique en Algérie.
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Annexe 1: Composition des milieux de culturéDellaras, 2014)

Annexe 1.1: Milieu a base de petits pois-agar

1409 de petits pois

20g d’agar-agar

1000ml d’eau distillée

Annexe 1.2: Milieu Extrait de Malt-agar

459 extrait de malt

15g d’agar-agar

1000ml d’eau distillée

Annexe 2. Analyse de la variance (ANOVA) des taug’inhibition de

mycélienne des isolats dePhytophthora infestans selon

concentrations et les solats pathogenes

la croissance

les HE d'agrumes,

Facteurs Somme des d.d.l Moyenne F-ratio P
carrés des carrés
H.E 3913.037 2 1956.519 36.334 0.000
Traitements | 5672.543 17 333.679 11.879 0.000

Annexe 3. Test de Comparaison (one-way ANOVA) desaux d’inhibition de la

croissance Mycélienne des isolats dehytophthora infestans selon les HE d’agrumes

Orange | Bergamote Citron
Orange 0 0.62890 | 0.000123p
Bergamote 0 0.0001232
Citron 0
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Annexe 4. Analyse de la variance (ANOVA) des tauxidhibition de la sporulation (%)

des isolats dd”hytophthora infestans selon les H.E des agrumes et leurs concentrations

Facteurs Somm('e des d.d.l. Moyenn'e des F-ratio P
carrés carrés
H.E 27735.283 5 5547.057 92.142 0.000

Annexe 5. Analyse de la variance (ANOVA) des tauxidhibition d’infection des isolats

de Phytophthora infestans selon les huiles essentielles, leurs concentrat®at les isolats

pathogenes
Facteurs Somm('e des d.d.l Moyenn? F-ratio P
carrés des carrés
H.E 67903.493 2 33951.746 28.344 0.000
Traitements | 110732.778 17 6513.693 7.640 0.000

Annexe 6. Test de Comparaison test (ongay ANOVA) des taux d’inhibition d’infection

des isolats dd’hytophthora infestans selon les huiles essentielles

Orange Citron Bergamote
Orange 0] 0.0002398 0.005041
Citron 0| 0.0001064
Bergamote 0

Annexe 7. Analyse de la variance (ANOVA) des taux’idhibition de la croissance

mycélienne des isolats dePhytophthora infestans selon

'HE de sauge et ses

concentrations

Facteurs Somme des carrés  d.d.lL.  Carrés moyens Ftia P
Isolats 784.555 1 784.555 7.517 0.014
Doses 4861.658 3 1620.553 15.527 0.000
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Annexe 8. Taux de sporulation des isolats dehytophthora infestans sous I'effet d’huile

essentielle de sauge

) Nombre de sporanges
Traitement
X 10°/ml

Témoin 2

D4 0

D3 0

D2 0,6

D1 1

Annexe 9. Analyse de la variance (ANOVA) des taud'inhibition de la sporulation

de Phytophthora infestans selon I'huile essentielle de sauge et les concerimas

Facteurs| Somme des carrées d.d.l. Carrés moyens F-ratio P

Doses 20760.000 4 5190.000 1922.222) 0.000

Annexe 10. Analyse de la variance (ANOVA) des taud’infection des isolats de
Phytophthora infestans selon les modes de traitements, les isolats patiéogs et les
concentrations en HE de sauge

Carres F-
Facteurs| Somme des carrés| d.d.l| _ P
moyens ratio
Modes 134.162 1 134.162 5.029 0.043
Souches 177.012 1 177.012 6.636 0.023
Doses 2642.928 4 660.732 24.769.000
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Annexe 11.Analyse de la variance (ANOVA) des taux d’inhibiton de la croissance

myceélienne des isolats d€hytophthora infestans selon les extraits aqueux de plantes,

leurs concentrations et les isolats pathogénes

Facteurs Sommg des d.d.l Carrés moyens F-ratio P
carrés
Doses 3670.752 3 1223.584 4.804 0.005
Isolats de
188.641 1 188.641 0.741 0.393
P. infestans
Extraits 8349.915 7 1192.845 4.684 0.000

Annexe 12.Analyse de la variance (ANOVA) des CMI des extrag aqueux de plantes
selon leur nature et les isolats dBhytophthora infestans

Facteurs Sommg des ddl Carrés moyens F-ratio| P
carres
Isolats de 2139.062 1 2139.062 2.675 0.146
P. infestans
Extraits de 18385.037 7 2626.562 3284 0070
plantes

