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Introduction

La tomate est I’'un des légumes les plus cultivés dans le monde. Une grande partie de
la production pour le marché de frais est réalisé sous abris. Cette culture nécessite 1’utilisation
de beaucoup d’intrants particulierement des fongicides, car les conditions de 1’environnement
sous serre favorisent 1I’apparition des maladies cryptogamiques diverses. Parmi ces maladies,
Botrytis cinerea, agent causal de la pourriture grise, est I’un des plus importants agents
pathogénes de la tomate sous abris et cause des pertes considérables aux producteurs
(Blancard, 2009).

La lutte chimique a constitué¢ durant les décennies précédentes la méthode la plus
utilisée, cependant des problemes de résistance sont vite apparus (Leroux, 1995).
L’inefficacité des fongicides est généralement attribuée a 1’apparition de souches résistantes.
Le maintien des souches résistantes parait li¢ a leur capacité a survivre dans les conditions
naturelles et a entrer en compétition avec les souches sensibles en termes de potentiel
d’infection, de sporulation ou encore de dissémination. D’ou I’intérét des tests de 1’agressivité
des souches retenues dans les études de résistance.

Les travaux de recherches actuelles visent a comprendre le comportement des
populations de Botrytis cinerea a différentes pressions de sélections. En effet ce champignon
est particulierement problématique en raison de sacapacité a développer des résistances vis-a-
vis des fongicides. La résistance des souches de Botrytis cinerea aux fongicides est un axe
développé dans le laboratoire de mycologie de 'université Bejaia en collaboration avec le
laboratoire de mycologie de 'INRA d’Avignon France.

Ce travail est une contribution a la connaissance des souches algériennes. Il constitue
la premicre étape d’un projet, en cours, entre I'INRA Avignon et le Laboratoire de d’Ecologie
microbienne (LEM).Pour atteindre cet objectif, nous avons entrepris une étude sur I’impact de
trois fongicides dont deux chimiques (Iprodione et Teldor) et I’autre biologique (Serenade)
sur des souches de B. cinerea (ALG20, ALG295, ALG195, BC1 et BC142) issues de deux
sites géographique différents (Algérie, Europe). La résistance a été réalisée in vitro sur la
croissance mycélienne et sur la germination des spores. Une deuxiéme expérimentation a
porté sur 1’agressivité des cinq souches sur des folioles de tomates (in vivo). Ce travail a pour
objectif de vérifier I’hypothése suivante :

e Les souches de B. cinerea sont identiques en termes d’agressivité sur tomate et on le

méme niveau de résistance aux différents fongicides quel que soit le site d’isolement ?
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I.1.La pourriture grise
La pourriture grise est une maladie provoquée par le champignon B. cinerea, ce champignon

provoque des dégats économiques désastreux dans plusieurs cultures (Petit, 2008).

I.2.Agent causal

Botrytis cinerea Pers: Fr. [téléomorphe: Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel], est
un champignon phytopathogéne attaquant principalement les parties aériennes des plantes
hotes (Williamson et al., 2007). Cet agent pathogeéne peut entrainer la destruction partielle ou
totale de la plante a plusieurs stades de sa croissance. Ce champignon peut attaquer les
feuilles, les tiges et les fruits de plusieurs especes de plantes d’importance économique. En
effet, il attaque plus de 200 especes de plantes, principalement les dicotylédones sous serre

(Tomate, concombre, poivron, fraise, rose...) (Blancard et al., 2009)

Sur le plan économique, ce champignon est, par exemple, considéré comme un

probléme phytosanitaire majeur en viticulture dans le monde (Martinez et al., 2005).

1.2.1 Systématique

B. cinerea, comme beaucoup d'autres champignons, présente une double classification et
qui donne deux formes selon le tableau suivant (Ajouz, 2009):

e Forme parfaite (téléomorphe)

e Forme imparfaite (anamorphe)

Tableaux I. Classification de B. cinerea selon le mode de reproduction (Williamson, 2007).

Forme Sexuée (forme parfaite) Asexuée (forme imparfaite)
Régne Fungi Fungi
Phylum Ascomycete Deuteromycete
Classe Discomycéte Hyphomycéte
Ordre Léotiale Moniliale
Famille Sclerotiniaceae Moniliaceae
Genre Botryotinia Botrytis
Espéce Botryotinia fuckeliana Botrytis cinerea
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1.2.2. Les facteurs favorisants le développement de Botrytis cinerea
Différents facteurs d’origines extérieures ou dépendants de la plante interviennent
dans les premiers stades d’infection, dans le développement de la maladie et dans la

dissémination du champignon (Yuniset al., 1990;Elad et Yunis, 1993).

1.2.2.1. Les facteurs climatiques :

+ Température

Dans la serre des températures comprises entre 17°C et 23°C est la condition propice
aux attaques de B. cinerea (Blancard et al., 2009).

D’apres des études de (Shiraishi et al, 1970), la température optimale pour la
germination des conidies comprise entre 20 et 30°C. A des températures inférieures a 5°C et
supérieures a 35°C, les spores de B. cinerea ne germent pas apres 48 heures d’incubation.

Des ¢études sont en cours de réalisation dans le laboratoire de mycologie en
collaboration avec INRA d’Avignon sur la variabilité des souches en fonction de leur capacité

a s’adapté aux températures ¢levée.

< Hygrométrie

L hygrométrie optimise la croissance mycélienne et la sporulation se développent

d’une maniére plus rapide a 21°C, 94% d'humidité relative. (Thomas et Marois, 1986).

1.2.2.2. Autres facteurs :

+ Fertilisation

Les quantités d'engrais et la composition de la solution nutritive utilisée influencent la
sensibilit¢ de la plante hote a la pourriture grise. Cependant, les résultats sont parfois
contradictoires dans ce domaine (Dik et Wubben, 2004). Un taux d'azote ¢élevé, par exemple,
augmente la croissance des plantes et la densit¢ du feuillage mais en méme temps sa
sensibilité a B. cinerea (Pitchay et al., 2007).

En revanche, Lecompte et al., 2010 ont constaté que I’expansion des Iésions sur les tiges de
tomates a diminué avec l'augmentation des niveaux de fertilisation azotée pour les isolats les

plus agressives.
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< La lumiére

La lumiere (I’intensit¢ et la longueur d'onde) est un facteur important dans la
protection des cultures sous serre, entre autre les UV, qui augmente la sporulation de B.
cinerea. (Dik et Wubben, 2004).

La germination des conidies de B. cinerea se produit aussi bien a la lumicre qu’a
I’obscurité, pourvu qu’il y ait de I’eau et des nutriments en quantité¢ suffisante (Blakeman,
1980).

La sporulation de B. cinerea est par contre dépendante de la qualité¢ de la lumicre recue et
surtout des UV (Nicot et al, 1996 ; Elad, 1997; West et al., 2000).

La production de spores sous un film sélectif filtrant les ultraviolets en boite de Pétri
représente 0,05% de la production de spores sous un film témoin non filtrant et ceci pendant
plusieurs semaines apres l'inoculation. Ceci démontre que ’absence des UV inhibe la
sporulation plutot que de la retarder (Nicot et al., 1996).

% L’irrigation

Le type d'irrigation peut également influer sur le développement de la pourriture grise.
Le développement de pourriture sur les tiges de la tomate survient dans l'irrigation par rigoles
que dans l'irrigation goutte a goutte. Méme constatation a été faite concernant la cinétique de

I’évolution de I’infection et sa gravité (Aissat et al, 2008).

I.3.Les principaux symptomes de la pourriture grise sur tomate :

En culture, B. cinerea attaque les feuilles, le pédoncule, les fleurs, les sépales, les
fruits et les tiges sous forme d’une pourriture grise caractéristique. Il provoque la chute des
fruits et la mort de la plante.

% Dégats sur feuilles

Les folioles présentent fréquemment des taches circulaires et humides dans un premier
temps.de teinte beigeatre a brun clair, celles-ci révélent aussi un aspect parcheminée laissent
apparaitre des arabesques concentriques (figl A). Elles évoluent rapidement et entrainent le
dessechement de secteurs importants du limbe. Ces altération peuvent donner lieu a une
pourriture qui s’étend ensuite et finit par 1éser des feuilles entieres, les tissus s’effondrant et se

nécrosant progressivement. (Blancard et al., 2009).
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% Dégats sur pétales

Les pétales sénescents permettent a B.cinerea de s’installer sur les inflorescences (figl C)
et de les utiliser comme bases nutritives dans un premier temps, afin d’assurer les infections

ultérieures sur folioles et sur fruits (Blancard et al., 2009).
« Dégats sur tiges

Les symptomes se caractérisent par des chancres beiges, ils se développent
progressivement sur la tige avec la formation des contours bien délimités et finissent par
I’altération d’une partie ou la totalité¢ de la tige (figl B), causant la mort de la plante

(Blancard et al., 2009).
% Dégats sur fruits

Les fruits verts, présentent de minces anneaux blanchatres, de 2 a 10mm de diamétre,
encerclant une minuscule lésion nécrotique centrale. ces anneaux sont dénommés : taches
fantomes (ghoste spot) (figlF), sont plutot jaunatres sur les fruits murs (Blancard et al,
2009). Le fruit peut présenter aussi une pourriture molle (figl D, E,) qui se développe le plus

souvent a partir des pétales et sépales desséchées (Blancard et al., 2009).

