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Résumé
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ttenl,)otenttel de spo!.ltlation est le plus élevé. Lzs indices de sporulatiott'obtenus ont été de 6,67 etde I ,6J sttr dtsques Jotiaires, inoculés re^spectiventent par disque m\,célien ou par suspension sporale .
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Introduction

13otr; 't is citterea conrptr parnri les chumpignons les plus étudiés de nos jours. Agent causal
de la  pourr i tu le gr ise.  ce pathogène est  connu par  l ' impol tance économique c les dégâts qu ' i l
occasionne,  son cosmopol i t isme.  sa polyphagie,  sa var iabi l i té  génét ique et  le  développement
rapide de souches rés is tantes.  Le contrô le de la  maladie,  pr inc ipalement  basé sul  I 'u t i l isat ion
des fongic ides,  sc lu lève de nosjours beaucoup de quest ions quant  à I 'e f f icac i té des produi ts
ut i l isés. les r isques c le développemerr t  de souches rés is tantes. les dommages por tés à I 'envi -
ronnenlent ou encore le taux de résidus toxiques dans les dent'ées alimentaires. L'application
de mesures p lus saines semble a lors s ' imposer.

Les épidémies causées par B. cinerea sont init iées en grande partie par des coniclies pro-
dui tes localenrcnt  à I ' in tér ieur  de la  cul ture ( lv{ i l leL et  Waggoner,1957).  Le pathogène in-
l-ecte ainsi les dilïérentes parties de la plante y compris les fruits (Powelson, 1960 ;Bristow
et al.. 1986). L'élimina'ion des débris végétaux est une pratique culturale Ce base qui pour-
ra i t  rédui re f  importance de I ' inoculum pr imaire d,e B.  c inerea (Sut ton,  1990).  En p lus, l 'ap-
plication de certains agents antagonistes. uti l isés comme moyens de lutte biologique et ayant
montr'é leur efficacité, a permis de réduire le potentiel d' infection et de sporulation de ce pa-
t h o g è n e s u r p l u s i e u r s p l a n t e s h ô t e s ( P e n g e t S u t t o n ,  l g g l ; E l a d e t a l . , 1 9 9 4 a e t b ) . S i l e s r é -
sultats obtentts s()nt certes prometteurs, la réussite d'une telle approcht'cle lutte passe avant
tout par ttne compréhension approfondie des mécanismes qui régissent I ' interaction de B. ci-
nerca  ̂vec la  p lante de tomate.  En outre, les études entrepr ises dans ce sens ont  négl igé I ' in-
fluence de la plante hôte comme support de I ' interaction agent pathogène - agent antago-
ntsIe.

L'objectif de ce travail est d'évaluer, in vitro et in vivo,la réceptivité des feuil les de tomate,
cle dif-ferents â-ees, à la pourriture grise via I 'estimation des potentiels d'infection et de spo-
rr r la t ion de ce patr togètre.  De la même manière,  nous avons p locédé à une évaluat ion de I 'ac-
tivité protectrice de ce,.tains isolats anta-ponistes à l 'égard de la germination,l ' infection et la
sporulat ion de ce parasi te.  en fonct ion de l 'âge des feui l les de tomate.

1. Matériel et méthodes

1.1.  Matér ie l  fongique

L'istrlat cle IJ. t itteretr rrt i l isé dans celte étude a été récolté sur une plante cle toûtate (r,ariété
Gabr ie l la)  cu l t ivée sor is  serre dans la  ré-u ion du Gharb.  l l  est  maintenu en cul ture sur  un r .n i -
l ieu PDA ( l )otat t l  Dextrose Agar)  r lar rs  une étuve i , t22"C.  Les mêrnes concl i t ions c le cul ture
sonl  appl ic luées poul ' l .s  iso lats  antaqonistes retenus pour cet te étude.

35
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1.2. Matériel végétal

Des plantes de tomate (L.vcopersicon esculentunt Mill. 'Roma'), âgées de 2 mois et cultivées

sous serre en plastique, sont uti l isées pour la récolte et I ' inoculation des feuil les par B. cine-

rea.Laréceptivité des feuil les est testée sur trois ages foliaires : des feuil les jeunes en pleine

émergence, des feuilles vertes entièrement formées et des feuilles en stade de sénescence

(couleur jaunâtre). Ces feuil les seront notées respectivement FJ, FM et FS.

Pour les tests in vitro, les feuil les sont découpées en disques de 2,5 cm de diamètre. Ces der-

niers sont déposés dans des boîtes de Pétri de 90 mm de diamètre. Chaque boîte contient au

préalable trois disques de papier buvard constamment imbibés d'eau distillée stérile durant

I'expérimentation afin de maintenir au maximum la fraîcheur des feuilles. Pour les tests in

vivo, les feuil les sont mises dans des sachets en plastiques transparents pour maintenir une

humidité élevée et favoriser ainsi I ' infection par B. cinerea.