Annexe 13.Analyse de la variance (ANOVA) des taux d’inhibition de la sporulation des

isolats de Phytophthora infestans selon les extraits aqueux de plantes et les isdat

pathogenes
Facteurs Somme des carrés d.d. Carrés moyens F-iat | P
Doses 3504.779 3 1168.260 5.249 0.003
Isolats de
229.775 1 229.775 1.032 0.314
P. infestans
Extraits
aqueux de 17831.772 7 2547.396 11.445 0.000
plantes
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Annexe 14.Analyse de la variance (ANOVA) des taux d’infition de la germination

des isolats  dePhytophthora infestans selon les extraits aqueux de plantes, leurs

concentrations et les isolats pathogénes

Facteurs Somme des carrés ddl Carrés moyens F-ratio P
Doses 943.314 3 314.438 4.580 0.006
Isolats de
P infestans 0.429 1 0.429 0.006 0.937
Extraits 1479.829 7 211.404 3.079 | 0.009
de plantes

Annexe 15. Analyse de la variance (ANOVA) des taud’inhibition de la reprise de

croissance mycélienne des isolats @hytophthora infestans préalablement inhibés selon

les extraits aqueux de plantes, leurs concentratigret les isolats pathogénes

Facteurs Somme des carrés  d.d.l Carrés moyens F-rat| P
Isolats de
P infestans 4.230 1 4.230 0.010 0.921
Doses 6318.885 3 2106.295 4.898 0.003
Extraits aqueux 12957.452 7 1851.065 4304  0.000
de plantes

Annexe 16.Analyse de la variance (ANOVA) des concentrationinhibitrices létales

(CIL) des isolats dePhytophthora infestans traités par les extraits de plantes

Facteur Somme des carrés ddl Carrés moyens F-ratio | P
Isolats de
_ 451.563 1 451.563 0.869 0.382
P. infestans
Extraits de
29860.938 7 4265.848 8.213 0.006
plantes
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Annexe 17. Analyse de la variance (ANOVA) des pédes d’incubation du mildiou
selon les modes d’application des traitements, lesriétés de pomme de terre, les isolats
pathogenes, les préparations a base de plantes & concentrations des extraits aqueux

de plantes
Modes d’application Carrés
‘ des extraits aqueux de plante | S.C.E| d.d.| moyens TestF P
Parametres
Tous les modes 6.16[1 5 1.232 3.986 0.p02
Trempage - 2.313 1 2.313 10.028 0.003
£
()
Variétés Arrosage z 0.459 1 0.459 4,521  0.045
- a
(Kondor et Spunta) | /<CrPoraton des poudres 0.161| 1 0161 | 0202 0.647
Curatif 0.048 1 0.048 0.302 0.585
Trempage - 1.042 1 1.042 4.518 0.038
=
Isolats de Arrosage 21 0022 1 0.022 0.214 0.6/48
Phytophthora infestans E
(AL et A2) :jn;r?srﬁ)grsegllon des poudres 0133 1 0133 | 0.6 0.686
Curatif 0.079 1 0.079 0.500 0.483
Préparations a base Trempage - 4.552 7 0.650 2.819 0.014
c
de plantes : Arrosage % 1.235 7 0.176 1.737 0.152
Posidonie Incorporation des poudres o
[ =
et 7 plantes dans le sol 3.272 7 0.467 0.589 0.758
Curatif 4.605 7 0.658 4,157 0.001
Dilutions =
()
d1 et d2 Trempage & | 0230| 1 0230 | 0.995 0.323
a
(pur et dilué 20%)
Curatf 0.003| 1 0.003 | 0017 0.896

204



Annexe 18. Analyse de la variance (ANOVA) des taute réduction de la maladie selon

les modes d’application des préparations a base gd#antes, les variétés de pomme de

