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Résumé

La pourriture brune des cabosses du cacaoyer causée par Phytophthora palmivora entraine en Cote d’lvoire 30 %
de pertes sur les productions. Actuellement, pour combattre cette maladie, la lutte intégrée est envisagée. Elle inclue
les pratiques culturales, la sélection des variétés résistances et I'utilisation des antagonistes contre Phytophthora
sp. notamment les espéces du genre Trichoderma. Cette derniére approche nécessite I'isolement, I'établissement
d’une collection des Trichoderma issus de la cacaoyere et I'évaluation du potentiel antagoniste de celle-ci pour le
choix des antagonistes efficaces a Phytophthora palmivora. A cet effet, des confrontations directes in vitro aussi
bien que in vivo sur feuilles et sur cabosses ont été réalisées. Quarante trois isolats de Trichoderma montrent une
activité antagoniste vis a vis de Phytophthora palmivora sur milieu de culture, avec des taux d’inhibition de I'ordre
de 34 a 79 % mais, aussi réduisent significativement la sensibilité foliaire de 6 clones de cacaoyer et de cabosses.
Ces tests in vitro et in vivo ont permis de retenir les isolats T.spirale T4, T.virens T7, T.asperellum T54 et T.harzianum
T40 a forte action inhibitrice vis a vis de Phytophthora palmivora, offrant une forte aptitude a réduire la sensibilité
et surtout a renforcer la résistance intrinséque du clone sensible NA32 au parasite. Ces tests d'antagonistes ont
permis la sélection des Trichoderma sp. candidats aux essais au champ. La réalisation des essais au champ évaluera
I'efficacité en milieu réel des antagonistes naturels sur le développement de la maladie.

Mots clés : Pourriture brune, Phytophthora palmivora, lutte biologique, Trichoderma sp, cacaoyer

Abstract

Inhibition of Phytophthora palmivora, causative agent of cacao black pod disease in Céte d’lvoire,
by Trichoderma isolates.

Cocoa black pod disease in Céte d'ivoire, due to Phytophthora palmivora , can cause crop losses up to 30%. At
present, for controlling cocoa black pod rot, an integrated pest management strategie was envisaged, and include
cultural pratices, selection for resistant cocoa varieties and biological control microorganisms. The latter
approach need isolation, establishment of collection microorganisms found in the cocoa ecology of Céte d’lvoire
and evaluations for their ability to control P. palmivora for screening biocontrol candidates. In vitro direct
confrontation also although leaf disc and the cocoa pod biocontrol screening biotest have been carried out. Forty-
three of isolates Trichoderma expressed in vitro inhibition against P. palmivora on high-nutrient media, with in the
order of 34 a 79 % of inhibition rate but, also were significantly reduced the level of susceptibility of six clones
and cocoa pods to P. Palmivora. The isolates T.spirale T4, T.virens T7, T.asperellum T54 et T.harzianum T40 were
found to be very effective against P. palmivora by these in vitro and in vivo tests, exhibiting high potential to reduce
the susceptibility and especially to reinforce intrinsic resistant susceptible clone (NA32) towards P. palmivora.
These screening tests pemitted the selection of Trichoderma isolates candidates for field trials. This field trials
will assess for efficacy biocontrol candidates from cacao agrosystems on the evolution of disease.
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1. Introduction

En Céte d'lvoire, le cacao représente la principale
culture d’exportation (ICCO0, 2000). Actuellement,
la Cdte d’'lvoire est le premier producteur
mondial avec de plus de 43 % de la production
mondiale (ICCO, 2003). La cacaoculture
ivoirienne est soumise a de nombreuses
contraintes au sein desquelles le fléau des
mirides et la pourriture brune de cabosses
causée par Phytophthora palmivora occupent
une place importante. La pourriture brune des
cabosses est une affection qui prend de plus en
plus d’ampleur depuis la découverte de
Phytophthora megakarya dans la zone Est du
verger ivoirien. Dans cette zone, les pertes de
production sont passées en moyenne de 20 a 30-
45 % ou aucune autre raison, autre que la pourriture
brune ne pourrait justifier cette recrudescence des
pertes observées (Kébé, 1999).

Pour combattre cette maladie, la lutte chimique
était envisagée suite aux résultats concluants
de la recherche, mais cette lutte reste toutefois
difficile a vulgariser a cause des co(ts onéreux
des fongicides et la pénibilité du travail pour le
paysan (Pereira, 1985 ; Fulton, 1989 ; Kébé,
1994). A cela, il faut ajouter les exigences de la
qualité du cacao (présence de résidus) et de la
protection de I'environnement qui n’encoura-
geraient pas les applications effrénées des
fongicides (Bowers et al., 2001a) . L'évaluation
de la résistance du cacaoyer aux Phytophthora
sp a partir d’organes autres que les cabosses a
réduit considérablement le temps de sélection
et a accru 'amélioration génétique du cacaoyer,
mais il faut reconnaitre que les clones ou les
hybrides sélectionnés ne présentent qu'une
tolérance vis a vis du parasite plutét qu'une
résistance totale.

Actuellement, la lutte contre la pourriture brune
des cabosses de cacao est devenue une
nécessité et une priorité nationale. La stratégie
élaborée est de développer une méthode de lutte
intégrée moins contraignante, moins colteuse
pour les paysans et respectueuse de I'environ-
nement. Cette stratégie inclue 'amélioration des
pratiques culturales, la sélection des variétés
résistantes ou tolérantes a Phytophthora
palmivora, et l'utilisation des microbes
antagonistes naturels de Phytophthora sp
(Bowers et al., 2001a). Dans la plantation de
cacaoyers, il est indiqué I'existence de certains

microbes bénéfiques qui évoluent naturel-
lement, et qui sont des antagonistes effectifs de
la majorité des pathogénes des plantes. Les
especes du genre Trichoderma ont été décrites
comme potentiels agents bénéfiques pour
contrdler Phytophthora palmivora (Bong et al.,
1996 ; Krauss et al., 2003 ; Mpika, 2002).
L'utilisation de Trichoderma sp pour abaisser
la pression d’'inoculum de Phytophthora sp en
réduisant ainsi I'incidence de la pourriture brune
a été entreprise depuis quelques années en
particulier en Amérique latine (Hebbar et al.,
1999; Bong et al., 2000; Krauss et Soberanis,
2002 ; Krauss et al. 2003). Mais la spécificité du
pouvoir antagoniste chez les Trichoderma, et la
particularité de la cible a atteindre et de son
environnement exigeraient le choix des
Trichoderma sp adaptés aux conditions
agroclimatiques du pays.

