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Introduction

Introduction

L’alternariose ou brilure Alternarienne, est une maladie cryptogamie causée par différentes
espéces appartenant au genre Alternaria et est considérée comme 1’une des maladies des plantes
les plus répondues dans le monde. On la retrouve particulierement dans les régions ou les
cultures de tomate, de pomme de terre, de poivrons et d’aubergine sont dominantes (Tsedaley,

2014).

Alternaria sp s’attaque a différents organes des plantes dont les feuilles, fruits, tiges, pétioles,
et rameaux sur lesquels il provoque d’important dégats (Chourasiya et al., 2013). En effet, ce
phytopathogéne entraine des pertes économiques considérables avec des déficits de rendement
allant jusqu'a 79% dans certains pays. La maladie de I’alternariose est donc considérée comme

étant une des maladies de pré et post récolte les plus importante (Marwa et al., 2014).

Différentes stratégies sont alors déployées par les agriculteurs pour lutter contre cette maladie
comme le recours aux pratiques culturales, la lutte génétique et surtout la lutte chimique avec
I’application de fongicides qui reste la méthode la plus utilisée de nos jours. Cependant, cette
utilisation excessive des produits phytosanitaires pour traiter Is cultures engendre de graves
problémes environnementaux et touche aussi la santé des consommateurs et celle des
utilisateurs qui peuvent développer de nombreuses maladies, d’ou I’importance de réduire

l'utilisation de ces produits chimiques en agriculture (Chourasiya et al., 2013).

La protection biologique des cultures constitue donc une bonne alternative a la lutte chimique
et suscite beaucoup d’intérét de la part de la communauté scientifique, du fait de son efficacité
a limiter de nombreuses maladies des cultures, et aussi car elle est considérée comme plus
respectueuse de I’environnement et moins nocive pour la santé humaine. D’ailleurs différents
agents de lutte biologique sont actuellement commercialisés dans le monde pour lutter contre
les différents agents phytopathogénes dont Altenraria a I’image des Bacillus, Pseudomonas et

Trichoderma largement utilisés dans la lutte biologique (Moges, 2012).

C’est dans cette perspective que s’inscrit notre travail dont I’objectif global est d’apporter notre
contribution a 1’étude d’un champignon phytopathogene nommé Alternaria responsable de la

maladie de I’alternariose sur différentes cultures. Ce mémoire a donc pour objectifs :

- D’évaluer le pouvoir pathogéne et 1’agressivité sur une gamme de végétaux d’une

souche d’Alternaria récemment isolée en Algérie sur un fruit de tomate.
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- Tester ’effet de deux bactéries antagonistes appartenant au genre Bacillus a I’égard du

champignon phytopathogéne Alternaria in vitro et in vivo.
Pour répondre a ces objectifs, on a divisé notre travail en deux parties :

Partie bibliographique : qui retrace les caractéristiques générales d’Alternaria, 1’agent

responsable de 1’alternariose ainsi que les stratégies de lutte utilisées contre ce champignon.

Partie expérimentale : qui consiste dans un premier temps a étudier le pouvoir pathogéne et
I’agressivité de la souche Alternaria sur différents végétaux et différents organes du végétale ;
puis dans un deuxieme temps d’évaluer 1’effet antagoniste de deux especes de Bacillus sur le

développement du champignon pathogene par des tests in vitro et in vivo.
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Alternaria : Agent de I’laternariose

1- Caractéristiques générales de I’agent pathogéne
Alternaria est un genre de champignon phytopathogéne responsable de la maladie de
’altenariose (Early blight), dont plusieurs especes sont connues pour étre des agents pathogeénes

majeures de plusieurs plantes (Wang et al., 2015).

Alternaria est un champignon ubiquiste qui incluent des especes pathogenes, des endophytiques
et des saprophytes habituellement présentes dans le sol ou les tissus végétaux en décomposition

(Wang et al., 2015).

Les especes d 'Alternaria sont également des champignons opportunistes qui provoquent une
gamme de maladies affectant une grande variété de plantes hotes d’importance agronomique et
¢conomique majeurs comme les céréales, les oléagineux, les Iégumes comme le chou-fleur, le
brocoli, les carottes, et les pommes de terre et fruits comme les tomates, les agrumes et les

pommes (Dhaval et al., 2021).

Le genre Alternaria comprend pres de 299 espéces extrémement ubiquitaires. En effet, ce genre
est vaste et comprend plusieurs phytopathogénes économiquement importants comme
Alternaria solani, Alternaria alternata, Altenaria tomatophila, Alternaria brassicicola de
nombreuses especes d'Alternaria sont des motifs importants nécrose de la culture, et les stades
sexuels sont absents chez la plupart des espéces y compris Alternaria solani (Adhikari et al.,

2017).

Les especes d’Alternaria, sont connues pour produire un large spectre de métabolites
secondaires et de mycotoxines, constituant ainsi le groupe de champignon le plus fréquemment
signalé dans la contamination des produits alimentaires. Par ailleurs, l'impact potentiel des
especes d'Alternaria et des mycotoxines produites par ces derniéres sur les produits alimentaires
en pré et post-récolte a été largement documenté dans la littérature scientifique (Lee et al.,

2015 ; Lawrence et al., 2016 ; Pinto et Patriarca 2017).
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2- Conditions favorables au développement

Le champignon Alternaria se développe a des températures de 18°C a 29°C et une humidité
avoisinant les 90%. En effet, La production des spores d’Alfernaria s’effectue a des
températures comprises entre 8°C et 24°C, avec des températures optimales et maximale entre
16°C a 24°C et le temps de sporulation varie de 12 heure a 24 heure. L'humidité élevée est
essentielle pour I’infection avec un minimum de 9 heure a 18 heure pour la majorité des especes.
Une humidité continue de 24 heure ou plus garantit pratiquement l'infection (Simoes,

;Mamgain et al., 2013)
3- Caractéristiques morphologiques

3-1. Aspect macroscopique
Le champignon Alternaria a une croissance rapide sur les milieux de culture classiques (PDA,
Malt Agar ...). Sur boite de Petri, il produit des colonies d’aspect cotonneux, qui prennent une

teinte brun rougeatre au méme temps que la gélose sous-jacente (Blancard, 2009).

Figure 1 : Aspect macroscopique d’Alternaria sp cultivé sur milieu Malt-Agar (Blancard,

2009)

3-2. Aspect microscopique

Les especes du genre Alternaria possedent un mycélium cloisonné qui produisent des spores
asexuées qu’on appelle conidies, ces conidies sont septées avec des cloisons transversales et
longitudinales (Figure 2). Les cellules sont ovoides plus ou moins allongés, de taille variable
(entre 160-200um de long), elles sont multi nucléées et de couleur foncée. Selon les especes
elles possedent un pigment de type mélanine qui leur servent de protection contre les conditions

environnementales défavorables (Achetbi et al., 2021).
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Figure 2 : Aspect microscopique de quelques espéces appartenant au genre d’Alternaria (a) A.

arborescens, (b) A. alternariae, (¢) A. arrhenatheri, (d) A. chartarum (Lawrence et al., 2016).

4- Taxonomie

La taxonomie d’Alternaria sp a connue plusieurs étapes d’évolutions. Au départ entre 1816-
1850, il y avait confusion entre le genre Alternaria et les autres genres . Macrosporium,
Stemphylium, Brachycladim et Ulocladium. Entre 1930 a 1960 des révision des noms Alternaria
et Macrosporium ont été apporté et e, 2013 Simmons a entrepris une réévaluation et une révision

compléte de tous les noms et taxons du genre Alternaria (Lawrence et al., 2016).

Tableau 1 : Position taxonomique d’Alternaria sp (Mamgain et al., 2013;Thomma,2003).