terre, les isolats pathogenes et les concentratiodss extraits aqueux de plantes

Modes d’application Carrés
P R des extraits aqueux de S.C.E d.d.l movens TestF P
arametres plantes Y
Tous les modes 1978.02( 395.604 2.934 0.014
Trempage 93.436 1 93.436 0.757 0.388
) Arrosage E 85.969 1 85.969 2.752 0.1111
Variétés I — o
ncorporation des | .
(Kondor et P < 13.455 1 13.455 0.403|  0.532
Spunta) poudres dans le so|
Curatif 1298.611 1 1298.611 13.582 0.001
Trempage 29.825 1 29.825 0.242 0.625
Isolats de Arrosage = 109.409 1 109.409 3.507 0.075
[}
Phytophthora  [“|ncorporation des | &
infestans a 5.257 1 5.257 0.157 0.695
(Al et A2) poudres dans le so
Curatif 172.364 1 172.364 1.803 0.185
Trempage 3653.705 7 521.958 4,227 0.001
Préparations a “—
P bas:a Arrosage = 1134.681 7 162.097 5.189 0.001
o
de plantes : Incorporation des | 3
Posidonie a 1711.631 7 244,519 7.321 0.00(
et 7 plantes poudres dans le so
Curatif 3735.098 7 533.585 5.581 0.000
Dilutions b=
dl etd2 Trempage § 420.199 1 420.199 3.403 0.071
(pur et dilué @
20%) o
Curatif 912.720 1 912.720 9.546 0.003
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Annexe 19. Analyse de la variance (ANOVA) des tauXinhibition de la production de

sporangesin vivo selon les préparations a base de plantes, les centrations des extraits

agueux de plantes, les variétés de pomme de terrides isolats dePhytophthora infestans

!

Modes
d'application S.CE ddl | Cames Test F P
Paramétres des extraits moyens
aqueux de plantes
Tous les modes 868.011 5 173.602 0.476 0.794
L Trempage 4= 682.385 1 682.385 1.406 0.241
Variétés : <
Incorporation | £
(Kondoret | des poudres | @ 312.500 1 312.500 1.000 0.328
Spunta) dans le sol o
Curatif 118.756 1 118.756 0.330 0.568
Isolats de Trempage = 2205.007 1 2205.007 4.544 0.038
Phytophthora | Incorporation 0C>J
. des poudres | @ 312.500 1 312.500 1.000 0.328
infestans a
dans le sol
(ALetA2) | cyratif 1220.629 1 1220.629 3.391 0.071
Préparations | trempage = 4628.874 7 661.268 1.363 0.240
a base Incorporation §
de plantes ; | despoudres | '® | 2187.500 7 312.500 1.000 0.457
S dans le sol o
Posidonie
et 7 plantes | Curatif 4457.409 7 636.773 1.769 0.113
=
Trempage Q 1.260 1 1.260 0.003 0.960
Dilutions e
o
Curatif 98.754 1 98.754 0.274 0.603
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Annexe 20. Séquences linéaires des ITS des isolatechoderma spp. et ceux des especes

deT. atroviride T. brevicompacturat duPgem:

T1:

AACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCBGCCCCGGG
TGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTTTCTGTAGT
CCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATAAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCECGCCAGTAT
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGATCGGC
GTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGGBCTCGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGTGCACGTCC
GTAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TAAGCATAT

T2:

ACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCAGCCCCGGGT
GCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTGTAGTC
CCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGABRAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCE®&CAGTATTC
TGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGATCGGCGT
TGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGCGGTCGCCGC
AGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTACGTCCG
TAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCGSCTGAACTT
AAGCATATCA

T3:

TACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCA CGGCGGGG
TCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAMACCAAA
CTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAARTCAAAATGA
ATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGAAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCG
CCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTBACCCCTCCG
GGGGATCGGCGTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAMCAGTGG
CGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGBGCGCGGCG
CGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGTAGGAATA
CCCGCTGAACTTAAGCAT

T4 .

TACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCA CGGCGGGG
TCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAMAMCCAAA
CTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAARTCAAAATGA
ATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGAAGCGAAATG
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCG
CCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTBACCCCTCCG
GGGGATCGGCGTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAMCAGTGG
CGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGBGCGCGGCG
CGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGTAGGAAAT
ACCCGCTGAACTTAAGC
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T5:

AACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCBGCCLCCGGG
TGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTTTCTGTAGT
CCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATQAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCEGCCAGTAT
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGATCGGC
GTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGGEBCTCGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGTCGCACGTCC
GTAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TAAGCATATCA

T6 :

AACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCBGCCCCGGG
TGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTTTCTGTAGT
CCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATQAAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCEGCCAGTAT
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGATCGGC
GTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGGGBCTCGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGTCGCACGTCC
GTAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TAAGCATAT

T7 :

ACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCAGCCCCGGGT
GCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTGTAGTC
CCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGABRAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCE®CAGTATTC
TGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGATCGGCGT
TGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGLCGGTCGLCCGC
AGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTACGTCCG
TAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCGSCTGAACTT
AAGCATATCAATAA