Dans la présente étude, nous avons recherché
a isoler les Trichoderma sp dans I'écosystéme
de la cacaoyére d’'une part et d’autre part, nous
avons caractérisé leur pouvoir antagoniste aussi
bien in vitro que in vivo sur feuilles et sur
cabosses pour permettre la sélection des
Trichoderma sp pour les essais de lutte contre
P. palmivora en plantation.

2. Matériel et Méthodes

2.1. Matériel

2.1.1. Matériel végétal

Six clones de cacaoyer de sensibilité variable
vis a vis de la pourriture brune des cabosses
ont été utilisés. Il s’agit des clones sensibles
(NA32 et IFC5), des clones moyennement
résistants (IMC67 et T85/799) et des clones
résistants (SCA6 et PA150). Ces clones sont
issus de deux parcelles expérimentales B10 et
C2/2, plantées en 1979 et 1986 a la station de
Bingerville. Chaque clone est représenté par 4
arbres. Huit feuilles saines sont prélevées sur
les rameaux semi aodtés de chaque arbre. Des
disques foliaires de 15 mm de diamétre ont servi
a tester I'effet antagoniste de Trichoderma sp a
P. palmivora sur feuilles in vivo.

L'évaluation de l'action des isolats de
Trichoderma sp contre P. palmivora a été
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effectuée sur des cabosses du clone NA32
(sensibles). Sur ce clone, quatre arbres ont été
retenus et une cabosse récoltée par arbre soit
quatre cabosses par isolat de Trichoderma
testé. Les cabosses saines récoltées sont
issues du croisement NA32 x IFC5 aprés des
pollinisations manuelles de fleurs.

2.1.2. Matériel fongique

L'isolat de I'espéce Phytophthora palmivora est
appelé BL7/11-2. Il a été isolé sur une cabosse
naturellement atteinte de pourriture brune, prélevé
sur l'arbre 2 de laligne 11 de la parcelle expérimentale
BL7 plantée en 1986 a la station de Bingerville.

Les isolats de Trichoderma utilisés dans cette
étude ont été obtenus par piégeage a partir des
fragments de cortex de cabosses infectés par
P. palmivora introduits dans les échantillons
de sol. Ces échantillons sont prélevés dans
les parcelles cacaoyéres des stations de
recherche de Divo et Bingerville. Les isolats
sont repiqués, entretenus sur milieu petit pois
gélosé et conservés a — 20 °C dans du glycérol
50%. La caractérisation moléculaire des
différents isolats de Trichoderma obtenus a
été effectuée par la méthode développée par
Druzhinina et al. (2005). L'origine et la localité
géographique des isolats sont résumées
dans le tableau 1.

Tableau 1 : Origine et localité géographique des isolats de Trichoderma sp utilisés.

Code isolat Isolat

Numero Genbank*
IST1 -2 et tefl

Localité géographique

Trichoderma virens

146 T27 CPK 2141 Divo
162 T41 CPK 2142 "
315 T16 CPK 2148
318 T19 CPK 2150
319 T2 CPK 2151
317 T3
320 T8 CPK 2152
317 T13
379 T9 Bingerville
321 T6 CPK 2153 Bingerville
322 T20 CPK 2154 Divo
324 Ti8 CPK 2156 "
336 T17 CPK 2157
337 T45 CPK 2158 "
343 T21 CPK 2162 Bingerville
359 T7 CPK 2168 "
360 T15 CPK 2169
363 T56 CPK 2171
365 T33 CPK 2172
367 T25 CPK 2173
372 T28 CPK 2174
373 T10 CPK 2175
374 T31 CPK 2176
375 T51 CPK 2177
376 T55 CPK 2178
378 T24 CPK 2179
380 T32 CPK 2181
381 T30 CPK 2182
383 T58 CPK 2183
384 T12 CPK 2184
385 T64 CPK 2185
388 T29 CPK 2186
340 T26
Trichoderma spirale
304 T34 CPK 2143 Divo
308 T38 CPK 2144 "
342 T39 CPK 2161 Bingerville
349 T4 CPK 2164 "
313 T46 Divo
Trichoderma harzianum
323 T42 CPK 2155 Divo
347 T44 CPK 2163 Bingerville
350 T40 CPK 2165 "
353 T36 CPK 2166
356 T35
Trichoderma asperellum
338 T5 CPK 2159 Bingerville
361 T54 CPK 2170 "

Légende: Numero Genbank*-Institute of Chemical Engineering, Research Are Gene Technology and Applied Biochemistry, Vienna

University of Technology, Vienna,Austria.
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2.2 Méthodes

2.2.1. Isolement de Phytophthora palmivora

L’isolement est réalisé en prélevant un morceau
de cabosse pourrie et en le déposant sur un
milieu eau gélosée a 1,5 %. Sur ce milieu, le
thalle se développe en absence de bactéries.
Aprés que le thalle se soit formé, un fragment
mycélien est prélevé sur le front de croissance
de la culture et transféré dans des boites de
Pétri sur milieu gélosé a base de petit pois
(Huguenin & Boccas, 1971). L'incubation est
réalisée a 26 °C pendant 4 a 5 jours. Pour éviter
I'hétérogénéité évidente de zoospores, le
clonage de la souche par isolement mono
zoospores a été effectué selon la technique
décrite par Babacauh (1980).

