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Glossaire

Agressivité : Pouvoir pathogéne d’un parasite défini par rapport a la résistance horizontale

de variétés de I’hote.

Hote : Individu (plante-h6te) ou population (population-hdte) susceptibles d'étre

contaminés par un agent pathogéne.

Isolat : Matériel biologique prélevé sur un organisme vivant, en vue de son étude ou de sa

culture in vitro.

Résistance : Caractéristique génétique d'un agent pathogéne qui I'empéche d'étre éliminé

ou ralenti dans sa croissance et/ou son developpement par une matiere active donnée

Souche : Isolat caractérisé (génétiquement ou phenotypiquement).
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Introduction

Datant de l'antiquité, la vigne est ’'une des cultures les plus anciennes, de I'Afrique
du Nord et de I'Algérie en particulier. La vigne (Vitis vinifera) est une plante grimpante
pérenne a croissance indéterminée, capable de se multiplier par voie sexuée, par bouturage
ou par greffage (Gary et al., 2003). La vigne est cultivée pour ses fruits charnus : les baies
de raisin. Ces derniéres permettent la préparation de jus de raisin, 1’élaboration de vins, la
distillation de liqueurs ou peuvent étre consommées comme fruits frais ou secs. La
constitution d’un vignoble nécessite du temps : il faut attendre 3 ans pour obtenir les
premiers fruits, 10 a 12 ans pour avoir un rendement significatif, et 25 ans pour arriver a la
pleine production (Florence Ackermann et al, 2002).

La vigne se trouve dans des zones trés chaudes (Sahara) comme dans des zones
fraiches et il n'y a que les climats trop excessifs qui empéchent sa culture. Ces conditions
climatiques favorables se rencontrent dans de trés nombreux terrains, aussi bien en plaines
que sur les montagnes. Elle est considérée comme étant la plante la plus cultivee dans le
monde avec une superficie de 7,1 millions d’hectares et une production en raisins 77,4
millions de tonnes (OIV, 2017). La Chine occupe la premiere place suivie par I’Italie, les
Etats—Unis d’Amérique puis la France, I’Espagne et la Turquie en termes de production
(Faostat, 2016).

La viticulture en Algérie occupe une superficie de 66 000 ha et représente 12% de
la SAU (Surface Agricole Utile) occupée par les plantations. Elle constitue la 4éme culture
pérenne sur le plan de la surface et représente le 2eme poste a I'exportation (Amarni,
2009).

De méme que toutes les autres plantes cultivées, la vigne est sujette a de nombreux
problemes sanitaires. Les parasites, les pathogenes ainsi que les conditions climatiques
provoquent d’importantes pertes de récoltes chaque année. Les champignons sont des
agents qui causent les plus importants dégats sur les vignes. Les maladies qu’ils
provoguent sont trés redoutées car ils peuvent s’attaquer a toutes les parties de la plante en
occasionnant les diminutions sensibles du volume des récoltes ainsi que [’altération
considérable de la qualité des produits (Magnin-Robert, 2007). Botrytis cinerea pers est
I’un des champignons les plus répandu dans les cultures. I1 est treés polyphage et s’attaque a
plus de 586 especes de plantes cultivées et sauvages (Porquier, 2016). Il est entre autres
’agent responsable de la pourriture grise de la vigne (Dean et al., 2012).

B. cinerea peut causer d’importants dégats sur toutes les cultures attaquées car il a
la capacité de se développer aussi bien en parasite qu’en saprophyte sur les débris

végétaux. Il provoque ainsi des pertes correspondant a 20% des récoltes mondiales des
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cultures sensibles et dont le colt a été estimé a plus de 100 milliards d’euros par an. Dans
les vignobles francais, les pertes occasionnées peuvent atteindre 40% des récoltes
(Anonyme., 2008).

Pour une meilleure gestion des dégats causés par ce pathogene, plusieurs méthodes
de lutte sont entreprises, ces dernicéres sont limitées par I’importante variabilité génétique
et phénotypique de B. cinerea. Cette variabilité est due aux fongicides, au mode de culture
et & la pression des facteurs culturaux et environnementaux (Agrios, 2005). Malgré les
efforts consacrés au contr6le de la maladie, les pertes de cultures et de productions sont
susceptibles d'étre beaucoup plus élevées (Dean et al., 2012).