Forme Asexuée Forme Sexuée
Régne Eumycota Eumycota
Phylum Imperfecti (Deutéromycétes) | Ascomycota
Classe Hypomycetes Dothediomyceétes
Ordre Moniliales Pleosporales
Famille Dematiaceae Pleosporaceae
Genre Alternaria Alternaria
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5- Symptomes

Les especes du genre Alternaria s’attaquent a tous les organes aériens de la plante (fruits, tiges
et feuilles) et a tous les stades de croissance provoquant ainsi la pourriture et le flétrissement de
la plante, une défoliation précoce peut étre causée par Alternaria solani qui affaiblit les plantes
et expose les fruits aux brllures. Alternaria solani est plus susceptible d'attaquer les baies semi-
mires que les baies mires les baies infectées tombent avant d'atteindre leur maturité, ce qui les

rend invendables (Dhaval et al., 2021) (figure 3).
- Sur feuilles

Des taches irrégulicres généralement circulaires de couleur brune a brun foncé sur les feuilles,
avec des lignes concentriques a l'intérieur des taches, souvent les taches circulaires s'assemblent
pour former de grandes tiches , ce qui donne lieu a la brhlure des feuilles (Mamgain et al.,

2013) ( figure3).

Figure 3 : les symptomes provoqués par Alternaria sp sur les feuilles de différentes végétaux
(a) feuille de tomate, (b) feuille de pomme de terre, (¢) feuille de poivron, (d) feuille de piment,

(e) feuille d’aubergine (INRAE 2020).
- Sur tiges

Ce champignon est a I'origine d'Alternariose noire plus ou moins disséminés sur la tige, localisé
a proximité du collet ou plus en hauteur. Apres avoir encerclé la tige, les 1ésions sont capables
d'entrainer assez rapidement le desseéchement des plantes et leur mort. Ces attaques sont due a
la contamination des semences et ou du sol de la pépinicre, des taches assez comparable sont
¢galement constatées sur les pétioles et les pédoncules, elles ont une teinte noiratre et ont
généralement une forme plus allongée, ces lésions peuvent ceinturer I'organe atteint et

provoquer le dépérissement de sa partie distale (Blancard et al., 2009) (figure 4).
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Figure 4 : Taches sur les tiges de différents végétaux provoquées par Alternaria sp (a) sur tige
de tomate, (b) sur tige de pomme de terre, (¢) sur tige de poivron, (d) sur tige de piment, (e) sur

tige d’aubergine provoquées par Alternaria sp (INRA , 2014).
- Sur fruits

Les espéces d'Alternaria peuvent provoquer des pourritures sur les fruits. Ces derni¢res se
manifestent par l'apparition a leur surface d'une couche noire et veloutée composé par le
mycélium et les spores, dans le cas de la tomate une petite 1ésion a la surface peut monter une
propagation étendue de l'infection a l'intérieur de fruit, la majorité du temps, les fruits infectées

tomberont prématurément (Khelifi & Harrach, 2019) (figure 5) .

Figure S : Lésions d’Alternaria sur les diftérents fruits (a) sur tomate, (b) sur pomme de terre,

(¢) sur poivron, (d) sur piment, (e) sur aubergine. (INRA, 2014)

6- Dégats provoqués et leurs importance économiques

L'alternariose, une maladie aérienne de la tomate répandue mondiale, on 1'a trouvé sur tous les
continents ou ces solanacées sont cultivées, elle est présente dans de nombreuses zones
climatiques, des Zones de production tropicales subtropicales et tempérées, Cette maladie est
également tres présente dans de nombreux jardins, provoque des dégats considérables sur les
fruits et la défoliation précoce des plantes. Ces dommage, accentués par des conditions
climatiques humide (Blancard et al.,2009). En effet, les espéces d'dlternaria sont responsables
de pertes de rendement treés important peuvent atteindre jusqu'a 79% de perte de récolte signalé

dans certains pays comme le Canada, Inde aux Etats-Unis et au Nigeria (Marwa et al.,2014).
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L 'Alternariose est considéré comme 1'une des maladies pré- et poste-récolte les plus courantes
en Australie, au Royaume -Uni ou d'importants dégats ont été enregistrés allant de 35% a 78%
et en France, elle affecte 1'ensemble de la production du champ, et on l'observe aussi sous
tunnels plastique (Marwa et al.,2014). En Algérie et d'autres régions méditerranéennes, cette
maladie est redoutée pour ses effets dévastateurs sur les cultures de la famille des solanacées,
affectant non seulement la production agricole mais aussi 1'industrie alimentaire (Bessadat et
al.,2016). Les espéces d'dlternaria produisent différentes mycotoxines comme I'Alternariol
(AoH),l'Alternariol méthyle éther (AME) ,l'altenuen (ALT) ainsi que l'acide tenuazonique
(TeA) .Ces substance sont connus pour leurs effets toxiques sur I'animal et 'homme (Yekeler

et al.,2001).
7- Cycle de développement

Alternaria se reproduit de maniere asexuée et n'a pas de stades sexuels connus. Ce champignon
hiverne dans le sol, dans les débris végétaux, les graines sous forme de conidies ou de
mycélium, qui peuvent étre la principale source d'inoculum (Figure 6) (Dhaval et al., 2021).
Par ailleurs, la paroi cellulaire épaisse des conidies permet aux champignons de s'adapter aux

conditions climatiques défavorables (Dhaval et al., 2021).

L'infection se produit dans des environnements chauds et humides. Les conidies germent en
présence d'humidité dans des conditions fraiches et humides a une température de 8 a 32 ° C,
formant des tubes germinatifs qui pénétrent directement dans les tissus de I'hote ou pénétrent
par les stomates ou les plaies, provoquant ainsi une infection. Les I€sions apparaissent 2 a 3
jours apres l'infection, selon les conditions environnementales, 1'dge des feuilles et la sensibilité
du cultivar. La sporulation a lieu 3 a 5 jours apres l'apparition des 1ésions. En général, la
production de spores nécessite une longue période humide, mais les spores sont également
produites dans des conditions humides et seéches. Les conidies sont alors rapidement dispersés
par le vent ou les projections d'eau, et le cycle de la maladie se poursuit sur les autres parties

saines de la plante ou des plantes voisines (Dhaval et al., 2021).
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overwinter in infected
plant debris, on seeds,
tubers, etc.

Figure 6 : Cycle de développement d’Alternaria sp. (Agrios, 2005)
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Stratégies de lutte contre Alternaria

Plusieurs stratégies existent pour contrdler les espéces Alternaria sur les différentes cultures
végétales et éviter des pertes économiques considérables, parmi ces quelles : les pratiques

culturales, la luttes chimique, génétique, et la protection biologique (Mamgain et al., 2013).

1- Pratiques Culturales

> Rotation des cultures

La rotation des cultures est une pratique efficace pour prévenir certaines maladies. Elle est
utilisé pour la gestion de ce pathogene est nécessaire pendant 3 & 5 ans en utilisant des plantes

exemptes d'agents pathogenes (Dhaval et al., 2021).
» Irrigation

Le systéme d’irrigation peut avoir une influence sur le développement de 1’aletrnariose.
Plusieurs études ont montré que I’irrigation par goutte a goutte réduit considérablement le

développement de certaines maladies comme 1’alternariose. (Jindo et al., 2021).

> Rayonnement ultraviolet

Le blocage des rayons UV par des toiles ou couvertures végétales peut retarder le
développement des infections par 1’aletrnariose. La sporulation est affectée par 1'exposition aux
radiations, car les conidiophores sont formés sous humidité élevée et lumicre. Il est important
de noter que cette méthode peut inhiber non seulement le développement de 1’alternariose mais
¢galement inhibent d'autre maladies causées par d'autres microorganismes pathogenes (Jindo

et al., 2021).

D’autres pratiques peuvent également s’ajouter pour limiter le développement de la maladie

comme I’élimination des débris végétaux et 1’utilisation des semences saines (Figure 7).

0 |
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Figure 7 : Différents moyens utilisés dans la lutte contre 1’ Alternariose (Jindo et al., 2021)

2- Lutte chimique

Plusieurs fongicides sont utilisés a la fois pour le traitement des semences et pour la
pulvérisation du feuillage dont liprodione, 'hexaconazole, mancozebe, carbendazime, ridomil

MZ, chlorothalonil, captan et la strobilurine etc. pour limité la maladie (Saqib et al., 2020).