2.2.2. Préparation d’'inoculum de P. palmivora
et Trichoderma sp

L’'inoculum de P. palmivora est constitué d’'une
suspension de zoospores. Elle est obtenue a
partir d’'une culture agée de 5 a 6 jours dans
des fioles de Roux. L'incubation est faite sous
une photopériode de 12 heures pendant trois
jours, la culture est inoculée avec 40 ml d'eau
distillée puis placée pendant 15 minutes a une
température de 4 °C. La culture est enfin
exposée a la lumiére d’'une lampe a incan-
descence pendant 45 minutes. La suspension
de zoospores obtenue dans la fiole de Roux est
dénombrée & l'aide d’'une cellule de Malassez
et ajustée a la concentration de 3.10° zoospores
/ml en vue d’effectuer des inoculations sur
feuilles et sur cabosses.

Pour I'évaluation de I'activité antagoniste in vivo
sur disques foliaires et cabosses détachées, le
mycélium d’'une colonie de Trichoderma agée
de 10 jours sur milieu petit pois a été gratté
superficiellement a l'aide d’'une spatule stérile.
L’amas mycélien obtenu est mis dans un tube
contenant 10 ml d’eau distillée stérile. La
suspension est homogénéisée par agitation sur
I'agitateur mécanique pendant 1 min, filtrée
sous tissu percale stérile avant de dénombrer
les spores sur cellule de Malassez. La quantité
de spores obtenues est calibrée a 108 spores/
ml. Cette concentration optimale est retenue
pour obtenir une germination rapide et des tubes
germinatifs plus rigoureux (Dubos, 1986).

2.2.3. Activité antagoniste in vitro des
Trichoderma sp vis a vis de Phytophthora
palmivora.

2.2.3.1.Confrontation directe sur milieu de culture.

Les séries d’expérience de confrontation directe,
sur milieu de culture, ont été réalisées entre
Phytophthora palmivora et les isolats de
Trichoderma. La technique utilisée consiste a
mettre en culture, dans une méme boite de Pétri
contenant le milieu petit pois, des explants
mycéliens appartenant a un isolat de
Trichoderma et de P .palmivora. Ces explants
calibrés de 6 mm de diamétre ont été prélevés
a I'emporte-piéce sur le pourtour de culture non
sporulant agée de 4 jours et placés a 3 cm a
I'équidistance du centre de la boite. Six boites
de Pétri ont été ensemencées constituant
chacune une répétition. L'incubation est réalisée
a 26 °C pendant une semaine. Une mensuration
journaliere du diametre de croissance de
chaque explant mis en culture a été réalisée et
s’est poursuivie jusqu’a ce que les cultures
remplissent les boites. Les témoins sont
constitués de culture de Trichoderma et de
Phytophthora mis en culture séparément dans des
boites de Pétri. Comparées aux témoins, ces
mensurations journalieres ont permis d'évaluer
I'action antagoniste de Trichoderma vis a vis de la
croissance mycélienne de P. palmivora. Les taux
d’inhibition de la croissance mycélienne exercés
par Trichoderma ont été calculés selon la formule
décrite par Whipps (1997) : 1 (%) = (1-Dn/Do) x 100,
ou | (%) représente inhibition moyenne de la
croissance mycélienne, Dn est le diamétre moyen
de P. palmivora en présence de Trichoderma et
Do est le diametre moyen de P. palmivora en
absence de Trichoderma (témoin).

2.2.3.2.Survie de P. palmivora aprés la
confrontation directe.

La survie de P .palmivora a été déterminée
aprés une confrontation directe avec un isolat
de Trichoderma sur milieu petit pois gélosé en
boites de Pétri de 90 mm de diametre. L’explant
calibré de 6 mm de diameétre d'un isolat de
Trichoderma étant ensemencé a 5 cm de I'isolat
de P.palmivora. Les cultures mises a incuber a
I'obscurité et a 26 °C sont examinées une
semaine apres le contact de deux fronts de
croissance des thalles de Trichoderma et

Sci. Nat. Vol. 6 N° 1 : 49 - 62 (2009)



Inhibition de Phytophthora palmivora par Trichoderma 53

P.palmivora. Apres le contact des hyphes, quatre
explants sont prélevés a I'emporte-piéce sur une
génératrice axiale du cdté de I'explant de
P.palmivora. Les explants prélevés sont
introduits dans une cabosse verte au niveau
d’'une ouverte profonde de 2 cm au moins
obtenue au moyen d’'un emporte-piéce. Les
cabosses ainsi ensemencées sont placées
dans les cristallisoirs, sous une mousse
imbibée d’eau distillée. Deux répétitions
constituées chacune de 4 cabosses ont été
réalisées. L'incubation a été réalisée a 26 °C
en condition d’humidité saturante (80 %)
pendant 6 jours.

A la présence des symptomes de pourriture
brune sur cabosses ensemencées, les
prélevements d’explants se sont poursuivis
jusgu’a sept semaines apres la rencontre des
hyphes. Le taux de survie P. palmivora a été
estimé en fonction du temps par le nombre de
cabosses présentant les symptdmes de
pourriture brune sur I'ensemble des cabosses
ensemencées.

2.2.3.3. Activité antagoniste in vivo des
Trichoderma sp vis a vis de Phytophthora
palmivora

L’activité antagoniste in vivo de Trichoderma sp
a été évaluée sur feuilles et sur cabosses
détachées au laboratoire.

Test sur disques de feuilles

La méthode d’évaluation de la résistance a
Phytophthora sp sur feuille développée par
Nyassé et al. (1995) a été utilisée comme base
de la mensuration de I'effet des espéces de
Trichoderma sur Phytophthora palmivora. Cette
méthode consiste a prélever les feuilles saines
sur des rameaux semi aodtés situés dans la
canopée de I'arbre a mi-ombre. Ces feuilles sont
pré conditionnées afin de rendre le limbe plus
réceptif, en les plagant pendant une nuit, la face
inférieure contre une mousse imbibée d’eau
distillée, dans un bac hermétiquement fermé.
Aprés le pré conditionnement, les disques de
feuilles de 15 mm de diamétre sont préparés et
disposés en randomisation totale dans 4 bacs
(répétitions). Ainsi, 8 disques par clone et par bac
ont été inoculés par isolat de Trichoderma soit 48
rondelles pour 6 clones de cacaoyers. Les
inoculations ont été réalisées a I'aide d’une micro
pipette (pipetman), par dépot préalable de 10 ul

d’'une suspension de spores de Trichoderma
calibrée a 108 spores par ml suivie d'une
inoculation d’une suspension de zoospores de P.
palmivora calibrée a 3.10° zoospores /ml, a la face
inférieure de chaque disque foliaire.