1.3. Évaf uation de la réceptivité des feuilles de tomate à B. cinerea

1.3. l. Potentiel d'infection

Pour les tests in vivo, les feuil les sont inoculées par une suspension sporale de B. cinerea ré-

coltée à partir d'une culture fongique âgée de l5 jours et dont la concentration est ajustée à

106 conidies lml.La suspension sporale est additionnée de glucose à 0,02 M et de KH?PO4 à

0.04 M pour favoriser I ' infection (Leone et Tonneijck, 1990). L'inoculation est réalisée aussi

en déposant 15 disques mycéliens de 5 mm de diamètre, prélevés d'une culture âgée de 4

jours, sur la face supérieure des feuil les. Ces dernières sont mises dans des sachets en plas-

tique transparents où elles sont mises à incuber aux conditions ambiantes de température et

de photopériode dans une serre en plastique. L'expérimentation a eu lieu durant les mois de

décembre et janvier.

Pour les tests de réceptivité entrepris in vitro, nous avons uti l isé les mêmes procédés d'ino-

culation. Les disques foliaires inoculés sont déposés dans les boîtes de Pétri. L' incubation

est réalisée aux conditions ambiantes du laboratoire.

La lecture des résultats est réalisée après 7 jours d'incubation. Le taux d'infection est estimé

en cm (diamètre de la lésion) pour les inoculations réalisées par les disques mycéliens alors

qu'i l est estimé en pourcentage d'infection pour les inoculations effectuées par la suspension

sporale. L'évaluation est faite aussi en se référant à une échelle de notation de 0 à 5 (Elad et

Shtienberg,l994): 0: pas de symptômes; l: | à57o de la surface foliaire couverte de pourri-

t u re ;2 :6à I57o  de  pou r r i t u re ;3  :  16  à50o /o  de  pou r r i t u re  ; 4 :51  à95Vo  de  pou r r i t u re  e t

5 : t issus complètement détruits. Cette échelle a été adoptée à titre comparatif.

1.3. 2. Potentiel de la sporulation

L'évaluation in vitro du potentiel de sporulation est réalisé sur des disques foliaires préala-

blement traités par B. cinerea. Les disques foliaires de différents âges sont inoculés comme

précédemment. Le temps d'incubation est prolongé à l5 jours.
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Dans un autre test réalisé in vivo,les feuil les de tomate, de différents âges, sont pulvérisées
par une suspension sporale de B. cinerea préalablement ajustée à 106 conidies/ml. Les
feuil les sont incubées pendant Tjours sans toutefois être mises dans des sachets en plastique.
Les feuil les, apparemment saines, sont alors récoltées puis découpées en disques de 2,5 cm
de diamètre qui sont par la suite déposées dans des boîtes de Pétri contenant 3 couches de
papier buvard, constamment imbibés d'eau disti l lée stéri le. Les boîtes sont incubées oendant
l5 jours à une température ambiante.

Le nombre de conidiophores est compté, quand la densité de ces derniers le permet. Sinon,
la surface foliaire occupée par l0 ou 25 conidiophores est estimée puis extrapolée afin d'es-
timer le nombre total de conidiophores (Braun et Sutton, 1988). L'estimation du potentiel de
sporulation de B. cinerea est réalisée selon l 'échelle établie par Peng et Sutton (1991) for-
mée de 7 notes : 0- pas de sporulation (0 conidiophore) ; 1=l-r2 ; 2=13-24 ;3=25-4g ;
4=49-100 ;  5=l0 l -200 ;  6=201-300 ;  7=301-400.

Dans une autre expérience, nous avons évalué la croissance mycélienne, la germination des
conidies et la sporulation de B. cinerea sur des milieux gélosés à base des feuil les de tomate
de différents âges. Les feuilles de tomate de même âge sont lavées, découpées en morceaux
puis mises dans de I 'eau à raison de lO0g/litre additionnée de l5 g d'Agar, le milieu esr au-
toclavé à 120"C pendant 20 mn. Le milieu débarrassé des fragments de feuil les est coulé
dans des boites de Petri de 90 mm de diamètre. Après solidif ication, un disque mycélien de
5 mm de diamètre, prélevé sur une jeune colonie âgée de 3 jours de B. cinerea, est déposé au
centre de chaque boîte. Après 4 jours d'incubation, la croissance du champignon est estimée
en mesurant le diamètre moyen de chaque colonie (deux diamètres perpendiculaires). Trois
boîtes pour chaque traitement ont été observées ; I'expérience est répétée 3 fois.

La sporulation est évaluée après 15 jours d'incubation en prélevant, sur deux diamètres or-
thogonaux, 8 disques mycéliens de 5 mm de diamètre. Ces disques sont mis en suspension
dans 3 ml d'eau disti l lée stéri le. Après 2 mn d'agitation, nous procédons au comptage des
conidies à l 'aide d'une cellule de Malassez.

1.4. Évaluation de la réceptivité des feuilres de tomate à B. cinerea en
présence des isolats antagonistes

1.4. 1. Potentiel d'infection et de sporulation

Six isolats antagonistes sont retenus pour cette étude. Un isolat de Gliocladium (Gl) et cinq
isolats de Trichodernta (TH, TH20, TO, T3 et 12). Ces isolats proviennent de la mycothèque
du laboratoire de botanique et protection des plantes de Kénitra. Leur pouvoir antagoniste a
fait I 'objet d'études préalables par Hmouni et al. ( I 999).