Le secteur viticole est devenu le premier consommateur de produits phytosanitaires
par unité de surface agricole pour lutter essentiellement contre la pourriture grise. Depuis
plus de cinguante ans, les problemes phytosanitaires qui affectent la vigne ont été gérés
essentiellement par des procédés chimiques avec des stratégies d’assurance visant a eviter
tout risque de maladies. Ceci explique qu’actuellement un tiers des fongicides utilisés en
Europe et en France sont au service de la viticulture. Cette lourde utilisation de produits
chimiques génere des résidus qui peuvent polluer les eaux de surface et souterraines, et
mettre en danger la santé humaine ainsi que la flore et la faune (Aubertot et al., 2005).
Elle génére également des résistances a la majorité des familles de fongicides utilisées
contre B. cinerea (Couderchet, 2003; Leroux, 2004).

De ce fait, dans le cadre de notre projet de mémoire de fin de cycle, nous nous
sommes penchées sur I’étude du profil de résistance aux fongicides des isolats de B.
cinerea collectés a partir de vigne dans une exploitation agricole de la wilaya de Bejaia
(Amizour). Nous avons ¢tudié¢ I’influence de trois fongicides sur la croissance mycélienne
de quelques isolats de B. cinerea, et évalué I’agressivité de ces isolats sur des feuilles
détachées de vigne. Pour se faire, nous avons choisis trois Morphotypes différents. Un
ensemble de trois fongicides ont été sélectionnés pour notre étude sur la base de leur
utilisation fréquente en agriculture et c’est a partir de la que nous avons émis les
hypothéses suivantes :

-La croissance myceélienne des isolats de B. cinerea testés, présentent-elle le méme
profil de résistance face aux fongicides sélectionnés ?

-Existe-il une relation entre le profil de résistance des isolats de B. cinerea et le

morphotype ainsi que le niveau d’agressivité sur des feuilles détachées de vigne ?
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Synthese bibliographique

I- Présentation du model Botrytis cinerea :

Botrytis cinerea, un champignon phytopathogéne ubiquiste, responsable de la
pourriture grise, maladie cryptogamique redoutable et importante économiquement
touchant pres de 586 de genre de végétaux et engendrant de sérieux dégats avant et apres la
récolte (Porquier, 2016). En vigne, il représente la 3*™ maladie pour son importance
économique, apres le mildiou Plasmopara viticola et I’oidium Erysiphe necator. Son nom
fait référence a sa morphologie, le terme Botrytis est d’origine grec ; botrus- désigne la
forme de « grappe de raisin », le suffixe -itis indique les maladies. Par contre le terme
cinerea vient du latin qui a été tiré du mot « cendre » en raison de la couleur cendrée des
spores (Walker, 2013).

I-1. Historique, cycle de développement :

En 1729, Pier Antonio Micheli reconnait Botrytis comme un genre, et il ’a répertorié
dans son livre «Nova Plantarum Genera». En 1801, Persoon attribue le nom Botrytis
cinerea a un agent pathogene de la vigne. Par la suite, certaines confusions sont apparues
au tout debut entre Botrytis et Sclerotinia spp (83 % d’identité protéique moyenne entre
les deux génomes) (Walker, 2013). Puis en 1900 Smith rapporte des précisions et en 1945
la confusion fut dissipée par Whetzel. En 1973, Hennebert redéfinit le genre en le limitant
a 22 especes dont la majorité a une zone d’hoétes spécifiques, citant en exemples B. tulipae
qui s’attaque aux tulipes, B. fabae sur les légumincuses. A I’inverse, B. cinerea est tres
ubiquiste et on compte de nombreuses especes de plantes sur lesquelles il peut provoquer

des dégats importants. (Ajouz, 2009).