Dans certaines zones de production, I’application de fongicide est indispensable pour contrdler
de fagon adéquate 1’ Alternariose. Par exemple, 1’iprodione est appliqué tous les 14 jours, et

selon le CTIFL, il est nécessaire de I’appliquer de fagcon préventive.

Pour que le traitement soit actif, plusieurs paramétres de la culture sont a prendre en compte,
en particulier, le choix des matieres actives et la durée d’application en fonction du calendrier
des travaux culturaux. D'autres produits comme le mancozeébe et le chlorothalonil sont des
fongicides de contact qui sont également utilisés régulierement a des intervalles de 7 a 10 jours
pour protéger les nouvelles pousses et pour prévenir le lessivage de ces produits par les pluies
(Lecomte, 2013). Les inhibiteurs mitochondriaux ou Qol (“Quinone Outside Inhibitors™)
comme |’azoxystrobine, la pyraclostrobine, la trifloxystrobine, la fenamidone et la famoxidone
se sont montrés tres efficace a 1’égard des espéces d’Alternaria inféodées a la pomme de terre

et a la tomate (Lecomte, 2013).
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Ces fongicides présentent les bénéfices suivants : une efficacité intégrée et un mode d’action
multi-site qui réduit le danger d’apparition de souches résistantes dans les populations
d’Alternaria spp. Cependant, parmi les inconvénients de ces produits de synthése, on peut
mentionner que la nécessité de leur utilisation réguli¢re et leur taux d'application relativement
¢levé accroit les colits et augmente la pollution environnementale et 1’apparition des

phénoménes de résistance (Lecomte, 2013).

Tableau 2 : Les principales matiéres actives efficaces contre Alternaria sp (Achetbi et al.,
2021).

Matiere active Référence

Difenoconazole Farooqg et al., (2018); Schutte et al., (1994);
Eckert etBretschneider, (1981); Stuart et al.,
(2009)

Mancozebe Krause et al., (1999); Farooq et al., (2018);
Stuart et al., (2009); Swart et al., (1998)

Composés a base de cuivre Krause et al., (1999); Stuart et al., (2009);
Vicent et al., (2007)

Tebuconazole Schutte et al., (1994); Stuart et al., (2009);
Swart et al., (1998)

Azoxystrobine Sadowsky et al., (2002); Farooq et al.,
(2018); Miles et al., (2005).

Procymidone Krause et al., (1999); Swart et al., (1998)

Métalaxyl + Mancozebe ; Azoxystrobine + | Farooq et al., (2018)

Difénoconazole; Chlorothalonil,

Hexaconazole et Dodine

Imazalil, 2,4-D Eckert etBretschneider, (1981)

Pyraclostrobine Sadowsky et al., (2002)

3- Lutte génétique

Les variétés résistantes employées pour gérer la maladie de 1’alternariose constituent un autre
moyen proposé dans certains cas pour lutter contre cette maladie fongique. Il existe chez
certaines especes végétales dont les crucifeéres sauvages, des sources potentielles de résistance.
Ainsi des niveaux de résistance élevés ont été rapportés chez plusieurs especes de Sinapsis (S.
alba, B. juncea , B. carinata, B. nigra, B. maurorum). Certaines especes sont principalement
importantes car elles présentent des résistances multiples a plusieurs agents pathogénes (Ma,

2011).
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Par ailleurs, deux génotypes de piments tres résistants, CA 87-4 et CA 748 ont été identifié
contre la pourriture des fruits causée par Alternaria, alors que les génotypes de tomate viz. Arka

Alok, Arka Abha, Arka meghali, Arka Saurabh, [IHR-305, ITHR-308, IIHR-2266, IIHR-2285

et [IHR-2288 se sont avérés résistants contre I'alternariose (Mamgain et al, 2013).

4- Lutte biologique

La lutte biologique est l'une des alternatives les plus intéressantes notamment face a la
surutilisation des fongicides de synthese, d'autant plus que l'utilisation de micro-organismes
pour lutter contre les pathogenes en pré et post-récolte s'est avérée fructueuse (Chacon et al.,

2022).

Plusieurs études basées sur les micro-organismes antagonistes tels que les champignons et les
bactéries dans le but de controler les champignons phytopathogénes ont démontré 1’importance
de ces derniers pour inhiber la croissance fongique et d'améliorer le bon développement des

plantes (Carrascal-Hernandez et al., 2022).

Les rhizobactéries (PGPR) qui favorisent la croissance des semblent intéressant comme agents

de lutte biologique (BCA) a I'égard diftérente agents pathogenes (Boyno et al., 2022).

Trichoderma spp. est un bon exemple d’agents de lutte biologique fongique efficace et a été
largement étudi¢ et est développé partout a travers le monde. D’ailleurs, les enzymes
dégradantes de la paroi cellulaire qu’il produit, y compris la chitinase et glucanase , qui
semblent jouer un réle important dans l'action antagoniste de Trichoderma contre un large
éventail de phytopathogenes fongiques, ce champignon présente aussi un effet antagoniste

contre, Alternaria sp (Kushwaha et al., 2014).

Les souches appartenant au genre Bacillus ont été développées commercialement sous la forme
d'une formulation a base de talc et testées vis a vis au nombreux maladies des plantes dont
I’alernariose. Elles peuvent soit agir directement sur l'agent pathogeéne soit induire une
résistance systémique chez les plantes hotes, et active les multiples mécanismes de défense de

la plante (Latha et al., 2009).

=y
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4-1. Les mécanismes d’action

Les agents de lutte biologique limitent les maladies des plantes, habituellement par un ou divers
modes d'action suivants : antibiose, hyperparasitisme, compétition, et induction d'une résistance

de 'hote (Prajapati et al., 2020).

» Antibiose

Il s'agit de la production des composés de faible poids moléculaire ou d'un antibiotique par des
micro-organismes qui ont un effet direct sur la croissance des pathogenes des plantes. Un agent
de biocontrdlé efficace est celui qui produit des quantités suffisantes d'antibiotiques a proximité

de phytopathogénes (Junaid et al., 2013).

» Hyperparasitisme

L'hyperparasitisme est un mécanisme d'antagonisme important qui implique une croissance de
l'agent de lutte biologique vers I'organisme cible, I’enroulement, l'attaque et la dissolution de la
paroi cellulaire ou de la membrane de I'agent pathogene cible par l'activité des enzymes. C'est
I'un des principaux mécanismes impliqués chez le genre Trichoderma comme Trichoderma

harzianum présente une meilleure activité mycoparasitaire (Junaid et al., 2013)
» La compétition

La compétition pour l'espace et les sources nutritifs comme le carbone est considéré parmi les
mécanismes antagonistes fondamentaux exercés par les bactéries a I'égard des
phytopathogenes. La capacité des bactéries a coloniser le végétal atteint dépend de son aptitude
d'adaptation et d’assimilation des sources nutritives nécessaires qui sont également essentiels a
la survie et a la multiplication des champignon phytopathogéne (Carmona-Hernandez et al.,

2019).

» Induction de la résistance

L'induction de résistance implique la capacité d'une bactérie antagoniste a causer une réponse
de défense chez 1'hote par nombreuses réactions chimiques ou biochimiques, y compris des
changements dans la structure des tissus et la production de protéines liée a la pathogenése,
exprimée localement ou systémiquement. La production des phytohormones, comme 1'acide
salicylique, I'acide jasmonique, 1'é¢thyleéne et 1'acide abscisique et leur interaction, permettant
l'activation des défenses immunitaires en réponses a 1'égard des pathogeénes. (Carmona-

Hernandez et al., 2019).

ﬂ
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5- Protection intégrée

Une approche durable de la lutte contre les maladies consiste a fusionner plusieurs stratégies de

lutte, appelées aussi gestion intégrée des maladies (IDM) (Achetbi et al., 2021).
Selon Cooley (1996), le concept de I’'IDM comprend les aspects suivants :

* Le perfectionnement de la lutte contre les maladies d’une maniére écologique, économique
et rationnel exemple : Rotation des cultures, 1’utilisation des prédateurs naturels et la sélection

de variétés résistantes.

