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Introduction

L’utilisation des composés chimiques en agriculture a donné des résultats positifs contre
un large éventail de phytopathogenes qui affectent la quantité et la qualité des productions
agricoles. Malheureusement, ces composes ont révélé trés offensive pour la santé humaine,
animale et de I’environnement (Monfil et Casas-Flores 2014). Ces produits sont a I'origine de
développement de la résistance chez les phytopathogénes. A cause des problémes que pose
I’utilisation des pesticides chimiques, d’autres méthodes de lutte visant une réduction de
I’intensité d’application de ces produits ont été mises en place (Goulson, 2013).

A cet effet, un véritable intérét a été accordé au développement de moyens de lutte
alternatifs contre les maladies et les ravageurs des plantes. L'utilisation des agents de lutte
biologiques tels que les espéces fongiques appartenant au genre Trichoderma (Islam et al., 2017
; Faruk, 2018 ; Elshafie et al., 2020) et les fongicides biorationnels & base de plantes tels que
les huiles essentielles ont été signalés comme des alternatives potentielles pour contrdler les
phytopathogénes.

Les agents de lutte biologiques appartenant au genre Trichoderma sp sont actuellement
considérés tres efficaces contre les maladies causées par les phytopathogénes (Chet 1990 ;
Herrera-Estrella et Chet 2003). Ces espéces fongiques sont capables de persister dans le sol
et de coloniser les racines des plantes (Vinale et al., 2008). Malgré leur potentielle efficacité
contre beaucoup de phytopathogenes, les formulations a base de Trichoderma sp présentent
certains inconvénients incluent la durée de vie limitée, ’efficacité avec une forte dose, une
faible efficacité contre les agents pathogenes du sol et des semences et la stabilité dans un
environnement défavorable (Keswani et al., 2014).

Les végétaux produisent des substances actives possedent des possessions fongicides,
et inductrices de la croissance des plantes (Moutassem et al., 2019). Le plus souvent, sont des
métabolites secondaires qui, a 1’origine, protégent les végétaux de différents phytopathogenes.
Les biopesticides d’origine végétale les plus utilisés sont les huiles essentielles (Badawi et
abdelgualil, 2014). Ces substances ont été signalées comme une méthode opportune pour
contréler de nombreuses maladies telluriques (Badawi et abdelgualil, 2014). En effet, cette
technique a recu une popularité dans le monde entier, un nombre croissant d'agriculteurs
reconnaissant les effets des huiles essentielles sur la protection des plantes contre les pathogenes
du sol, améliorant 1’état de santé des sols et augmentant par conséquent la production agricole
(Zhang et al., 2014).

Bien qu’ils soient trés efficaces en raison de ces potentiels principes actifs, il n’existe
qu’un nombre limité en produits a base des huiles essentielles fabriqués et commercialisés. Cela

est dd a quatre raisons principales : (i) de nombreuses études publiées, mais seulement quelques
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résultats pratiques ; (ii) législation stricte ; (iii) faible persistance des effets ; et (iv) le manque
de qualité et de quantités suffisantes a des prix abordables. Ces composées sont tres concentrées
en principes actifs et peuvent avoir une toxicité élevée vis-a-vis les microorganismes non cibles
et méme peuvent affecter la plante en cas d’utilisation avec des concentrations élevées (Pavela
et Benelli 2016).

Ces produits sont utilisés soit a 1’état individuel en remplacement directement le produit
chimique de synthese, soit en association avec d’autres produits chimiques ou biologiques en
raison de mettre en ccuvre un programme de gestion intégrée (Bartholomew et al., 2017 ;
Jim’enez-Reyes et al., 2019 ; Elshafie et al., 2019b, 2020b ; Gru’lov’'a et al., 2020).
L'utilisation des difféerentes approches dans le contréle et I'installation des maladies des plantes,
a savoir, les agents de lutte biologique et les extraits de plantes ont été usagés comme un
programme de lutte intégrée pour contrbler plusieurs maladies (EI-Mougy et al., 2015 ;
Sokovi¢ et al., 2013). Cependant, peu de travaux ont été procédés sur 1’efficacité des
huiles essentielles en traitements intégrés avec les agents de lutte biologique. En plus, ces
travaux restent limités en matiére de réponses et d’éclaircissement sur I’effet synergisme entre
les huiles essentielles et les agents de lutte biologique utilisés comme des produits intégrés.
Dans cette optique, notre étude a été tracées comme objectifs 1’étude de I’effet synergisme entre

les huiles essentielles et les agents de lutte biologiques représentés par les Trichoderma sp.
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1. Matériels biologiques
1.1. Matériel végetal

Le cultivar du pois chiche utilisé dans cette étude est représenté par la variété FLIP 90-
13 C connue par sa sensibilité au Fusarium oxysporum f. sp. ciceris. Cette variété nous été

fourni par I’institut technique des grandes cultures (ITGC) de Sétif.

1.2. Matériel fongique

L’espéce pathogene Fusarium oxysporum f. sp. ciceris (Foc) utilisée dans cette étude a
été isolée a partir des tiges des plantes malades présentent des symptomes de jaunissement
vasculaire de pois chiche originaire de la région de Mascara (Figure 1).

Les antagonistes biologiques utilisés ont constitués par 12 especes appartenant au genre

Trichoderma sp, Ces 12 especes ont été isolées a partir de la rhizosphere de pois chiche,

conservées au niveau de laboratoire de phytopathologie université de Bordj Bou Arreridj.

Figure 1. Matériel fongique utilisés dans cette étude (A : Tsa10 ;B : Tsa03;C:TsaDk;D:
Tsalk;E:TsaJk;F:Tsa20;G:TsaDh;H: Tsa22).

1.3. L’huile essentielle
L’huile essentielle d’Eucalyptus globulus utilisée dans cette étude nous a été fournie par
Dr BELLIK Yuva.
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2. Analyse de I’effet de I’huile essentielle sur le Foc in vitro et in vivo
2.1. Formulation de I’huile essentielle
Les extrais des huiles essentielles ont été formulées par le Tween 80 a 3%. Cing

concentrations ont été preparées 10, 20, 30, 40 et 50uL/mL.

2.2. Evaluation de I’activité fongicide des huiles essentielles in vitro
2.2.1. Evaluation par test direct

Dans notre expeérience, la solubilisation directe de I’huile essentielle dans le milieu PDA
a été utilisée selon la technique de Solyou et al. (2006). L huile déja formulée par le Tween 80
(3%) ont été additionnées dans des flacons contenant un milieu de culture PDA maintenue en
surfusion dans un bain marie (va et vient) réglé a une température de 55°C. Aprés une bonne
agitation, le milieu formulé par I’huile essentielle a été coulé dans des boites de Pétri mesurant
90 mm de diametre. Un dép6t d’une pastille mycélienne d’environ 0,5 cm de diamétre d’une
pré-culture de 7 jours au centre des boites traitées avec les différentes concentrations de I’huile
essentielle. Une boite de Pétri contenant le milieu PDA sans huile essentielle est inoculer pour
servir de témoin. Cing répétitions ont été retenues pour chaque concentration y compris le
Témoin. Apres incubation a 25 + 2°C pendant 8 jours. La croissance mycélienne a été estimée
en calculant la moyenne des deux diamétres mesurés sur deux axes perpendiculaires tracés au
revers des boites de culture.

Le pourcentage d’inhibition I (%) a été déterminé par rapport au témoin et calculé selon

la formule

MGI (%) = @x

100 e, (1)
Ou : dc représente la croissance mycélienne moyenne dans le témoin et dt représente la

croissance mycélienne moyenne dans le milieu traité.

2.2.2. Evaluation par techniques indirect

Une nouvelle technique a été utilisée pour évaluer I’effet fongicide de I’huile essentielle
d’E. globulus par contact indirect. Cette technique consiste a évaluer I’efficacité fongicide a
distance. A partir des cultures agées de 7 jours du Foc, une pastille gélosée de 5 mm de diameétre
a été prélevée aseptiquement est placée au centre d’une boite de Pétri contenant un milieu de
culture PDA. Des disques de papier filtre stérile ont été aseptiquement disposées dans le

couvercle supérieur de chaque boite de Pétri.
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L’efficacité indirecte a été testée par 1’amendement des papiers filtres disposés
préalablement dans les couvercles par les concentrations de 1’huile essentielle (10, 20, 30, 40
, 50 pl). Les boites ont été bien scellées par un parafilm pour empécher la perte des huiles
essentielles. Pour le témoin, la méme disposition a été réalisée est le traitement utilisé est a la
base de I’eau distillé stérile. Les boites test ont été incubées pendant 6 jours a 28 °C. Quatre

répétitions ont été maintenues pour chaque concentration.