L’incubation est réalisée & I'obscurité et a 26
°C. Apres 7 jours d’incubation, la lecture des
symptdomes a été faite selon une échelle de
sensibilité foliaire qui varie de 0 (absence de
symptdmes) a 5 (tache vraie) (Nyassé et al.,
1995, Blaha et al., 2000).

L’action antagoniste des isolats de Trichoderma
vis-a-vis de P. palmivora a été évaluée en
comparant les valeurs moyennes de notes de
sensibilité foliaire en présence de Trichoderma
par rapport au témoin inoculé uniquement du
pathogéne.

Test sur cabosses détachées

L'aptitude des isolats de Trichoderma sp a
réduire la fréquence et la taille de Iésions due
par Phytophthora palmivora sur cabosses a été
évaluée en suivant une modification de la
méthode d’évaluation de la résistance a P
.palmivora des cabosses détachées en
laboratoire développée par lwaro et al. (1997b,
2000). La modification implique I'introduction de
deux étapes d'inoculation de cabosses. Dans
la premiére étape, aprés un séjour de 24 heures
sur une mousse imbibée d’eau distillée afin de
rendre le cortex plus réceptif, les cabosses sont
pulvérisées sur la face latérale par une
suspension de spores de Trichoderma a 108
spores /ml. Ensuite dans la deuxieme étape,
une seconde inoculation a été faite, a I'intervalle
de 4 heures, en les aspergeant d'une
suspension de zoospores de Phytophthora
palmivora a 3.10° zoospores/ ml. La cabosse
aspergée est située a prés de 30 cm de
I'asperseur. Une moyenne de 1ml d’'inoculum
est déposée par cabosse. Les cabosses ainsi
inoculées sont placées dans les bacs sur la
mousse gorgée d’eau distillée. Dans un bac,
43 cabosses sont disposées en ligne a raison
d’'une cabosse par isolat de Trichoderma testé.
Une randomisation totale est effectuée entre
lignes et les cabosses d’'une méme ligne.

L'incubation des cabosses inoculées est réalisée
a la température ambiante (28-30 °C) pendant 6
jours. Aprés quatre jours d’'incubation, la sévérité
de l'infection est évaluée sur une échelle de
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notation d’'lwaro et al.( (1997b, 2000) qui varie
de 1 (lésion non visible) a 8 (lésions
fusionnées). La réaction a l'inoculation
simultanée de Trichoderma et P. palmivora est
estimée sur la fréquence et la taille des lésions
formées sur la face latérale de la cabosse.
L'évaluation d'inhibition de Iésions sur cabosses
exercée par un isolat de Trichoderma est estimée
par le calcul du taux d'inhibition selon la formule
décrite par Whipps (1997) : 1 (%) = (1-Cn/Co) x 100.
Ou | (%) représente inhibition moyenne en
pourcentage, Cn est la note moyenne sensibilité
a P. palmivora des cabosses en présence de
Trichoderma et Co est la note moyenne sensibilité
a P. palmivora des cabosses en absence de
Trichoderma (témoain).

Les témoins sont constitués des cabosses
inoculées uniquement par la suspension de
zoospores de P. palmivora.

Analyses statistiques.

Toutes les données ont été analysées en
utilisant un logiciel Xlstat version 7.5.3.
L'évaluation de I'effet de Trichoderma sur la
croissance mycélienne de P. palmivora a été
effectuée par comparaison des taux moyens
d’'inhibition de la croissance de P. palmivora.
Sur les disques de feuille de 6 clones, I'effet
des isolats de Trichoderma sur la nécrose
foliaire causée par P. palmivora a été classifié
par I'analyse ascendante (cluster analyse,
Everitt, 1980). Cette analyse a été appliquée aux
données du test sur disque de feuille dans le
but de regrouper les isolats de Trichoderma
ayant les mémes valeurs moyennes de
sensibilité a P. palmivora, en utilisant la méthode
« Ward’s methods » avec distance de mesure,
la distance Euclidienne. Sur les cabosses, ces
notes ont permis de calculer le taux d’'inhibition
pour lesquels les isolats de Trichoderma ont
été comparés. La comparaison entre les
moyennes a été faite par le test de Newman et
Keuls Student avec une probabilité de 5 %.

3. Résultats

3.1. Effet in vitro des Trichoderma sp sur
lacroissance mycélienne de Phytophthora
palmivora

Généralement, le diametre moyen des colonies
de P. palmivora a été réduit en présence des

isolats de Trichoderma (Tableau 2). Au bout de
quatre jours d’incubation, ces réductions atteignent
51 mm et 15,92 mm pour les isolats T. harzianum
T35 et T. virens T7, traduisant une inhibition
respectivement de I'ordre de 33,91 % et 79,37 %.
Cette action inhibitrice de la croissance mycélienne
de P. palmivora a été variable et dépend de I'isolat
de Trichoderma. Une analyse de variance portant
sur les taux d’inhibition de la croissance
mycélienne de P palmivora révéle une différence
hautement significative (P < 0,0001). Cependant,
il a été identifié plusieurs groupes de signification
relativement chevauchants. Les isolats T. virens
(T9,T51,T8,T32, T27,T7), T. spirale (T34, T4), T.
asperellum T54 et T. harzianum T44 ont une forte
action antagoniste vis-a-vis de P. palmivora. Ces
isolats ont inhibé significativement la croissance
mycélienne de P. palmivora de plus de 64 % par
rapport au témoin.