Figure 1.Dégits causé par B. cinerea sur les différents organes de tomate :

(A)Dégats sur feuille, (B) Dégats sur tiges,(C) Dégats sur pétale, (D) et (E), Dégats
sur fruit, (F) des taches fantome sur fruit (Blancard et al., 2009).
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1.4. Epidémiologie et cycle de vie de B. cinerea

I.4.1. Cycle de vie de B. cinerea

B. cinerea passe I’hiver dans le sol et dans des débris de culture sous la forme de
mycélium ou de sclérotes. Ces petits organes noirs, durs et de forme irréguliére, sont
considérés comme étant le principal moyen de survie a long terme du champignon (Amselem
etal, 2011).

Pour la phase asexuée, des conidiophores grisatres produisent des spores (conidies)
par mitose lorsque les conditions sont favorables, les conidiophores libérent les conidies dans
I’air (Petit, 2008). Une fois les conidies installées sur un tissus végétal blessé ou sénescent
avec des conditions d’hygrométrie et de températures favorable, un mycélium cloisonné se
développe et colonise les tissus. Lorsque le mycélium est au stade fructification, il produit des
conidiophores et le cycle est relancé (Williamson et al., 2007).

En début de matinée, une diminution rapide de I’humidité couplée a une augmentation
de température entraine une torsion et un dessechement des conidiophores qui €jectent alors
les conidies dans 1’air. Les gouttes d’eau peuvent ¢galement jouer un role dans la dispersion
des conidies (Williamson et al., 2007), de méme pour les insectes (Holz et al., 2004).

L’adhésion et la germination d’une spore a la surface d’une plante hote sont des étapes
essentielles qui précedent la pénétration et la colonisation des tissus (Doehlemann et al,
2006). Leur durée de vie au champ est faible et dépend de conditions biotiques et abiotiques
telles que la température, I’humidité et 1’exposition a la lumiére (Elad et al., 2004).

Lorsque les conditions environnementales sont particuliecrement défavorables au
champignon, un autre type de spores est produit, les micro-conidies. Elles interviennent dans
le processus de reproduction sexuée (Messiaen et al,, 1991). Ces organes de fructifications
libérent par la suite des asques comprenant huit ascospores binucléées (Williamson et al.,
2007).

Toutefois, I’existence de ces apothécies au champ n’a été que trés rarement observée
(Martinez et al., 2008). La reproduction sexuée a surtout été observée en laboratoire lorsque
les conditions de croissance étaient défavorables.

Le processus infectieux de B. cinerea se décompose en plusieurs étapes : la
pénétration de la plante hote, la formation de 1ésions primaires, 1’expansion des 1ésions et la
macération des tissus puis la sporulation (Van Kan, 2006). Au cours d’une saison, plusieurs

cycles peuvent étre accomplis : la maladie est dite polycyclique (Williamson et al., 2007).
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Figure 2. Cycle de développement (reproduction asexuée) de B. cinerea sur différentes

1.4.2 Dissémination

cultures (Agrios, 2005).

La dispersion des spores du B. cinerea est assurée par plusieurs facteurs:

Le vent: C’est un facteur trés important, il assure la dispersion des spores a

distances proportionnelles a la vitesse du courant (Holz et al., 2007).

d’une goutte d’eau avec une vitesse de 4 m/s assure une dispersion des spores a

% L’eau: Elle joue un role important dans la dissémination des spores. La chute

une distance de plusieurs metres carrés (Corbaz, 1994).

X/

< Les insectes :

L’exemple des abeilles, qui en butinant transportent des spores de

champignons des fleurs atteintes aux saines (Holz et al., 2007).

d’hygiene. La dispersion par les outils ou par le manque de soin (Agrios, 2005).

% L’homme: La dissémination par I’homme est généralement liée aux manques
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I1. Diversité phénotypique et génétique de B. cinerea

B. cinerea est un champignon présentant une diversit¢ phénotypique pour sa
morphologie sur milieu de culture, sa capacité a produire des conidies selon la qualité¢ de la
lumiére, ses exigences nutritives, son agressivité sur la plante ou sa sensibilité aux fongicides.

Il présente également une forte diversité génétique (Ajouz, 2009).
I1.1. Diversité phénotypique

I1.1.1. Morphotypes
D’apres les études de Martinez et al., (2003), la diversité morphologique des souches
de B. cinerea sur milieu artificiel gélos¢ Malt-Agar est déterminée par une classification
visuelle en huit morphotypes différents dont quatre mycéliens caractérisés par une quasi-

absence de sclérotes et quatre sclérotiens (Tableau II).

Tableau II. Classification morphologique de B. cinerea sur milieu Malt-Agar (Martinez et

al, 2003).

Type Mycélien “M™

Representation

Phenotype M1 M2 M3 M4
Mycélium rasant aérien masses mycéliennes | €pais et dense
Sporulation 0 1ou?2 1ou?2 1
Sclérotes ¥ 0 0 0 0

Type Sclérotien “S™

e — Fe = 1
Representation
Phenotype S2 S3 S4
Mycélium plutét rasant plutét rasant plutot rasant plutét rasant

Sporulation "

1

1

0

Sclérotes

En bordure
des boites de
Pétri

Plutét de
grande taille
formant un ou
des cercles

Plutét de grandes
tailles, éparpillés

Nombreux,
petits et
¢éparpillés

" Sporulation : 0: absence; 1:sporulation peu abondante; 2: sporulation trés abondante
2 . O
~ Sclérotes : 0: absence: 1: rares: 2: trés abondantes
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I1.1.2. Sensibilité a la qualité de la lumiére

Plusieurs ¢tudes ont mis en évidence que les ultraviolets proches (300 a 400 nm)
stimulent la production de spores alors que les infra rouges (> 720 nm) inhibent la sporulation
chez B. cinerea (Epton et Richmond, 1980; Jarvis, 1992). Il existe des isolats capables de
sporuler en absence de rayonnements ultraviolets (Nicot et al., 1996). Certains isolats sont
méme capables de sporuler a I’obscurité¢ (Thomas et Marois, 1986 ; Steward et Long, 1987;

Dik et Wubben, 2004).

I1.1.3. Agressivité sur la plante

En phytopathologie, 1’agressivité est la capacit¢ d’un agent pathogéne a infecter un
hote donné et a causer une maladie (Andanson, 2010). L’ensemble des souches de B. cinerea
ne présentent pas le méme niveau d’agressivité sur une méme plante hote. Par exemple,
Decognet et al., (2009) ont remarqué une variation d’agressivité de 17 souches de B. cinerea

sur la tomate.

I1.1.4. Exigences nutritives

Afin de pouvoir germer, croitre et sporuler, les spores de Botrytis cinerea ont des
besoins nutritifs (Ajouz, 2009). Des expériences ont montré que la germination de B. cinerea
dans l'eau ¢tait significativement plus faible que dans une solution nutritive (Kosuge et
Hewitt, 1964). La germination des spores de B. cinerea dans l'eau (absence de nutriments) a

cependant été observée pour certaines souches (Doehlemann et al., 2006).

I1.1.5. Sensibilité aux fongicides

Des niveaux variables de résistance envers différents fongicides, ont été mis en
¢vidence au sein des populations de B. cinerea (Lauber, 1971). Par exemple, Corbaz (1993)
a montré que sur 38 souches de B. cinerea isolées de cultures maraichéres en Suisse (tomate
et laitue principalement), 44,7% sont résistantes aux dicarboximides, 73,6% aux

benzimidazoles et 31,8% présentaient une double résistance.

Des isolats naturels de B. cinerea résistants au fenhexamide ont été détectés avec une
fréquence de 10% (sur 200 isolats testés) alors que la population de 1'agent pathogéne n'avait,

a priori, jamais €té exposée a ce fongicide (Zhang et al., 2007).
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I1.2. Diversité génétique

La biologie moléculaire a révélé une grande variabilité génétique au sein de I'espece B.
cinerea. Différents types de marqueurs moléculaires ont été¢ développés chez cette espéce tels
que les RAPDs, les RFLPs, les AFLPs et les marqueurs microsatellites (Ross et al., 2007).