2.2.3. Tests antagonistes des Trichoderma sp
- Test antagoniste direct des Trichoderma sp contre le Foc in vitro

La méthode de double culture citée par (Morton et Stroube, 1955) a été adoptée pour
étudier I’activité antagoniste des souches de Trichoderma sp contre le Foc in vitro. Un disque
mycélien de 5 mm de diametre, issu d’une culture de 7 jours des souches de Trichoderma sp et
du Foc ont été placé sur les périphéries opposés d’une boite de pétri contenant un milieu de
culture PDA a 5 cm de distance les uns des autres. Le témoin est constitué par le pathogéne
uniquement, repiqué au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA. L’incubation des
boites testes a été réalisée a 25°C pendant six jours. Quatre répétitions ont été maintenues pour
chaque souche antagoniste. La lecture des résultats a été effectuée 6 jours apres I’inoculation.
L évaluation de la zone d’inhibition a été estimée selon la formule décrite par Whipps (1997) :
Z1 (%) = (1-Dn/Do) %100, ou Dn : le diametre moyen du champignon pathogene Do : le
diamétre moyen du champignon témoin.
Une observation de la zone de contact entre les deux protagonistes afin d’élucider le mode
d’action des antagonistes.

- Efficacité antifongique des métabolites volatils (Test antagoniste indirect)

L activité antifongique in vitro des métabolites volatils de Trichoderma sp a été évaluée
selon la méthode décrite par Dennis et Webster (1971). A partir des cultures agées de 7 jours
des deux protagonistes, une pastille gélosée de 5 mm de diametre a été prélevée de chaque
culture et placée séparément au centre d’une boite de Pétri contenant le milieu PDA. Les boites
de pétri ont été incubées pendant 3 jours a 28 °C. Le couvercle supérieur de chaque boite de
Pétri a été retiré de maniere aseptique et la boite inférieure contenant le pathogéne a été placée
sur la deuxiéme boite contenant la souche antagoniste. Les boites ont été bien scellées par un
parafilm pour empécher la perte de substances volatiles.

Les boites tests ont été incubées pendant 5 jours a 28 °C. Pour le témoin, la méme

disposition est réalisée par la superposition de deux boites. Le fond de boite contenant le milieu

5
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PDA seul est placé en dessous d’un fond de boite contenant le pathogéne. Quatre répétitions
sont été maintenues pour chaque souche antagoniste. Les conditions de culture sont identiques
a celles de la confrontation par contact direct sur milieu de culture. Le diamétre de la colonie
du pathogéne est mesuré aprés une période d’incubation de 6 jours a 25°C et le pourcentage
d’inhibition de la croissance mycélienne est estimé comme étant la méthode décrite

précédemment.

2.2.4. Effet du filtrat de culture de Trichoderma sp sur la croissance mycélienne du Foc

L effet des filtrats de culture de 12 isolats de Trichoderma sp a été évalué contre le Foc
selon la technique de Dubey et al. (2007). Pour réaliser ce test, 10 explants mycéliens de 5 mm
de diametre ont été prélevés a partir des cultures de Trichoderma sp agées de 7 jours et déposés
dans des flacon erlenmeyer de 250 ml contenant 100 ml de milieu PDB stérile, puis incubés a
28 °C pendant 15 jours sous agitation continue. Le filtrat de la culture a été d’abord filtré a
travers un papier filtre wattman N1 pour éliminer le mycélium et une seconde filtration a travers
des membranes Millipore de 0,20 um de diamétre pour éliminer les spores. Les filtrats ont été
conservés a 4°C. Pour étudier I’effet antifongique des filtrats de culture de Trichoderma sp sur
la croissance mycélienne du Foc, des volumes de 5,10 et 15 ml de chaque filtrat a été additionné
a 50 ml de PDA Stérile et tiede.

Les contrdles ont recu les mémes volumes de I’eau distillée stérile. A partir des cultures
agées de 7 jours de Foc, une pastille gélosée de 5 mm de diamétre a €té prélevée de chaque
culture et placée au centre d’une boite de Pétri contenant le milieu PDA traité avec les trois
concentrations de filtrats de la culture de Trichoderma sp quatre répétitions indépendantes ont
été réalisées pour chaque souche de Trichoderma sp et pour chaque concentration. Le diameétre
de la colonie du pathogéne est mesuré aprés une période d’incubation de 6 jours a 25°C et le
pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne est estimé comme étant la méthode décrite

précédemment.

2.2.4. Test de synergie entre I’huile essentielle et les espéces de Trichoderma sp in vitro
- Synergisme par contact direct

Pour sa réalisation, nous avons utilisé les deux méthodes précédemment citées par
Moutassem (2020). La méthode de contact direct est utilisée en vue de déterminer I’effet
d’huile essentielle sur I’activité antifongique des Trichoderma sp contre le Foc selon la méthode

de diffusion en milieu gélosé décrite dans les paragraphes précédents. Cette technique consiste
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a I’amendement de 100 ml de milieu de culture PDA avec des concentrations 50, 40, 30, 20 et
10 pl/ml de I’huile essentielle.

Le milieu empoisonné est coulé dans des boites de Pétrie de 9cm de diamétre. Un co-
ensemencement, dans la méme boite de Pétri contenant un milieu PDA déja traités par I’huile
essentielle, deux pastilles gélosées de 5 mm de diametre, I’une portant le Trichoderma sp et
I’autre le Foc. Les deux pastilles ont été placées suivant un axe diamétral a 2.5 cm et a
équidistance du centre de la boite. L’incubation est réalisée a 25°C pendant six jours. Le témoin
est constitué par le pathogéne uniquement, repiqué au centre de la boite de Pétri contenant le

milieu PDA sans traitement par I’huile essentielle.

- Synergisme par contact indirect

Cette expérience a €eté procedé par la disposition de I’antagoniste et le pathogene en
association dans une boite de pétri de la méme facon que le test de confrontation direct cité
précédemment. Des disques de papier filtre stériles traitées avec les cing concentrations de
I’huile essentielle d’E. globulus ont été disposées dans le couvercle supérieur de chaque boite
de Pétri portant le test antagoniste direct. Les boites ont été bien scellées par un parafilm pour
empécher la perte de I’huile essentielle. Pour le témoin, la méme disposition a éte réalisée et les
traitements utiliseés sont a la base de I’eau distillée stérile. Les boites testes ont été incubées
pendant 6 jours a 28 °C.

2.3. Analyse de Synergisme des huiles essentielles avec les filtrats de la culture de
Trichoderma sp

Cette technique consiste a I’amendement de milieu de culture PDA tiéde avec une
formulation de 5 ml des filtrats de la culture de Trichoderma sp et un volume de 20 uL/ml de
I’huile essentielle d 'E globulus. Une pastille gélosée de 5 mm de diamétre a été prélevée a partir
des cultures agées de 7 jours de Foc, disposee au centre des boites de Pétri contenant le milieu
PDA traité avec le mélange de I’huile essentielle et les Filtrats de la culture de Trichoderma sp.
Cing répétitions indépendantes ont été accomplies pour chaque souche de Trichoderma sp. Le
diamétre de la colonie du pathogene est mesuré apres une période d’incubation de 6 jours a
25°C et le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne est estimé comme étant la

méthode décrite précédemment.
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2.3.1. Effet d’huile essentielle in vivo
- Préparation de substrat

Le substrat pour I’ensemencement est préparé selon le dispositif de Jimenez-Gasco et
al. (2001). Le substrat est composé d’un mélange de sable, sol et terreau selon les proportions
de 1v/1v/1v, respectivement. Le mélange a été mis dans une étuve universelle réglée a 121°C
pendant 24h.

- Préparation de I’inoculum du Foc

La préparation de I’inoculum du Foc a été effectuée selon la technique décrite par
Jimenez-Gasco et al. (2001). Cette technique consiste a mettre dans des sacs en plastiques
autoclavable un mélange a base du sable tamisé avec la farine de mais, humidifié par I’eau
distillée, selon la proportion de 9/1/1, respectivement. Le mélange est stérilisé deux foisa 121°C
pendant 20 min, ensemencé par 10 explants de 5 mm de diamétre prélevé a partir d’une culture
du Foc ageée de 15 jours. Le mélange est incubé par la suite a 25°C pendant 21 jours. Une
agitation des sacs tous les 3 jours est effectuée afin de permettre une colonisation homogéne du
milieu par le champignon. L’inoculum ainsi obtenu est incorporé dans des pots contenant le

substrat de culture stérilisé a raison de 100g d’inoculum pour 1kg de substrat.

