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Résumé

Dans la perspective de mettre au point une méthode de lutte biologique basée sur l'antago-
nisme microbien, onze isolats de Trichoderma spp. et trois isolats de Gliocladium spp., d'ori-
gine écologique et géographique diverses, ont été mis en confrontation avec Botrytis cinerea,
agent causal de la pourriture grise de la tomate. Comparés aux Gliocladium, les Tricho-
derma ont présenté le potentiel d'antagonisme le plus élevé avec des pourcentages d'inhibi-
tion qui varient de 32.8 % a 81 %.

L'étude des mécanismes d'antagonisme mis en jeu dans la relation antagoniste a révélé l'ap-
titude des Trichoderma et des Gliocladium & agir par antibiose en libérant des substances vo-
latiles actives sur la croissance mycélienne avec un pourcentage d'inhibition qui atteint
48 % pour les Trichoderma et ne dépasse pas les 8 % pour les Gliocladium. Les substances
libérées par les Trichoderma réduisent les pourcentages de germination a 18 %.

Les Trichoderma et les Gliocladium libérent aussi des substances diffusibles inhibitrices de
la croissance mycélienne avec des pourcentages d'inhibition qui peuvent atteindre respecti-
vement 41 % et 52 %. La germination conidienne est complétement inhibée par les sub-
stances diffusibles des Trichoderma. En outre, les observations microscopiques ont révélé le
comportement parasitaire des isolats de Trichoderma a l'égard des hyphes et des spores de
B. cinerea.

Sur des feuilles de tomate détachées, I'application des isolats testés a permis de réduire l'in-
dice d'attaque de la pourriture a 1.7 en présence de Trichoderma et 1.2 en présence de Glio-
cladium alors qu'il est de 4,77 pour le témoin.

Mots clés : Tomate, pourriture grise, Botrytis cinerea, lutte biologique, Tricho-
derma spp., Gliocladium spp., antagonisme, antibiose, mycoparasitisme
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Abstract : Study of antagonistic activity of Trichoderma spp. and
Gliocladium spp. against Botrytis cinerea : causal agent of tomato grey
mould

To improve a biocontrol method of grey mould based on antagonistic activities of certain or-
ganisms, eleven strains of Trichoderma spp. and three isolate of we have isolated some fungi
Jrom different geographical and ecological regions. Confronted to the pathogen, Tricho-

derma spp. showed the highest level of inhibition of Botrytis cinerea mycelial growth, in com-
parison to Gliocladium spp., the quantum of inhibition ranged from 32.8 % to 81 %.

Trichoderma and Gliocladium species were able to produce volatile metabolites which inhi-
bited the mycelial growth of B. cinerea respectively to 48 % and 8 %. These volatile substances
reduced the conidial germination of the pathogen to 18 % for Trichoderma isolates.

The tested fungi produced also inhibitory metabolites which diffused through the medium
and inhibited mycelial growth of B. cinerea to 41 % for Trichoderma spp. isolates and to
52 % for Gliocladium spp. isolates. Conidial germination was completely inhibited by diffu-
sible substances secreted by certain isolates of Trichoderma spp.

All the Trichoderma isolates were found to be hyperparasite of hyphae and conidia of B. ci-
nerea.

The application of the tested fungi on tomato leaves reduced the severity index of grey mould
to 1.7 and 1.2 respectively in the presence of Trichoderma and Gliocladium isolates while this
index was 4.77 for the control.

Key words : Tomato, grey mould, Botrytis cinerea, biological control, Trichoderma
spp., Gliocladium spp., antagonism, antibiosis, mycoparasitism
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Introduction

La pourriture grise est une maladic foliaire grave qui sévit particuliérement sous I'ambiance
humide des serres et elle a pour agent causal le Botrytis cinerea Pers. Ce champignon poly-
phage et ubiquiste constitue un probleme pathologique persistant capable de ravager a tout
instant un grand nombre de cultures (tomate, vigne, fraisier...) (Agrios, 1988).

Actuellement, Ja lutte contre la pourriture grise due au Botrytis cinerea demeure difficile et
le contrdle, méme partiel, de ce pathogéne ne se fait souvent que par I'utilisation répétée de
fongicides. Cependant, malgré la diversité des produits utilisés, des cas de résistance a divers
produits ont été détectés dans différents pays : France (Leroux et Gredt, 1982), Maroc (Besri
et Diatta, 1985), Israél (Elad et al., 1988 ; Katan et al., 1989), Etats Unis d'Amérique (Moor-
man et Lease, 1992 ; Johnson et al., 1994), Tunisie (Hmouni et al., 1996).