T8 :

ACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCAGCCCCGGGT
GCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTGTAGTC
CCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGARAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCE®CAGTATTC
TGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGATCGGCGT
TGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGLCGGTCGLCCGC
AGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTACGTCCG
TAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCGSCTGAACTT
AAGCATATCA

T9:

AACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCBGCCLCCGGG
TGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTTTCTGTAGT
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CCCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATAAAAACTTTC
AACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCGCCAGTAT
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGATCGGC
GTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGGGBCTCGCCG
CAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGTGCACGTCC
GTAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACT
TAAGCATATCA

T10a et T10b :

TACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCAOCGGCGGGG
TCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGEMACCAAA
CTCTTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAMTTCAAAAT
GAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAAGGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTG
CGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCGEBAACCCCTC
CGGGGGGTCGGCGTTGGGGACCTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGEIUIILGAAATA
CAGTGGCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCBCCGGGAGC
GCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGETI CAGGTAG
GAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

T11:

ACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCAGCCCCGGGT
GCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTGTAGTC
CCCTCGCGGACGTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCA
ACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGABRAGTAATGT
GAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCE®CAGTATTC
TGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGATCGGCGT
TGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTGGLCGGTCGLCCGC
AGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGCGGCGCGTACGTCCG
TAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAATACCGSCTGAACTT
AAGCATATC

Pgem:

CCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGAGTATTCTAMGTGTCACC
TAAATAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTRATCCGCTCAC
AATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGECTAATGAG
TGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCG®EAAACCTGTC
GTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGABTTGGGC
GCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTEERCGAGCGGT
ATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAA
AGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCCGTTGCTG
GCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGICAAGTCAG
AGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAGCTCCCTC
GTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCMICCCTTCGG
GAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTAIGGTCGTTCG
CTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGLTATCCGG
TAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGAGCAGCCAC
TGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTEBAAG

T. atroviride:

AACTCCCAAACCCAATGTGAACCATACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGGTCAGCCCCGGG
TGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCGCCCGCCGGAGGGACCAACCAAACTTNTCTGTAG
TCCCCTCGCGGACGTTATTTCTTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTT
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CAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCBTAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCEGCCAGTAT
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGTCGGC
GTTGGGGACCTCGGGAGCCCCTAAGACGGGATCCCGGCCCCGAAATACAGECGGTCT
CGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGAGCGGGGCGTCCA
CGTCCGTAAAACACCCAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAAACCCGCTG
AACTTAAGCATAT

T. brevicompactum :

TCCCAAACCCCTATGTGAACGTTACCAAACTGTTGCCTCGGCGGGATTTA3CCCCGGGC
GCGTCGCAGCCCCGGACCAAGGCGCCCGCCGGAGGACCAATTTACAAACTTTTGTATA
TCCCATCGCGGATTCTTTACATTCTGAGCTTTCTCGGCGCTCCTAGCGAGI TTCGAAAA
TGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
ATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCGCCAGTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACTCGAACCCC
TCCGGGGGGTCGGCGTTGGGGATCGGCACTTACCTGCCGGCCCCGAAATAGTGGCGGT
CTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACACTCGCACCGGGAGCGGCGCGTCC
ACGGCCGTAAAACAACCCAAACTTCTGAAATGTTGACCTCGGATCAGGTAGAATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAAT

Annexe 21. Analyse de la Variance (ANOVA) des taud’inhibition des parameétres
biologiques des isolats d€&hytophthora infestans selon les techniques de confrontation
directe avec les isolats ddrichoderma spp. et le contact direct avec leurs filtrats de
cultures

- A : Technique de confrontation directe, F.C : Tegha non volatile

Facteurs digrg;?fés ddl dl\gzyggrnrzs F-ratio P
Parameétres 5375.602 2 2687.801 104 0.022
EC Antagonistes 81690.728 10 8169.073 12.473 0.000
P.infestans 69.046 1 69.046 0.105 0.74y
Parametres 12095.155 2 6047.578 159.570 0.000
A Antagonistes 285.176 10 8.518 0.752 0.672
P.infestans 97.593 1| 97.593 2.575 0.116
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Annexe 22. Analyse de la variance des périodes dtubation du mildiou selon les modes

d’application des antagonistes, les variétés de pone de terre, les isolats de

Phytophthora infestans et les isolats antagonistes derichoderma spp.