B. cinerea présente une grande diversité génotypique et cette derniére est modelée par
le lieu d'échantillonnage, la plante hote et I'origine géographique des isolats (Karchani-
Balma et al., 2008). 184 isolats de B. cinerea provenaient de six région de France a permis
d’identifier 180 génotypes différents a 1’aide de marqueurs microsatellites (Fournier et
Guiraud, 2008). La présence systématique des génotypes dominants de B. cinerea dans
toutes les serres suggere que le systéme de culture influe sur la structure génétique et que
I'inoculum endogéne secondaire (produits sur des plants malades) joue un role essentiel dans
le développement des épidémies de moisissures dans les serres commerciales de tomate

(Decognet et al., 2009).

Enfin, une grande diversité¢ génétique a été observée dans des populations aériennes
d’isolats de B. cinerea collectés dans des serres expérimentales de tomate. Une meilleure
connaissance de la diversité génétique de B. cinerea a un impact direct pour la gestion de la

pourriture grise dans les serres de légumes.

I11. Les moyens de lutte contre B. cinerea
Elle repose sur des traitements chimiques mais également sur des stratégies de lutte

culturales (lutte climatique- prophylaxie....etc) mais aucune de ces méthodes ne permet de

garantir une protection totale des cultures.

III.1. Les mesures prophylactiques

Parmi les méthodes de luttes disponibles, une attention toute particuliere doit étre
portée aux mesures prophylactiques. En complément des autres moyens de lutte, il s’agit
d’une stratégie efficace pour limiter les dégats causés par B. cinerea. Les mesures a

préconisées sont :

Les feuilles sénescentes et les organes infectés doivent étre retirés de la serre afin de réduire
les sources d’inoculum (Richard et Boivin., 1994). B. cinerea est capable de coloniser

rapidement les tissus nécrotiques (Kohl et al., 1999) et de produire des quantités importantes

10
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d’inoculum secondaire par la suite.

¢ Dans les serres, 1’effeuillage est trés important afin de permettre une aération optimale
et réduire ainsi I’hygrométrie (Decognet et al., 2009b). L’effeuillage au ras de la tige
sans laisser de chicot de pétioles diminue significativement les risques d’infection des
plaies (Decognet et al., 1997; Decognet et al., 2009b).

« Le type d'irrigation peut également influer sur le développement de la pourriture grise.
Le développement de pourriture sur les tiges est survenu plus tot dans l'irrigation par
rigoles que dans l'irrigation goutte a goutte (Aissat et al., 2008).

« La fertilisation azotée doit €tre raisonnée, une faible dose engendrerait des feuilles
chlorotiques qui sont idéales pour le développement de la maladie, tandis qu’une forte
dose produirait des tissus succulents trés réceptifs. (Hoffland et al, 1999 ; Davidson
et al, 2004 ; Pitchay, 2007). L’enrichissement des tissus en azote réduirait fortement
la sensibilité de la plante a B. cinerea (Lecompte et al., 2010).

« La taille des plants de tomate doit étre réguliére et soignée et de préférence le matin
(Decognet et al., 2010). Les plaies ont ainsi davantage de temps pour sécher au cours
de la journée.

« Les autres bio-agresseurs doivent également étre maitrisés afin d’éviter ’apparition de

blessures, propices a I’infection de B. cinerea (Blancard et al., 2003).

I11.2. La lutte chimique

La pourriture grise conduit réguliérement a des pertes économiques importantes (Petit,
2008). L’utilisation de fongicides est donc une condition préalable pour produire des récoltes
saines. La lutte chimique s’est révélée depuis toujours une méthode de lutte efficace et
indispensable pour combattre les agents pathogenes (Leroux, 2003 ; Pezet et al, 2004). Elle
se définie par 'utilisation de fongicides pour détruire, affaiblir ou réprimer le champignon
(Ajouz, 2009). Cette lutte chimique vient en complément des mesures prophylactiques qui
contribuent a réduire [D’incidence de la maladie en établissant des conditions
environnementales moins favorables a I’infection (Rosslenbroich et Stuebler, 2000 ;
Leroux, 2007).

A partir des années 1950, il y a eu une expansion rapide de I’emploi de produits
phytopharmaceutiques, liée a I’essor de la chimie de synthése (Riba et Silvy, 1989). Les

fongicides anti-Botrytis utilisés en agriculture ont largement évolué depuis le début des
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années 1970, ou les premicres maticres actives apparues sur le marché francais pour lutter
contre la pourriture grise furent le folpel, le captafol, I’euparéne (dichlofluanide) et le thirame.
Des progres ont été réalisés avec la commercialisation des benzimidazoles, des thiophanates,
et des dicarboximides a partir de 1976 (Leroux et al., 1999). Les fongicides restent des outils
indispensables pour lutter contre Botrytis cinerea en pré- et post-récolte et assurer une

protection suffisante (Leroux, 2004).

II1.2.1. classification des fongicides

Les fongicides sont classés suivant leur pénétration dans la plante et selon leur mode d’action

biochimique (Rocher, 2004).

I11.2.1.1. Suivant leur pénétration dans la plante
Une fois appliqué sur une plante ou dans le sol, les fongicides restent a la surface ou

pénetrent dans la plante (Figure 3) .on peut donc distinguer deux grands groupes :

e Les fongicides de surface (contact) qui ne sont pas absorbés par la plante.
e Les fongicides pénétrants (systémiques) qui sont absorbés par la plante (Carisse et al.,

2009).

II1.2.1.1.1. Les fongicides de contact

Sont dits aussi préventifs, protecteurs ou résiduels (Corbaz, 1990). Ces fongicides
demeurent au niveau du point d’application sur la plante (Rocher, 2004), ils attaquent le
pathogéne en tant que poisons peu spécifiques, a large base d’action. Ils inhibent un grand
nombre de systémes enzymatiques cellulaires et respiratoires. Dés que le champignon est
installé a D’intérieur de la feuille, il ne peut étre atteint par les fongicides de contact.
Cependant la sporulation peut étre inhibée étant donné que de nombreux pathogenes doivent
sortir de la plante pour produire des spores (Bosseur et al., 2002). L’efficacité finale de ce

type de produit dépend (Corbaz, 1990) :

- Mode d’application du fongicide : il faut I’appliquer de telle sorte qu’il y en ait partout et en
quantité suffisante, en évitant les surplus qui se concentrent en certains endroits et peuvent

occasionner des brulures.
- La répartition du fongicide sur les surfaces.

-I’application avant I’infection.

12
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- IIs nécessitent des applications répétées pour renouveler la couche protectrice (Bosseur et

al., 2002).

I11.2.1.1.2. Les fongicides systémiques

Dits aussi endothérapiques. La mati¢re active est absorbée par la plante, tant par les
racines que par le feuillage (Corbaz, 1990), ils se déplacent dans la plante par les vaisseaux
du xyléme et du phloéme (Bosseur et al., 2002). Ces fongicides ont une action curative, c’est-
a-dire qu’ils peuvent guérir des plantes déja infectées. Leur action repose sur une inhibition
trés spécifique ; unisite et leur période d’action est plus étendue et n’est pas seulement
restreinte a la germination de la spore comme les préventifs. Le mode d’application est moins

important, puisque le fongicide agit a et depuis I’intérieur de la plante (Corbaz, 1990).