3.2. Effet de Trichodermasur lapathogénie
de Phytophthora palmivora aprés la
confrontation directe.

Les cabosses inoculées avec les fragments
mycéliens de P. palmivora issus de la
confrontation directe avec les isolats de
Trichoderma ont produit des taux des cabosses
pourries relativement différents d'une espece a
l'autre (Tableau 3). Ainsi, pour P. palmivora en
culture mixte avec T. virens, trois groupes des
isolats ont été relativement identifiés par les taux
des cabosses atteintes de pourriture brune.
Premier groupe a été composé des isolats T.
virens T2, T.virens T6, T. virens T7, T. virens T9, T.
virens T10, T. virens T15, T. virens T17 et T. virens
T20, caractérisé par une destruction de P.
palmivora, dés la premiére semaine. Avec ces
isolats, les cabosses inoculées avec des
fragments mycéliens P. palmivora n’ont présenté
aucun symptéme de la pourriture brune. Le
second groupe est constitué des isolats T12, T19,
T24, T16, T18 et T8 marqués par une élimination
du mycélium de P. palmivora entre la deuxiéme
et la septieme semaine. Le troisieme a été
représenté par les restes des isolats de T. virens
qui n'ont pas révélé un effet sur le pouvoir
pathogene de P. palmivora. Cependant,
Phytophthora palmivora en présence des isolats
des autres espéces de Trichoderma a provoqué
des symptomes de la pourriture brune sur toutes
les cabosses inoculées soit un taux de 100 %. A
I'exception des isolats T4 de T. spirale et TS5 de T.
asperellum qui ont respectivement détruit le
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mycélium de P. palmivora aprés une semaine et et T5 est confirmé par I'absence de la pourriture
deux semaines de confrontation directe. Le brune sur les cabosses inoculées exprimant ainsi
mycoparasitisme nécrotrophique des isolats T4 un taux de 0 %.

Tableau 2 : Classification de I'effet inhibiteur des isolats de Trichoderma sp sur la croissance mycélienne de
Phytophthora palmivora aprés 4 jours de confrontation.

Isolats Diametre de croissance (mm) Taux d'inhibition (%)
Phytophthora palmivora (Témoin) 77,17 0
Trichoderma harzianum (T35) 51,00 33,912
Trichoderma virens (T45) 49,75 35,532
Trichoderma virens (T12) 46,92 39,202
Trichoderma virens (T28) 44,17 42,77
Trichoderma harzianum (T42) 43,42 43,74
Trichoderma virens (T26) 43,17 44,06 ™
Trichoderma virens (T20) 42,58 44,82 ™™
Trichoderma virens (T21) 41,92 45,68 "
Trichoderma virens (T33) 40,75 47,19 °*
Trichoderma virens (T3) 40,33 47,73 ©¢
Trichoderma virens (T16) 39,17 49,25
Trichoderma virens (T30) 39,00 49,25
Trichoderma virens (T2) 38,83 49,68
Trichoderma harzianum (T40) 36,50 52,70 %™
Trichoderma virens (T6) 36,42 52,81 %™
Trichoderma virens (T18) 35,33 54,21 "
Trichoderma spirale (T46) 34,42 55,40 °"
Trichoderma virens (T29) 33,92 56,05 "
Trichoderma virens (T13) 32,92 57,35 9"
Trichoderma virens (T58) 32,67 57,67 "
Trichoderma virens (T56) 32,42 57,99 9"
Trichoderma virens (T25) 31,92 58,64 %"k
Tichoderma spirale (T39) 31,33 59,40 9"k
Trichoderma virens (T15) 30,58 60,37 9"
Trichoderma virens (T19) 30,50 60,48 "k
Trichoderma virens (T31) 30,17 60,91 9k
Trichoderma virens (T55) 30,17 60,91 9"
Trichoderma virens (T10) 29,67 61,56 9"k
Trichoderma virens (T24) 29,67 61,56 9"k
Trichoderma harzianum (T36) 29,67 61,56 9"k
Trichoderma virens (T17) 29,58 61,66 9"
Trichoderma spirale (T38) 28,75 62,74 "k
Trichoderma harzianum (T44) 27,83 63,93 "km
Trichoderma asperellum (T54) 27,83 63,93 k"
Trichoderma asperellum (T5) 27,33 64,58 "k
Trichoderma spirale (T4) 27,08 64,90 "
Trichoderma virens (T9) 26,00 66,31 "
Trichoderma virens (T51) 25,67 66,74 "
Trichoderma virens (T8) 24,83 67,82
Trichoderma virens (T32) 22,50 70,84 "
Trichoderma spirale(T34) 22,25 71,17
Trichoderma virens(T27) 20,25 73,76 ¢
Trichoderma virens (T7) 15,92 79,37"
Anova F= 40,80 P < 0,0001

* les moyennes suivies des lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 5 % selon test de Newman & Keuls.
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Tableau 3 : Effet de Trichoderma sur la pathogénie de Phytophthora palmivora sur cabosses détachées.

Taux (%) des cabosses atteintes de pourriture brune en

Isolats de Trichoderma

fonction du temps de confrontation (semaines)

1 2 3 4 5 6 7
Trichoderma virens
T2 0
T6 0
T20 0
T17 0
T7 0
T15 0
T10 0
T12 50 0
T19 25 25 25 0
T24 100 50 25 0
T16 25 25 25 25 0
T18 25 25 25 25 0
T8 50 50 50 50 50 0
T55 25 25 25 25 25 25
T51 50 25 25 25 25 25
T58 50 50 25 25 25 25 25
T30 50 50 50 50 50 50 50
T25 100 50 50 50 50 25 25
T56 100 100 50 50 25 25 25
T32 100 50 50 50 25 25 25
T29 100 50 50 50 50 50 25
T33 100 50 50 50 50 50 50
T31 100 100 100 100 50 50 25
T27 100 100 100 100 100 100 100
T45 100 100 100 100 100 100 100
T28 100 100 100 100 100 100 100
Trichoderma spirale
T4 0
T34 100 100 100 100 100 100 100
T38 100 100 100 100 100 100 100
T39 100 100 100 100 100 100 100
Trichoderma harzianum
T42 100 100 100 100 100 100 100
T44 100 100 100 100 100 100 100
T40 100 100 100 100 100 100 100
T36 100 100 100 100 100 100 100
Trichoderma asperellum
T5 100 0
T54 100 100 100 100 100 100 100