Outre le phénomene de résistance, la chimiothérapie a révélé certains effets néfastes qui ont
remis en cause I'avenir de Ia lutte chimique (Corbaz, 1990 ; Dewaard et al., 1993). Cette si-
tuation a conduit les chercheurs a développer d'autres méthodes de lutte telle la futte biolo-
gique (James et al., 1993). En effet, nombreux sont les travaux faisant état des possibilités de
lutte biologique contre cette maladie 2 'aide d'organismes antagonistes (Tronsmo, 1980 ; Ja-
nisiewicz et Roitman, 1988 ; Peng et Sutton, 1991 ; Roberts, 1990). L'application pratique
d'agents de biocontrdle contre la pourriture grise, comme pour presque toutes les maladies fo-
liaires, n'a pas donné les résultats escomptés (Andrews, 1992). Ceci est probablement li€ a la
méconnaissance des modes d'action et des facteurs externes influencant l'efficacité de ces agents
(Blakeman et Fokkema, 1982).

La connaissance du mode d'action d'un agent antagoniste représente une étape importante dans
le cadre de la mise au point d'une méthode de lutte fondée sur I'antagonisme microbien (Cook
et Baker, 1983 ; Andrews, 1990 ; Baker, 1991 ; Whipps, 1992b ; Elad, 1993a). Parmi les dif-
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férents processus mis en jeu dans la relation antagoniste, ce sont les phénoménes de compé-

titiqn, de parasitisme et d'antibiose qui ont été le plus souvent étudiés (Singh et Faull, 1988 ;
Whipps et al.,1988 ; Baker, 1991). ’

Dgns la perspective de mettre au point une méthode de lutte biologique contre la pourriture
grise basée sur I'antagonisme microbien, nous avons cherché a isoler des germes susceptibles

d'inhiber le développement de Botrytis cinerea et nous avons étudié leurs modes d'action
dans la relation antagoniste.

Matériel et Méthodes

Agent pathogéene

L'isolat de Botrytis cinerea utilisé dans cette étude a été récolté sur une plante de tomate (va-
riété gabriella) cultivée sous serre dans la région de Tiflelt. Sur la tige, l'infection de la plante
s'est manifestée par I'apparition de 1ésions concentriques au niveau des nceuds. Sur les fruits,
I'infection commence d'ordinaire a la pointe florale puis se développe pour former une couche
de mycélium grisétre et enfin une pourriture molle et aqueuse.

Isolement et identification des champignons antagonistes

Dans une premiére partie de notre travail, nous avons procédé a I'isolement des germes fon-
giques, 2 forte activité antagoniste, susceptibles d'étre utilisés dans la lutte contre la pourri-
ture grise de la tomate.

L'isolement des germes antagonistes a été effectué a partir d'organes végétaux de chéne liege
(Quercus suber), de chéne zéne (Quercus faginea), d'Acacia et de riz (Oryza sativa). La tech-
nique utilisée est celle des suspensions dilutions couramment utilisée pour I'énumération des
organismes du sol (Rappilly, 1968 ; Dhingra et Sinclair, 1987). Des fragments de feuilles, de
bois ou encore des graines de riz sont placés dans 20 ml d'eau distillée stérile. Apres agita-
tion au vortex pendant 2 mn, nous avons procédé a une série de dilutions. Des volumes de 0,2
ml de chaque dilution ont été mis dans des boftes de Pétri A raison de dix boites par dilution
par échantillon utilisé. L'isolement est réalisé sur le milieu de culture PDA additionné de
streptomycine ou de chloramphénicol pour éviter le développement des bactéries. L'isolat TVC
de Trichoderma a été directement isolé sur un carpophore de Basidiomycetes. Les boites sont
ensuite incubées a 22 °C et observées quotidiennement sous loupe binoculaire. L'identifica-
tion des germes est réalisée sous microscope optique.

Les isolats de Trichoderma TV 1, TV2 isolés respectivement de feuilles de tomates saines ou
infectées par la pourriture grise et I'isolat TH20 isolé sur racine de navet, préalablement tes-
tés sur B. cinerea en Tunisie, ont été utilisés a titre comparatif (Hmouni et al., 1997). Auméme
titre, nous avons testé le pouvoir antagoniste de certains isolats de Trichoderma et de Glio-
cladium gracieusement fournis par le laboratoire de Biochimie et de Phytopathologie de Paris
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VI (France). L'isolement a été aussi réalisé, selon le méme procédé, a partir du sol de Maa-
mora.

Seuls les isolats appartenant aux genres Trichoderma et Gliocladium seront utilisés pour
notre étude vu leur efficacité dans la lutte contre un grand nombre de parasites aussi bien fo-
liaires que racinaires (Papavizas, 1985). De plus, nous n'avons retenu qu'un seul isolat anta-
goniste par échantillon végétal utilisé. Nous avons tenu a tester des isolats fongiques d'ori-
gines écologique et méme géographique différentes et tirer au maximum profit de la diversité
biologique de ces champignons antagonistes

Les Trichoderma isolés se caractérisent par des conidiophores branchés irréguli¢rement, des
phialides courtes, globuleuses ou ovoides et des phialospores vertes (Rifai, 1969). Alors que
les Gliocladium se caractérisent par des hyphes septés et hyalins, des conidiophores plus ou
moins dressés et branchés ressemblant a Verticillium ou a Penicillium, des phialides en forme
de bouteilles et des conidies, asymétriques, naissant dans des sommets gluants (Morquer et
al., 1963).