Croissance et sporulation arrétées A

Spore
Fongicide

Face supérieure

Feuille <

Tissus vasculaires
de la plante

Face inférieure “_

Fongicide

Espace entre les gouttes toujours comblé = couverture compléte

Germination arrétée
B

|
ARG = Spore
QX\-) —— Fongicide

OOOUOL)
Feuille < QDmmm C] ] ;

DOO00 ™

Fongicide

Face supérieure /"~

Face inférieure “_

\_Y_)

Espace possible entre les gouttes = couverture incompléte

Figure 3. Mode d’action des fongicides systémiques (A) et de contact (B)
(Carisse et al., 2009).
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I11.2.1.2. Suivant leur mode d’action biochimique

Plusieurs familles de fongicides de synthése sont disponibles pour lutter contre
Botrytis cinerea. Elles sont classées en cinq catégories selon leur mode d’action biochimique
sur le pathogene : les fongicides affectant la respiration, le fonctionnement des microtubules,

I’osmorégulation, la biosynthése de méthionine ou des stérols (Petit, 2008) (Figure 4).
% Les inhibiteurs de la respiration mitochondriale

Ce sont des fongicides multi-sites. Leur action sur le champignon est principalement
due a une forte inhibition de la germination des conidies. Les fongicides inhibiteurs de la
respiration plus récents comme le fluazinam, les strobilurines et les carboxamides agissent
en bloquant le fonctionnement des mitochondries. Le fluazinam exerce une action
découplante de la phosphorylation oxydative au niveau des mitochondries (Leroux et
Moncomble, 1993). Les strobilurines tels que 1’azoxystrobine sont des inhibiteurs du
complexe mitochondrial III et les carboxamides comme leboscalid, des inhibiteurs du

complexe II (Leroux, 2003; Elad et al., 2004).
*» Les fongicides anti-microtubules

Il existe deux grandes familles de fongicides anti-microtubules : les benzimidazoles et
les phénylcarbamates. Ils n’affectent pas la germination des conidies mais inhibent
I’¢longation du tube germinatif et la croissance mycélienne (Leroux et al., 1999). Leurs
effets anti-fongiques résultent de 1’inhibition de 1’assemblage microtubulaire due a la
fixation des fongicides sur la tubuline, composant majeur des microtubules (Davidse et
Ishii, 1995). Ces fongicides perturbent la structure du cytosquelette et bloquent les
divisions nucléaires et cellulaires (mitoses) en perturbant la constitution du fuseau

achromatique constitué¢ de microtubules (Bosseur et al., 2002).
% Les fongicides agissant sur ’osmorégulation

Trois familles chimiques appartiennent a ce groupe de fongicides : les dicarboximides,
les phénylpyrroles et les hydrocarbures aromatiques (Petit, 2008). Ils inhibent a la fois la
germination des conidies et la croissance mycélienne. De plus, tous ces fongicides
produisent des altérations morphologiques similaires au niveau des tubes germinatifs tels
que des gonflements, des ramifications anormales et des éclatements cellulaires (Elad et
al., 2004). Des ¢tudes biochimiques ont indiqué que ce fongicides affectaient la synthése

de la paroi cellulaire et induisaient I’accumulation de glycérol dans les cellules
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mycéliennes (Leroux, 1996). Plusieurs recherches suggerent que leur cible primaire
pourrait étre des protéines kinases impliquées dans la régulation de la biosynthése des

polyols (Orth et al., 1995; Pillonel et Meyer, 1997 ; Schumacher et al., 1997).
% Les inhibiteurs de la biosynthése de méthionine

Les anilinopyrimidines n’affectent pas la germination des conidies mais inhibent
I’¢longation du tube germinatif et la croissance mycélienne de B. Cinerea (Rosslenbroich et
Stuebler, 2000). Des ¢études concernant leur mode d’action ont montré que ces fongicides
pouvaient interférer dans la biosynthése de plusieurs acides aminés et particulierement de la
méthionine (Leroux, 1994 ; Masner et al., 1994 ; Fritz et al., 1997). Les anilinopyrimidines
présentent ¢galement la capacité d’inhiber la sécrétion de protéines extracellulaires, y compris
d’enzymes hydrolytiques impliquées dans le processus d’infection du champignon (Miura et
al., 1994 ; Milling et Richardson, 1995). Leur activité antifongique in vivo pourrait donc
résulter d’une inhibition de la biosynthése de méthionine dans les cellules fongiques et/ou
d’un blocage dans I’excrétion d’enzymes hydrolytiques impliquées dans le processus de

pathogénicité (Leroux, 1996).
¢ Les inhibiteurs de la biosynthése des stérols

Ces différents fongicides ne suppriment pas la germination des conidies mais ils
inhibent I’¢longation des tubes germinatifs et la croissance mycélienne (Leroux et al., 1999).
De plus, les tubes germinatifs produits sur des milieux avec ajout de ces fongicides sont
déformés par des renflements et leur cytosol présente une apparence granulaire (Leroux et
al., 1999). Le plus efficace est le fenhexamid. Son site d’action semble étre différent des
autres fongicides anti-Botrytis car aucune résistance croisée n’a ét¢ décelée avec les autres
fongicides (Rosslenbroich et Stuebler, 2000). L’accumulation de plusieurs stérols dans le
mycélium traité par le fenhexamid indique que ce fongicide inhiberait la 3-céto réductase

impliquée dans la C4-déméthylation (Debieu et al., 2001).
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Protéines kinases ?
Dicarboximides (irpodionc, ...)
Phénylpyrroles (fludioxonil, ...)
Hydrocarbures aromatiques
(dicloran)

Figure 4. Sites d’action des différentes familles de fongicides anti-Botrytis (Petit,
2008).

Les fongicides restent des outils indispensables pour lutter contre B. cinerea en pré- et
post- récolte et assurer une protection suffisante (Leroux, 2004), mais plusieurs familles sont
concernées par des phénoménes de résistance. La variabilité¢ génétique de B. cinerea lui a

permis de s’adapter a de nombreux fongicides qui lui ont ét¢ opposés (Blancard et al., 2009).

Afin de garantir I’efficacité¢ sur le long terme des stratégies de lutte, le nombre de
traitements doit donc étre réduit au maximum (Delp, 1980). De plus, il est fortement
recommandé d’alterner I’emploi des familles chimiques non seulement sur 1’année mais pluri-

annuellement (Dubos, 1999 ; Viret, 1999).

En plus des phénomeénes importants de résistance, les pesticides peuvent générer un
grand nombre de risques significatifs pour la santé humaine et I’environnement (Petit, 2008),
justifiant ainsi I’intérét actuel pour I’étude de méthodes alternatives a la lutte chimique contre

ce champignon (Ajouz, 2009).
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I11.3 .La lutte biologique

Le traitement chimique représente une solution de facilité, qui correspond aussi au
besoin d’absolu de I’homme, désirant un résultat rapide et total. La lutte biologique au
contraire n’a qu’une efficacit¢ relative et demande davantage de connaissances et

d’observations, mais a long terme, elle est plus intéressante sur tous les plans (Corbaz, 1990).

La lutte biologique est définie par I'OILB (Organisation Internationale de la Lutte
Biologique) comme 1’utilisation d’organismes vivants ou de leurs produits pour prévenir ou

réduire les dégats causés par des ravageurs aux productions végétales (Ajouz, 2009).

II1.3.1. Les agents de lutte biologique

Les agents de lutte biologiques sont représentés par des bactéries et des champignons
permettant d’améliorer la résistance a B.cinerea (Elmer et Reglinski, 2006). Le champignon
le plus largement étudié est le Trichoderma spp. (Dubos et al., 1978 ;Dubos et al, 1982).
Concernant les bactéries, le genre Bacillus produisant des phytoalexines et présente une

meilleure résistance a B. cinerea (Paul et al., 1997 ;Paul et al., 1998).

I11.3.2. Mécanismes d’action des microorganismes impliqués dans la lutte
biologique

«» Antibiose

Il s’agit de la production par un microorganisme de métabolites secondaires toxiques pour
I’agent pathogéne qui vont inhiber la germination, la croissance mycélienne et/ ou la

sporulation des agents pathogénes (Ajouz, 2009).

+ Hyperparasitisme

L’antagoniste est un parasite et reconnait spécifiquement sa cible, pénétre dans ces
cellules et entraine sa destruction via la colonisation de ses organes (Ajouz et al., 2009).

% Compétition nutritive

Le champignon B. cinerea est trés sensible a 1’absence de nutriments : il a besoin de
nutriments d’origine extérieur pour assurer la germination de ses spores (Elad, 1996). La
bactérie Pseudomonas sp utilise les acides aminés plus vite que les conidies de B. cinerea. 1l a
¢été montré que I’inhibition de la germination des conidies de ce champignon est corrélée a la

quantité d’acides aminés prélevés par la bactérie (Brodie et Blakeman, 1975).
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¢ Interférence avec le pouvoir pathogéne

Les agents de lutte biologique peuvent interférer avec les facteurs du pouvoir pathogene
en inhibant certaines enzymes hydrolytiques (cutinases, pectinases) produites par les agents

pathogenes.

% Modification de la surface des feuilles

Certains microorganismes peuvent changer les propriétés de surface des feuilles en
produisant des biosurfactants. Ces derniers entrainent un asseéchement de la surface foliaire et
génent le processus d’attachement et la croissance des agents pathogenes sur les feuilles
(Bunster et al., 1989)

% Stimulation des défenses de la plante

Les agents de lutte biologique peuvent induire une résistance chez la plante hote par
I’activation de ses systémes de défense. Ces défenses peuvent entre autres impliquer la
production de substances antibiotiques par la plante (type phytoalexines) ou le renforcement

des parois cellulaires pour ralentir la progression de 1’agent pathogene (Jacobsen, 2006).