- Préparation de I’inoculum des Trichoderma sp

Dans cette étude en rapportant une nouvelle technique de préparation de I’inoculum de
Trichoderma sp. Cette technique consiste a développer I’inoculum du Trichoderma sp sur un
substrat stérile a base de la matiére organique. La premiére étape comprend la stérilisation du
terreau deux fois successives a 120°C pendant 30 minutes. Le terreau stérile a été pulveérisé par
une concentration sporale de 5 108 de Trichoderma sp. Ce dernier a été incubé a 25°C pendant
15 jours.

- Préparation des plantules du pois chiche

Les graines de la variété FLIP 90-13C ont éte désinfectées superficiellement par un
trempage dans de I’hypochlorite de sodium (1%) trois fois successives pendant 3 minutes,
rincées trois fois successives a I’eau distillé stérile, puis séchées entre deux papier filtres stériles.
Les graines sont mises aseptiqguement dans des boites de Pétri stériles contenant le coton stérile

imbibés par I’eau distillee stérile, a raison de 10 graines réparties uniformément sur toute la

8
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surface de la boite. La germination des graines est assurée suite a I’incubation de ces boites
dans une etuve réglée a 25°C pendant quatre a cing jours.
2.3.2. Traitement du sol par les formulations de I’huile essentielle

La préparation des formulations des huiles essentielles est effectuée par le mixage de 1,
0.5 et 0.25 ml d’huile essentielle avec 11 d’eau distillée stérile et tween 80 (3%) afin d’obtenir
les doses de 5000, 500 et 250 ppm. Apres une bonne agitation, cette formulation a été mise dans
un dispositif de pulvérisation produisant des gouttelettes fines selon le dispositif de Belabid et
al. (2010). Le substrat déja inoculé par le Foc a été pulvérisé trois fois successives par les
différentes concentrations des huiles essentielles.

Le semis des graines pré-germées a été effectué trois jours aprés le traitement a la base
de 5 graines par pots. L élevage des plants a été réalisé dans le laboratoire sous une température
d’environ 25°C et une photopériode de 12 heures. Les plants sont irrigués réguliérement avec

de I’eau distillée stérile une fois par semaine.

2.3.3. Traitement du sol par les formulations du Trichoderma sp

Le traitement du sol par les especes du Trichoderma sp a été effectué par I’addition du
I’inoculum du Trichoderma sp au substrat inoculé par le Foc selon les proportions 20g a 1Kg
du substrat. Le mélange est bien agité, puis incubé a 25°C pendant 15 jours. Le semis des
graines pré-germees a été effectué 15 jours apres le traitement a la base de 5 graines par pots.
L’¢élevage des plants a été réalisé dans le laboratoire sous une température d’environ 25°C et
une photopériode de 12 heures. Les plants sont irrigués régulierement avec de I’eau distillée

stérile une fois par semaine.

2.3.4. Test de synergie entre I’huile essentielle et les especes de Trichoderma sp in vivo
Pour Vérifier le synergisme entre les huiles essentielles et les espéces de Trichoderma

sp les combinaisons suivantes ont été envisagees :

\11 souches de Trichoderma spp + huile essentielle d’E. globolus (10pL/mL)\.

2.4. Exploitation des résultats

L’incidence (DI) est évaluée selon la formule :

DI x100

~ NTP
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2.4.1. Mesure de la sévérite d’attaque

La sévérité ou la gravité de la maladie est obtenue selon I’évaluation visuelle de la
proportion des tissus de la plante atteinte par le flétrissement ou le jaunissement.

La sévérité (S) ou I’indice de sévérité moyenne (ISM) est calculé selon la formule :

Sou (ISM) = %
Ou
nj : est le nombre de plantes caractérisées par I’indice
ij: estI’indice de sévérité attribué aux plantes malades.
L échelle de notation utilisée par Trapero-Casas (1983) a été appliquée le long de nos
expéerimentations.
Cette échelle consiste a donner une note a la plante malade examinée en fonction de
I’importance des symptdémes observes :
0 : pas de symptdmes.
1 : jaunissement ou flétrissement du 1/3 de la plante.
2 : mémes symptdmes mais affectant les 2/3 de la plante.
3 : symptémes identiques affectant la plante entiére.
4

: plante morte.

2.4.2. Calcul de I’indice de flétrissement (DII)
L’incidence | et la sévérité S sont utilisé pour le calcul, I’index de I’intensité de la
maladie DII. Ou :

_ DIxISM
T4

2.4.3. Calcul de PAUDPC (Area Under the Disease Progress Curve)

AUDPC est une méthode d’analyse qui permet de résumer les données de I’intensité de
la maladie, en une seule valeur. Cette valeur est indispensable pour la comparaison entre les
différentes épidémies a travers les années, les emplacements, ou les stratégies de la gestion
(Cook, 2006 ; Sparks et al., 2008). Cependant, cette méthode est utile pour la description,
I’estimation et la comparaison entre les épidémies causées par le FOC (Navas-Cortes et al.,
2000 ; 1998). L’AUDPC est calculé en utilisant la formule suivante :
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L’ AUDPC est calculé selon la formule rapportée par Cook (2006) :

n
AUDPC = Z[(xi +xi+1)/2](ti+ti+1)
it1
Ou :

Xi = la proportion des tissus ou le nombre de plantes malades a toute une seule mesure (intensité
de la maladie) a I’observation i ,
ti = temps (jours) apres I’inoculation a I’observation
n = le nombre total d’observations. La somme de régions individuelles trapézoides, ou régions
deian-1.i

I + 1 représente des observations de 1 a n.

3. Analyse statistique

Les expeériences ont été analysées en utilisant une analyse standard de la variance
(ANOVA) effectuée par le logiciel STATITICA 8. Pour tous les tests, le niveau de la
signification a été évalué au seuil 5%. Le cas échéant, la comparaison des moyennes était faite
moyennant le test de Tukey afin de distinguer des groupes selon les valeurs des moyennes des
variables testées.

Les mesures des caractéristiques épidémiologiques (I, S, DII,) sont soumises a des
analyses de variance, chaque variété étant représenté par trois répétitions pour un seul variable

Lecture des résultats et analyses statistiques les valeurs de I’AUDPC et les traitements

statistiques sont les mémes que le test antagoniste in vivo.
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Figure 9. Effet des filtrats de culture de Trichoderma sp sur la croissance mycélienne du Foc

in vitro.

Figure 10. Résultats de test des filtrats d cultures de douze especes de Trichoderma sp contre
le Foc. Les valeurs représentent la moyenne de quatre répétitions+ ES. Les lettres

a, b et...représentent le niveau de signification au seuil de 5%.
Les données affichées sur la (Figure 5) indiquent que la croissance mycélienne des

témoins est plus importante par rapport a celle obtenue avec les différentes confrontations
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pathogeéne et antagoniste. Les résultats obtenus apres 72h de confrontation montrent I’existence
d’une réduction du diametre moyen des colonies de tous les isolats du Foc par rapport au
témoin, provoquant ainsi des zones d’inhibition variables, dont la plus faible a été notée chez

Trichoderma sp 1 (24.12%) et la plus élevée est constatée chez Trichoderma sp 2 (81.84%).

1.4. Effet des Filtrats de culture sur la croissance mycélienne du Foc

L’analyse de la variance ANOVA a montré un effet tres hautement significatif
(p<0.00001) de I’espéece sur la croissance mycélienne du Foc. Cet effet significatif se traduit
par un regroupement des souches en fonction de leur ressemblance vis-a-vis le taux de
I’inhibition de la croissance mycélienne du Foc.

L’analyse de donneée indique des zones d’inhibition tres variables en fonction I’espéce
de Trichoderma sp (F=95,6, P=0,00*) et le dose appliquée (F=133,8, P=0,00*). A cet effet,
I’espece Trichoderma 8 a dénudé la zone d’efficacité la plus élevée pour les trois concentrations
testées ; 100% d’inhibition pour chaque concentration, contrairement a I’espece Trichoderma
EK qui a enregistré la valeur d’efficacité la plus faible aussi pour les trois concentrations C1,
C2, C3 avec environ 56.50, 53.05 et 78,57% de la zone d’inhibition. Pour toutes les espéces, la
zone d’inhibition est dose dépendante, elle augmente avec I’augmentation de la concentration.
L’intervalle d’efficacité est variable entre 56 et 100% pour la C1, 26 et 100% pour la C2, ainsi
qu’entre 26 et 100% pour la C3.

1.5. Effet des especes de Trichoderma sp in vivo

Le traitement du sol par les especes de Trichoderma sp a montré également une
efficacité trés intéressante contre le Foc in vivo. D’apres I’ANOVA, I’espece de Trichoderma
sp a montré un effet tres hautement significatif (F = 13.57 ; P =0.00013) sur la variation de la
valeur de I’AUDPC. La lecture des données affichées sur la figure montre une diminution de la
valeur de I’AUDPC dans tous les traitements comparativement au témoin non traité. Les valeurs
de I’AUDPC notées chez les plantules traitées sont variables entre 36.58 et 58.5 expliquent une
réduction de la maladie variable entre 0.98% et 38.41 %. Dans ce cadre, Trichoderma EK et la

plus efficace et Trichoderma 30 est la faiblement efficace.