3.3. Effet de I'application de Trichoderma sur
lanécrose des disques de feuille et cabosses
causée par Phytophthora palmivora

Une large proportion des isolats de Trichoderma
testés a réduit sur les disques foliaires de six
clones de cacaoyer les attaques de Phytophthora
palmivora utilisé dans cette expérience (Tableau
4). Trente-deux isolats de Trichoderma ont montré
une forte action réductrice de la sensibilité a P.
palmivora des disques de feuilles traitées par
rapport aux témoins non traités. L'application des
conidies de Trichoderma sur les disques foliaires
n'ont engendré aucun symptome visible de P.
palmivora (notation de symptdome : 0). Un petit point
de pénétration de P. palmivora (notation
symptome : 1) a été observé sur les disques de
feuilles pré inoculées avec dix autres isolats de
Trichoderma, tandis que avec l'isolat de T. spirale,
les points en réseau (notation symptome : 2) causé
par P. palmivora ont été observés sur les disques

de feuilles de six clones de cacaoyer. L'analyse
du dendrogramme (Fig.1) fait ressortir trois
groupes des isolats de Trichoderma ayant plus
ou moins les mémes valeurs moyennes de
sensibilité a P .palmivora de 6 clones de cacaoyer
utilisés. Le groupe 1 comprend les isolats de
Trichoderma ayant réduit significativement
I'attaque de la nécrose des feuilles due par P.
palmivora. Il est constitué de 32 isolats de
Trichoderma. Les isolats T. virens T51, T. virens
T26, T. asperellum T54, T. spirale T46, T. spirale
T38, T. virens T12, T. virens T30, T. virens T3, T.
virens T6 et T. virens T13 pourraient composer le
groupe 2. Ces isolats réunis dans ce groupe ont
réduit aussi l'incidence des symptémes de la
maladie causée P. palmivora sur disques de
feuilles traitées. Le groupe 3 est constitué d’'un
seul isolat nayant aucun effet réducteur de la
sensibilité foliaire a P. palmivora. Il s’agit de I'isolat
T. spirale T39.
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Tableau 4 : Distribution des notes de sensibilité a Phytophthora palmivora aprés I'application de spores des isolats
de T. harzianum sur disques de feuilles de six clones de cacaoyer.

Notation des symptdmes

0 1 2

Nombre des isolats de Trichoderma 34 9 2

Distance Eucludierme

spirale (T35)

wirens (TE1)

z
kc}
virens (TZ6) 4
5
]

i} E 10 15 Z0 zZE
RS HREERE R R 2 b R +
T.spirale (T4} 3E —_
T.wirens (TZ9) el —
T.wirens (T33) 37 —
T.wirens (TZ2) je2} —
T.wirens (TZ) Z6 —
T.wirens (TE4) 34 —
T.wirens (T2) 3B —
T.wvirens (TZ1) 4z —
Trirens (TZE) z7 —
T.virens (T3} jeked —
T.wirens(T19) 40 —
T.wirens (TES) 41 —
T.wirens (T1lO) ek} —
T.wirens (TES) 44 —
T.wirens (T41l) ZB —
T.wirens (T17) 20 —
T.virens(T7) 31 —
T.wirens (TEE) 45 —
T.wirens (TZ1) 432 —
T.wirens(T15) Z1 —
T.harzia (T36) £5 —
T.wirens (T12) Z3 —
T.wirens (TEZ7) Z2 —
T.spirale (T324) z4 —
T.wirens (TZ0) 1z —
T.aszperel (TE) 17 —
T.harzia (T42) Z0 —
T.wirens (T45) ZZ —
T.wvirens (Tl&) 15 —
T.harzian(T3E) 16 —
T.harzia(T44) 12 —
T.wirens (T3Z) 13 —
T.harzia. (T40) 1z
P palwivora* 1
i
T.
T.
T
iT:
T
T
T
T
T
T.

ol

_asperel(TE4) ]_‘
.spirale(T48)
.spirale(T38) 10
.wirens(T1Z) 1l
_wirens (T30 14
.wirens (T3} &
.wirens (TE) 2
wvirens (T13) 7

Figure 1. Dendrogramme des isolats de Trichoderma obtenu & partir des valeurs moyennes de sensibilité a P .palmivora
de 6 clones de cacaoyer.
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La pulvérisation des cabosses avec une
suspension des spores de Trichoderma sp a eu
un effet protecteur variable vis-a-vis de P .palmivora,
lequel dépendait pour l'isolat de Trichoderma
éprouvé. Une analyse de variance a confirmé qu'il
existe une différence significative en relation entre
les isolats de Trichoderma pulvérisés et la
réduction de symptdmes de la pourriture brune
des cabosses enregistrée. Les cabosses traitées
avec lesisolats T.virens T7, T .virens T19, T. virens
T8, T. virens T13 et T. virens T20 ont réduit
significativement I'extension des nécroses causée

par P. palmivora. Ces isolats ont montré les notes
de sensibilité entre 1 et 1,75 comparées a la note
6,34 enregistrée avec le témoin, ce qui correspond
a une inhibition de la Iésion variant entre 72,44 et
84,25 % (Tableau 5). Par ailleurs, les isolats T.
harzianum T40, T. asperellum T54 et T. spirale T4
ont aussi exprimé une forte action inhibitrice. En
revanche, I'application de la suspension des
spores de T. virens T26, T. spirale T39 et T.
asperellum T5 sur les cabosses n'a pas permis
la réduction des attaques de P. palmivora,
traduisant une inhibition inférieure a 20 %.