La technique adoptée pour l 'évaluation des potentiels tt ' infection et de sporulation est iden-
tique à celf e uti l isée pour tester la réceptivité des feuil les cle tomate à B. cinerea. Les organes
végétaux (disques foliaires et feuil les), de différents âges, sont inoculés préventivement par
des suspensiclns sporales des antagonistes retenus ( 106 conidies/ml).

) t
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1.4. 2. Action des antagonistes sur la germination des conidies de B. cinerea sur feuil les

de tomate

La technique adoptée est celle de Elad et al. (1994 a et b). Elle consiste à déposer, sttr des

feuifles traitées par les antagonistes, des gouttes d'une suspension sporale de B. cirrcrea.
pour ce test, la suspension conidienne clu pathogène est ajustée à 104 conidies/ml (à cette

concentration le parasite demeure pathogène) pour facil i ter Ie comptage des conidies ger-

mées. Les feuil les sont placées dans des boites de Pétri contenant 3 rondelles de papier f i l tre

humidifiées. Après 20 heures d'incubation, à la température ambiante, l loLls avons procédé

au comptage des spores germées au microscope photonique. La germination est évaluée sur

des feuil les complètement formées (FM).

1.5 Analyses statistiques

Les traitements sont arrangés en dispositif complètement aléatoire. L'expérience est répétée

deux fois. Les résultats, exprimés en pourcentages, sont transformés (ArcsinVP) , puis ana-

lysés par Ie test de Newman et Keuls au seuil de 5Vo.

2. Résultats

1. Évaf uation de la réceptivité des feuilles de tomate à B. cinerea

1. I. Potentiel d'intection

Le potentiel d' infection de B. cinerea varie en fonction de l 'âge physiologique des feuil les

de tomate (Tableaux I et2). Les feuilles de tomate diffèrent dans leur réceptivité. compte

tenu de l 'évaluation du pouvoir d'infection, selon l 'âge phénologique testé et le mode d'ino-

crrlation uti l isé. L'évaluation du potentiel d' infection in vivo et in vitro arévélé que c'est

sur les feuil les sénescentes que le diamètre des lésions est plus grand avec des moyennes de

6.0g pour le test réalisé in vivo et de 2.5 pour le test réalisé in vitro soit le diamètre du disque

foliaire. Sur les feuil les jeunes et complètement formées, des résultats statistiquement simi-

laires ont été observés. Les estimations des pourcentages d'infection ont montré des diffé-

rences entre les tests réalisés in vitro et in vivo. Toutefois. le plus petit pourcentage d'infec-

tion a été noté sur les feuil les complètement formées pour les deux tests à savoir des

pourcentages de30Vo et40,83Vo (Tableaux I et2). L'acloption de l 'échelle établie par Elad et

bntienterg (1994) pour la lecture de ces mêmes résultats n'a r'évélé aucune différence entre

les indices 6'infection cles feuil les jeunes et ceux des feuil les sénescentes pour les deux tests'

pour  ces dernières,  l ' ind ice d ' in fect ion est  de l 'ordre de 4 a lors qu ' i l  est  de I 'ordre de 3 pour

les feui l les complèterner t t  formées.
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1. 2. Potentiel de sporulation

L'éval t rat ion in  v i t ro c lu pouvoir  c le spolu lat ion c le B.  c tneree,  te l  qu ' i l  est  représenté dans le
tableuu 3,  a révélé I 'apt i tude é ler ,ée de ce pathogène à sporuler  sur  les feui l les ver tes com-
plètenient formées. Par ail leurs les indices de sporulation sont plns élevés sur les disques fo-
l ia i res inoculés par  le  mycél ium que par  les spores ( respect ivement  de I 'orc l re de 6,67 et  de
4,83) .  les p lus fa ib les notes de sporulat ion ont  été également  notées sur  les feui l les sénes-
centes pour les deux types d ' inoculat ion à savoi r  l . -5  et  0,33.

Les notes de sporulation estirrées sur les feuil les inoculées in vivo par la suspension sporale
du pathogène sont de l 'ordre de 0.4 I et de 0.55 respectivement pour les feuil les jeunes et les
feuil les vertes cornplètement forrnées. Cet indice est nul pour les feuil les sénescentes; i l  est
intér'essant de noter que ces indices ne diffèrent pas significativement entre eux.

Talrleau 1. Potentiel d' infection des disques foliaires de tomate par B. cinerea.

Diamètre de lésion Pourcentage d'infection

f'-euil les conrplètenrc'nt formées 2.20 b 40.83 c

39

l-cur I les scncsccntes (jrunes) 2 . 5  a 8 8 a

Deux rc<sultats de la nrême colonne, ayant la môrne lcltre ne diffèrent pas signilicativement au seuil de 5% selon le test
dc Ncwman ct Keuls.