Mise en évidence de l'activité antagoniste.

Disposant d'une série d'isolats fongiques, et afin de tester leur pouvoir antagoniste a 'égard
de B. cinerea, nous avons utilisé le test de confrontation mycélienne en boites de Pétri. A 1'is-
sue de ce test, n'ont été retenus que les germes exercant une activité antagoniste jugée signi-
ficative. Ils feront 'objet d'études plus approfondies.

Le test consiste a placer dans une boite de Pétri de 9 cm de diametre contenant un milieu PDA,
de fagon diamétralement opposée, un disque mycélien de B. cinerea et un autre de 1'antago-
niste a tester. Les disques de 5 mm de diamétre, prélevés de culture de méme fAge, sont dé-
posés a environ 30 mm de distance 'un de l'autre, symétriquement par rapport au centre de
la boite.

Les boites sont incubées a une température de 22 °C pendant une durée de 4 jours et le pour-
centage d'inhibition de la croissance radiale est calculé selon la formule utilisée par Fok-
kema (1973) et Sy (1976) :

M (%) = 100 x (MO - M1)/ MO
ot MO est la croissance normale exprimée en mm et M1 représente la croissance mycélienne
influencée (mm).
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Etude in vitro des mécanismes d'antagonisme

L'antibiose
Substances volatiles

Effet sur la croissance mycélienne

L'effet des substances volatiles sur la croissance mycélienne a été évalué selon la méthode de
Dennis et Webster (1971b) modifiée par Nelson et Powlson (1988). Un disque mycélien de
5 mm de diamétre, prélevé des colonies de Trichoderma et de Gliocladium Agées respectivement
de 4 et 7 jours, est transféré a 1'aide d'un emporte-piece au centre d'une boite de Pétri conte-
nant le milieu PDA. Une deuxi¢me boite contenant du PDA non inoculé est renversée sur cette
derniére et lui servira de couvercle. Les deux boites sont scellées de maniere hermétique a I'aide
de parafilm. Aprés 2 jours d'incubation, a une température de 22°C, les boites " couvercles
sont enlevées et rapidement inoculées par des disques mycéliens de B. cinerea de 5 mm de
diametre et 4gés de 3 jours puis elles sont remises au dessus des boites contenant les antago-
nistes comme il est décrit précédemment. Des boites inoculées par B. cinerea puis retournées
sur des boites vides (non inoculées par les antagonistes) serviront de témoins.

La croissance radiale des hyphes du parasite est mesurée aprés 4 jours d'incubation et le pour-
centage d'inhibition est calculé par rapport au diamétre de la colonie du témoin

(A-B)

ol A est le diamétre moyen des colonies témoins et B est le diamétre moyen des colonies trai-
tées.

Effet sur la germination des spores

En vue de déterminer l'effet des substances volatiles sur la germination conidienne de B. ci-
nerea, les boites " couvercles " contiennent cette fois une mince couche de milieu MEA (Ex-
trait de malt 20 g, Agar 15 g, eau distillée q.s.p. 1000 ml) pour faciliter le comptage des
spores. Comme la germination des spores de B. cinerea est fonction de I'dge de la culture ainsi
que de la concentration des spores (Rhouma, 1995), des suspensions sporales dgées de 15 jours
et de concentration 10° spores/ml ont été utilisées pour ce test. Un volume de 0.5 ml de cette
suspension est étalé dans chaque boite.

La germination des spores est observée au microscope aprés une période d'incubation de
16 h 222 °C. Une spore est considérée germée si la longueur du tube germinatif est supérieure
au plus petit diametre de la spore (Besri et Diatta, 1985). Environ 300 spores sont observées
par isolat . L'expérience a été répétée deux fois.
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Substances diffusibles

Effet sur la croissance mycélienne

Nous avons utilisé a cette fin la technique de Dennis et Webster (1971a).

Des membranes de Cellophane stériles, préalablement découpées en disques de 8 cm de dia-
métre, sont placées aseptiquement dans des bofites de Pétri contenant le milieu PDA. Sur ces
membranes, on a déposé un disque mycélien de I'antagoniste a tester, prélevé d'une culture
agée de 4 jours pour les Trichoderma et de 7 jours pour les Gliocladium vu la différence de
leur vitesse de croissance. Aprés incubation a 22 °C pendant 48 h, les colonies d'antagonistes
sont enlevées en prélevant les membranes de Cellophane sous-jacentes. Ces méme boites
sont ensuite inoculées par des disques mycéliens de B. cinerea prélevés d'une jeune culture.
Des disques similaires déposés dans des boites vierges (non inoculées) serviront de témoin.
Les boites sont incubées a 22 °C pendant une durée de 4 jours. Le diametre des colonies est
ensuite mesuré et le pourcentage d'inhibition est calculé par rapport au témoin.