1.6. Analyse de synergisme par contact direct et indirect

L analyse de I’effet de I’huile essentielle d’E. globulus sur I’activité antagoniste des
especes de Trichoderma sp a montré un effet significatif de I’espéce fongique (F=21 ; P=0,00%)
et non significatif de la dose de I’huile essentielle (F=30.3 ; P=0,0000) sur la zone d’inhibition

du Foc. L’observation macroscopique revele une croissance mycélienne dense du Trichoderma
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et une activité inhibitrice trés prononcée sur le milieu amendé par I’huile essentielle, suivi par
une agrégation totale sur le mycélium du Foc. Cela a été constaté chez les espéces Trichoderma
DK, Trichoderma BK et Trichoderma EK. Une lyse totale du mycélium a été observée apres 6

jours d’incubation.

Figure 11. Résultats des tests antagonistes de sept espéces de Trichoderma sp in vivo.

70,00

60,00

50,00

Figure 12. Résultats des tests antagonistes de trois especes de Trichoderma sp in vivo. Les
données sont les moyennes de 3 répétitions £+ ES. Les lettres indiquent une
différence significative entre les moyennes a p<0,05.

Dans des cas pareil, I’aspect morphotypique et le comportement antagoniste des especes
de Trichoderma sp a été complétement changé. L’aspect microscopique de Trichoderma DK et
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Trichoderma 05 a devenu poudreux avec une coloration blanche. Bien qu’une inhibition de

mycélium du Foc a été constatée a distance apparemment due a une sécrétion des métabolites
secondaire dans le milieu de culture.
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Figure 13. Résultats d synergisme de confrontations direct (A) et indirect (B) des souches de
Trichoderma sp avec I’huile essentielle d’E. globulus.Les valeurs représentent la moyenne de
quatre répétitions+ ES. Les lettres a, b et...représentent le niveau de signification au seuil de
5%.

Un troisiéme aspect a caracterisé les souches du Trichoderma sp exposées a un stress

de I’huile essentielle d’E. globulus représenté par un mycélium typique de Trichoderma sp porte
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une poudre blanche avec une croissance mycélienne rapide provoque une zone d’inhibition trés
prononcée.
L’ensemble de souche a présenté des taux d’augmentation de la zone d’inhibtion qui varie
entre 0.11 et 27.02%. Sauf exeption une diminution significative de la zone d’inhibition a été
marquée pour la souche Trichoderma EK avec des taux de diminution variable entre 0.44 et
11.72%.

“Témoin y
/// .

Figure 14. L’ association Trichoderma sp et I’huile essentielle d’E. globulus dans un test de

contact direct et indirect.
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Test direct Test indirect
Intervalle Intervalle
d’augmentation d’augmentation
ou de diminution ou de diminution
de la ZI (%) Effet de la ZI (%) Effet

Trichoderma A K 0,11-2,55 Synergisme 13,67-45,80 Synergisme
Trichoderma 5 9,84-27,02 Synergisme 29,71-43,83 Synergisme
Trichoderma E K 0,037-66 antagonisme 1,90-46,96 Synergisme
Trichoderma H K 1,36/22,57 Synergisme 14,62/25,00 Synergisme
Trichoderma D K 10,58/24,44 Synergisme 6,95/21,85 Synergisme

Figurel5 Effet synergique des associations Trichoderma sp et 1’huile essentielle d’E. globulus
dans un test de contact direct.
A propos le test de synergisme entre les espéces de Trichoderma sp et I’huile esentielle
d’E. globulus, les résultats obtenus indiquent une augmentation des zone d’inhibtion pour toutes
les souches et toutes les concentartions avec des taux variables entre 1.89 et 45.80%.
A ce titre la majorité des souvches ont présentées des effet synergisme dans les deux test direct

et & distance (figure 15).

1.7. Analyse de synergisme entre filtrat de culture de Trichoderma sp et huile essentielle

Les filtrats issus de Cing especes de Trichoderma sp ont été testés pour leur synergisme
avec cing concentrations de I’huile essentielle d’E. globulus envers la croissance mycélienne
du Foc. En premier temps, les analyses statistiques par GLM démontrant un effet trés hautement
significatif de la dose de I’huile essentielle (F= 30,3 ; P=0,000%) et la souche fongique (F=21;
P=0,000%) sur la zone d’inhibition du Foc.

Il ressort des resultats affichés sur la ( Figurel8) que les traitements associes des filtrats
de culture de Trichoderma sp avec les cing concentrations de I’huile essentielle affectant
considérablement la croissance mycélienne du Foc. Une zone d’inhibition marquante a été
constatée avec des valeurs variables entre 77.29 et 100% pour toutes les concentrations et pour
toutes les souches du Trichoderma sp.

A la lumiére des résultats obtenus, une augmentation de la zone d’inhibition a été
constatée chez la majorité des especes du Trichoderma sp testées sur un milieu de culture traité

avec I’huile essentielle d’E. globulus en association avec les filtrats de culture de Trichoderma
sp.
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Figure 15. Effet des filtrats de culture de Trichoderma sp en association avec I’huile essentielle

d’E. globulus.
#20ul/mL &30pL/mL

Figure 16. Effet synergique des associations Trichoderma sp et I’huile essentielle d’E. globulus

dans un test de contact direct.
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Espéce de Trichoderma Huile essentielle Effet
20 uL/mL 30 puL/mL

Trichoderma 30 50,26 50,98 Synergisme
Trichoderma 5 62,65 64,28 Synergisme
Trichoderma 20 05,57 5,94 Synergisme
Trichoderma 8 -13,52 -3,73 antagonisme
Trichoderma D K -11,49 -2,68 antagonisme
Trichoderma F K 73,79 73,04 Synergisme
Trichoderma H K 70,12 70,12 Synergisme
Trichoderma J K 19,08 19,08 Synergisme
Trichoderma E K 20,14 21,42 Synergisme
Trichoderma A K 15,64 15,64 Synergisme

Figurel7. Effet synergique des associations Trichoderma spp et I’huile essentielle d’E.

globulus dans les tests in vivo.

Taux de diminution des

Traitement maladies Effet
Espéces Individuels Associée

Trichoderma 08 26,55 63,27 Synergisme
Trichoderma 05 31,63 64,83 Synergisme
Trichoderma 20 28,67 60,16 Synergisme
Trichoderma 30 0,98 57,20 Synergisme
Trichoderma DH 20,48 64,83 Synergisme
Trichoderma DK 30,22 67,79 Synergisme
Trichoderma HK 06,77 70,76 Synergisme
Trichoderma CK 23,30 72,17 Synergisme
Trichoderma BK 38,41 63,41 Synergisme
Trichoderma EK 37,99 56,92 Synergisme
Trichoderma AK 35,31 70,05 Synergisme

Figure 18. Effet synergique des associations Trichoderma sp et I’huile essentielle d’E.

globulus dans un test de contact direct. Délibération

Un taux d’augmentation variable entre 15.64 et 50.26 % pour les souches disposées sur

un milieu traité avec la concentration 20uL/mL et entre 5.94 jusqu’a 73.03% pour la
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concentration de 30 uL/mL. L’exception a été notée chez les deux espéces Trichoderma 8 et
Trichoderma DK marquant une diminution de la zone d’inhibition variable entre 3.73 et
13.52%. Dans I’ensemble la majorité des souches ont exposées un effet synergismes avec

I’huile essentielle d’E. globulus (figure 16).

1.8. Analyse de synergisme in vivo
L’étude de I’effet synergisme in vivo de I’huile essentielle en association avec les
espéces de Trichoderma sp dévoile une augmentation de I’efficacité dans la diminution de la

gravité de la maladie en comparaison avec les traitements individuels.

Figurel9. Synergisme entre les espéces de Tricherma sp et lhuile essentielles E. globulus(
A.Trichoderma 8 20uL/mL;B Trichoderma 5 20uL/ml ; C. Trichoderma 30 20uL/mL ;D.
Trichoderma 10 20uL/m L; E Trichoderma Dk 20uL/mL ; F Ttrichoderma Dh20uL/mL ; G
Trichoderma Hk 20uL/mL ; H Témoin)

L’analyse ANOVA montre un effet hautement significatif du traitement sur la valeur
de I’AUDPC (F=4330 ; P=0,00%*). Dans ce cadre, les valeurs de I’AUDPC sont variables entre
16.2 et 25,5 expriment une diminution de sévérité de la maladie variable entre 56.92 et 70.76%.