Tableau III. Exemple de produits de lutte biologique commercialisés dans le monde pour la

lutte contre B. cinerea (Elad et Stewart, 2004 ; Fravel, 2005)

Nom de produit Antagoniste Utilisation Fabricant/Pays
Trichodex Trichoderma En vignes et en Makhteshim, Israél
harzianum cultures
sous serre
Plantshield Trichoderma Culture sous serre BioWorkslnc, Etats-
harzianum Unis
Botry-Zen Ulocladium Vignes Botry-Zen Ltd,
oudemansii Nouvelle-Zélande
Aspire Candida oleophila Fruits apres récolte Ecogen, Etats-Unis
Serenade Bacillus subtilis Cultures sous serre et | Agra Quest, Etats-
de plein champ Unis

La lutte biologique n’est pas une solution miracle, elle est limitée par divers facteurs (Corbaz,

1990) :

- la manipulation de deux populations d’organismes, le parasite et le contre parasite,
toutes deux susceptibles d’évoluer dans des directions imprévues

- Lamaladie n’est pas considérée comme seule relation entre la plante hote et le parasite
mais de tenir compte de I’ensemble de I’environnement.

- Contraintes pour le stockage des microorganismes.
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I11.4. La lutte intégrée

Pendant longtemps, la lutte chimique contre les maladies des cultures a occupé une
place centrale dans les systémes de production (Ridray et al., 2003). Les pesticides ont
largement contribué¢ a I’augmentation des rendements et a la régularité¢ des récoltes (Pope,
2006). Cependant leurs effets secondaires sur 1’environnement et la santé ne s’averent pas
compatibles avec une exploitation durable des agro-écosystemes (Deguine et Ferron, 2004).
Bien que la lutte biologique a montré son efficacité, elle est limitée par plusieurs facteurs. La
complexité¢ des interactions hote/ pathogeéne/ environnement génére une efficacité trés

variable de ces stratégies (Corbaz, 1990).

De nouvelles méthodes de lutte se développent tout en évitant des dégats économiques
et en préservant I’environnement et la sant¢ humaine. Ces méthodes s’inscrivent dans un
cadre appelé lutte intégrée combinant une lutte chimique raisonnée, la lutte biologique et des

mesures prophylactiques (Fabre, 2001).

C’est des les années 1950 que le concept de lutte intégrée est introduit (Ferron, 1999).
Selon la FAO(Food Agricultural Organisation),la lutte intégrée est définie comme étant un «
systéme de lutte aménagée qui, compte tenu du milieu particulier et de la dynamique des
populations des especes considérées, utilise toutes les techniques et méthodes appropriées de
facon aussi compatible que possible en vue de maintenir les populations d'organismes

nuisibles a des niveaux ou ils ne causent pas de dommages économiques » (Milaire, 1995).

L’objectif de cette nouvelle stratégie est de permettre une lutte efficace, a cotits
abordables, tout en respectant I’environnement (Hale, 2000). Elle constitue actuellement un
incontournable ¢lément de valorisation commerciale et doit s’intégrer au sein du systéme

cultural et de ses composantes agro-économiques.
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IV. Matériels et méthodes

IV.1. Matériel fongique

Cing souches de B. cinerea sont utilisées dans cette étude. Elles sont issues de la
collection du laboratoire de mycologie. Elles sont obtenues durant trois compagnies de
prélevement effectuées sur trois saisons culturales a partir de trois sites de la région de

Béjaia : Merdj ouamen « A », Baccaro « B » et Tichy « C » (Tableau IV).

Tableau IV. Les différentes souches utilisées et leurs origines

Souche Site de prélevement Année
ALG20 Serre B (Baccaro) Algérie 2007
ALGI136 Serre B (Baccaro) Algérie 2008
ALG295 Serre B (Baccaro) Algérie 2010
BC1 France 1989
BC142 Norvege -
IV.2. Les fongicides

Trois fongicides sont utilisés (tableau V), dont deux sont chimiques et un biologique.

Ils sont sélectionnés selon leur utilisation sur le terrain. Les trois fongicides sont fournis par

I’unité de Pathologie Végétale de I'INRA d’Avignon, France.

Tableau V. Les différents fongicides utilisés.

Nom commercial Famille chimique Matiére active Teneur
Teldor Hydroxyanilides Fenhexamide 50%
Rovral Dicarbomaximide Iprodione 50%

Serenade Biofongicide Bacillus Subtilis QST713 5.10° UFC/g

IV.2.1. Détermination des concentrations des fongicides

Le choix des concentrations est effectué sur la base des travaux ultérieurs (Leroux et
al., 1998). La gamme de concentration utilisée pour le test de la croissance mycélienne et le

test de germination est mentionnée dans le tableau VI.
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Tableau VI. La gamme de concentrations utilisées pour le test de croissance mycélienne et de

germination
Test fongicide concentrations utilisées
Croissance mycélienne Iprodione- Teldor-Serenade 0,1-1-10-100-1000 ppm
Iprodione 0,1-1-2,5-5ppm
Germination Teldor 0,1-1-5-10-15ppm
Sérénade 0,1-1-5-10-20ppm

IV.3. Test des fongicides sur B. cinerea

1V.3.1. Effet sur la croissance mycélienne (Ajouz, 2009)

Les suspensions de fongicides préparées a base de poudre dans I’acétone pour
I’iprodione et I’eau distillée pour les deux autres fongicides (voir annexe 2) sont incorporées a
différentes concentrations dans le milieu PDA (Voir annexe 1) en surfusion. 200ml de milieu
PDA contenant les fongicides ont été coulés dans des boites de Pétri de 90mm. Apres
solidification, des implants de 5 mm de diamétre, issus d’une culture jeune de B. cinerea sont
déposés au centre de chaque boite de Pétri. Ces boites sont incubées pendant 7 jours a 21°C.
Trois répétitions sont effectuées pour chaque concentration et pour chaque souche, des boites
traitées de la méme fagon ne contenant pas le fongicide, constituent le t¢émoin (Figure 5). Des
témoins avec acétone sont effectués avec trois répétitions pour chaque concentration de

I’prodione.

La croissance mycélienne est estimée tous les jours en mesurant le diamétre moyen de
chaque colonie (deux diametres perpendiculaires). Le pourcentage d'inhibition de la

croissance mycélienne est calculé selon la formule suivante :
I (%) =100. (A - B)/A
Avec :

%] : Pourcentage d’inhibition
A : Diamétre moyen des colonies témoins

B : Diametre moyen des colonies traitées
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Figure 5.Test de fongicide sur la croissance mycélienne des souches de B.cinerea.

V.3.2.Effet sur la germination (Ajouz, 2009)

Consiste a déterminer le taux de germination au bout de 18h sous I’effet des
fongicides a différentes concentrations. Pour cela, il faut préparer une suspension sporale a
10°spores/ml (Figure 6) et le milieu de culture a différentes concentrations de fongicides (voir

annexe 3).

22



Matériels et méthodes

V.3.2.1. Préparation de la suspension sporale
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Figure 6.Préparation de la suspension sporale

V.3.2.2. Préparation des solutions de fongicides

Les solutions de fongicides sont préparées comme précédemment, mais elles sont
additionnées au milieu glucose-agar (GA) (voir annexe 1) en surfusion. 5 ml du milieu sont
coulés sur des lames. Aprés solidification, 10ul de la suspension sporale a 10%spores/ml sont
déposés a la surface de chaque lame en homogénéisant régulierement au vortex entre les
ensemencements, puis sont ¢étalés a I’aide d’un rateau sur toute la surface de la lame. Ces
derniéres sont placées dans des boites en plastique tapissée d’une double couche de papier
absorbant humidifi¢. Les boites sont ensuite incubées pendant a 21°C/18h. 05 répétitions sont

réalisées pour chaque souche et pour chaque concentration (Figure 7).

V.3.2.3. Le dénombrement des spores germées

Le dénombrement est effectué sous microscope optique a objectif x10. Les lames sont
observées une par une et le nombre de spores germées et non germées est compté a 1’aide de
deux compteurs. Une spore est considérée germée lorsque la taille du tube germinatif est deux
fois supérieure a la taille de la spore elle-méme.

Calculer le pourcentage d’inhibition induit par chaque dose :

23



Matériels et méthodes

%INH = [1' (%G Dx = %G témoin)] x 100

Avec :

% INH : le pourcentage d’inhibition ;
%Gpy : le pourcentage de germination a la dose x ;

% Gemoin : 1€ pourcentage de germination ;

dilution
© Ny e
&——— solution mére a 10° ppm

v

1 mg de fongicide

1 ml d’eau distillée
0,5pl
’ SmldeGA SmldeGA  SmldeGA  SmldeGA 5ml de GA 5ml de GA Sml de GA
ﬁo;ﬂ\
\ / Comptage de
| nombre de spores
L ’ Suspeasion germées et non
ame coulée 6
\ germées

avec Sml du sp:rale a étalement
mélange: GA+ 10°pores /ul
fongicide .