Tabfeau 2. Potentiel d' infection des feuiltes de tomate Dar B. cinerea.

Diamètre de lésion Pourcentase d'infection
Feuil les jeunes en émergence 4.25 b 87 .11  a
Feuil les complètement lolmées 4 . 6 1 b 3 0 c
Fcui l les sénescentcs (  iar rnes

Deux résultats clc la môme colonne. ayant lâ môûre lettre ne clilIèrcnt pas signiticativement au seuil de 5clc selon lc test
r l c  Ncu  n ran  c t  Kc t r l s .

Ihbleau 3. Potentiel de sporulation de B. c' inerea sur les disques foliailes de tomate.

Disques inoculés Disques inoculés
par mycéliurn par suspension sporale

l ' eu i l l cs  jeunes  en  émerqence 4 .83  b 0.83  b
Feuil  les cornplètemcnt fcrrntées 6.67 ir 1 . 8 3 a
Fcr t i  l  l cs  sc inesccntes  ( , ia r rncs) L-50 c 0.33  b

Dcur résul tats c lc la nrônrc c0lunrrc.  ar  ant  la nrôr [e let t rc nc c l i l ' lèrcnt  pas s igni f icat ivcment a l r  seui l  c le 5%, sclon le tesl
r le Ne u nr ln ct  Keuls.



40 AL AWAMIA I 15 Vol. 2 N"3.2005

L'étude de la croissance de.B. cinerea sur milieux gélosés à base de feuilles de tomate arévélé

sa bonne aptitude à se développer sur le milieu à base de feuilles sénescentes (FS) alors que sa

sporulation se trouve meilleure sur milieu à base de feuilles complètement formées (FM)

(Tableau 4). Ces résultats semblent en accord avec ceux notés sur les feuilles complètement for-

mées (FM), les feuilles sénescentes (FS) et les disques foliaires récoltés de ces feuilles. Les va-

leurs de croissance et de sporulation les plus faibles ont été notées sur le milieu à base de

feuilles jeunes (FJ).

Tableau 4. Croissance mycélienne et sporulation de B. cinerea sur milieux gélosés à base de

feuilles de tomate de différents âees.

Milieux à base de feuilles de tomate

Feuilles jeunes Feuilles adultes (âgées) t'eullles sénescentes

Croissance Mycélienne (mm) 29.4 c 40,8 b 80,3 a

Deux résultats de la même ligne, ayant la même lettre ne diffèrent pas significativement au seuil de 57o selon le test de

Newman et Keuls.

La germination des spores n'est pas affectée par les différents types de milieux. Ainsi, les coni-

dies de B. cinerea ont germé de manière similaire sur les 3 milieux. Les pourcentages de germi-

nation sont de 89%o,9l%o et 877o respectivement sur milieux FJ, FM et FS.

2. Évaluation de la réceptivité des feuilles de tomate à B. cinereaen
présence des isolats antagonistes

2. l. Potentiel d'inîection

Il parait clairement, dans tous les tests réalisés, que I'application des isolats antagonistes a ré-

duit de façon significative le potentiel d'infection de B. cinerea indépendamment de l'âge des

feuilles (Tableaux 5 et 6). Les agents antagonistes testés semblent être plus performants sur les

feuilles complètement formées ainsi que sur les disques foliaires prélevés sur ces mêmes

feuilles que sur les feuilles des autres âges.

Le test in vitro du potentiel d'infection a révélé que c'est en présence de I'isolat Gl que les dia-

mètres d'infection et les pourcentages d'infection les plus élevés ont été notés. C'est probable-

ment du à la faible vitesse de croissance de Gliocladiu,r? sp. comparé à Trichoder"rra sp (TH et

TH}O T. harziarutm, TO, 12, T3 : T. viride) (Tableau 5).

Sur les disques foliaires FJ inoculés par suspension sporale de B. cinerea, c'est I ' isolat T3 qui a

réduit le pourcentage d'inhibit ion à un minimum de 2O7o ou encore à un indice de 2.58. Sur les

disques foliaires FM et FS,les isolats TH20, TO, T3 et I 2 forment un groupe homogène qui a

réduit I'infection de façon similaire et maximale (Tableau 5).
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Tableau 5. Potentiel d' infection des disques de feuil les de tomate, traités par les isolats antago-
nistes, par B. cinerea.

Deux résultats de la même colonns, ayant la même lettre ne diffèrent pas si.enificativement au seuil de 57o selon le test
de Newman et Keuls

Le test de la réceptivité des feuilles in vivo arévélé globalement le même profil de résultats (Ta-
bleau 6). Sur les disques foliaires (FJ) inoculés par le mycélium, ce sont les isolats TH et TH20
qui ont réduit au minimum le diamètre de la lésion. Par ailleurs, dans tous les tests, c'est en pré-
sence de I'isolat Gl que les plus faibles taux de protection ont été notés.
Si le diamètre le plus faible a été noté sur les feuilles complètement formées ( 1,84 en présence de
T3),les taux de réduction les plus importants sont notés sur les feuilles sénescentes. Ainsi,le dia-
mètre de la lésion est passé de 6.04 cm pour Ie témoin à2.2 cm en présence de 12 (Tableau 6).