Tous les traitements associés ont élucidé une action synergétique positif contre le Foc in vivo.
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4. Discussion

En effet, les pesticides chimiques sont responsables de plusieurs problemes de santé
chez les étres humains et les animaux. L’utilisation abusive des fongicides chimiques peut
entrainer la pollution de I’environnement et avoir par conséquence I’émergence de pathogéenes
résistants aux fongicides. A cet effet, une réduction ou une élimination des applications des
pesticides synthétiques dans I’agriculture est fortement souhaitable. Actuellement, la recherche
des substances d’origine biologiques alternatives aux pesticides chimiques devient une
nécessité. Des avancées ont été réalisées durant cette période a travers une plus grande
compréhension des mécanismes de contrdle utilisés par les agents biologiques et les substances
d’origine végétale. Les agents de contréle biologique utilisés comme traitements des semences
sont des micro-organismes et en particulier les Trichoderma sp protégent les semences et les
semis de pathogénes variés.

Dans le présent travail, I’activité antifongique de I’huile essentielle d’E. globulus,
constitue une étude préliminaire sur la recherche de nouvelles molécules bioactives a intérét
pesticide. Les résultats des expériences sur le pouvoir fongicide sont trés encourageants du fait
gu’ils constituent une initiative sur des plantes médicinales a intérét agronomique. Nos résultats
ont également révélé I’efficacité de I’huile essentielle d’E. globlus dans le controle de la
croissance mycélienne du Foc avec des taux variable entre 55.81 et 83.81% par la technique de
contact direct et 66.13 a 75.04% par la technique de contact indirect.

Ces effets fongicides et fongistatiques de I’huile essentielle d Eucalyptus globulus ont
été déja signalés pour la méme especes pathogenes (Moutassem et al., 2019) et méme pour
d’autres phytopathogénes tels que Alternaria solani Sorauer, Stemphylium solani Weber et
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Tomazoni et al., 2017; Sharma et al., 2017). Selon les
travaux de recherches précédents, ces effets sont associés a la forte concentration de cette huile
en monoterpenes, sesquiterpénes, phénols aromatiques, oxydes, éthers, alcools, esters,
aldéhydes et cétones. Cependant, dont la composition et la proportion exactes varient selon les
especes vegétales (Salema et al, 2018 ; Spadaccino et al., 2021). L activité fongicides des
huiles d’Eucalyptus globulus est attribuée aux composants majeurs tels que ; 1,8-cinéole,
citronellal, citronellol, acétate de citronellyle, p-cymene, eucamalol, limonene, linalol, a-
pinene, g-terpinéne, a-terpinéol, alloocimene , et aromadendrene (Watanabe et al., 1993 ; Li
et al., 1995, 1996 ; Cimanga et al., 2002 ; Duc, 2004 ; Batish et al., 2006 ; Su et al., 2006 ;

Liu et al., 2008). Cependant, la bioactivité de I’huile essentielle dépend du type et de la nature
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des constituants et de leur concentration individuelle (Batish et al., 2008, Moutassem et al.,
2019).

Ces composants acides ont montré une activité inhibitrice élevée de la croissance
mycélienne d’Alternaria solani Sorauer, Colletotrichum lagenarium, Fusarium oxysporum (Lu
et al., 2008). De plus, I’acide hexanoique avait une action fongicide contre le Botrytis cinerea
dans les conditions in vitro et in vivo ( Leyva et al,. 2008).

Un des facteurs intervenants sur I’intensité de I’action antifongique des huiles
essentielles est la concentration appliquée, ceci a été genéralement confirmé in vitro et in vivo.
Ceci a été évident dans notre étude, ou nous avons remarqué que le taux d’inhibition de la
croissance mycélienne, augmente significativement avec I’augmentation de la concentration.
La diversité des composés a intérét antifongique implique nécessairement la variabilité dans
leurs modes d’action sur les organismes phytopathogénes. En effet, les huiles essentielles
influencent les cellules fongiques par plusieurs mécanismes tels que ; la membrane cellulaire,
les systéemes enzymatiques, le matériel génétique, la force motrice des protons, flux d’électrons,
le transport actif et le contenu cellulaire (Oussalah et al., 2006, Viuda-Martos et al., 2011,
Burt et al., 2004). Les huiles essentielles sont des composées hydrophobes, elles peuvent
pénétrer dans la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire et de la mitochondrie,
provoquant une déformation de leur structure et les rendant plus sensibles a la perforation
(Sikkema et al., 1995, Badawy et Ab-delgaleil, 2014).

Le 1.8-cinéole provoquent des modifications importantes dans les constitutions des
parois cellulaires, la dégradation de la membrane plasmique, le rétrécissement des cellules, la
condensation du contenu cytoplasmique, la fuite intracellulaire et I’effondrement cellulaire (De
Sousa et al., 2015, Moutassem et al., 2019). Le limonéne a un effet inhibiteur trés remarquable
sur I’activité de la pectine méthyl estérase PME et de la cellulose (Marei et al., 2012). Alors
que, le a-pinéne et le limonene inhibent le développement précoce des racines et provoquent
des dommages oxydatifs dans les tissus radiculaires grace a une augmentation de la production
de ROS, une peroxydation élevée des lipides, une interruption de I’intégrité membranaire et
une inhibition du transport des électrons (Sing et al., 2006).

Dans notre étude, le traitement des plantules du pois chiche par la formulation de I’huile
essentielle d’E. globulus a suivi la méme tendance que le traitement in vitro et les résultats
obtenus montrent la diminution de la gravité de la maladie en fonction le mode d’application et
la concentration appliquée de I’huile essentielle.

Le mécanisme de suppression des maladies in vivo par les huiles essentielles et les agents de
bio-contrble ont suggéré que les principes actifs présents peuvent soit agir directement sur

I’agent pathogéne ou induire une résistance systemique chez les plantes hétes résultant dans la
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réduction du développement de la maladie (Belabid et al., 2010, Moutassem et al., 2019,
Moutassem, 2020). Ce constat, conduit a I’hypothése que ces bio-fongicides influengant la
population du Foc résidant le sol en diminuant sa quantité et dépréciant sa qualité. Les résultats
obtenus sont en accordances avec ceux obtenus par Moutassem et al. (2019) rapportent
I’efficacité des huiles essentielles de six plantes médicinales sur le Foc avec des taux variables
selon I’huile essentielle et la concentration utilisée. Les résultats obtenus par ces chercheurs
sont attribués a I’induction des mécanismes de résistances de plantules de pois chiche contre le
Foc notamment I’augmentation des taux des polyphénols et des flavonoides chez les plantules
traitées.

Les résultats obtenus peuvent étre justifiées par les travaux de Belabid et al. (2010) qui

ont démontré que le traitement avec les différentes formulations des huiles essentielles a
significativement réduit les densités de la population de Fol agent de la fusariose vasculaire de
la lentille et par conséquent I’incidence de la maladie dans les conditions de laboratoire. Par
ailleurs, les formulations des huiles essentielles peuvent affecter les mécanismes
physiologiques de la plante hote en surmontant les mécanismes des défenses de la plante contre
les bioagresseurs.
Les résultats de I’accumulation des polyphénols et des flavonoides sous I’effet des huiles
essentielles mis en évidence que ces biofongicide assurant une bonne protection de la plante
contre le Foc. L’accumulation des polyphénols et des flavonoides a été démontrée chez
plusieurs especes végétales et dans plusieurs situations de stress biotique et abiotiques (Clérivet
et al. 1996). Toutefois, I’accumulation de ces composés joue un réle déterminant dans la mise
en place des mécanismes de défense contre les phytopathogénes (Clérivet et al., 1996). En
effet, I’accumulation des phénols permis la protection de la membrane cellulaire et impliquent
principalement la lignification des parois cellulaires en empéchant la pénétration et la
progression des pathogeénes, ce qui explique une partie la diminution de la sévérité de la maladie
apres le traitement par différentes huiles essentielles observes dans nos experiences (Wang et
al., 2008, Jin et al., 2011, Ben-Jabeur et al., 2015)

La présente étude s’intéresse par I’évaluation in vitro et in vivo de I’effet biocide de
quelques espéces indigéne de Trichoderma sp ainsi que leurs métabolites secondaires sur la
fusariose vasculaire du pois chiche. Dans les conditions in vitro, les résultats relatifs a I’effet
antagoniste des différentes especes du Trichoderma sp presentent une importante efficacité a
I’égard du Foc. Nos résultats dévoilent I’efficacité soit en tests directs et indirects. Dans ce
cadre, la zone d’inhibition obtenue varie entre 24.12 et 81.84% pour les tests directs et dans les
tests indirects. Cependant, il est trés évidant que I’effet inhibiteur des filtrats de culture de

Trichoderma sp extraites a partir des especes antagonistes vis-a-vis le Foc. Ces filtrats inhibent
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significativement la croissance mycélienne du Foc, a des concentrations supérieures a 26%Par
ailleurs, les résultats de la présente étude ont révélé que les tests indirects des espéces de
Trichoderma sp testées ont inhibé d’une maniére significative la croissance mycélienne du Foc,
alors que la gamme d’inhibition est comprise entre 71.25 et 100%. Les taux de réduction les
plus importants sont notés avec les trois isolats de T. viride, T. harzianum et T. atroviride apres
une confrontation indirecte avec le Foc, dont la zone d’inhibition varie entre 54 et 78%.