Figure 7. Test fongicide sur germination
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Le calcul des IC50

Les pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne et de la germination des spores
ont été transformés en valeurs probit. L’équation de régression y = a log x +b, avec a =
coefficient de corrélation, b = constante, x = concentration en fongicide, y = probit et log =
logarithme décimal permet d’obtenir les IC 50, concentrations inhibitrices réduisant de moitié

la croissance mycélienne et la germination des spores (voir annexe 4).
IV.4. Test d’agressivité sur folioles de tomate

Ce test consiste a inoculer des folioles de tomate avec différentes souches de
B.cinerea. L’objectif était de comparer les différentes souches entre elles sur la base de leur
agressivité. Le protocole appliqué dans cette étude a été fourni par 'INRA d’AVIGNON
France (Andanson, 2010).

IV.4.1. Production des implants mycéliens

Trois jours avant I’inoculation des folioles, les souches ont été mises en culture. Pour chacune
des cinq souches, des implants mycéliens ont ét€¢ déposés sur boites PDA. Les boites
ensemencées ont ensuite ¢té placées en étuve a 21°C durant trois jours, temps nécessaire au
développement mycélien du champignon.

IV.4.2. Inoculation sur des folioles de tomate avec les implants

mycéliens
Des folioles de tomates (variété Tavira F1) appartenant a un méme niveau foliaire, de taille
homogene, ont été prélevées sur les plants agés de huit semaines, puis déposées dans des
boites en plastique transparentes dont le fond avait été recouvert d’une double couche de
papier absorbant humidifié. Les implants mycéliens, d’un diamétre de 3 mm, ont été excisés a
I’emporte-piece a partir des cultures préparées trois jours plutot. Ils ont été disposés sur les
organes foliaires (1 disque par foliole) en veillant a ce que le mycélium soit en contact avec le
tissu végétal. Ces disques mycéliens ont systématiquement été placés au milieu des folioles.
Au total, 30 folioles ont été inoculées a raison de 6 folioles par souche (provenant de la méme

variété de plante de tomate et ont la méme taille)
IV.4.3. Incubation :

Les boites contenants les folioles inoculées ont été fermées avec leur couvercle puis placées

au laboratoire a une température ambiante pendant quatre jours (Figure 8).
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IV.4.4. Suivi et quantification des lésions

A partir 24h suivant I’inoculation, chaque boite a été photographiée quotidiennement pendant
quatre jours afin d’observer I’évolution des lésions causées par le champignon. La surface
(mm?) des lésions a ét¢ déterminée avec le logiciel ASSESS 2.0 (APS Press, St Paul,

Minnesota).

Implant
mycélien Culture jeune de

B. cinerea

Folioles de

La mesure des

surfaces de 1ésion a _
I’aide du logiciel

Assess 2.0

S

Incubation 96H a
température ambiante

Figure 8. Test d’agressivité des souches de B. cinerea sur folioles de tomate.

IV.4.5. Analyse des données
L’AUDPC (Area Under the Disease Progress Curves), qui correspond a la surface
présente sous la courbe de progression de la maladie (Jeger et Viljanen-Rollinson, 2001), a

été calculée de la maniére suivante :
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n—1

AUDPC = Y /2 + z Y; + Y,/21l7]

Avec Yj la surface de la Iésion (en mm) au temps d’observation j, n le nombre total
d’observations et I I’intervalle de temps entre chaque observation (en jours). L’AUDPC,

exprimée sans unité.
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V. Résultats et discussions
V.1. Résultats

V.1.1. Résultats de test des fongicides sur la croissance mycélienne et sur la

germination

¢ Croissance mycélienne :

En présence de I’Iprodione, la cinétique de croissance des souches de B. cinerea était
différente. Les souches d’origine d’ Algérie étaient plus sensibles vis-a-vis de ce fongicide que
les souches d’origine d’Europe. Cette différence significative a été¢ confirmée par le test

statistique d’ANOVA2 (Newman-Keuls) (P < 0,05) (Figure 9).

12

10 -

mALG
W EUR

IC50 ppm

IPRIC50 TELIC50 SERIC50 FONGICIDES

Figure 9. Croissance mycélienne des souches de B. cinerea en présence de trois fongicides.
Les barres représentent les écarts types.
IC50 : Concentration inhibitrice de 50% de la croissance mycélienne des spores des souches de B.

cinerea

En présence de Teldor et de Serenade, une légeére différence a été observée dans la
cinétique de croissance des souches de B. cinerea (Figures 9). Les souches d’origine
d’Algérie étaient faiblement plus sensibles vis-a-vis de ces deux fongicides. Cependant le test

statistique d’ANOVA2 (Newman-Keuls) n’a indiqué aucune différence significative en
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termes de croissance en présence de Teldor et de Serenade, avec une probabilité associée (P >

0,05).

Une différence a été constatée entre les souches de méme origine. Elles ont présenté
des ICs variables. Au sein des souches d’origine d’Algérie, la souche ALG,( apparait un peu
plus résistante vis-a-vis des trois fongicides avec des ICsy qui sont supérieures a 3 ppm
(Tableau VII). Quant aux souches d’origine d‘Europe, c’est la souche BC; qui est apparue

plus résistante avec des ICsy comprises entre 3,8-11,22 ppm.

Tableau VII. Effet des fongicides sur la croissance mycélienne souches de B. cinerea.

Croissance mycélienne

Iprodione Teldor Serenade

origine souche 1C 50% 1C 50% 1C 50%
ALG ALG20 5,012 4.073 3.02
ALG ALG136 3.4 2.82 1.38
ALG ALG295 3.4 2.754 2.63
EUR BC1 11.22 3.8 4.074
EUR BC142 8.511 2.2 2.042

IC50 : Concentration inhibitrice de 50% de la croissance mycélienne des souches de B.
cinerea

*¢ Germination des spores

Sous ’effet de I’Iprodione et de Teldor, I’analyse statistique (test de Newman-Keuls) n’a
détectée aucune différence significative en termes de taux de germination entre les souches de
B. cinerea de provenance géographique différente. Néanmoins, le taux de germination était
différent entre les souches testées. La souche BCI1 était la plus résistante en présence de
I’iprodione avec une IC50 de 16, 25 ppm et la souche ALG 20 était la plus sensible avec une
IC 50 de 0,31 ppm. En présence de Teldor la souche ALG, était la plus résistante avec une
IC 50 de 8,37 ppm et la souche BC 142 ppm la plus sensible avec une IC 50 de 0,23 ppm,
tandis qu’en présence de Serenade, toutes les souches sont avérées résistantes avec des IC 50
supérieures a 20 ppm a I’exception de la souche ALG 20 avec une IC 50 de 13ppm (Tableau
VIID).
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Tableau 10 : Effet des fongicides sur la germination des spores des souches de B. cinerea

Germination des spores
Iprodione Teldor Serenade
origine souche I1C 50% I1C 50% 1C 50%
ALG ALG20 0.31 8.37 12.95
ALG ALG136 0.77 2.32 > 20
ALG ALG295 1.55 2.37 > 20
EUR BC1 16.25 1.07 > 20
EUR BC142 0.46 0.23 > 20

IC50 : Concentration inhibitrice de 50% de la croissance mycélienne des spores des souches
de B. cinerea

V.2. Résultats de test de I’agressivité

Les souches de B. cinerea testées sont issues de deux origines géographiques
différentes. Elles ont été inoculées sur des folioles de tomate. La souche de référence BC 1
considérée comme étant tres agressive. Les surfaces des 1ésions causées sur chaque foliole ont
été mesurées périodiquement afin de déterminer I’AUDPC de chaque souche.

L’analyse statistique ANOVA suivi de test Newman-Keuls a indiqué que les souches de B.
cinerea 1ssues de deux origines (Algérie et Europe) n’étaient pas significativement différentes
en terme d’agressivité (P = 0.07). Cependant, la probabilité P associée n’est pas trés €éloignée
de 0,05, laissant penser qu’une différenciation des souches selon leur origine n’est pas a

exclure complétement (Figure 11).
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Figure 10. Les lésions causées par les cinq souches de B. cinerea sur folioles de tomate a 96h. A (BC1), B
(ALG20), C (BC142), D (ALG136), E (ALG295).
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Figure 11. Agressivité de souches de B. cinerea sur folioles de tomate (mm®).
(I) : Les barres représentent 1’écart type des valeurs.