* Mettre I’accent sur I’utilisation coordonnée de multiples tactiques pour améliorer la

production agricole exemple : irrigation.

* Maintenir les dégats causés par la maladie en dessous des niveaux nuisibles tout en minimisant
les risques pour ’homme, les animaux, les plantes et I’environnement exemple : 1’utilisation

des produits biologiques.

* Le développement de techniques de production économiques et prévenir la résistance des

maladies aux produits chimiques (Achetbi et al., 2021).

Cette stratégie repose sur le principe que le pesticide diminue le pathogéne ou supprime sa
population tout en donnant a 1’antagoniste un avantage concurrentiel pour coloniser et se
multiplier sur I’hdte. La lutte biologique est utilisée dans de nombreuses situations et elle vise
souvent la destruction de I’inoculum existant, la suppression du pathogene apres infection et
I’exclusion du pathogene de I’hote. Cela pourrait conduire a 1’utilisation d’une concentration
plus faible de produits chimiques dans la lutte contre les maladies, un facteur souhaitable en
termes de protection de ’environnement et de la sant¢ humaine. Les pratiques culturales, y
compris la fertilisation et I’irrigation adéquate, sont autant intéressantes. Les blessures des fruits
et la récolte tardive doivent €tre évitées. Dans le cas d’Alternaria, ce systeéme pourrait inclure
la mise en place des brise-vent et I'emploi des agents antagonistes, selon leur compatibilité

(Achetbi et al., 2021).
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Notre travail a été réalisé dans laboratoire de mycologie de I’Université Abderrahmane mira de

Bejaia, durant la période allant mars a juin 2023.

1-Revivification de la souche fongique et des souches bactériennes

1-1.  Souche fongique

La souche fongique utilisée dans cette étude appartient au genre Alternaria. Elle provient de la
collection du laboratoire d’écologie microbienne de 1’université de Bejaia. Cette souche a été
collectée en 2022 et isolée a partir du fruit de tomate (en Algérie) infecté par I’alternariose. Elle
a été purifiée par la technique de monospore et conservé au frigo a -4 °C sous forme de
suspension sporale. La revivification a été faite en prélevant 20 pl de suspension sporale
d’Alternaria et en la déposant sur boite de Petri contenant le milieu de culture PDA. Les boites
de Petri ont été incubées a 25°C pendant 4 jours. A chaque besoin expérimental, des implants
mycéliens sont prélevés a partir de la boite meére a 1’aide d’une flashe lancéolée stérile et sont
repiquées dans de nouvelles boite de Petri et mis a incubation a 25°C pendant 4 jours pour

I’obtention du mycélium et jusqu’a 10 jours pour la suspension de spores (Figure 8).

Figure 8 : Repiquage d’Alternaria sur milieu de culture PDA

1-2. Souches bactériennes

Dans cette étude, deux bactéries appartenant au genre Bacillus (Souche Bacillus
methylotrophicus T23 et Bacillus sp T18) ont été utilisées comme agents de lutte biologiques
potentiel a I’égard de la souche Alternaria. Ces souches ont été isolées en Algérie au cours des
travaux de thése de M™ Bouaoud yousra et ont été¢ identifiées sur la base du séquencage de
I’ADNr 16s. A des fins expérimentales, ces souches ont été repiqués a partir des tubes de

conservations et cultivés sur milieu de culture gélose nutritive (GN) a 25°C.
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Figure 9 : Photos des deux bactéries testées comme agents de lutte biologique potentiels ; T23 :

Bacillus Bacillus methylotrophicus et T18 : Bacillus sp

2- Aspect morphologique d 'Alternaria

L’aspect microscopique du champignon Alfernaria est vérifi¢ en utilisant la technique du
« scotch test ». Le matériel fongique est prélevé a 1’aide d’un morceau de scotch et placé a la
surface de la lame puis est observé directement au microscope optique (grossissement %10 puis
x40) pour observer les caractéristiques microscopiques d’Alternaria. L’aspect macroscopique
est déterminé en observant directement 1’aspect du champignon sur boite de Petri contenant

PDA.

Figure 10 : Observation microcopique du champignon Alternaria sous microscope optique
avec la technique du Scotch test. (a) morceau de scotch placé a la surface de la lame (b)

observation de la lame au microscope optique.

3- Evaluation du pouvoir pathogéne de la souche Alternaria et son agressivité
sur une gamme de végétaux
L’agressivité de la souche Alternaria est testée a 1’égard de plusieurs végétaux (tomate, pomme

de terre, aubergine, poivron et piment) et sur différents organes du végétal (fruit, feuille et tige),

en s’inspirant du protocole de I’'INRA dont voici les principales étapes :
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- Préparation du matériel végétal

Les fruits testés (tomate, aubergine, poivron et piment) et tubercule de pomme de terre dans
cette étude ont ét¢ acheté du commerce et ont été lavée avec de I’eau de javel et rincée plusieurs
fois avec de I’eau de robinet, puis séchés avant d’étre déposés dans des boites en plastiques qui

contiennent du papier absorbant préalablement imbibé.

Les feuilles et tiges de pomme de terre agées de 3 mois, de poivron variété « Hyparé », piment
variété « 4 coin », et tomate variété « Joker » agées d’un mois (récupérée a la pépiniere de
Bejaia) et non traités avec des produits phytosanitaires sont directement inoculées avec le
champignon phytopathogéne apres avoir été placées dans des boites en plastiques contenant du

papier absorbant préalablement imbibé.
- Préparation de la suspension sporale et des disques fongiques

La suspension sporale d’Alternaria a été préparé en ajoutant 4 ml d’eau distillée stérile dans
une boite de Petri contenant la culture fongique d'Alternaria agée de 10 jours. Les spores sont
raclées a 1’aide d’un rateau étaleur et mis dans un tube eppendorf. L’ajustement de la
concentration de spores a 10° spores/ml est réalisé en prélévant 17ul de cette suspension et en
la déposant dans la cellule mallassez. Le dénombrement est effectué¢ a 1’aide du microscope
optique en comptant le nombre de spores présentes dans le quadrillage de la cellule selon la
formule suivangte : C = (N/n)* 10° spores/ml (Figure 11).

C : Concentration de la suspension de spores (spores/ml)

N : nombre totale de spores comptées
n : nombre de rectangles dénombrés

Figure 11 : Etapes de préparation de la suspension sporale d'Alternaria

Les disques fongiques de Smm de diamétre sont formés avec un embout jaune stérile a partir

des boites contenant le champignon Alternaria cultivée sur milieu PDA et agée de 4 jours.
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Figure 12 : Etapes de prélevement des disques fongique d'Alternaria.

- Inoculation sur différents organes

Sur fruits : des blessures de 2 mm de diamétre sont provoquées sur les différents fruits de
tomates variété (joker), tubercules pommes de terre, fruits d’aubergines, poivrons variété
(hyparé) et piments variété (4 coin) sur chaque c6té du fruit a 1’aide de la pointe d’un cone
stérile. 20 pl de suspensions sporales ajusté a 10° spores/ml sont ensuite inoculés au niveau des
blessures. Cing répétitions de fruits avec deux blessures de chaque c6té sont prévues. Un témoin
sans champignon est également réalisé. Les boites en plastiques inoculées sont incubées a 25°C
pendant 7 jours (tomate, pomme de terre et aubergine) et 10 jours (piment et poivron). La
notation est effectuée quotidiennement a partir du 3 °™ jours jusqu’au 10 “™ jours en mesurant

les diamétres des 1ésions en millimétres.

Figure 13 : Test d’agressivité d’Alternaria sur fruits des différents végétaux (tomate, poivron,

pomme de terre, piment, aubergine).

Sur feuilles : les feuilles des végétaux tomate, pomme de terre, poivron et piment sont inoculées

avec des disques fongiques déposés au centre de chaque feuille a raison d’un disque par feuille.
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Trois feuilles minimums sont & chaque fois inoculées par Alternaria pour chaque végétale. Un
témoin avec I’eau distillé sans la présence de champignon est également réalisé¢ pour chaque
végétal. Les boites en plastiques contenant les feuilles végétales inoculées sont ensuite incubées
a 25°C pendant 10 jours. La notation est effectuée quotidiennement a partir du 3 ™ jours

jusqu’au 10 ™ jours en mesurant les diamétres des lésions en millimétres.