Ces résultats indiquent la grande compétitivité des especes de Trichoderma envers le Foc. Les
observations microscopiques au niveau de la zone de contact entre les deux protagonistes
montrent une grande altération du mycélium du Foc, une excellente lyse, une transformation
dans les cordons des filaments mycéliens et I’enroulement du mycélium de Trichoderma sp sur
celle du pathogéne.

Ceci est analogue aux résultats antérieurs, rapportant que les Trichoderma sp inhibent
la croissance du phytopathogénes cibles grace a sa vitesse de croissance comparé avec celle
pathogenes (compétition pour I’espace et les nutriments) (Dubey et al., 2007., Nassr et
Barakat 2013 ; Hammad et al., 2021; Younesi et al., 2021; Mukherjee et al., 2022 ; Asad
2022) ; mycoparasitisme (enroulement et pénétration des hyphes) et I’antibiose sous forme de
lyse des cellules et des spores des hyphes, dénaturation et rupture des hyphes (Dubey et al.,
2007 ; El-Debaiky, 2017 ; Younesi et al., 2021 : Mukherjee et al., 2022 ; Asad 2022). La
réduction des concentrations de nutriments conduit généralement a une diminution de la
germination des conidies et a une croissance plus lente des germes pathogenes (Asad, 2022).

En effet, le mycoparasitisme implique I’enroulement des hyphes autour de I’agent
pathogene, la pénétration, la production d’haustoria et la lyse des hyphes. Ce phénomene,
débute le plus souvent par un développent des hyphes en direction du pathogeéne,
I’établissement de contact, enroulement et pénétration (Chet, 1998 ; Dubey et al., 2007 ;
Mukherjee et al., 2022). Par la suite, I’interaction entraine des événements séquentiels, y
compris la pénétration et la destruction de I’hdte, dus a la sécrétion d’enzymes de dégradation
de la paroi cellulaire telles que les chitinases; les B-1,3-glucanases; les B-1,4-glucanases; les -
1,6-glucanases; les protéases; et xylanases (El-Debaiky, 2017; Dubey et al., 2007 ; Mukherjee
etal., 2022, Toghueo et al., 2016). Cette constatation laisse a suggérer que I’activé antagoniste
de nos isolats (Trichoderma BK et Trichoderma EK) contre le Foc peut étre provoquée par des
enzymes lytiques et des composés antifongiques.

Les travaux de recherche antérieurs ont rapporté que T. atroviride, T. virens, T.
viridicsens et T. viride ont montré le phénomeéne de mycoparasitisme représenté par
I’enroulement et par la lyse sur les hyphes de Foc et autres phytopathogénes (Dennis et

Webster, 1971 ; Dubey et al., 2007 ; Moutassem et al., 2020). Nos résultats corroborent ceux
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obtenus par Dubey et al. (2007) qui ont signalé que T. viride, T. harzianum et T. virens inhibent
la croissance mycelienne du Foc avec environ 50 et 60% dans la culture double. En outre,
Zhang et al. (2016) ont observé que les hyphes de T. harzianum se développent en paralléle et
sont étroitement liés aux hyphes pathogenes et créent des branches de contact accrochees,
représentant le mycoparasitisme. Ces auteurs ont rapporté que T. harzianum inhibe la croissance
mycelienne de S. sclerotiorum avec une efficacité de 56.3% dans les tests en double culture.
Néanmoins, T. harzianum, T. viride et T. reesei ont inhibé plus de 85.5% de la croissance
mycélienne de Phytophthora capsici en double culture (Nawaz et al., 2018). Nos résultats sont
similaires avec ceux obtenus par Reithner et al., (2007). Des changements morphologiques
profonds ont été apportés sur le mycélium de B. ceneria et R. solani par T. atroviride, afin de
provoquer une zone d’inhibition supérieure a 75%. Par ailleurs, Daryaei et al. (2016) signalant
I’efficacité antagoniste de T. atroviride contre Rhizoctonia solani, ou cette espece provoque une
inhibition de la germination et la sporulation avec un taux supérieur a 65%.

Regardant les données sur la confrontation indirect, nous pouvons également anticiper que le
Trichoderma inhibe la croissance mycélienne du Foc par la fabrication de substances volatiles.
Des résultats antérieurs énoncent que I’antibiose est I’un des mécanismes importants impliques
dans la lutte biologique contre Foc (Dennis et Webster, 1971 ; Dubey et al., 2007, Moutassem
et al., 2020). En effet, I’antibiose est un mécanisme d’antagonisme induit par des métabolites
secondaires spécifiques ou non spécifiques d’origine fongique, par des substances volatiles et
d’autres composés toxiques (Dennis et Websters, 1971, Toghueo et al., 2016, Mukherjee et
al., 2022 ; Asad 2022).

Les composes volatiles produits par T. atroviride provoquent I’inhibition de la croissance
mycelienne de Phytophtora sojae (Ayoubi et al., 2014), dont la zone d’inhibition constatée est
de 49.08%. L’espece T. virens a été testée dans de nombreuses expériences afin de controler
différents champignons phytopathogéenes par le test direct et indirect, tels que Rhizoctonia
solani, Bipolaris sorokiniana, Sclerotinia spp. et Sclerotium spp., avec des résultats
encourageants (Sarrocco et al., 2006).

Différentes concentrations d’extrait de filtrats de culture de Trichoderma sp ont été analysées
pour leur pouvoir antagoniste contre le Foc in vitro. Ce test a été effectué par la technique
d’empoisonnement de milieu de culture PDA. L’activité antagoniste tres prononcée des
filtrats de la culture de Trichoderma varie en fonction I’espece fongique et la concentration
utilisée. Par ailleurs, cette efficacité augmente au fur et a mesure I’augmentation de la
concentration. Ces résultats sont en accord avec les rapports précédents rapportés par (
Mathew et Gupta, 1998 ; Ezziyyani et al., 2009; Srideepthi et Krishna, 2015).
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Des résultats similaires obtenus par Inhibition similaire de la croissance des colonies de F.
oxysporum, P. capsici et R. solani par T. asperellum a été signalé plus t6t (EI Komy et al.,
2015; Jiang et al., 2016). Les filtrats de culture de T. asperellum a montré une inhibition
significative sur trois phytopathogenes.

Le succes de Trichoderma en tant qu’agent de lutte biologique contre diverses
phytopathogénes, est associee a la production d’un nombre excessif de composés et de
métabolites bioactifs, y compris les métabolites secondaires (Zeilinger et al., 2016; Li et al.,
2018). Ces rapports confirment les résultats de notre travail actuel selon lequel les métabolites
secondaires extraits a partir des Trichoderma sp ont montré une réduction significative de la
croissance mycélienne de Foc. Cependant, la variation observée de I’activité fongicide des
Trichoderma pourrait étre attribuée aux différents types de composés chimiques produits par
les différentes espéeces.

Nos résultats montrent I’effectivité de toutes les espéces de Trichoderma sp testées in vivo, par
consequent réduisent la sévérité de la fusariose du pois chiche dans les conditions controlées.
Les résultats obtenus indiquent la diminution de la sévérité de la maladie avec des pourcentages
qui s’étalent entre 36.01% jusqu’a 65.25%. in vivo, I’efficacité des Trichoderma sp pourrait étre
attribuée a la réduction de la population du Foc du sol d’une part certifient ainsi I’activité
antifongique des especes de Trichoderma sp in vitro et a I’induction de la résistance systémique
chez la plante hote d’autre part.

Une grande variété de métabolites biologiquement actifs sont produites par les Trichoderma sp
pour exclure les agents pathogenes selon plusieurs modes d’action tels que la compétition pour
I’espace et le nutriment ainsi que par I’antibiose (Sharma et al., 2017). De méme, Vinale et
al., (2012) suppose que les Trichoderma induisent la production de métabolites secondaires
toxiques qui engendrent une activité antifongique par la stimulation de la défense des plantes
et renforgant la croissance des plantes. Pendant la coaction plante-Trichoderma sp, divers
éliciteurs sont libéres peuvent stimuler divers types de signaux transmis dans la plante tels que
I’acide jasmonique, I’acide salicylique, I’éthyléne ou les especes réactives de I’oxygeéne, qui
par conséquent genérent I’expression de molécules de défense (NawJain, A., Singh, A., Singh,
S., Singh, H. B. (2015). Phenols enhancement effect of microbial consortium in pea plants
restrains Sclerotinia sclerotiorum. Biological Control, 89: 23-32rocka et al., 2013;
Abdelrahman et al., 2016).