Toutes les souches ont causé des lésions sur les folioles de tomate. Celles issues
d’Europe étaient globalement un peu plus agressives que les souches issues d’Algérie (Figure

13). Elles présentaient respectivement une AUDPC moyenne de 30577 et 26332. 11 est important
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de noter que la souche ALG 295 a eu un comportement moins agressif que les autres souches, ce

résultat était significativement différent (P< 0,05) (Figure 12).
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Figure 12. Agressivité de souches de B. cinerea sur folioles de tomate. L’AUDPC
moyenne a été déterminée pour chaque souche. Plus la valeur est élevée, plus la souche
est agressive. (I) : Les barres représentent les écarts types.
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Figurel3. Agressivité de souches de B. cinerea sur folioles de tomate. L’AUDPC moyenne a
¢été¢ déterminée pour chaque origine. Plus la valeur est élevée, plus la souche est agressive.
(I) : Les barres représentent les écarts types.
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V.2. Discussions

Nos résultats montrent que 1’agressivité des souches de B. cinerea issues de deux
origines n’était pas significativement différentes (P> 0,05). Cependant, les souches d’une
méme région ont montré une variation dans les valeurs d’AUDPC caractéristiques, La souche
ALGj¢s5 s’est montré la moins agressive, tandis que la souche BCi4, s’est révélé la plus

agressive avec des AUDPC qui sont respectivement 19855 et 33837.

Des constatations similaires ont été ¢galement signalées par Hmouni et a/ (2003) qui
ont étudié 1’agressivité de six souches de B. cinerea sur feuilles de tomate, ces souches ont été
isolées a partir de quatre régions au Gharb du Maroc. Ils ont considérées deux souches comme
étant les plus agressives et une souche était considérée comme la moins agressive, mais
aucune différence significative n’a ét¢ détectée. Zadehdabagh et al (2010) ont également
¢tudi¢ 1’agressivité de douze souches de B. cinerea isolées a partir de quatre régions
différentes d’Iran et aucune différence significative en terme d’agressivité n’a été révélée, la
souche provenant de Khuzestan et celle provenant de Gilan étaient respectivement la plus et la
moins agressive. Contrairement aux résultats obtenus par Ajouz (2011) qui a évaluée
I’agressivité de 14 isolats de B. cinerea provenant de différents sites géographiques de France,
et une différence significative a été détectée. Bardin et al (2010) ont étudi¢ I’agressivité de
20 souches de provenance géographique différente sur feuilles de tomate déja traitées par le
biofongicide Serenade et une différence significative entre 1’agressivité des souches a été
révélée. Mirzaeil et al (2009) ont également détecté une différence significative de
I’agressivité de 44 isolats de B. cinerea provenant de différentes régions géographiques d’Iran

sur des feuilles de vigne.

D’apreés nos résultats I’Iprodione apparait le moins efficace sur la croissance
mycélienne des souches de B. cinerea testées, une différence significative entre ces souches a
¢té détectée en présence de ce fongicide. Par contre, aucune différence significative n’a été

détectée en présence de Teldor et de Serenade.

Contrairement aux résultats obtenus par Hmouni et a/ (2003) qui ont étudié la
résistance de six souches de B. cinerea aux trois familles de fongicides (Benzimidazoles,
Dicarboximides et Dithiocarbamates) et une différence significative entre ces six souches a
¢té observée en présence d’Iprodione. Une plus grande efficacité des dicarboximides
(I’Iprodione) sur la croissance mycélienne a ét¢ marquée. Mouden et al (2010) ont également

étudié Ieffet de six fongicides appartenant a quatre familles différentes : Benzimidazoles-
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Anilinopyrimidines-Dithiocarbamates et Dicarboximides sur six souches de B. cinerea isolées
de fraises pourries provenant de trois localités de la province du Gharb au Maroc. La
croissance mycélienne était plus affectée par les Dicarboximides. Des résultats différents sont
aussi obtenus par Leroux et Gredt (1995) qui ont étudi¢ la résistance des souches de B.
cinerea aux fongicides anilinopyrimidines. Les ICsy obtenues pour toutes les souches €taient
inférieures a 1,5 ppm. Pontzen et al (1999) ont étudié I’effet du Fenhexamid (Teldor) sur la
croissance mycélienne de deux isolats de B. cinerea et les I1Csy obtenues étaient inférieures a
10 ppm. Tandis que les ICsy obtenues dans notre étude sont comprises entre 3,4 et 11,22 ppm.
Le niveau de protection des feuilles de tomate par Serenade contre B. cinerea a été étudié par
Badrin et al (2010). Une différence significative entre les souches a été révélée,
contrairement a nos résultats aucune différence significative entre les souches de B. cinerea

en termes de croissance mycélienne en présence de Serenade n’a été trouvée.

Nos résultats montrent ’efficacité de Teldor et d’Iprodione sur la germination des
souches étudiées avec des ICsg qui sont inférieurs a 17 ppm, Par contre, Serenade s’est révélé

moins efficace sur la germination des souches de B. cinerea avec des 1Csy supérieurs a 20

Des résultats similaires sont obtenus par Ajouz (2011) qui a étudié¢ la variabilité¢ de
sensibilité de 204 isolats de B. cinerea a un antibiotique produit par les agents de lutte
biologique « pyrrolnitrin », une différence de 8,4 fois en terme de ICs a été détectée entre les
souches les plus sensibles et les plus résistantes, cependant aucune différence significative

terme de taux de germination n’a été détectée entre les isolats.

Par contre I’étude effectuée par Hmouni et al (2003) sur la résistance de B. cinerea
aux fongicides (Benzimidazoles, Dicarboximides et Dithiocarbamates) a montré que la
germination des souches de B. cinerea était peu influencée par la présence de I’Iprodione.
Pontzen et al (1999) ont également étudié I’effet de Fenhexamid (Teldor) sur deux isolats de
B. cinerea. 1ls ont constaté que les IC 50 de la germination de ces deux isolats étaient toutes
supérieures a 10 ppm. Leroux et Gredt (1995) ont évalué la résistance de B. cinerea aux
fongicides anilinopyrimidines et une différence significative en termes de germination a été

constatée entre les souches de B. cinerea étudiées.
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Conclusion

Notre étude a porté sur P’efficacité de trois fongicides: deux chimiques (Teldor,
Iprodione) et I’autre biologique (Serenade). Elle a révélé une grande variabilité entre les cinq
souches de B. cinerea issues de deux sites géographiques différents (Algérie, Europe). Cette
variabilité a été mesurée par la croissance mycélienne et la germination des souches de B.

cinerea.

D’aprés les résultats obtenus, on a constaté que pour les trois fongicides, la croissance
mycélienne est inhibée a 100 ppm et tous les isolats se sont développés a 1 ppm. Les résultats
explorés avec le test statistique de Newman-Keuls a révélé une différence significative en
présence de I’Iprodione sur le test de la croissance mycélienne. Les souches d’origine
Européenne présentent une certaine résistance vis-a-vis de ce fongicide alors que les souches
d’origine Algérienne sont sensibles. Par contre pour les deux autres fongicides (Teldor et
Serenade) une légere différence a été observée dans la cinétique de croissance des souches de

B. cinerea. Cette différence n’est pas statistiquement significative.

Pour les résultats de test de germination des spores, aucune différence significative
entre les souches de B. cinerea n’a ét¢ obtenue pour Teldor et I’Iprodione. Mais d’apres les
résultats des IC50 on remarque que ces deux fongicides sont efficaces, avec des IC50
inférieures a 20 ppm. Comme on la déja signalé¢ Serenade est un fongicide biologique a base
de Bacillus subtilis. La non efficacité de Serenade peut étre expliqué par le fait que le temps
de génération de cette bactérie nécessite un temps supérieur par rapport a celui de notre

expérimentation.

Concernant les résultats de test d’agressivité sur folioles de tomate. Les cinq souches
de B. cinerea ont montré des niveaux d’agressivité différents, mais cette différence n’est pas
statistiquement différente. Les souches d’origine Européennes se sont montré plus agressives
que les souches d’origine Algérienne. En contraste a ces résultats, des travaux en cours au
niveau de laboratoire de Mycologie de I'université de Bejaia ont montré que des souches
d’origine Algérienne de la méme collection se sont révélées plus agressives que les souches
d’origine Européennes. Ce qui confirme que les souches d’origine Algérienne sont

hétérogenes.
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Cette premiere contribution nous permet a I’issue de ces travaux d’émettre les perspectives

suivantes :

-Augmenter le nombre de souches de tel sorte a avoir un screening plus représentatif, ceci

passe par un échantillonnage plus large en nombre et en origine géographique.

-Choisir une gamme de fongicides conforme a ceux qui sont commercialiser en Algérie et en

dans le pourtour méditerranéen.
-Réaliser des études sur des plantes entiéres pour les études de 1’agressivité.