Figure 14 : Test d’agressivité d’Alternaria sur feuilles végétales.

Sur tiges : I’inoculation des tiges végétales (tomate, pommes de terre, poivron et piment) est
réalisée au niveau des chicots de pétioles apres retrait des feuilles. Deux chicots par tige et une
tige par boite sont réalisés. L’inoculation s’effectue avec 20ul de suspension sporale dosée a
10° spores/ml pour chaque chicot. Un témoin sans Alternaria est également réalisé. Les boites
en plastique sont ensuite incubées a 25°C pendant 10 jours. La notation est effectuée
quotidiennement a partir du 3 ™ jours jusqu’au 10 °™ jours en mesurant les diamétres des

lésions en millimétres.
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Figure 15 : Test d’agressivité d’Alternaria sur tiges végétales.

4-  Evaluation de D’effet des deux bactéries « in vitro » sur la souche
phytopathogénes Alternaria
4-1.  Effet des bactéries sur la croissance mycélienne d’Alternaria par

confrontation directe

Le test a été réalisé sur boites de Petri contenant du milieu de culture PDA, en mettant en
confrontation les souches bactériennes (T18 et T23) avec le champignon phytopathogéne
Alternaria. Un disque fongique d’Alternaria de 5 mm de diamétre agée de 4 jours a été prélevé
et déposé au centre de la boite de Petri. Des disques bactériens de 5 mm de diamétres et agées
de 48 h ont été également prélévées a 1’aide de cones stériles et placés a une distance de 2.5 cm
du disque fongique. Trois disques bactériens ont été placés par boite pour chaque souche
bactérienne. Le témoin sans bactéries a également été réalisé (Petatan-Sagahon et al., 2011).
L’ensemble des boites sont mis a incubation a 25°C pendant 10 jours. La notation est effectuée
en mesurant les rayons de croissance mycélienne et les pourcentages d’inhibitions de la

croissance mycélienne (PGI%) ont été ensuite calculés en appliquant la formule suivante :
PGI% = (R1-R2) / R1x 100

Avec, R1 : correspond aux rayons du mycélium d’Alternaria dans la boite témoin et R2 : qui

correspond aux rayons de croissance mycélienne en présence des bactéries.
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Figure 16 : Evaluation de ’effet direct des bactéries (T18 et T23) sur le développement

d’Alternaria

4-2. Effet des bactéries sur la croissance mycélienne d'Alternaria par

confrontation indirecte

L’effet des deux souches bactériennes (T18 et T23) a également été evalué par confrontation
indirecte pour évaluer I’effet des substances volatiles sur le développement du champignon
Alternaria. Les bactéries antagonsites sont ensemencées sur des boites de Petri contenant le
milieu de culture PDA. Un disque de champignon (5 mm de diamétre) est déposé au centre
d’une autre boite de Petri contenant le méme milieu. L’assemblage est ensuite réalisé¢ par
superposition des deux boites en utilisant une double couche de parafilm (Figure 17). Le
témoin contenant juste le disque mycélien d'Alternaria seul sans les bactéries a été effectué.
(Jamalizadeh et al., 2008). L’incubation des boites de Pétri a été faite a une température 25°C
pendant 10 jours. La croissance mycélienne a €té suivie et comparée avec le témoin sans
bactérie. La notation a été faite en mesurant les diametres de la croissance mycélienne, le calcul
des pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne (PGIv%) a été ensuite réalisé selon

la formule suivante :
PGIv% = (D1-D2) / D1 x 100

D1 : Diamétre de croissance mycélien d’Alternaria dans la boite témoin, (D2) : Diamétre de

croissance mycélien de B. cinerea en présence des bactéries.
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Bactérie ensemenceé sur Implant d ‘Alternaria sur PDA
milieu PDA

Assemblage des deux boites sur milieu PDA

Incubation a une température 25°C
pendant 3 jours

Figure 17 : Evaluation de I’effet indirect des bactéries (T18 et T23) sur le développement

d’Alternaria

5- Evaluation de D’effet des deux bactéries «in vivo» sur la souche

phytopathogénes Alternaria

L’effet des deux agents de lutte biologique potentiels (T18 et T23) a été testé a 1’égard
d’Alternaria sur différents végétaux (Tomate, pomme de terre, aubergine, poivron et piment) et
différents organes végétales (fruits, feuilles et tiges) en suivant le méme principe que le test

d’agressivité et en appliquant le protocole de I’INRA.

Sur fruits : Apres avoir provoqué des blessures de 2 mm de diameétre sur les différents fruits
de tomates, pommes de terre, aubergines, poivrons et piments a I’aide d’un cone stérile, 20 pl
de suspensions sporales ajustés a 10> spores/ml ont été inoculés suivi de I’inoculation de 20 pl
de suspensions bactériennes ajustées a 10® UFC/ml. Quartes répétitions par modalité ont été
prévus pour ce test. Un témoin en absence des bactéries a été également réalisé. Les boites en
plastique sont incubées a 25°C pendant 7 jours. La notation est effectuée quotidiennement a

partir du 3 ™ jours jusqu’au 10 ™ jours en mesurant les diamétres des lésions en millimétres.
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Figure 18 : Evaluation de I’effet des bactéries (T18 et T23) a 1’égard d’Alternaria sur les
différents fruits

Sur feuilles : les feuilles des végétaux de tomate, pomme de terre, poivron et piment sont
d’abord pulvérisées avec les suspensions bactériennes dosées a 103 UFC/ml. Aprés séchage des
feuilles, des disques fongiques de 5 mm diamétres sont déposés au centre de chaque feuille a
raison d’un disque par feuille. Trois répétitions sont réalisées par modalité. Un témoin sans
inoculation des bactéries est également réalisé¢ pour chaque végétal. Les boites en plastiques
contenant les feuilles végétales inoculées sont ensuite incubées a 25°C pendant 10 jours. La
notation est effectuée quotidiennement a partir du 3 ™ jours jusqu’au 10 ™ jours en mesurant

les diamétres des 1ésions en millimétres.

Figure 19 : Evaluation de I’effet des bactéries a 1’égard d’Alternaria sur feuilles (poivron,

piment, tomate et pomme de terre, données manquantes pour 1’aubergine).

Sur tiges : I’inoculation des tiges végétales (tomate, pommes de terre, poivron et piment) est
réalisée au niveau des chicots des pétioles apres retrait des feuilles. L’inoculation s’effectue
avec 20 pl de suspension sporale dosée a 10° spores/ml pour chaque chicot suivi d’une
inoculation de 20 pl de suspensions bactériennes dosées a 108 UFC/ml. Deux chicots par tige

sont réalisés pour chaque modalité (témoin, traitement avec T18 et T23). Un témoin sans
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bactéries est réalisé. Les boites en plastique sont ensuite incubées a 25°C pendant 10 jours. La
notation est effectuée quotidiennement a partir du 3 ™ jours jusqu’au 10 ™ jours en mesurant

les diameétres des 1ésions en millimétres.

Figure 20 : Evaluation de 1’effet des bactéries a 1’égard d’Alternaria sur tiges des végétaux

(tomate, poivron, piment, pomme de terre, données manquantes pour 1’aubergine)
6- Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisé en utilisant le logiciel GraphPad Prism (version 8). Des
analyses Anova ont été réalisé pour tester 1’effet d’Alternaria sur la gamme de végétaux et pour
tester 1’effet de chacune des bactéries (T18 et T23) sur le développement in vitro (Rayons et
diamétres mycéliens) et in vivo (diametres de lésions mm) de la souche Alternaria. Dans le cas
ou des différences significatives sont détectées, le test de comparaison multiple des moyennes

de Tukey est réalisé.
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1- Caractéristiques morphologiques

1-1.  Aspect macroscopique

Apres 5 jours d’incubation du champignon phytopathogéne cultivé sur boites de Petri contenues
le milieu de culture PDA, on a pu observer un mycélium d'aspect cotonneux et de couleur beige
qui devient foncé au fur et a mesure que le champignon vieillit. Cet aspect est semblable a celui

des souches appartenant au genre Alternaria (Figure 21).