Tableau 5 : Classification de l'effet des isolats de Trichoderma sur la nécrose des cabosses causée par

Phytophthora palmivora chez le clone NA32.

Notes de sensibilité

Isolats des cabosses Taux d'inhibition (%)*
Phytophthora palmivora (Témoin) 6,34 0
Trichoderma virens (T26) 6 551°
Trichoderma spirale (T39) 5,62 11,42%®
Trichoderma asperellum (T5) 5,62 11,42 ®
Trichoderma spirale (T34) 5 21,26
Trichoderma virens (T51) 4,87 23,23 3cd
Trichoderma harzianum (T35) 4,75 25,20 @
Trichoderma virens (T12) 4,37 31,10 ¥cde
Trichoderma harzianum (T44) 425 33,07
Trichoderma virens (T56) 4,25 33,07 cde
Trichoderma virens (T33) 4,25 33,07
Trichoderma virens (T18) 4 37,07 oo
Trichoderma harzianum (T42) 4 37,01 2
Trichoderma spirale (T38) 3,75 40,94 0o
Trichoderma harzianum (T36) 3,62 42,97 e
Trichoderma virens (T28) 3,5 44,88 2bcdef
Trichoderma virens (T6) 35 44,88 @
Trichoderma virens (T2) 3,5 44,88 30cdef
Trichoderma virens (T21) 3,37 46,85 2
Trichoderma virens (T10) 3,37 46,85 0cde
Trichoderma spirale (T46) 3,37 46,85 20
Trichoderma virens (T 3) 3,25 48,82 abedef
Trichoderma virens (T24) 3,12 50,79 e
Trichoderma virens (T16) 3,12 50,79 20cdef
Trichoderma virens (T17) 3 52,76 200
Trichoderma virens (T9) 3 52,76 200
Trichoderma virens (T31) 3 52,76 20
Trichoderma virens (T55) 2,87 54,72 el
Trichoderma virens (T27) 2,87 54,72 e
Trichoderma virens (T45) 2,75 56,69 Pt
Trichoderma virens (T15) 2,5 60,63 Podf
Trichoderma virens (T30) 2,37 62,60 o
Trichoderma virens (T32) 2,25 64,57
Trichoderma virens (T29) 2,25 64,57
Trichoderma virens (T25) 2,12 66,54
Trichoderma harzianum (T40) 1,87 70,47 %
Trichoderma asperellum (T54) 1,87 70,47 <
Trichoderma virens (T20) 1,75 72,44 %
Trichoderma virens (T13) 1,75 72,44 %
Trichoderma spirale (T4) 1,75 72,44 %
Trichoderma virens (T8) 1,5 76,38
Trichoderma virens (T19) 1,5 76,38
Trichoderma virens (T7) 1 84,25
Anova F=1,67 P <0,012

* les moyennes suivies des lettres différentes sont significativement différentes au seuil de 5 % selon test de Newman & Keuls.
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4. Discussion

Dans cette étude, la sélection des isolats de
Trichoderma en fonction de leur potentiel
antagoniste a P. Palmivora, agent de la pourriture
brune des cabosses de cacao a été effectuée en
laboratoire.

Pour sélectionner les 43 isolats de Trichoderma
isolés en laboratoire, les activités antagonistes
vis a vis de Phytophthora palmivora sont
mesurées in vitro sur la croissance mycélienne
et la survie apres confrontations directes. Sur la
croissance mycélienne, les résultats montrent
une nette réduction du diamétre des colonies de
P. palmivora en présence de tous les isolats de
Trichoderma. Les actions inhibitrices les plus
fortes ont été observées avec les isolats de
Trichoderma asperellum, Trichoderma spirale, et
en particulier de Trichoderma virens. Cette activité
antagoniste des isolats de T .asperellum rejoint
celle obtenue par Tondje et al (2007) qui ont
signalé une forte action inhibitrice sur
Phytophthora megakarya, agent plus agressif de
la pourriture brune des cabosses. Cette action
de T. asperellum serait due a la pénétration
directe dans les sporocystes, a I'enroulement sur
I'hyphe de P. megakarya entrainant leur
destruction, et une activité substantielle de
laminarinase. La trés forte sensibilité de P.
palmivora a Trichoderma virens observée a été
déja démontrée par Krauss and Soberanis
(2001a). Ces résultats montrent aussi un intérét
des isolats T. spirale dans la sélection des
candidats antagonistes vis a vis de Phytophthora
sp. Cependant, les isolats de Trichoderma
harzianum T35, T42 et T40 ont révélé une activité
inhibitrice moindre sur la croissance mycélienne
de P. palmivora. Cet effet observé est confirmé
par le taux de survie de P. palmivora a 100 %
bien que les isolats de Trichoderma harzianum
envahissent les colonies de P. palmivora dans
les boites de Pétri. Cette action fongistatique des
isolats de T. harzianum contraste avec l'activité
mycoparasitaire nécrotrophique reconnue vis a
vis d’autres champignons telluriques
pathogénes (Deacon & Berry, 1992 ; Chet et al.
1997 ; Harman, 2000 ; Kulling et al. 2000). Cette
activité fongistatique observée au cours de cette
étude est probablement due a leur aptitude a
coloniser et a leur forte compétition des éléments
nutritifs sur milieu de culture. De méme, la
sécrétion des enzymes, des antibiotiques et des

protéines reconnues par T. harzianum sur milieu
de culture inhibent mais ne détruisent pas la paroi
de Phytophthora palmivora. La cellulose,
constituant essentielle de la paroi cellulaire des
oomycetes, incluant Phytophthora pourrait
constituer un obstacle a l'utilisation du contenu
intracellulaire de P. palmivora par les isolats de T.
harzianum. Treize isolats de T. virens, un isolat
de T. asperellum T5 et T. spirale T4 pour leur part
présentent une activité fongicide donc un fort
pouvoir mycoparasitaire nécrotrophique contre P.
palmivora. Comme pour la croissance mycélienne
et la survie in vitro de P. palmivora, tous les isolats
de Trichoderma se sont révélés antagonistes ne
permettant pas la sélection d’'un nombre restreint
de candidats aux essais au champ.