Le nom B. cinerea désigne la forme imparfaite (anamorphe) de nature asexuée
(Deuteromycete). La forme parfaite (téléomorphe) et sexuée, qu’on observe rarement dans
la nature, peut étre obtenue en conditions contr6lées en laboratoire s’appelle Botryotinia
fuckeliana qui est un Ascomycéte (Walker Anne-Sophie et al., 2013). 1l a été proposé par
des taxonomistes des champignons d’abandonner la double nomenclature (anamorphe vs
téléomorphe), au profit du « One fungus, one name ». Dans le cas de B. cinerea, le nom

définitif de I’espéce n’a pas encore été choisi par la communauté (Wingfield et al., 2012).
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B. cinerea a été classé comme suit :

Tableau I. Taxonomie de Botrytis cinerea (Source : Card 2005).

Régne Fungi

Division Ascomycota
Classe Leotiomycetes
Ordre Helotiales
Famille Sclerotiniaceae
Genre Botryotinia
Espece Botrytis cinerea

Le cycle du Botrytis est préesenté en Figure 01, il est assez commun, mais se

démarque toutefois au niveau de ses contaminations qui peuvent étre de plusieurs types.

Aprés une présence généralement discréete en début de saison, il peut se développer sur les

grappes a maturité de fagon exponenticelle et causer d’importants dégats en quelques jours.
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DISSEMINATION PRINTEMPS
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Source : UMRSV INRA-ENITA de Bordeaux

Figure 01 : Cycle biologique du B. cinerea.

La conservation hivernale du B. cinerea a principalement lieu sous forme de
sclérotes (Figure 02) au niveau des rameaux et de mycelium sous les écorces et dans les
bourgeons. Mais il faut aussi noter sa capacité, en tant que saprophyte a se conserver sur

des résidus de cultures ou toute autre matiére organique, notamment au sol. (Amselem et
al., 2011).
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Figure 02 : Sclérotes de B. cinerea observés sur milieu PDA, en conditions de laboratoire.
Source : INRA

Au printemps, les conidiophores (Figure 03) formés vont libérer les
conidies qui sont véhiculées par le vent, la pluie et les insectes jusqu’au site d’infection.
Bien que les sclérotes soient le principal mode de conservation et donc, les conidies la
premiére source d’inoculum (Holz et al., 2004). En début de matinée, une diminution
rapide de I’humidité couplée a une augmentation de température entraine une torsion et un
desséchement des conidiophores qui éjectent alors les conidies dans I’air. Les gouttes
d’eau peuvent également jouer un role dans la dispersion des conidies mais plus rarement
(Williamson et al., 2007), de méme que les insectes (Holz et al., 2004). Lorsqu’une
conidie atteint un site d’infection, le tube germinatif est initi¢, la pénétration peut avoir lieu
de diverses manicres, par pénétration directe au travers de la cuticule de I’épiderme, dans
des microfissures, ou par des plaies occasionnées par des insectes ou des blessures
mécaniques (Doehlemann et al., 2006). Aprés une quinzaine d’heure en présence
d’humidité et a une température comprise entre 15 et 20°C, le Botrytis envahit les tissus
(Elad et al., 2004).
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Figure 03 : Observation sous microscope de conidiophores de B. cinerea, portant a leurs

extrémités des conidies. Source : INRA

Lorsque les conditions environnementales sont particulierement défavorables au
champignon, un autre type de spores est produit, les micro-conidies. Elles interviennent
dans le processus de reproduction sexuée en permettant la fécondation des sclérotes. Suite
a une exposition prolongée au froid, les sclérotes fécondées produisent des structures
sexuées nommeées apothécies (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.

Une fois les contaminations installées, le développement se fait ensuite grace au
mycélium, par contact direct entre les tissus qu’il fait pourrir par hydrolyse des substances
peptiques, et/ou par la production de nouveaux conidiophores qui liberent des conidies
disséminées par le vent ou plus rarement la pluie vers les nouveaux sites d’infection. Ces
cycles sont relativement courts (4 jours) et peuvent débuter dés le troisiéme jour suivant la
contamination primaire donnant son caractere explosif a cette maladie (Blancard, 2014).
On considere en général que la part des infections latentes et la part des contaminations
secondaires de méme importance dans la contamination des grappes matures (Elmer and
Michailides, 2004).
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Les conidies, les sclérotes, les ascospores ou encore les fragments de mycélium
représentent tous une source éventuelle d’inoculum pouvant entrainer un nouveau cycle
d’infection. Au cours d’une saison, plusieurs cycles peuvent étre accomplis : la maladie est

dite polycyclique (Williamson et al., 2007).