Figure 21 : Aspect macroscopiques d 'Alternaria sur boite de Petri contenant le milieu PDA
1-2.  Aspect microscopique

L'observation microscopique au grossissement x40 a permis de montrer un mycélium cloisonné
avec des conidiophores qui produisent des conidies, de forme piriforme a ovoide possédant des
cloisons transversales et longitudinales de couleur brunes trés caractéristique du genre

Alternaria (Figure 22)

a x 8

Figure 22: Aspect microscopique d’Alternaria observé sous microscope optique au

grossisement (x40)
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2- Evaluation du pouvoir pathogéne de la souche Alternaria et son

agressivité sur une gamme de végétaux

Sur fruits :

Les résultats du test du pouvoir pathogene d’Alternaria testée dans cette étude montre que cette
souche est capable d’induire des 1ésions sur les différents végétaux testés a savoir les fruits de
tomate, tubercules de pomme de terre, fruits d’aubergine, poivron et piments comme 1’illustre
la figure 23, ce qui confirme le pouvoir pathogéne de ce champignon et sa capacité a provoquer
la maladie chez les végétaux.

Cependant, le niveau d’agressivité de la souche Alternaria est différent en fonction du végétal
testé selon le test Anova (P-value = 0.0011), spécialement entre 1’aubergine et les autres
végétaux testés (Figure 24). En effet, 1a souche fongique semble étre plus agressive sur poivron
et tomate avec des diametres moyens de Iésion de 54 et de 48.10 mm respectivement, suivi de
la pomme de terre et du piment avec des diamétres moyens de I1ésion de 40.38 et 36.81 mm
respectivement. L’aubergine semble étre la moins touchée par la maladie provoquée par la
souche d’Alternaria testée (diameétre moyen de lésion 16.25mm), ce qui implique que ce
champignon n’attaque pas d'une méme maniere les différents végétaux.

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus par (Pahnwar et al., 2021) qui ont également
démontré différents niveaux d’agressivités de leur souche Alternaria sp vis-a-vis des deux

végétaux testés a savoir le piment et la tomate.

Figure 23 : Photos montrant les 1ésions provoquées par la souche Alternaria sur les différents

végétaux (A) sur tomate (B) pomme de terre (C) aubergine (D) sur poivron et piment

3



Résultats et discussions

100 -

€

— 80— a

z

o a a

B ,T

ﬂ pfo:t:i
YOO

@ 2R

e SO

:'l-'.'l 425050

E 0000

= 25258

am SONNCY

a b ee%s]
0 ‘1; ool
0{‘

Vegetaux

Figure 24 : Diamétres des lésions (mm) provoqués par Alternaria sur les des différents
végétaux testés. Les lettres (a) et (b) indique une différence significative au niveau de

I’agressivité de la souche Alternaria selon le test statistique de Tukey.

Sur feuilles :

Les résultats du test du pouvoir pathogéne sur feuilles végétales montrent que la souche
Alternaria testée est capable de provoquer des symptdmes sur les différents végétaux testés qui
sont la pomme de terre, la tomate, le poivron et le piment (Figure 25), ce qui confirme la aussi
que ce champignon peut avoir un pouvoir pathogéne sur les feuilles végétales.

Par ailleurs, cette agressivité est significativement différente en fonction du végétal selon le test
Anova (P value < 0.0001). La souche d’Alternaria semble plus agressive sur feuilles de pomme
de terre (diametre moyen de 1ésion 79.17 mm), suivi ensuite des feuilles de piments, poivron et

tomate avec des diamétres de Iésion de 42,50 ; 40.83 et 28,75 mm respectivement (Figure 26).

Ces résultats sont similaire avec ceux de (Tymon et al., 2016) qui ont évalué ’effet de plusieurs
souches d’Alternaria sur feuilles de pomme de terre et ont montré un fort pouvoir pathogene

du champignon phytopathogéne.
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Figure 25 : Photos montrant les symptomes provoqués par la souche Alternaria sur les feuilles

des différents végétaux (A) sur pomme de terre (B) piment (D) poivron
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Figure 26 : Diametres des 1ésions (mm) provoqués par Alternaria sur les feuilles des différents

végétaux testés. Les lettres (a) et (b) indique une différence significative au niveau de

I’agressivité de la souche Alternaria selon le test statistique de Tukey.
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Sur tiges :

Les résultats de 1’évaluation du pouvoir pathogeéne d'Alternaria sur les tiges des différents
végétaux ont montré que la souche fongique était capable de provoquer les symptomes sur les
différents végétaux en particulier la pomme de terre et la tomate (Figure 27). Selon le test
statistique d’Anova, on distingue une différence significative (P-value = 0.0068) entre les
longueurs moyennes des lésions sur tige de pomme de terre et sur tige de tomate avec des
longueurs moyenne de 83.33 et 72.50 mm respectivement, et la longueur moyenne des 1ésions
sur tiges de poivron et piment qui semblent faiblement affecté par le champignon

phytopathogéne (longueurs moyennes de 10 mm) (Figure 28).

Ces résultats indiquent que le champignon phytopathogéne Alternaria affecte différemment les

végétaux et privilégiait certains organes plus que d’autres.

Figure 27 : Photos montrant les symptomes provoqués par la souche Alternaria sur les tiges

des différents végétaux (A) sur tomate(B) pomme de terre (C) poivron et (D) piment
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Figure 28 : Longueurs des lésions (mm) provoqués par Alternaria sur les feuilles des différents
végétaux testés. Les lettres (a) et (b) indique une différence significative au niveau de

I’agressivité de la souche Alternaria selon le test statistique de Tukey.

Ces résultats ont donc montré une bonne capacité du champignon Alternaria a infecter plusieurs
végétaux et sur différents organes. Cette capacité est due aux faits que ce champignon produit
plusieurs métabolites secondaires, essentiellement des phycotoxines qui joue un role majeur
dans le pouvoir pathogéne du champignon et le rend apte a infecter les différentes parties de la
plante (fruits, feuille et tiges). De nombreuses études ont ¢galement montré 1’implication de
d’autres mycotoxines tels que I’alternariol, 1’alternariol monométhyl ether et 1’acide
ténuazonique dans I’infection des végétaux par ce champignon comme c’est le cas Alternaria

alternata (Logrieco et al., 2009).

Par ailleurs, différentes espéces d’Alternaria dont A. solani peuvent produire des toxines dites
non spécifiques comme le zinniol, altersolanol et la macrosporin et produisent également
d’autres toxines plus spécifiques a 1’hdte induisant les symptomes sur tomate et pomme de terre

seulement (Waals et al., 2001).
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3- Evaluation de D’effet des deux bactéries « in vitro» sur la souche
phytopathogéne Alternaria

3-1. Confrontation directe

L'étude de I’effet des souches bactériennes Bacillus sp T18 et B. methylotrophicus T23 sur la
croissance mycélienne d’Alternaria sp a été réalisé in vitro par confrontation directe et les
résultats illustrés dans la figure 29 montre que les deux bactéries testées ont un bon effet
inhibiteur a I’égard du champignon Alternaria avec des pourcentages d’inhibition de la
croissance myceélienne (PG1%) égales a 73% et 72% pour les bactéries T18 et T23
respectivement.

En effet, I’analyse statistique d’Anova menée sur les rayons de croissance mycélienne montre
une différence significative (P-value <0.0001) entre la croissance du champignon traités avec
les deux bactéries T18 et T23 (rayons moyens de la croissance mycélienne 10.67 et 11 mm
respectivement) et la croissance du champignon dans la boite témoin non traitée avec un rayon
moyen de 39 mm (Figure 30). Par ailleurs, les résultats statistiques de Tukey indique qu’il n’y
pas de différence significative (P-value = 0.9501) entre le traitement avec les deux bactéries
T18 et T23, ce qui signifie que les deux bactéries ont la méme efficacité contre la souche
Alternaria testée.