Effet sur la germination des spores

Afin d'étudier l'effet des substances diffusibles sur la germination conidienne, nous avons uti-
lisé la méme technique des membranes de Cellophane. Des suspensions sporales de B. cine-
rea sont alors mises & germer sur le milieu qui a servi au développement des agents antago-
nistes. Le milieu utilisé, la durée d'incubation, ainsi que la concentration des spores utilisée
sont les mémes que pour le test d'effet des substances volatiles sur la germination conidienne.

Le mycoparasitisme

La mise en évidence de l'activité mycoparasitaire des Trichodema et des Gliocladium
vis a vis des spores de B. cinerea, a été faite selon la technique de Dennis et Webster (1971a)
utilisée dans le test des substances diffusibles modifiée dans notre laboratoire. La durée d'in-
cubation est de 3 & 4 jours, ce qui permet au mycélium de 1'agent antagoniste de déborder les
membranes de Cellophane et de coloniser le pourtour des boites. Les membranes de Cello-
phane sont alors enlevées et chaque boite regoit 0.5 ml d'une suspension sporale de
B. cinerea de concentration 10° spores/ml. Les boites sont ensuite incubées & 22 °C pendant
24 h puis observées sous microscope optique. Pour chaque antagoniste 1'observation a concerné
cinq boites et a été répétée deux fois.

La germination des spores de B. cinerea étant partiellement inhibée par les substances diffu-
sibles libérées dans le milieu, cela permet une bonne observation de l'interaction hyphe de Tri-
choderma - spores de B. cinerea.

L'étude de l'interaction hyphale B. cinerea - Trichoderma et B. cinerea - Gliocladium est réa-
lisée en mettant en confrontation mycélienne les deux protagonistes sur milieu MEA coulé
en couche mince. Aprés un temps d'incubation suffisant durant lequel les deux champignons
sont en contact, la zone d'interaction est observée au microscope photonique et photographiée.
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Bioessai

Dans ce test, nous avons essay€ d'évaluer le pouvoir antagoniste des Trichoderma 2 1'égard
de B. cinerea, non plus sur un milieu gélosé, mais sur des feuilles de tomate détachées.

Des feuilles de tomate, collectées sur des plantes dgées de 4 a4 5 semaines, sont placées dans
des boites de Pétri. Chaque bofte contient trois disques de papier buvard constamment imbi-
bés d'eau distillée stérile afin de maintenir au maximum la fraicheur des feuilles. Les feuilles
regoivent une pulvérisation de suspension sporale de I'agent antagoniste a tester et sont mises
a incuber 4 22 °C. Vingt quatre heures apres, elles sont inoculées par une suspension sporale
de B. cinerea additionnée de glucose a 0,02 M et de KH,PO, a 0.04 M (Leone et Tonneijck,
1990). L'inoculation est réalisée en déposant 4 & 5 gouttes de cette suspension sporale sur chaque
foliole.

La concentration sporale utilisée est de 10° spores/ml aussi bien pour les antagonistes que pour
le pathogéne. Apres 4 jours d'incubation a la température de 22 °C, la sévérité des symptomes
induits par le pathogéne est estimée sous loupe binoculaire en se référant a une échelle de no-
tation de 0 a 5 (Elad et al.,1994) : 0 : pas de symptémes ; 1 : 1 a 12 % de la surface foliaire,
sous la goutte, sont pourris ; 2 : 13 425 % de pourriture ; 3 : 26 a4 50 % de pourriture ; 4 : 51
a 100 % de pourriture et 5 : la pourriture s'étend 2 mm au dela de la goutte.

Analyse statistique : les résultats sont transformés (Arcsin) et analysés par le test de Duncan
au seuil de 5 %.

Résultats

’

Isolement et identification des champignons antagonistes

Un grand nombre d'especes fongiques a été ainsi isolé. On peut citer Alternaria spp., Asper-
gillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp., Rhizopus spp., Gliocladium spp., Trichoderma
spp. Mais seuls les isolats de Trichoderma spp. et de Gliocladium spp. qui ont fait I'objet de
cette étude. L'origine des isolats retenus est indiqué dans le tableau 1.
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Tableau 1 . Origine des champignons antagonistes

Isolats Origine

Gliocladium spp.

GA Bois d'Acacia, Maroc.

GFQ Feuilles de Quercus suber, forét de Maamora, Maroc.

Gl Lab. de Biochimie et de Phytopathologie, Paris VI, France.
Trichoderma spp.

TV 1 Feuilles de tomates saines, INRAT, Tunisie.

TV 2 Feuilles de tomates infectées par B. cinerea, INRAT, Tunisie.
TH Lab. de Biochimie et de Phytopathologie, Paris VI, France.
TH 20 Racines de navet, INRAT, Tunisie.

TBP Bois de Quercus faginea, forét Jaaba, Ifrane, Maroc.