Tableau 6. Potentiel d'infection par B. cinerea, sur des feuilles de tomate, traitées par les isolats
antagonistes, par B . cinerea .

Inoculation par
mycélium

Inoculation par suspension sporale

(106 conidies/ml)

FJ FM FS FJ FM FS

Diamètre en cm Note oÂ Note % Note o /
/ o

B. cinerea 4.29 a 4.65 a 6.04 a 4.08 a 86.2 a 3.00 a 28.3 a 4.00 a 70.8 a

G I 3 .88  b  3 .64b  3 .35  b 3.50 b 54.7 b r .83  b  10 .4  b 3 .67  b  59 .6  b

TH 2.75 de 2.71 c 2.92 c 3.08 c 40 c 1 .08  c  4 .7  c 3 .10  c  44 .6  c

TH2O 2.55 e 2.83 c 2.60 cd 2.80 c 29.2 d 1 . 1  c  3 . 8  c 3.08 c 40 c

TO 3.75 b 2.74 c 2.69 cd 2.67 c 29.2 d 1 . 6 7  b  9 . 2 b 3 .10  c  40 .8  c

T3 3.33 c 1.84 d 2.64 cd 2.92 c 31.2 d 0.75 c 2.6 c 3 .17  c  36 .2  c

I 2 3.08 cd 2.0 '1 d 2.24 d 2.83 c 32.9 d 0.92 c 3.2 c 3 .20  c  38 .3  c
Dcux résultats cle la nrênre colonne, ityant Ia niêrre lettre nc di{lèretrt pas signil'icativentent au seuil cle 5tlc selon lù test
c lc Ncrvnrrn et  Keuls

4 l

Inoculation par
mycélium

Inoculation par suspension sporale

(106 conidies/ml)

FJ FM FS FJ FM FS

Diamètre en cm Note tÂ Note Yo Note Y,

B. cinerea 2 .19  a  2 .15  a  2 .44  a 3.92 a 64.2 a 3.08 a 40.4 a 4 .17  a  89 .6  a

GI 1 . 9 5  b  1 . 8 1 b  2 . 3 7  a 3 .25  b  50  b 2.58 b 22.5 b 3 b  4 5 . 8 b

TH 1 . 8 3 b  1 . 3 7 d  2 . t 4 b J C  J O . / C 233 b 14.7 c 2.67bc 25.8 c
^rIl20

1.90 b 1.48 cd 2.03 c 2.83 bc 29.2 d 1.67 c 8.7 d 2 .33cd  13 .3  d

TO 1 .90  b  1 .51  cd  2 .10  c 3 . 1 7  b  3 8 . 3  c 1.42 c 7 d. r . 9 2  d  1 1  d

T3 1.84 b 1.48 cd 1.95 cd 2.58 c 20 e 1 .7  c  9 .3  d 2.42cd 16.2 d

t z 1 .92b  1 .58  c  1 .92  d 3.20 b 4 l  .7  c 1.42 c 6.3 d 2.33cd 15.2 d
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D'un atrtle côté. les pourcentages d'infection les plus faibles sont enregistrés sur les feuil les

complètement formées (F-MX<10%). Des pourcentages d'infection plus ou moins sirnilaires ont

été enregistr'és sur les feuil lesjeunes et sur les feuil les sénescentes. Ceci peut s'expliquer proba-

blenrent par un échec d'installation cles antagonistes sur cles feuil les dclnt la surface est relative-

ment pauvre en nutriments (cas des feuilles jeunes) ou encore sur des feuilles peuplées par une

microflore abondante (cas des feuil les âgées). Ce qui peut expliquer en partie les bons résultats

enregistrés sur les feuil les crrmplètement forrnées.

2, 2. Potentiel de sporulation
Les résultats représentés par les tableaux 8 et 9 révèlent clairement le potentiel des antagonistes

testés à réduire de manière significative le potentiel de sporulation de B. ctnerea.

Les tests in vitro ont montré que cette réduction est particulièrement élevée sur les disques fo-

l iaires (FM) inoculés par du mycélium, où I ' indice de sporulation est passé de 6,54 pour le té-

moin à un indice moyen de 1,5 en présence des antagonistes. Ce nrême indice est passé de I ,6 à

un indice moyen de 0.6 sur les disques foliaires inoculés par suspension sporale de I'agent pa-

thogène. Une ré<luction plus faible, mais significatiVe, est enregistrée sur feuilles jeunes inocu-

lées par mycélium. Pour les autres types de disques, une réduction de la sporulation a été obser-

vée sans toutefois qu'elle soit statistiquement significative (Tableau 7).

Tableau 7. Potentiel de sporulation de B. cinerea sur les disques foliaires de tomate traités in
vit lo par les isolats antagonistes.

Il est imptrrtant cle souligner que l ' isolat Gl de Gliot' luclium ne forme plus un isolat a part.