Nos résultats sont similaires avec ceux obtenus par Moutassem et al. (2020) exposent
I’efficacité des Trichoderma sp avec des seuils variables entre 50 et 89% de diminution de la
séverité de flétrissement vasculaire de pois chiche. Les résultats obtenus corroborent ceux

obtenus par Bourguda et Bouznad (2009) qui ont utilisé le traitement de la semence par les
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isolats de Trichoderma spp avant le semis dans un sol préalablement infesté par le Foc a abouti
a une réduction significative de I’indice de maladie par rapport au témoin non traité. L’indice
de maladie le plus faible est obtenu avec I’isolat T. atroviride, avec un pourcentage de réduction
environ 83.92% de I’indice de maladie par apport au témoin.
Les résultats obtenus corroborent ceux obtenus par Bourguda et Bouznad (2009) qui ont utilisé
le traitement de la semence par les Trichoderma sp., avant le semis dans un sol préalablement
infesté par le Foc a abouti & une réduction significative des taux de la maladie par rapport au
témoin non traité. Parallelement a la réduction de I’incidence de la maladie, une stimulation de
la croissance végétale du pois chiche est observée concernant la hauteur de la tige, le poids frais
et le poids sec de la partie aérienne sous I’effet des isolats de Trichoderma sp. , utilisés. Les
mémes résultats obtenus par Trivedi et al. (2013) aprés le traitement des variétés sensibles avec
plusieurs souches de Trichoderma. La fréquence de la maladie a été réduite de 23 jusqu’a 53.5%
selon la souche. Cependant, Irum (2007) a signalé que les résultats de la suppression du
flétrissement vasculaire du pois chiche en utilisant les microorganismes sont plus efficaces
qgu’en utilisant le carbendazim ou le bénomyl, qui sont deux produits chimiques tres
efficaces contre le Foc.
Fait intéressant, méme lorsqu’elle est appliquée a des concentrations élevées, cette huile
essentielle n’a pas montré des actions fongitoxique et fongistatiques contre les champignons
bénéfiques Trichoderma sp, des antagonistes largement utilisés dans la lutte biologique contre
phytopathogénes, notamment ceux présents dans le sol. Nos résultats montrent que les
associations des Trichoderma/huile essentielle d’E. globulus que nous avons testé ont montré
de forts effets synergiques, étant plus toxique que toutes les huiles essentielles et les
Trichoderma appliquées individuellement.

Les tests directs exécutés en milieu amendées par les différentes concentrations de
I’huile essentielle d’E. globulus a augmenté la zone d’inhibition contre le Foc et maintien le
processus de parasitisme. Nos résultats denoncent aussi une augmentation de la lyse des hyphes
du pathogéne dans la zone de contact entre les deux protagonistes. L’effet inhibiteur des filtrats
de la culture de Trichoderma a été augmenté avec des fréquences variables entre 10 a 15%
lorsqu’elle est appliquée en association avec I’huile essentielle d’E. globulus avec les
concentrations 5 et 10 uL/mL. Ces résultats sont attribués aux effets bénéfiques des huiles
essentielles dans I’augmentation de la croissance mycélienne et le taux de la sporulation.
L’analyse des données montre aussi une augmentation de la production des métabolites
secondaires chez les espéces de Trichoderma sp en culture liquide amendée avec les huiles
essentielles d’E. globulus, ce qui ttmoigne I’augmentation de I’efficacité des Trichoderma sp

contre le Foc in vitro et in vivo.
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Nos résultats indiquent une diminution significative de la gravité de la maladie avec des
fréquences variable €50.92 et 72.17%. En comparaison avec les traitements individuels. Ces
constatations peuvent étre expliquées par I’effet synergique des composées des huiles
essentielles en association avec les composés d’origine fongiques. Ce qui est en accord avec les
résultats obtenus in vitro. Ces substances peuvent agir difféeremment sur les voies de
signalisation les d’induction des mécanismes de résistance des plantules de pois chiche contre
le Foc. Dans ce cadre, les molécules antimicrobiennes en combinaison avec les dérivés de
plantes améliorent a la fois le spectre d’activité et le degré d’inhibition due a des effets
synergiques.

Ces résultats sont probablement expliqués par I’augmentation de I’activité des
précurseurs de synthése des polyphénols chez les plantules recues un traitement combinés
comparativement aux traitements individuels. Nos résultats sont analogues a ceux obtenus par
Singh et al. (2014), dont ils ont démontré I’augmentation des taux des polyphénols chez les
plantules de pois chiche traitées avec les associations Pseudomonas/T. harzainum envers
Sclerotium rolfsii en comparaison avec les traitements individuels. La quantité d’acide
shikimique variait de 848.7 a 6288pg/g, acide gallique 66.9 a 210ug/g, acide t-chlorogénique
24.2 a 168.3 pg/g, acide tannique 58.1 a 129.1 ug/g, acide syringique de 17.27 a 576.7 ug/g
pour les traitements individuels. Cependant, les traitements associés sont avérés plus efficaces
et surmontent plus le taux des polyphénols, ou I’acide shikimique s’était accumulé 7,41 fois,
acide t-chlorogénique, 3 fois, acide férulique 17.6, myricétine 2.5 fois, quercétine 1.3 fois et
acide syringique 11.3.

De méme Jain et al. ( 2015) suggéerent que les taux des précurseurs des phénols
représentés par I’acideshikimique, acide gallique, acidechlorogenique, acide syringique,acide
p-coumarique, acide cinnamique, acide salicylique, myricitine et le quercitrine sont nettement
augmentés chez les plantules de petits pois traitées avec un mélange de B. subtilis, P. aeruginosa
et T. harzianum comparativement aux traitements individuels et/ou bi traitements. Par contre,
une diminution dans les taux de ces derniers chez les témoins inoculés comparativement aux
témoins négatifs.

A titre de I’exemple les taux de I’acide shikimique sont nettement augmentés trois fois
et 4 fois plus chez les plantules de petits pois subissent des traitements avec 2 (14972 ug/g) et
trois (15093.3 pg/g) agents dans lutte biologique, en comparaison avec les témoins non traités
(2939.9) et les traitements individuels B. subtilis (6654.3ug/g), P. aeruginosa (8386.8ug/ g) et
T. harzianum (10166.5ug/g). Dans ces plantes, I’acide shikimique est non seulement converti

en d’autres phenols dans la filiere, mais se forme également via I’érythrose-4-phosphate pour
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Les travaux de Zamani-Zadeh et al. (2014) témoignant nos résultats. Les traitements
combinés de fraise avec Lactobacillus plantarum + I’huile de cumin (50 uL/L) et Lactobacillus
plantarum+ I’huile de thym (100 pL/L) a entrainé une amélioration remarquable de niveau de
protection contre les infections de Botrytis cinerea, en comparaison avec |’application de
Lactobacillus plantarum ou I’huile essentielle en traitement individuels.

Des résultats contradictoires ont été obtenus par Abo-Elyousr et al. (2014). Ces travaux
indiquent que le traitement par I’huile de thym a montré une grande efficacité sur le
fletrissement environ 83.3% comparé avec le traitement combiné Glomus mosseae+huile de
thym 72.2%.
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Aujourd’hui, le phénomene de la résistance aux pesticides chimique prend rapidement
I'ampleur a travers le monde. Par conséquent, les perspectives d'application des pesticides a
I'avenir sont devenues difficiles et incertaines. Les huiles essentielles d'origine végetale et leurs
phytoconstituants sont des sources remarquables de nouveaux composés bioactifs aux
propriétés antifongiques a large spectre d’action. Ces composés peuvent exercer une action
homosynergique ou interagir d’une maniére synergique avec d'autres agents de lutte biologique
et en particulier les Trichoderma sp et ces molécules bioactives.

L’objectif de cette recherche expérimentale, est de mettre en évidence I’efficacité
potentielle de I’huile essentielle d’E. globulus, ainsi que les agents de lutte biologique des
Trichoderma vis-a-vis le Foc in vitro et in vivo en traitement individuels et associés sur le
flétrissement vasculaire. Ce travail s’intéresse a ’effet synergique entre les agents de lutte
biologique et leurs biomolécules et I’huile essentielle d’E. globulus dans les conditions in vitro
et in vivo.