TFQ Feuilles de Quercus suber, forét de Maamora, Maroc.

TVC Carpophore de Basidiomycetes, Maroc.

12 Bois d'Accacia, Maroc.

T3 Graines de riz , Maroc.

TO Lab. de Biochimie et de Phytopathologie, Paris VI, France.
us Mycotheque du Lab. de Botanique, Fac. Sc. Ibn Tofail, Maroc.

Mise en évidence de l'activité antagoniste

Le tableau 2 résume les résultats de la confrontation mycélienne. Tous les isolats antagonistes
testés ont inhibé la croissance mycélienne de B. cinerea, mais a des degrés différents. Com-
parés aux Gliocladium, les Trichoderma se sont montrés les plus efficaces avec des pourcentages
d'inhibition qui varient de 32.8 % pour TV 2 2 81 % pour T 3. En présence des Gliocladium,
ce taux d'inhibition n'a pas dépassé les 20 %. Tous les isolats antagonistes ont présenté une
action de contact. Qutre cela, les Trichoderma ont présenté une action a distance. Aprés un
temps d'incubation prolongé, les Trichoderma enveloppent la colonie de B. cinerea et finis-
sent par l'envahir.

Etude in vitro des mécanismes d'antagonisme

L'antibiose

Substances volatiles

Le tableau 2 montre 'action des substances volatiles sur la croissance mycélienne de B. ci-
nerea. Tous les isolats de Trichoderma testés ont libéré effectivement des substances volatiles
inhibant la croissance mycélienne du parasite. Le degré de cette inhibition varie selon T'iso-
lat testé. En effet, le pourcentage d'inhibition de la croissance mycélienne de B. cinerea est
de l'ordre de 48,8 % pour l'isolat TO. En présence de l'isolat TBP de Trichoderma ainsi que
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pour les Gliocladium, le pourcentage d'inhibition n'a pas dépassé les 8 %. En présence des autres
isolats de Trichoderma, nous avons noté des taux d'inhibition intermédiaires.

Les résultats relatifs a I'effet de ces substances sur la germination sporale de B. cinerea mon-
trent que le processus de germination n'est pas entravé par l'activité des trois isolats de Glio-
cladium spp. En effet, Le pourcentage de germination noté en présence de ces isolats est si-
milaire & celui du témoin.

En présence des Trichoderma, 1a germination des spores de B. cinerea est plus ou moins af-
fectée par les substances dégagées par les différents isolats. Ainsi, moins de 20 % des spores
ont germé en présence de TFQ, TVC, ou T3 alors que ce pourcentage de germination a dé-
passé les 70 % pour TH, TH20, TV2 et TV 1. En présence des autres isolats, des pourcentages
intermédiaires ont €té notés. De méme, une réduction de la longueur du tube germinatif des
spores de B. cinerea en comparaison avec le témoin a été observée.

Substances diffusibles

Le tableau 2 représente l'effet des substances diffusibles sur la croissance mycélienne de B.
cinerea. 1l montre que les pourcentages d'inhibition de la croissance mycélienne de B. cine-
rea, en présence des Gliocladium, varient de 0 % pour GA 4 52.7 % pour G1. En présence
des Trichoderma, les degrés d'inhibition varient de 18.88 % pour TVC 2 41 % pour TH20.
Tous les isolats de Trichoderma ont libéré dans le milieu de culture des substances inhibitrices
de la croissance mycélienne de B. cinerea, mais a des degrés différents.

Tableau 2. Action de l'activité antagonistes des Trichoderma spp. et des Gliocladium spp. sur
la croissance mycélienne, sur la germination conidienne et sur l'infection des feuilles de to-
mates par B. cinerea

Confrontation Substances Substances Bioessai
mycélienne volatiles diffusibles
Isolats Inhibition Inhibition Germination  Inhibitionde  Germination  Indices
de la croissance  Remar- de la croissance conidienne la croissance  conidienne d'attaque
mycélienne (%)  ques mycélienne (%) (%) mycélienne (%) (%) de feuilles
Gliocladium spp.
Gl 16¢e Action de 726 be 95h 527a 75e 1.2
contact
GFQ® 18 de Idem 377¢ 93h 122¢ 92f 207
GA 20 de Idem 6.97 be 95h of 92f 2.2
Trichoderma spp.
TH 20 8la Actions de 384a 74 f 414 ab Sbe 1.71
contact et
a distance
TBP 776a Idem 7.8 bc 65e 38.3 abC 10d 2.2
TH 75 ab Idem 43a 72 f 34.4 abed 3b 2.87
TV 1 69.6 abc Idem 283 ab 82g 34.4 abed 6.5¢c 2.44
T3 66 abc Idem 438a 19a 33.3 bed Oa 3.28
Us 63.2 abc Idem 469 a 27b 24.4 bed Oa 22
TO 63 abe Idem 488 a e 23 bed Oa 3

TV2 56 be Idem 26.4 ab 74f 32.7 bed 72¢cd 24
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TFQ 57 be Tdem 24.1 ab 18a 31.5bed Oa 1.86
12 52¢l dem 26.7 ab 49d 22.2¢cd Oa 3
TVC 32.8d Idem 12.8 be 18a 18.9de Oa 2.8
Botryviis cinerea -~ -- -- 96 h -- 9%Bg 477

Deux résultats de la méme colonne, ayant la méme lettre ne different pas significativement au seuil
de 5 % (test Duncan).