Ainsi. nous avorrs noté en sa présence des taux de réduction de sporulation similaires à ceux en-

re-eistr 'ées en présetrce des isolats de Tri<'lttr lernru.

Le suivi cle la sporullt ion sur les feuil les inoculées in vivo par suspension sporale de B.cinercu

a confiruré les résultats obtenus itr vit lo. Ainsi. tous les isolats testés ont réduit de manièr'e si-

grrif icative la sltorulation cle I 'agerrt pathogène sul les fetri l les de tornate (Tableau 8). Si les iso-

lats testés ont récluit rle rnanière statistiquerrtent sinri laire la sporulation du Botrytis. i l  est inté-

Inoculation par mycélium

(I)isque 5 mm)

lnoculation par suspension sporale

(106 conidies/ml)

F. jeunes F. matures F. âgées
(FD (FM) (FS)

F. jeunes F. matures F. âgées
GD GM) (FS)

B. cinerea 4 . 7 8 a  6 . 5 4 a  1 . 4 4 0.92 1.67 a 0.42

G 1 2 . 6 7 b  r . 6 7 b  0 . 5 8 0.s 0.75 b 0.33

TH 2.42b 1 .5  b  0 .67 0.42 0.5 b 0.25

TH2O 2.25 b  r .42b 0 .83 0.5 0.42b 0.5

TO 2 . 5 b  1 . 1 7 b  0 . 8 0.6 0.4 b 0.3

T3 3 . 0 8 b  1 . 5 8 b  I 0.s 0.5 b 0.3

T2 2.25b 1 .33  b  1 .08 0.58 0.92b 0.58
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ressant de lelever qu'en présence des isolats l 'H20 cle 
'fr iclrcdcrnttt 

et G I de Glior:lutl iunt une in-
hibit ion totale de la spomlation a été enre-cistr 'ée sur les trois types de disques foliaires.

'fableau 
8. Potentiel de sporulation de B. cincrea sur disques foliaires de tornate tlaités in vivo

par les isolats antagonistes.

lnoculation par suspension sporale (106 conidies/ml)

F. mafures FM

0.58  a 0.92 a 0.42 a

0.00 b 0.00 b 0.00 b

0.00 b 0 .42b 0.00 b

THzO 0.00 b 0.00 b 0.00 b

0.00 b 0 . 1 7  b 0.08 b

0 .33  b 0.25 b 0 . 1 7  b

0.00 b 0 .33  b 0.08 b

Dcux résultats dc la même colonne, ayant la mônre lettre nc diffèrcnt pas significativement alt seuil de 57c selon le test
de Newman et Keuls

2. 3. Action des antagonistes sur la germination des spores de B. cinerea
sur feuilles de tomate.
Une réduction significative du pourcentage des conidies germées a été ob.servée. Tous les isolats
de Trichoder,,ld ont réduit de manière similaire la germination des conidies de B. cinerea (Fi-
gurel) . Le pourcentage de germination le plus faible est de I'ordre de30o/c soit un pourcentage
d'inhibition cle I'orclre de 65c/c et il a été noté en présence de l'isolat 12 de Triclrode t'nn sp. L inhi-
bit ion ln plus faible.de l 'ordre de30a/o, est notée en présence cle l ' isolat Gl deGliocludiunt sp.

m�iffi
B .  c i n e r - e a  G I  T f t  T H 2 0  T O  T 3  D

Figure l .  Act ion c les iso l l ts  l r r tugonistes srr r  la  ger-nt inat ion des sporcs
Lle B.  c i t r t ' t 'c t t  sur?e s feui l lcs t le ' rorr rare

G I

TH

TO

T3

I 2
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3. Discussion et conclusions

L'étude de la réceptivité des feuilles de tomate à la pourriture grise, compte tenu de la sévérité
des symptômes produits, arévélé une différence marquée entre les différents âges testés. Glo-
balement, la réceptivité s'est avérée grande sur les feuilles sénescentes, moyenne sur les feuilles
en émergence et faible sul les feuilles vertes complètement formées. En effet, la réceptivité des
feuilles serait conditionnée par les facteurs de I'hôte (statut nutritionnel, âge physiologique) et
de la mycoflore foliaire qui s'y développe en fonction des apporls endogènes (exudats foliaires)
et des apports exogènes (miellat, grains de pollen). Dans une étude similaire mais en comptant
le nombre de disques foliaire infectés, Braun et Sutton (1988) ont rapporté une réceptivité éle-
vée à la pourriture grise sur les feuilles jeunes, faible à nulle sur les feuilles entièrement formées
puis cette réceptivité augmente avec l'âge sur les feuilles sénescentes. Nous pouvons supposer
que la fragilité des tissus des jeunes feuilles a facilité le développement des lésions, alors que

sur les feuilles sénescentes, les conditions d'incubation (température, humidité relative) étant
favorables à son développement. La flore fongique particulièrement riche en champignons sa-
prophytes parfois nécrotrophes tels que les Alterneria spp., les Cladosporium. spp!!! a pu se dé-
velopper et amplifier la sévérité des symptômes notés, sans toutefois oublier que B. cinerea,
comme la majorité des champignons necrotrophes, produit facilement des lésions sur les
feuilles âgées que sur les feuilles jeunes (Aldermen et Lacy, 1984).