Une fois ces études menées, il sera possible de proposer aux agriculteurs une méthode de
lutte basée sur une connaissance précise du profil des populations de ce champignon. Le but

¢tant de rationaliser 1’utilisation des pesticides.
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ANNEXES

Annexe 1

Composition du milieux PDA

Jusde pomme deterre.............ocoeviiiiiiiiiiiiii. 200g
AGAT o 20g/1
GIUCOSE. .ottt 20g/1
Eau distillé..... ... 11
PH. 5.,440,2
Autoclavage..........ooooiiiiiiiiii 120°C/20min

N 15¢g/1
GIUCOSE. .ot 10g/1
Eaudistillé..... ..o 11
PH . 7+0,2
Autoclavage.........coooeiiiiiiii 120°C/20min
Annexe 2

Détermination des doses et calcul

1. Test des fongicides sur la croissance mycélienne

e Préparation de la solution mére des fongicides
Pour les deux fongicides : Sérénades et Teldor

10mg/1ml (eau distillé) » 10000ppm

Pour le fongicide : Iprodione

10mg/1ml (acétone) > 10000ppm
Sachant que :

1ppm=1mg/|



2. Test des fongicides sur la germination

® Préparation de la solution mere des fongicides

Pour les deux fongicides : Sérénades et Teldor

1mg/1ml (eau distillé) > 1000ppm
Pour le fongicide : Iprodione
1g/1ml (acétone) > 1000ppm

Annexe 3

Utilisation de I'hématimetre de Malassez pour quantifier la concentration d'une
suspension de spores de champignon

Pour connaitre le nombre de particule dans 1 ml (=1000 mm3)
Petit carrés :[J [X (hombre des carrés comptés)].20.10°.
Petit rectangles horizontaux : —— [X (nombre des Petit rectangles comptés)].4.10°.

Petit rectangles verticaux : [X (hombre des Petit rectangles comptés)].5.10°.

Grands rectangles : [X (nombre des grands rectangles comptés)].lOS.

Ou X est le nombre total de particules comptées.

Et voici I'apparition du quadrillage sous le microscope optique :

0,0025
mm?
I

100 rectangles = 5 mm?

2 mm

2,5mm




Annexe 4

Le calcul des IC50 des tests de croissance mycélienne et de germination des

spores
a. La croissance mycélienne
croissance mycélienne

SOUCHE EQUATION Yprobit | a | b |Logkx)| IC50%
ALG 20 IPR e s 1.995(3.60( 070 | 5,012
ALG 20 SER Y- 59:0(’)‘;8‘(‘)’209 5 1,290 | 421 | 0,61 | 4,073
ALG 20 TEL y=L717x+ 4,183 s | 1717 247] 148 | 3,020

R2=0,75

ALG 136 IPR Y- ka(’)‘,;Si’O% 5 1,746 | 4,08 | 0,43 | 3,400
ALG 136 SER y= kff(’)";g‘é’zs"’ s | 1,667 [425] 045 | 2820
ALG 136 TEL y= k?ig(’)‘,;iﬁﬁ s | 1,608 [435| 040 | 1380
ALG 295 IPR v 1{35:437; 51’068 5 1,754 | 4,07 | 0,53 | 3,400
ALG295 SER Y- 55:7(’)‘,;32’442 5 1,257 | 4,44 | 0,44 | 2,754
ALG 295TEL R s | 1.631|432] 042 | 2,630
BCI IPR y= %?9:26"9*031’95 > s 0992 (396 1,05 | 11,220
BC1 SER Y e s | 1.263|427] 058 | 3,800
BCI TEL y= %28260";241’449 s 0896 [355] 161 | 4074
BC142 IPR y= kfiog’;(%m s 1300|380 092 | 8511
BC142 SER y= ‘1){’36:38" i s 0763 [480| 027 | 2200
BC142 TEL Y= 0059 15.980 s 0659 (398 1,55 | 2,042




B .La germination des spores

Germination
SOUCHE EQUATION Y probit a b Log (x) | IC50%
ALG20IPR | Y7 IOI0 7o > |1,9364|5,7641 | 0,395 | 0,31
ALG20SER | YZOLITSR s 108307 3,7693 | 1,4815 | 1295
ALG20TEL | Y7ZOLZ TR 74 > 10,4025 | 4,7846 | 0,5352 | 337
ALG1361PR | YIRS L s 1 4236 | a,5408 | 0,3226 | 077
ALG 136 SER | V720" 3,0665 5 | 031 |3,6665|4,3016| %
ALG 136 TEL | V=077 L4338 5 |0,7087 | 4,4338 | 0,7989 | >
ALG29SIPR | V= HTHC L9000 > |2,0878 | 4,9616 | 0,0184| 1
ALG29S SER | V7007 4048 5 0,072| 2,9646| 28,269 | ~20
ALG20STEL | V=RPTIRE® 15 1 0079| 4,6985| 0,001 | 237
BCIIPR | Y7008 558 5 ] 0,7902] 3,8588| 1,4442 | 1625
BC1 SER y=0,6877x +3,7799 5 >20
R?=0,780 0,6877| 3,7799| 1,7742
BCITEL | Y= e o |5 | 1,0063| 4,7481| 02503 | 7
BCl42IPR | ¥7OTER SES > 10,0017 4,8935| 62,647 | 04
BC142 SER y='0’:22f%’f2+1:'4535 > 0,3246| 4,4535|1,6836 |
BCI42 TEL | Y7020 52150 5 | 0,2908| 5,2156| -0,741 | 023
L’équation de régression s’écrit sous la forme suivante : Y=a log x+b

Donc pour déterminer les IC50 on a:

Log X=(y-b)/a

IC50=exp (log x)







Résumé

La pourriture grise de la Tomate occasionnée par les attaques de Botrytis cinerea continue a
provoquer d’importants dégats en raison de sa capacité rapide de développer des résistances a
plusieurs familles de fongicides chimique ou d'origine naturelle, En absence de variétés de
Tomates résistantes a ce pathogene, le contrdle de cette maladie est basé sur I'usage répété
des fongicides. L'étude de la sensibilité de cinq souches provenant de deux régions différentes
(Algérie et Europe) aux principaux fongicides chimiques (Iprodione et Fenhéxamid) et
biologique (Serenade : Bacillus subtilis QST 713) commercialisés dans le marché a révélé une
efficacité relative des trois fongicides utilis€s. La croissance mycélienne est inhibée a 100
ppm. Tous les isolats testés se sont développés a 1 ppm. Néanmoins, les concentrations
inhibitrices IC50 de la croissance mycélienne les plus faibles ont été notées en présence de
Fenhéxamid et Serenade. La germination des spores est fortement affectée par Fenhéxamid et
iprodione avec des IC50 inférieures a 20 ppm, en revanche Serenade est avéré moins efficace
sur la germination avec des IC 50 supérieures a 20 ppm.

L’agressivité des souches est testées sur des folioles de tomate, le résultat obtenus a révélé
que le niveau d’agressivité des souches d’origine d’Algérie était inférieur a celui trouvé pour
les souches d’origine d’Europe avec des AUDPC de 26332 et 30577 respectivement, aucune
corrélation entre I’agressivité et la résistance aux fongicides n’a été constatée.

Mots clés : Botrytis cinerea, résistance, fongicides, croissance mycélienne, germination,
agressivité.

Abstract

Gray mold of tomato caused by Botrytis cinerea attacks continues to cause major
damage because of its rapid ability to develop resistance to several families of chemical
fungicides or natural origin, in absence of tomato varieties resistant to this pathogen, the
control of this disease is based on the repeated use of fungicides. The study of the sensitivity
of five strains from two different regions (Europe and Algeria) to the main chemical
fungicides (Iprodione and fenhexamid) and biological (Serenade: Bacillus subtilis QST 713)
are sold in the market showed a relative efficiency vis--vis the three fungicides. Mycelial
growth is inhibited at 100 ppm. All strains tested are grew to 1 ppm. However, the inhibitory
concentrations IC50 of mycelial growth were the lowest recorded in the presence of
fenhexamid and Serenade. Spore germination is strongly affected by fenhexamid and
Iprodione with IC50 less than 20 ppm; however Serenade was less effective on the
germination with IC 50 values above 20 ppm.

The aggressiveness of the strains was tested on tomato leaflets, the obtained results
revealed that the level of aggressiveness of the original strains from Algeria was lower than
that found in strains of European origin with AUDPC of 26,332 and 30,577 respectively, no
correlation between aggressiveness and fungicide resistance was observed.

Key words: Botrytis cinerea, resistance, fungicides, mycelial growth, germination,
aggressiveness.
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