La germination conidienne de B. cinerea est inhibée de fagon plus ou moins intense par les
substances diffusibles libérées par les différents antagonistes. Les Trichoderma se sont mon-
trés les plus efficaces. Deux groupes d'isolats peuvent étre distingués. Le premier groupe
constitué des isolats TEQ, TVC, 12, T3, TO et U5 inhibant totalement la germination des spores
de B. cinerea. Chez le deuxieme groupe, constitué par les autres isolats, le taux de germina-
tion varie entre 3 % pour TH et 10 % pour TBP alors qu'il est de 98 % pour le témoin.

En présence des isolats de Gliocladium, les pourcentages de germination des spores du pa-
rasite demeurent trés élevés et varient de 75 % pour G1 292 % pour GFQ et GA.

Le mycoparasitisme

Les observations au microscope photonique révélent le comportement parasitaire des isolats
de Trichoderma testés vis-a-vis de B. cinerea. En effet, tous les isolats testés ont présenté le
méme comportement aussi bien a I'égard des spores que des hyphes de B: cinerea. 1l semble
qu'il existe un certain tropisme qui mene les hyphes de Trichoderma a 'encontre des spores
du parasite. En effet, nous avons remarqué que les hyphes de Trichoderma émettent des di-
verticules qui se dirigent vers les spores de B. cinerea. De plus, on a noté une forte inhibition
de la germination des spores situées a proximité des hyphes des antagonistes, méme en ab-
sence de tout contact. Ces spores sont incapables de germer méme aprés 24h d'incubation.

Quant  l'interaction hyphale Trichoderma - B. cinerea, nous avons constaté un enroulement
des hyphes de Trichoderma aussi bien autour des hyphes que des spores. Des cas de pénétration
ont aussi été observés. Nous avons pu observer une forte vacuolisation du contenu cytoplas-
mique des hyphes de B. cinerea au contact des hyphes de Trichoderma.

En présence des isolats GFQ et GA de Gliocladium, nous n'avons pas pu démontrer claire-
ment l'existence d'un comportement parasitaire de Gliocladium a I'égard des spores et des hyphes
de B. cinerea. l'isolat G 1 a révélé plus nettement ce comportement qui demeure difficile a pho-
tographier. Comme pour les Trichoderma, les Gliocladium provoquent une vacuolisation du
mycélium de B. cinerea, parfois on note une fuite du contenu cytoplasmique.

Bioessai

Les résultats du bioessai sur feuilles de tomate détachées sont présentés dans le tableau 2. L'ap-
plication de tous les isolats antagonistes testés a permis de réduire l'incidence de la pourriture
grise.

Les isolats TH de Trichoderma et G1 de Gliocladium se sont Tévélés les antagonistes les plus
efficaces a protéger les feuilles avec des indices d'attaque respectifs de 1.71 et 1.2. Alors que
sur des feuilles inoculées par le Botrytis seul, l'indice d'attaque est de 4.77. Les autres isolats
de Trichoderma. et de Gliocladium ont pu réduire eux aussi I'incidence de la maladie avec des
indices d'attaque variant de 1.86 pour l'isolat TFQ 4 3.28 pour lisolat T3.
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Discussion et conclusion

Le contrdle biologique des maladies des plantes est un phénoméne couramment rencontré dans
la nature. En effet, les agents pathog&nes sont constamment réprimés par l'activité antagoniste
de certains germes saprophytes (Fokkema, 1983 ; Agrios, 1988). L'isolement de ces organismes
constitue donc la premiére étape de tout programme de lutte biologique (Andrews, 1985 ; An-
drews, 1990). Au cours de ce travail, un intérét particulier est porté aux genres Trichoderma
et Gliocladium. Ceux-ci constituent en effet d'excellents promoteurs de lutte biologique contre
de nombreux champignons phytopathogénes (Howell et Stipanovic, 1983 ; Sivan et al.,
1984 ; Papavizas, 1985, Tronsmo, 1986 ; Chet, 1987 ; Dubos, 1987). Apres leur isolement et
leur purification, les germes sont testés contre B. cinerea afin d'évaluer leur potentiel antagoniste.
Ainsi, les pourcentages d'inhibition ont varié de 32.8 % & 81 % pour les Trichoderma et de
16 % a 20 % pour les Gliocladium.