Les résultats des tests in vitro exposent un effet inhibiteur trés remarquable de 1’huile
essentielle d’E. globulus sur la croissance mycélienne du Foc. En traitement direct, la zone
d’inhibition varie entre 55.81 et 83.81%, alors qu’elle est variable entre 66.13 et 75.04% en
traitement indirect. En méme titre que 1’huile essentielle, les Trichoderma exercent une action
inhibitrice contre le Foc in vitro, dont les zones d’inhibitions sont variables entre 71.25 et 100%
en test de confrontation direct et entre 24.12 et 81.84% pour le test de confrontation indirect.
Les filtrats de culture des Trichoderma inhibent significativement la croissance mycélienne du
Foc, bien que I’efficacité est en fonction I’espece de Trichoderma sp. Pour toutes les especes,
la zone d’inhibition est dose dépendante, elle augmente avec 1’augmentation de la
concentration. L’intervalle d’efficacité est variable entre 56 et 100% pour la C1, 26 et 100%
pour la C2, ainsi que entre 26 et 100% pour la C3.

L’analyse de I’effet de 1’association huile essentielle et Trichoderma sp expose des
modifications parfois profondes sur I’aspect morphotypique et le comportement antagoniste des
souches fongiques. Les souches de Trichoderma présentent un aspect de stress évoqué par un
mycélium typique de Trichoderma sp porte une poudre blanche avec une croissance mycélienne
rapide et une zone d’inhibition trés prononcée. A propos le test de synergisme entre les especes
de Trichoderma sp et I’huile essentielle d’E. globulus, les résultats obtenus indiquent une
augmentation de la zone d’inhibition pour toutes les souches et toutes les concentrations avec
des taux qui varient entre 1.89 et 45.80%. Les traitements associes des filtrats de culture de
Trichoderma sp avec les cinq concentrations de I’huile essentielle affectant considérablement

la croissance mycélienne du Foc. Une zone d’inhibition marquante a été constatée avec des
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valeurs variables entre 77.29 et 100% pour toutes les concentrations et pour toutes les souches
du Trichoderma. Ces résultats marquant un synergisme positif entre les deux produits
biologiques testés, effectivement manifesté par une réduction de la zone d’inhibition ave des
fréquences variables entre 15.64 et 73.03% d’augmentation.

Le traitement biologique des plantules de pois chiche confirme les résultats obtenus in
vitro, voir diminuer la gravité de la maladie représentée par les valeurs de I’AUDPC et qui sont
variables entre 20.5 et 37.7 expriment des diminutions variable entre 36.01% jusqu’a 65.25%.
Par ailleurs, ces valeurs sont de 1’ordre de 36.58 et 58.5 chez les plantules contrdlées par les
différentes espéces de Trichoderma sp manifestant par conséquent une réduction de la gravite
de la maladie avec des taux qui s’intercale 0.98% et 38.41 %. L’association des traitements a
mis en évidence un synergisme tres intéressant se traduit par une diminution tres significative
de la gravité de flétrissement vasculaire plus supérieur en comparaison avec les traitements
individuels. Les fréquences de diminution sont variables entre 50.92 et 72.17%.

Des développements récents de stratégies de lutte innovantes ont ét€¢ mis en ceuvre pour
améliorer I’efficacité des traitements biologiques contre les phytopathogenes. Ce modeste
travail que les métabolites phytochimiques bioactifs présents dans les huiles essentielles
interagissent d’une maniere synergique avec celle des agents biologiques pour médire I'activité
antifongique du Foc.

Ces avancées meéritent d’étre mieux exploiter, et consolider par d’autres travaux de
recherches portant les mémes objectifs. Les perspectives de cette étude s’inscrivent d’une part
a des études trés approfondies portées sur les analyses moléculaires des souches et les
biomolécules responsables de I’effet synergétique, et la recherche de d’autres techniques de

lutte innovantes basées sur le synergismes approuvé .
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Etude de I’effet synergique entre les antagonistes biologiques et ’huile essentielle
d’Eucalyptus globulus Labill. dans le contréle intégré de flétrissement vasculaire du pois
chiche (Cicer arietinum L.).

Résumé

L’objectif de cette étude est d'évaluer I’effet synergique entre I’huile essentielle d’Eucalyptus
globulus Labill., en association avec quelques espéces de Trichoderma sp, pour envisager une
lutte biologique intégrée. Dans les essais in vitro, ’huile essentielle a exercé une activité
inhibitrice de la croissance mycélienne du Foc avec des intervalles d’efficacité variable entre
55.81 et 83.81% en contact direct et entre 66.13 et 75.04%, en contact indirect. L'ensemble de
souches de Trichoderma sp ont marqué des zones d’inhibition de la croissance mycélienne de
71.25 et 100% par le test direct et de 24.12 et 81.84% par le test indirect. Par ailleurs, les filtrats
de culture ont également inhibé la croissance mycélienne du Foc, dont I’intervalle d’efficacité
est variable entre 56 et 100% pour la C1, 26 et 100% pour la C2, ainsi qu’entre 26 et 100% pour
la C3. L’association huile essentielle / Trichoderma spp expose des modifications parfois
profondes sur 1’aspect morphotypique et le comportement antagoniste des souches fongiques.
Toutefois, un synergisme significativement positif a été constaté, et la zone d’inhibition a été
augmentée avec des fréquences variables entre 0.11 et 27.02% pour les tests directs et entre
1.90 a 46.86% pour le test indirect. L’association filtrats de culture de Trichoderma/huile
essentielle augmente 1’efficacité d’inhibition avec des taux variables entre 15.64 et 73.79%. Les
traitements in vivo montrent que les valeurs de I’AUDPC enregistrées chez les plantules de pois
chiche traitées par 1’huile essentielle exposent une diminution de la gravité de la maladie entre
36.01% et 65.25%. Cependant, les valeurs notées chez celles traitées par les différentes especes
de Trichoderma sp sont plus au moins supérieures, et sont variables exposent une diminution
de la gravité variable entre 0.98 et 38.41 %. Par ailleurs, un effet synergique trés remarquable
a été constaté en traitement associés de 1’huile essentielle avec les Trichoderma in vivo en
comparaison avec les traitements individuels, ou une augmentation de la diminution de la
sévérité de la maladie a été constatée avec des taux de diminution variables entre 56.92 et
70.76%. Les huiles essentielles interagissent d’une maniére synergique avec les agents

biologiques améliorant par conséquent le contrdle biologique du Foc.

Mots-clés. Synergisme, Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, Trichoderma sp, huile essentielle,

E. globulus.
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Synergistic effect of biological antagonists and essential oil of Eucalyptus globulus

Labill. in the integrated control of vascular wilt of chickpea (Cicer arietinum L.).

Abstract

The aim of this study is to evaluate the synergistic effect of the essential oils of E. globulus, as
well as the biological control agents Trichoderma in order to consider an integrated biological
control. In in vitro tests, essential oil exerted an inhibitory activity on the mycelial growth of
Foc with variable efficiency ranges between 55.81 and 83.81% in direct contact and between
66.13 and 75.04% in indirect contact. The use of strains of Trichoderma sp scored zones of
inhibition of mycelial growth of 71.25 and 100% by the direct test and 24.12 and 81.84% by
the indirect test. In addition, the culture filtrates also inhibited the mycelial growth of Foc, with
an efficacy range 56-100% for C1, 26-100% for C2, and 26-100% for C3.26 and 100% for C3.
The combination of essential oil and Trichoderma spp. Changes in the morphotypic aspect and
antagonistic behavior of the fungal strains. However, a significantly positive synergism was
observed, and the zone of inhibition was increased with frequencies variable between 0.11 and
27.02% for direct tests and 1.90 and 46.86% for the indirect test. The combination of
Trichoderma culture filtrates/essential oil increase the inhibition efficiency with frequencies
variable between 15.64 and 73.79%. In in vivo treatments, results show that the AUDPC values
recorded in chickpea seedlings in chickpea seedlings treated with essential oil show a decrease
in disease severity between 36.01 disease severity between 36.01% and 65.25%. However, the
values recorded in those treated with the different species of Trichoderma sp are more or less
higher, and are the values for those treated with the different species of Trichoderma sp are
more or less higher, and vary from 0.98 to 38.41%. In addition, a very very remarkable
synergistic effect was observed in combined treatment of the essential oil with Trichoderma in
vivo compared to individual treatments, where an increase in the decrease of the disease severity
was observed with rates of decrease varying between 56.92 and 70 between 56.92 and 70.76%.
The essential oils interact synergistically with synergistically with the biological agents thereby

improving the biological control of Foc.

Keywords. Fusarium oxysporum f. sp. ciceris, synergisems, Trichoderma sp, essential oil,

E. globulus.
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