La sélection des especes de Trichoderma a été
réalisée au laboratoire par inoculation artificielle
des disques foliaires. Les notes de sensibilité
foliaire des clones du cacaoyer, en présence des
especes de Trichoderma ont été inférieures a 1,7.
Ces faibles valeurs moyennes de sensibilité
foliaire a P. palmivora par rapport au témoin traduit
I'action inhibitrice des isolats de Trichoderma. Ces
isolats ont réduit significa-tivement la taille et la
fréquence des lésions nécrotiques dues a P.
palmivora. Des résultas similaires ont été obtenus
par Bowers et al. (2001b) qui ont montré que
'application de Trichoderma sp sur les disques
de feuilles permettait la réduction de la sensibilité
foliaire a Phytophthora megakarya. Cette action
réductrice résulterait de la germination des spores
de Trichoderma sur la surface foliaire qui
probablement inhibe ou géne la germination des
zoospores de Phytophthora palmivora. Cette
aptitude germinative de spores des isolats de
Trichoderma stimulerait les mécanismes de
défense par conséquent renforcerait la résistance
a la pénétration et a la propagation du parasite. Il
faut noter que des résultats similaires ont été
obtenus par Bigirimana et al. (1997), Howell et al
(2000), Sid Ahmed et al., 2000 et Harman et al
(2004) chez I'haricot, le coton, le piment et le mais
pré inoculés de T. virens et T. harzianum, soumis
aux attaques de Rhizoctonia sp, Colletrotrichum
sp et Phytophthora sp. Il en résulte sur feuilles
une diminution considérable des attaques, par
conséquent des lésions nécrotiques dues par
P. palmivora.

L’activité inhibitrice de ces isolats de Trichoderma
a été observée sur cabosses. Les cabosses pré
inoculées par pulvérisation d’'une suspension de
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Trichoderma ont été inoculées par une
suspension de zoospores de P. palmivora. Les
résultats ont révélé une hétérogénéité de I'action
inhibitrice de la population de T. virens. Cette
hétérogénéité signalée par Howell et al (2000)
est due a la capacité différente des isolats de T.
virens a secréter les substances antifongiques
et a étre mycoparasitaires. Les isolats T. virens
T20, T.virens T8, T. virens T19 et T. virens T7 ont
montré une forte aptitude a réduire la sensibilité
des cabosses du clone NA32 a P. palmivora.
Ainsi, la pré inoculation des isolats de T. virens
sur cabosses renforce la résistance a la
pénétration et a la post-pénétration de P
.palmivora. Cet effet bénéfique s’est traduit par
la réduction de la fréquence et la taille des lésions
dues a P. palmivora sur cabosses. Des résultas
analogues ont été obtenus par Tondje et al. (2005)
qui révelent qu'aprés une pré inoculation de T.
asperellum sur des fragments de cabosses dans
les boites de Pétri, les Iésions nécrotiques
causée par P. megakarya ont été réduites.
Cependant, I'application des isolats de T.
harzianum T40, T. asperellum T54 et T. spirale
T4 sur les cabosses ont réduit significativement
les taches nécrotiques dues a P .palmivora.
L’activité mycoparasitaire de Trichoderma vis a
vis de P. palmivora sur les cabosses devrait donc
pouvoir étre au laboratoire, les tests les mieux
indiqués pour sélectionner les candidats
efficaces aux essais en plantation. Cependant
les essais in vitro ont permis de mettre en évidence
une corrélation positive des effets antagonistes
observés sur feuilles et cabosses sur les
symptdmes de la maladie. Ainsi, cette étude a
permis de sélectionner quatre isolats de
Trichoderma antagonistes a P. palmivora, en
fonction de leur forte aptitude a inhiber la
croissance mycélienne, a baisser la sensibilité,
et a renforcer la résistance intrinseque des clones
de cacaoyer NA32, ICF5, IMC67, T85/799, SCAG et
P7 testés.

5. Conclusion

Cette étude a permis de mettre en évidence en
laboratoire I'efficacité antagoniste des isolats de
guatre espéeces de Trichoderma vis a vis de P.
palmivora, agent responsable de la pourriture
brune des cabosses du cacaoyer. Ces isolats
de Trichoderma, antagonistes naturels, sont
isolés parmi les saprophytes des sols sous

cacaoyers. Les essais de confrontations directes
réalisés entre les isolats de Trichoderma et P.
palmivora ont révélé une forte action inhibitrice
des especes T. virens, T. asperellum et T. spirale
sur la croissance mycélienne et un effet
fongistatique marqué des isolats de T.
harzianum. Les isolats de T. spirale, T.
asperellum et T. virens ont montré un effet
fongicide, donc un plus fort pouvoir
mycoparasitaire a P. palmivora. L'application de
Trichoderma spp sur les disques de feuilles et
sur cabosses a permis la réduction de la
sensibilité foliaire de six clones et la sévérité des
attaques sur cabosses de P. palmivora. Les
résultats encourageants obtenus au cours de
notre étude constitueraient une contribution dans
la lutte biologique contre la pourriture brune de
cabosses dans la mesure ou la présence des
Trichoderma renforce la résistance intrinseque
du matériel végétal a P. palmivora. L'utilisation
effective des antagonistes naturels de
Phytophthora spp dans la lutte contre la
pourriture brune nécessite I'évaluation de leur
efficacité en milieu réel. En se basant sur des
résultats obtenus, les isolats de T. spirale T4, T.
harzianum T40, T. virens T7 et T. asperellum T54
a fort pouvoir antagoniste vis a vis de
Phytophthora palmivora ont été sélectionnés
dans la collection pour les essais au champ.
Ces isolats offrent une forte aptitude a réduire la
sensibilité et surtout & renforcer la résistance
intrinséque du clone NA32 au parasite.
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