L'utilisation de tout agent de lutte biologique est fondée sur une bonne connaissance des pro-
cessus mis en jeu par ce dernier lors de son activité antagoniste. Cette derniére est en géné-
ral la résultante d'un ensemble de mécanismes dont les principaux sont la compétition pour
les nutriments et I'espace, 1'antibiose et le mycoparasitisme (Campbell, 1989 ; Lepoivre et Semal,
1989 ; Sy et al., 1991 ; Whipps, 1992 b).

Le test de confrontation mycélienne est souvent utilisé pour évaluer l'aptitude des germes an-
tagonistes a la compétition pour l'espace (Mukerji et Garg, 1988). Contrairement aux isolats
de Gliocladium, les isolats de Trichoderma testés présentent un bon pouvoir de compétition.
Outre cela, la forme des colonies résultantes de la confrontation mycélienne montre bien la
mise en jeu de substances diffusibles.

La compétition est le mode d'action le plus important dans la relation antagoniste, mais son
impact est difficile & quantifier. Cette difficulté est liée a la nature des relations qui existent
entre les différents mécanismes d'antagonisme qui peuvent agir en synergie ou séparément (Sy
et al., 1991). En effet, il est difficile de dissocier l'effet de la compétition de celui de 1'anti-
biose (Papavizas, 1985). Toutefois, il ne faut pas oublier que cette aptitude & la compétition
n'exclut pas le pouvoir des Trichoderma a agir par antibiose ou par mycoparasitisme. En ana-
lysant les interactions qui surviennent entre le couple B. cinerea-T. viride, Lamy krafft et Ro-
qubert (1981) ont mis en évidence deux étapes principales dans le déroulement de I'action an-
tagoniste : & une premiere phase purement fongistatique succéde une phase finale qualifiée
de fongicide au cours de laquelle le contact prolongé entre les mycéliums antagonistes entraine
la mort de B. cinerea.

La phase saprophytique de B. cinerea joue un r6le important dans le développement ultérieur
de la maladie. L'ampleur de l'affection dépendra en effet de I'inoculum formé durant cette phase.
Le maintien de I'inoculum primaire a un niveau bas doit se faire en complétant les mesures
prophylactiques d'ordre cultural par I'emploi d'agents antagonistes. L'isolement d'agents an-
tagonistes a haut pouvoir de compétition revét alors un intérét particulier dans la lutte contre
cette maladie. L'application d'organismes compétiteurs pourrait prévenir le développement de
B. cinerea dans sa phase saprophytique et par conséquent éviter l'infection de la plante par ce
champignon (Blakeman et Broodie, 1977 ; Blakeman, 1985 ; Fokkema, 1992)
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Tous les isolats de Trichoderma et l'isolat G1 de Gliocladium testés sont capables de secré-
ter et libérer dans le milieu des substances volatiles et diffusibles, actives sur la croissance my-
célienne, sur la germination conidienne de B. cinerea ou sur les deux a la fois.

L'aptitude des Trichoderma et des Gliocladium a agir par antibiose a I'égard de nombreux cham-
pignons phytopathogénes notamment B. cinerea a été rapportée par plusieurs auteurs (Den-
nis et Webster, 1971a et b ; Lamy krafft et Roqubert ; 1981 ; Howell et Stipanovic, 1983 ; Fra-
vel, 1988 ; Nelson et Powelson, 1988 ; Tong-Kwee et Keng, 1990 ; Di Pietro et al. 1993). Les
substances libérées sont de natures diverses, on peut citer des antibiotiques telles la tricho-
dermine, gliovirine, gliotoxine, 1'acétaldehyde, et certaines enzymes hydrolytiques (Dennis et
Webster, 1971a et b ; Howell et Sipanovic, 1983 ; Papavizas, 1985, Di Pietro et al. 1993). Ces
substances agissent en induisant des changements de perméabilité au niveau des membranes
de Thyphe du champignon pathogéne. Lewis et Papavizas (1987) ont rapporté, en étudiant V'in-
teraction Trichoderma sp.- Rhizoctonia solani, que ces substances induisent des changements
de perméabilité membranaire entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et par conséquent
Ja mort des hyphes de l'agent pathogéne.

La répression de la croissance mycélienne et de la germination conidienne par les différents
isolats antagonistes se fait de maniere plus ou moins intense selon I'isolat testé et le mode d'ac-
tion étudié. Ainsi, certains isolats sont plus actifs sur la croissance mycélienne que sur la ger-
mination conidienne. D'autres isolats sont plus actifs via la libération des substances volatiles
que diffusibles et vice versa. Les différences observées entre isolats illustrent la variabilit€ des
populations naturelles des agents antagonistes et démontrent bien la nécessité d’un tri sévére
avant de développer une lutte fondée sur 'antagonisme microbien.