Nos résultats sont en accord avec d’autres travaux a I’instar de ceux obtenus par (Shiva et al.,
2014) qui ont démontré une bonne efficacité de la souche bactérienne Bacillus sp SRB 27 contre
Alternaria solani avec des pourcentages d’inhibitions de la croissance mycélienne avoisinant

les 78 %.

Figure 29 : Photos montrant I’effet direct des deux bactéries sur le développement du
champignon phytopathogéne A/ternaria. (A) en présence des deux bactérie T18 et T23 (B) boite

témoin en absence du traitement.
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Figure 30 : Rayons de la croissance mycélienne d’Alternaria, chez le témoin et en présence
des deux bactéries T18 et T23. Les lettres (a) et (b) indique une différence significative au
niveau de la croissance mycélienne de la souche Alternaria en présence et en absence des

bactéries selon le test statistique de Tukey.

3-2 Confrontation indirecte

L’effet des deux bactéries a ¢également ¢été évalué in vitro par confronation indirecte et les
résultats ont montré que les deux bactéries testées n’ont pas le méme effet sur la croissance
mycélienne du champignon phytoapathogéne Alternaria. En effet, la bactérie B.
methylotrophicus T23 montre un bon effet inhibiteur sur le développement du champignon avec
un pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne (PGIv%) égale a 84%, et cet effet est
dd probablement a la production de substances volatiles ayant un effet sur le développement du
pathogéne (Figure 31). D’ailleurs I’analyse statistique d’Anova a révélé une différence
significative (P-value = 0.0131) entre la croissance mycélienne en présence de la bactérie T23
(diamétre moyen de croissance mycélienne 11mm) et la croissance mycélienne chez le témoin

sans bactérie (diameétre moyen de 69.50 mm).

En revanche, bien qu’une réduction de la croissance mycélienne d’Alternaria (PGIv% = 42%)
a été observe en présence de la bactérie Bacillus sp T18, aucune différence significative n’a été

enregistré selon le test d’Anova (P-value = 0.0815) ce qui indique que cette bactérie ne produit
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pas ou pas suffisamment de substances volatiles qui permettrait d’avoir un d’effet significatif

contre Alternaria.

Des résultats similaires ont également été obtenu par (Tozlu et al., 2018) qui ont testé deux
souches bactériennes appartenant au genre Bacillus( ET57 et ET58) contre Alternaria alternata

avec des pourcentages d’inhibitions allant de 26.87 % a 87.68%.

Figure 31 : Photos montrant 1’effet indirect des deux bactéries sur le développement du
champignon phytopathogéne Alternaria. (A et B) en présence des deux bactérie T18 et T23 (C)

boite témoin en absence du traitement.
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Figure 32 : Diameétres de croissance mycélienne d’Alternaria, chez le témoin et en présence
des deux bactéries T18 et T23. Les lettres (a) et (b) indique une différence significative au
niveau de la croissance mycélienne de la souche Alternaria en présence et en absence des

bactéries selon le test statistique de Tukey.

Plusieurs souches appartenant au genre Bacillus, comme Bacillus subtilis et Bacillus

amyloliquefaciens ont ¢été rapporté comme étant efficaces pour lutter contre de nombreuses
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maladies des plantes dont 1’alternariose. La production de métabolites diffusibles et volatiles

est d’ailleurs connue comme jouant un role important dans la supression des maladies.

En effet, le genre Bacillus produit diveses molécules antibactériennes et antifongiques tels que
les zwitteriels, la kanosamine, les lipopeptides, la mycosubtiline, la zwittermycine, des iturines
et des fengycine (Kim et al., 2008). Les iturines et les fengycines présentent d’ailleurs de fortes
activités antifongiques et inhibent la croissance d'un large éventail d'agents pathogénes des

plantes (Kim et al., 2013).

Des études ont démontré que certain composés volatiles tels que des alcools, des aldéhydes, des
cétones, des éthers, des esters, des terpénes, et des dérivés terpéniques peuvent aussi avoir une
influence sur la croissances des champignons phytopathogénes comme Alternaria (Alstrom,

2001 ; Wheatley, 2002 ; Schalchli et al. 2011).

4- Evaluation de Deffet des deux bactéries «in vivo» sur la souche

phytopathogéne Alternaria

Sur fruits :

L'évaluation de l'effet des deux bactéries Bacillus sp T18 et B. methylotrophicus T23 a été
réalisé in vivo sur différents fruits de tomate, poivron, aubergine, piments et sur tubercules de
pommes de terre, et les résultats sont illustrés dans la figure 33. D’une maniére globale, les
résultats de 1’analyse statistique d’Anova n’ont pas montré de différences significatives entre
les végétaux traités avec les bactéries T18 et T23 et les végétaux non traités (témoins). Les seuls
effets significatifs ont ét¢ détecté pour la souche Bacillus sp T18 sur tomate et poivron, et la

souche Bacillus methylotrophicus T23 sur poivron (P-value <0.05) (Figure 34).

Ces résultats montrent que les deux bactéries n’ont pas une bonne efficacité sur fruits et de ce

fait ne sont pas capables d’inhiber le développement du pathogeéne sur cet organe.
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Figure 33 : Photos des résultats du test sur fruits des différents végétaux (A) sur tomate (B)

sur pomme de terre (C) sur aubergines (D) sur poivron
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Figure 34 : Diamétres des lésions (mm) provoqués par la souche d’Alternaria sur les différents

fruits des végétaux en présence et en absence du traitement avec les deux bactérie (T18 et T23).

Les lettres (a) et (b) indique une différence significative au niveau du développement

d’Alternaria en présence et en absence des bactéries selon le test statistique de Tukey
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Sur feuilles :

L'¢tude de I'évaluation de l'effet des deux bactéries B. sp T18 et B. methylotrophicus T23 a
¢galement été testé sur feuilles de tomate, pomme de terre, poivron et piment et les résultats
d’Anova ont montré que les deux bactéries T18 et T23 avaient un effet significatif contre
Alternaria sur feuilles de tomate et feuilles de poivron (P-value<0.05), ce qui signifie que ces
deux bactéries peuvent inhiber ou réduire la maladie causée par Alternaria sur les feuilles de
ces végétaux. En effet, sur tomate on a pu observer une inhibition totale des Iésions provoquées
par le champignon phytopathogene par les deux bactéries T18 et T23 (diamétre moyen des
I1ésions égale a 0 mm, contre 28.75mm pour le témoin). De méme la bactérie T18 a été capable
d’inhiber complétement le développement du champignon sur piment (diametre moyen des
Iésions égale a 0 mm, contre 45 mm pour le t¢émoin). Cela souligne le fort potentiel de ces deux
bactéries a inhiber la maladie de 1’alternariose sur certaines feuilles végétales, et cela a
¢galement été constaté dans d’autres études comme celle de (Chohan et al., 2015) qui ont mis
en évidence une bonne efficacité des souches de Trichoderma sur les feuilles de tomate infecté
par Alternaria solani. (Abdel-Kader et al., 2012) ont également évalué I’effet de quelques
antagonistes dont Trichoderma harzianum, et T. viridae, B subtilis et P. fluorescens et
Saccharomyces cerevisia a I’égard de quelques maladies comme 1’alternariose par pulvérisation
foliaires sur les quatres végétaux : concombre, tomate, poivron, cantaloup, et ils ont observé
que les agents de lutte biologique testés ont un effet antagonistes important contre les

phytopathogénes.

Cet effet est probablement dii aux faits que les bactéries antagonistes déploient des mécanismes
d’actions agissant contre le champignon phytopathogene 1’empéchant de se développer. L’un
de ces mécanismes d’action pourrait étre I’antibiose d’autant plus que ce mécanisme a été mis
en évidence dans notre étude par le test de confrontation in vitro, mais il est également possible
que ces bactéries utilisent d’autres modes d’actions comme I’hyperparsitisme, la compétition

et I’interférence avec le pouvoir pathogéne.