Compte tenu du potentiel de sporulation, la réceptivité des feuilles s'est avérée grande sur les
feuilles vertes complètement formées , faible sur les feuilles jeunes, faible à nulle sur les feuilles
sénescentes. Le rôle joué par la mycoflore saprophyte est très important pour expliquer ces ré-

sultats. L'implication de cette flore fongique est à I'origine de la réduction du potentiel de spo-
rulation obtenu sur les organes végétaux sénescents (disques et feuilles) d'un côté et sur les or-
ganes traités par les isolats antagonistes d'un autre côté. En effet, la suppression de la pourriture

grise sur plusieurs plantes hôtes a été liée à I'activité de cette microflore (Newhook, 1957 ;
Bhatt et Vaughan, 1962 ; Blakeman et Fraser, 1971). De plus, il aétérapporté que I'application
de certains micro-organismes à I'image des Triclnderma et des Gliocladium sur des lésions déjà
préétablies par B. cinerea a permis de réduire le potentiel de sporulation de ce pathogène sur to-
mate (Elad et al., 1994 a et b) et sur fraisier (Peng et Sutton, l99l).

En conditions favorables et en présence d'inoculum. toutes les variétés de tomate sont sensibles
à la pourriture grise (Decognet et al., 1998). Cependant, il est intéressant de noter que I'affection
des jeunes fruits de cette plante par le,B. cinerea, par opposition aux fruits mûrs, ne se traduit
pas par une pourriture mais plutôt par la formation de tâches dites spectrales ou fantômes. (Mes-

siaen et Lafon, 1970 ;Jarvis et McKeen, 1984). De leur coté,Wilson puis Verhoeff, cités par

Jarvis (1980), ont rapporté que les internoeuds de la base de la tige de tomate sont moins sen-

sibles à f infection par B. cinerea comparés à ceux du sommet. Ces différences de sensibilité
pouraient être déterminées par les mécanismes de résistance de la plante hôte, par l'âge physio-

logique des tissus infectés, par le statut des nutriments au sol et dans les tissus, par I 'état de I 'eau

et d'autres facteurs climatiques et culturaux.

Le suivi de la sporulation de B. c' inerea, réalisé sur les feuil les de tomates inoculées in vivo, a

révélé le maintien de ce pathogène sur les feuil les jeunes et sur les feuil les complètement fclr-

mées vus les indices de sporulation respectifs qui sont de I 'ordre de 0.4 1 et de 0.55; cet indice
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est presque nul pour les feuil les sénescentes; cepndant, i l  est intér'essant de noter que ces in-
dices ne diffèrent pas significativement entre eux. Sur fraisier. les tissus infectés restent souvent
sans symptômes et la colonisation n'est pas progressive (Bristow et al ., I 986). Les observations
microscopiques confirment que B. cinerea infecte les feuilles vertes mais reste quiescent clans
les cellules épidermiques, au moins jusqu'à la sénescence (Braun et Sutton, 1988) et sporule
abondamment sur les feuil les, juste après leur mort (Braun et Sutton, 1987). Les relations qui
existent entre .8. cinerea et les feuilles sont d'une importance critique dans le développement
des épidémies de pourriture grise (Sutton, 1990). Les espèces du genre Botrytis peuvent se
maintenir sous forme de mycélium latent sur des trssus apparemment sains, ne présentant pas de
symptômes (Anderson, 1924 ; Coley-Smith, 1980). Les mécanismes de rransition de cet état de
quiescence à la colonisation progressive de la feuil le restent méconnus (Sutton, 1990). L'ab-
sence de sporulation sur les feuil les âgées n'implique pas pour autant l 'él imination de B. cile-
rea puisque nous y avons noté la formation de sclérotes (formes de conservation).