Le mycoparasitisme est un phénomene couramment rencontré entre les différents groupes de
champignons, depuis les Phycomycétes les plus simples tels que les Chytridiales jusqu'aux
Basidiomycetes les plus évolués (Elad, 1993b). Ce phénomene a été rapporté pour la premicre
fois par Weindling (1932), cité par Elad (1993b), en observant I'activité parasitaire de 7ri-
choderma lignorum a I'égard de plusicurs champignons pathogénes a savoir Rhizoctonia so-
lani, Phytophthora parasitica, Pythium spp. et Sclerotium rolfsii. L'aptitude des espéces du
genre Trichoderma a agir en mycoparasites a été prouvée par la suite par d'autres travaux (Elad
etal., 1982 ; Elad et al., 1983 ; Ridout et al., 1988). Cependant, il faut noter que tous les Tri-
choderma spp. n'ont pas les mémes potentialités (Artigues et Davet, 1984 ; Tong-Kwee et Keng,
1990).

Les Trichoderma retenus pour notre étude se sont révélés capables de parasiter aussi bien les
hyphes que les spores de B. cinerea. Cette activité parasitaire a €té observée quand les pro-
tagonistes sont mis en confrontation surtout en milieux pauvres en sucres. Il faut signaler ce-
pendant que la mise en évidence d'un tel comportement est fonction des conditions physico-
chimiques de la confrontation : milicu de culture, température, pH etc (Ridout et al., 1988).
Outre cela, les espéces du genre Trichoderma sont considérées comme étant des parasites fa-
cultatifs (Whipps, 1992a).

La relation parasitaire Trichoderma-champignons hotes s'établit en plusieurs étapes succes-
sives (Manocha, 1987 ; Chet, 1990 ; Whipps,1992a ; Elad, 1993b) :

(3 Un chimiotropisme positif qui permet & Trichoderma de se développer en direction de son
hdte (Boosalis, 1964) ;
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O Reconaissance : les especes du genre Trichoderma ne s'attaquent qu'a un nombre peu élevé
de champignons et présentent donc une certaine spécificité. Ceci laisse penser qu'il existe un

mécanisme moléculaire de reconnaissance 1ié 2 la présence de lectines (Barak et al.,1985 ; Chet,
1990 ; Elad, 1993b) ;

O Attachement : aprés reconnaissance, les Trichoderma spp. s'attachent 2 leurs hdtes, le plus
souvent en s'enroulant autour d'eux (Chet, 1990 ; Elad, 1993b) ;

03 La pénétration : cette derniére étape de la relation parasitaire se fait par le biais d'enzymes
hydrolytiques capables de dégrader la paroi mycélienne du champignon héte. Les enzymes
mises en jeu sont essentiellement des glucanases et des chitinases (Dubourdieu, 1983 ; Ar-
tigue et Davet, 1984 ; Sivan et Chet, 1988 ; Chet, 1990 ; Elad, 1993b).

Dans notre étude de l'interaction hyphale, nous avons remarqué une forte vacuolisation du cy-
toplasme des hyphes de B. cinerea. Ce phénomene est courant et a ét€ rapporté par plusieurs
auteurs (Dennis et Webster, 1971c¢ ; Elad et al., 1982 ; Tong-Kwee et Keng, 1990 ; Elad,
1993b).

L'aptitude des souches de Trichoderma et de Gliocladium 2 agir en antagonistes, préalable-
ment décelée sur milieu gélosé, s'est confirmée sur feuilles de tomate détachées. En effet, Les
isolats testés ont protégé ces feuilles, a degrés différents, contre la pourriture grise.

On peut supposer que les champignons antagonistes, appliqués 24 h auparavant, se sont bien
développés pour réduire la quantité des nutriments présents a la surface des feuilles et entrer
en compétition pour ceux apportés avec la suspension conidienne (Elad et al.,1994). La ger-
mination des spores de B. cinerea s'est avérée vulnérable a la compétition. Des résultats si-
milaires ont été rapportés par Blakeman et Broodie (1977) et Blakeman (1985) qui ont mon-
tré en effet que les spores de ce parasite mises au contact d'organismes fortement compétitifs
sont peu ou pas capables de germer.

L'emploi de souches de Trichoderma spp. & des fins de lutte contre la pourriture grise, sur dif-
férentes plantes hotes a fait 'objet de plusieurs travaux (Tronsmo, 1980 ; Tronsmo, 1986 ; Nel-
son et Powlson, 1988 ; Peng et Sutton, 1991 ; Fokkema, 1992 : Sutton et Peng, 1993). Ré-
cemment, un produit biologique antibotrytis, a base de souche de T. harzianum améliorée, a
été homologué en Israél (Elad et al., 1995). Il serait donc intéressant d'exploiter l'activité an-
tagoniste de nos isolats et de tester le pouvoir protecteur de ces agents en cultures abritées. I}
devient, en effet, de plus en plus évident que le développement de 1a lutte biologique ne re-
pose plus tant sur la découverte de nouveaux agents que sur une compréhension exacte des.
facteurs biotiques et abiotiques qui influencent leurs activités surtout dans un biotope aussi
instable que la phyllosphere.
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