En revanche, aucun effet significatif n’a ét¢ enregistré a 1’égard d’Alfernaria sur feuilles de
pomme de terre et de poivron, ce qui veut dire que c’est deux bactéries ne sont pas capable

d’inhiber la maladie sur ces deux végétaux.
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Figure 35 : Photos des résultats du test sur feuilles des différents végétaux (A) sur tomates
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Figure 36 : Diamétres des 1ésions (mm) provoqués par la souche d’Alternaria sur les différents

feuilles des végétaux en présence et en absence du traitement avec les deux bactérie (T18 et

T23). Les lettres (a) et (b) indique une différence significative au niveau du développement

d’Alternaria en présence et en absence des bactéries selon le test statistique de Tukey.

Sur tiges :

Les résultats du test de I’effet des bactéries sur le développement d’Alternaria sur les tiges des

différents végétaux (tomate, pomme de terre, poivron et piments) ont révélé une différence

significative des deux bactéries (T18 et T23) sur le développement du champignon

phytopathogéne Alternaria sur tiges de tomate (P-value <0.05) (Figure 37). En effet, les
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bactéries ont été capable de réduire la maladie sur tige de tomate avec des longueurs moyennes
de Iésions faibles égales a 2.5 mm et 16 mm respectivement pour les bactéries T23 et T18, en

comparaison avec le témoin non traité dont la longueur moyenne de 1ésion dépasse les 72 mm.

Les deux bactéries n’ont en revanche montré aucun effet significatif a 1’égard d’Alternaria sur

les tiges d’autres végétaux selon I’analyse statistique d’ Anova (Figure 38).

Figure 37 : Photos des résultats du test sur feuilles des différents végétaux (A) sur tomates (B)

sur pomme de terre (C) sur piment et (D) sur poivron
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Figure 38 : Longueurs des lésions (mm) provoqués par la souche d’Alfernaria sur les
différentes tiges des végétaux en présence et en absence du traitement avec les deux bactérie
(T18 et T23). Les lettres (a) et (b) indique une différence significative au niveau du
développement d’Alternaria en présence et en absence des bactéries selon le test statistique de

Tukey.
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Les bactéries antagonistes testées dans cette étude ont donc montré une bonne capacité de
protection de la tomate sur les différents organes (fruits, feuilles et tiges) contre le champignon
phytopathogéne Alternaria, ce qui nous encourage a recourir a une étude plus poussée de ces

bactéries avant d’envisager une ¢ventuelle application sur le terrain.
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Conclusion

Au cours de ce travail nous nous sommes intéressés a 1’évaluation du pouvoir pathogeéne et
I’agressivité sur une gamme d’hote d’une souche d’Alternaria récemment isolée sur tomate a
Bejaia, et nous avons réalisé ensuite des essais de biocontrol in vitro et in vivo a 1’égard de ce

champignon phytopathogéne en utilisant deux bactéries appartenant au genre Bacillus.

A Tlissue de cette étude, nous avons pu confirmer le pouvoir pathogéne de la souche
d’Alternaria étudiée dans ce mémoire sur les différents végétaux testés et qui appartiennent
tous a la famille des solanacées a savoir ; la tomate, la pomme de terre, I’aubergine, le poivron
et le piment. La souche d’Alternaria est donc capable d’attaquer les différents végétaux et sur
tous les organes testés (fruits, feuilles et tiges) ce qui indique le pouvoir pathogene élevé de
cette souche d’Alternaria. Néanmoins, cette derniére a également montré différents niveaux
d’agressivité en fonction du végétal et de 1’organe testé. En effet, le champignon a été plus
agressif sur fruits et tiges de tomate, poivron et pomme de terre en comparaison avec les autres

végétaux. Tandis qu’il s’est montré plus agressive sur feuilles de pomme de terre et piment.

Cette étude a également mis en avant le potentiel antagoniste des deux bactéries Bacillus sp
T18 et Bacillus metylotrphicus T23 dans la réduction du développement d’Alternaria in vitro.
En effet, les deux bactéries ont montré des pourcentages d’inhibitions de la croissance
mycélienne significativement élevés pour le test de confrontation directe dépassent les 70%
pour les deux bactéries, ce qui permis de déduire que ces bactéries ont la capacité de sécréter
des substances diffusibles efficaces contre le champignon phytopathogéne Alternaria. Le test
de confrontation indirecte a quant a lui révélé une bonne inhibition de la croissance mycélienne
avec un pourcentage d’inhibition dépassant les 80% pour la souche bactérienne T23, ce qui
indique aussi une bonne aptitude de la bactérie a produire des substances volatiles efficaces

dans la lutte contre le champignon.

L’évaluation in vivo des bactéries a 1’égard du champignon phytopathogéne a révélé
principalement une bonne efficacité des bactéries antagonistes sur fruits, feuilles et tiges de

tomate mais pas sur les autres végétaux hormis les feuilles de piment et les fruits de poivron.

Ces résultats suggerent que les deux especes de Bacillus peuvent constituer des agents de lutte
biologique potentiels intéressants pour lutter contre le champignon phytopathogéne Alternaria.
Ceci étant des investigations supplémentaires doivent étre menées pour étudier davantage cet

effet.

ﬂ
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Ce travail mérite donc d’étre compléter avec des études plus approfondies comme :

- Confirmer I’identification de la souche phytopathogéne Alternaria par séquencage
d’ADN et les génes de virulence.

- Tester le pouvoir pathogene et I’agressivité de la souche d’Alternaria sur une gamme
d’hotes plus large

- Evaluer I’effet des deux bactéries a I’égard du champignon phytopathogéne sur plantes
entieres

- Caractériser les molécules produites par les bactéries antagonistes et impliquées dans le
controle du champignon

- FEtudier les autres mécanismes d’actions déployés par les bactéries dans le biocontrole

du champignon phytopathogéne.
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Résumé

Alternaria sp est un champignon responsable de |’alternariose qui est considérée parmi les
maladies aeriennes les plus courantes et les plus importantes sur les cultures végetales. Ce travail a
pour premier objectif d’évaluer le pouvoir pathogéne et I’agressivité d’une souche d’Alternaria
récemment isolée sur fruits de tomate, sur plusieurs végétaux et sur différents organes (fruits, feuilles

et tiges).

Les résultats ont révélé une forte capacité de la souche fongique a s’attaquer et a provoquer
des symptomes sur les différents végétaux, a des niveaux d’agressivités variables avec une agressivité
plus importante chez la tomate et la pomme de terre. Les tests ensuite menés pour évaluer I’effet des
deux bactéries apparentant au genre Bacillus T18 et T23 sur le développement d’Alternaria ont
montré une bonne efficacité des bactéries in vitro avec des pourcentages d’inhibition de la croissance
mycélienne dépassant les 70% pour I’effet direct, et une inhibition dépassant les 80% pour I’effet

indirect dans le cas de la souche Bacillus metylotrophicus T23.

L efficacité des deux bactéries in vivo a surtout été mise en évidence sur les différents organes
de la tomate, ce qui souligne le fort potentiel de ces deux bactéries dans la lutte biologique contre
Alternaria.

Mots clés : Alternaria, Agressivité, pouvoir pathogene, végétaux, Bacillus, Biocontréle

Summary

Alternaria sp is a fungus responsible for early blight, which is considered among the most
common and important airborne diseases on plant crops. The first objective of this work is to evaluate
the pathogenicity and aggressiveness of a strain of Alternaria recently isolated on tomato fruits, on

several plants and on different organs (fruits, leaves and stems).

The results revealed a strong ability of the fungal strain to attack and cause symptoms on
different plants, at variable levels of aggressiveness with greater aggressiveness in tomatoes and
potatoes. The tests then carried out to evaluate the effect of the two bacteria related to the genus
Bacillus T18 and T23 on the development of Alternaria showed good efficacy of the bacteria in vitro
with percentages of inhibition of mycelial growth exceeding 70% for the direct effect, and an
inhibition exceeding 80% for the indirect effect in the case of the Bacillus metylotrophicus T23 strain.

The effectiveness of the two bacteria in vivo has mainly been demonstrated on the different
organs of the tomato, which underlines the strong potential of these two bacteria in the biological
control of Alternaria.

Keywords: Alternaria, Aggressiveness, pathogenicity, plants, Bacillus, Biocontrol