Les différences de sporulation, notées in vitro et in vivo sur les trois âges foliaires, peuvent être
expliquées au moins en partie par le statut nutritionnel à Ia surface des feuilles et à la for-te com-
pétition saprophytique qui augmentent avec l'âge des feuilles pour atteindre le maximum sur les
feuilles âgées. Sachant que B. cinerea nécessite des sources exogènes de nutriments afin de ger-
mer et infecter ses plantes hôtes ce qui le rend très vulnérable à la compétition pour les nutri-
ments (Blakeman et Broodie, 1911;Elad et al., 1994 a et b). En effet, nos isolats anragonistes
ont réduit de façon significative la germination de B. cinerea sur les feuilles de tomate. Des taux
d'inhibition encore plus élevés ont été rapportés par Elacl et al. (1994 a et b). De leur côté, Kapat
et al. (1998) ont rapporté un taux de germination cle 50Vo des conidies de B. cinerea sur feuilles
de fève juste après 3 h d'incubation alors qu'en présence de l'isolat T39 de Trichoderma (nom
commercial TRICHDEX) ces auteurs n'ont pas observé de germination même après 6 heures
d'incubation. Ceci peut expliquer les différences de sporulation notées sur les disques foliaires
inoculés par suspension sporale par riipport à ceux inoculés par clisques mycéliens où le taux de
sporulation est nettement plus important. D'un autre côté, ceci peut expliquer les faibles notes
de sporulation relevées sur disques foliaires jeunes. En effet, la surface cles feuilles jeunes parait
relativement plus pauvres etr nutriments et au fur et à mesure cle son développement eile va
s'enrichir de nutriments endogènes (exudats foliaires) et exogènes (pollens, miellat, etc) (Bla-
keman, 1985). La qualité et la quantité de ces nutriments varient avec l 'âge de la plante (Blake-
man et Fokkema, 1982) ainsi que par certains facteurs tels la température, I 'humidité cle la sur-
face foliaire, la lumière et la ferti l isation (Sol, 1967 ;Elad, 1996). Le changement de ces
facteurs affecte directement la microflore (Dik et al.,1992).Blakeman (1985) a rapporté I 'exis-
tence d'une chronologie d'installation des micro-organismes qui accompagnent cette évolution
de nutriments à la surface foliaile. Ainsi, clans un premler temps, ce sont les bactéries qui vont
dominer la surface foliaire avant d'être remplacées pal les levures puis les champignoni mycé-
liens. D'où I ' importance d'isoler des organismes fortement compétit ifs.

Outre la compétition. les Tt'ichoclet-r?rl sont connus à coté cle Gliocladiuntpar leurs capacités i\
agir par antibiose ou encore par parasitisme à l 'égard cl 'un grancl nombre de champignons pa-
thogènes (Che t .1987 ;Hnroun ie ta l . , 1999 ;Papav i zas ,1985 ;T ronsmo, !1986 ) . I l s son tauss i ca -
pables de produire certaines enzymes actives sur B.<;ineretL tels les protéases qui peuvent inter-
venir sur la gerrnination tles spot'es ou enc()re clésactivent les enzymes hydrolytiques de ce
pathogène et qui sont responsables de la néclose des tissr.rs cle la plante (Kapat et al., I998 ; Elad
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et Kapat. 1999). De plus, i l  semble que les Trichoclernto à I ' inrage de I ' isolat T39 de 
'Ir ic' l ttt '

t lernraharziirLrum agissent svr B. citrcrett en récltt isant I 'activité de ses enzymes entravallt ainsi

le processss cl ' infèction (Zimancl et al., 1996 ; Kapat et al.. 1998). Récentment, i l  a été rapporté

que ce n.rême isolat est capable cl ' induire une résistance localisée et même systémique des

plantes traitées à l 'égarcl de B. cinerecr (De Meyer et al., 1998; Elad et al., 1998 ; Elad et al. '

1999). I l est important de souligner que cet isolat T39 cleTrichoclcnna ne présente pas de com-

portement parasitaire et ne secrète pas cle composés inhibiteurs dans son activité antagoniste à

I'encontre de B. cine rea (Elad et al.. 1999).

Il est irnportant de signaler que l ' interaction des organismes saprophytes avec la -uerminaticln
des conidies du champignon pathogène a l ieu sur des tissus sains pendant un temps de contact

court. Par contre, la phase cle sporulation a l ieu sur des tissrts nécrosés quand le temps d'inter-

action est plus grand (Elad et a|.,1994 a et b).

La sporulation élevée rJe B . cinereu sur les feuilles complètement formées d'un côté et les taux

cle récluction cle cette sporulation en présence des antagonistes (sur ce même âge) d'un autre coté

révèlent I ' importance de ce stacle de cléveloppement de la feuil le dans 1'attaque du parasite et

dans I 'activité protectrice de I 'agent antagoniste.

Il paraît donc que le développement cle ,8. cinerea sur les feuilles de tomate est conditionné par

l 'âge cle ces clemières ainsi que par la microflore saprophyte qui s'y développe. Arrivées à la

surface jes feuilles cle tomate de différents âges. les conidies de ce pathogène aulont différentes

clestinations selon le statut nutritionnel à la surface de la feuille. Sur les feuiiles jeunes, le pa-

thogène peut se maintenir sous forme d'infection quiescente en attendant les conditions favo-

rables à son {éveloppement. Sur les feuil les vertes complètement formées,l 'apport de sources

exogène et enclogène de nutriments représente un atout favorable au développement du patho-

gène. Mais ce stacle phénologique paraît être le moins sensible. Ces feuil les arrivées à la sénes-

cence, Botrytis a cléjà pris I'avantage sur les autres champignons et peut alors sporuler abotr-

clamment. Sur les feuil les sénescentes, la compétit ion saprophytiqtte r-eprésente la contrainte

nrajeure au développement de IJ. r: inerea surtout lors de la germination des conidies. En pré-

sence des conditions cléfavorables à la sporulation. le pathogène est contraint à se conserver sur-

tout sous forme cle sclérotes.Il serait intéressant d'étudier I 'effet de cette mycoflore saprophyte

sur le pouvoir cle conservation de B . cinerect et sur la survie de ses sclérotes '
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