Modes d’applications des

Facteurs Isolats deTrichoderma Somme des carrés| d.d.| Carrés moyens  F —rati P
spp.
Tous les modes 23.276 3 7.759 9.973 | 0.000
Témoin positif 0.023 1 0.023 0.141 0.77
Trempage - 0.240 1 0.240 0.457 0.504
c
s o
Varietes Pulvérisation @ 2.066 1 2.066 2.020 | 0.165
(Kondor et T
Spunta) i
Incorporation dans 3.693 1 3.693 5.185 | 0.030
le sol
Curatif 0.098 1 0.098 0.159 | 0.693
Témoin positif 0.023 1 0.023 0.766 0.54
Trempage 0.841 1 0.841 1.603 | 0.215
Isolats de =
Phytophthora _ o
infestans Pulvérisation \qi, 1.924 1 1.924 1.881 | 0.180
(Al et A2) a
Incorporation dans 0.241 1 0.241 0.338 | 0.565
le sol
Curatif 0.212 1 0.212 0.345 | 0.561
Trempage 5.525 10 0.553 1.053 | 0.426
Pulvérisation = 7.284 10 0.728 0.712 | 0.706
Isolats de o
Trichoderma _ L
spp. Incorporation dans a 14.201 10 1.420 1.994 | 0.069
le sol
Curatif 6.060 10 0.606 0.987 | 0.474
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Annexe 23. Analyse de la variance des taux de rédiom de la maladie selon les modes
d’application des isolats antagonistes dérichoderma spp., les variétés testées, les isolats
deP. infestans et les isolats antagonistes d&ichoderma spp.

Modes d’applications Somme
Facteurs des Isolats de d .| d.d.l. | Carrés moyens| F —ratio P
; es carrés
Trichoderma spp.
Tous les modes 53786.615 3 17928.872 11.019 | 0.000
Trempage 10864.094 1 10864.094 12.208 | 0.001
Pulvérisation £ [ 10244038 1 10244.038 | 6.520 | 0.015
Variétés 2
(Ksondor & Mincorporation & [ 676974 | 1 676.974 1.362 | 0.252
punta)
dans le sol
Curatif 16573.423 1 16573.423 8.538 | 0.004
Trempage 428.626 1 428.626 0.482 | 0.493
Isolats de 51y &risation 2 [ 145782 | 1 145.782 0.093 | 0.763
Phytophthora o
infestans _ L
(Al et A2) | Incorporation o 381.711 1 381.711 0.768 | 0.388
dans le sol
Curatif 310.635 1 310.635 0.160 | 0.692
Trempage 27653.058 | 10 2765.306 3.107 | 0.007
Pulvérisation € [ 6179.469 | 10 617.947 0.393 | 0.940
Isolats de e
Trichoderma _ b=
spp. Incorporation o 8398.314 10 839.831 1.689 | 0.130
dans le sol
Curatif 45142.568 | 10 4514.257 2.326 | 0.035
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Annexe 24. Analyse de la variance (ANOVA) des tauXinhibition de la production des
sporanges des isolats déhytophthora infestans selon les modes d’application des
antagonistes délrichoderma spp. , les variétés de pomme de terre, les isagtathogenes

et les isolats antagonistes

Modes Somme des| d.d.l. | Carrés moyens | F —ratio P
Facteurs d’applications des carrés
Isolats de
Trichoderma spp.
Tous les modes 148.930 3 49.643 0.118 0.950
Trempage 346.810 1 346.810 1.213 0.279
o Pulvérisation | € 86.184 1 86.184 0.160 | 0.692
Varietés Q
(Kondor et _ L
Spunta) Incorporation | & 227.727 1 227.727 0.608 | 0.442
dans le sol
Curatif 1024.348 1 1024.348 2.598 0.117
Trempage 133.040 1 133.040 0.465 0.500
Isolats de "5 uarisation | £ 94.903 1 94.903 0.176 | 0.678
Phytophthora o
infestans . L
(Al et A2) Incorporation a 1341.581 1 1341.581 3.581 0.068
dans le sol
Curatif 1881.427 1 1881.427 4772 0.037
Trempage 2778.466 10 277.847 0.972 0.486
Isolats de .
T”ng‘;erma Pulvérisation | & | 5255.729 | 10 525573 0973 | 0486
. >
‘O
Incorporation a 3973.328 10 397.333 1.061 0.420
dans le sol
Curatif 6072.268 10 607.227 1.540 0.172
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