1-2. Gamme d’hote :

De nombreuses productions végétales peuvent étre affectées par le champignon B.
cinerea (Elad et al., 2004), ceci est di a sa polyphagie, sa variabilité génétique ainsi qu'au
développement rapide des souches résistantes (Porquier, 2016). Il peut entrainer la
destruction partielle ou totale de la plante hote, et dans certains cas de la récolte
(Williamson et al., 2007). La résistance de ce champignon entraine une grosse perte
économique sur plusieurs cultures, sous serre ou en plein champ (Dean et al., 2012;
Walker, 2013), (Figure 04).

Sous certaines conditions climatiques et de physiologie de la vigne, B. cinerea
délaisse le facies « gris » pour le faciés dit « noble » (pourriture noble). (Walker, 2013)

Figure 04 : Symptdmes causés par l'agent pathogéne B. cinerea sur différentes hotes.
Source : INRA
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Sur une vigne, le développement de B. cinerea occasionne des dégats sur feuilles
(taches brunes), les rafles se nécrosent et les baies pourrissent et flétrissent. Les attaques de
B. cinerea apparaissent majoritairement apres la véraison, période au cours de laquelle le

raisin devient sensible a cette maladie.

I-3. Paramétres influencant ’infection :

Pour B. 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 sporulation du champignon (Elad and Yunis, 1993; Yunis et al., 1990).
I-3.1. Facteurs climatiques :

L’infection et le développement de la maladie par B. cinerea au sein de la plante

dépend essentiellement de :

e Latempérature optimale comprise entre 15 et 25 °C (Jarvis, 1977).

e Un taux d'humidité relative d'environ 95% (Jarvis, 1977).
I-3.2. Demandes nutritives :

D'aprés Blakeman, (1975); Li et al. (2004), les conidies de B. cinerea sont pauvres
en réserves énergetiques, donc une source exogene de nutriments tels que le carbone et
I'azote sont indispensables a la germination des spores, au développement du mycélium, et
a la formation des appressoria. Dans une solution nutritive, la germination des conidies est
plus efficace que dans l'eau, ce dernier quand il émerge le filament germinatif provoque

immédiatement l'arrét de sa croissance (Clark and Lorbeer, 1977).
I-3.3. Qualité de la lumiere :

Les conidies de B. cinerea peuvent germer en présence et en absence de la lumiére,
cela nécessite de 1’ecau et des nutriments en quantité suffisante (Ajouz, 2009). La
sporulation dépend de la qualité de la lumiere notamment des UV, en leur absence, celle-ci
est inhibée (Nicot et al,. 1996).
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I-3.4. L’irrigation :

L'apparition de la pourriture grise peut étre aussi causee par le type d'irrigation,
d'apres Aissat et al., 2008, le systéeme goutte a goutte est plus efficace que les autres
systeémes utilisés, car les symptémes de la pourriture grise sont faibles voir absents.

L'état physiologique de la plante est aussi un facteur important dans le
développement de B. cinerea. D'aprés Pitchay et al., (2007), un apport excessif en azote
augmente la croissance de la plante mais ce dernier la rend sensible a ce champignon

responsable de la pourriture grise.

I1- Méthodes de luttes :

Le contrle de la maladie de la pourriture grise touchant une grande variété
commerciale exposée aux maladies fongiques (Dik and Wubben, 2004), peut se réaliser
par différentes methodes, principalement sur I'application des pesticides, mais I'emploi
répeté de ces substances engendre l'apparition des souches résistantes (Vasquez, 2017).
C'est pourquoi, I’application de mesures plus saines semble alors s’imposer, telle que la
pratique culturale permettant la réduction de I'inoculum en éliminant les déchets végétaux
(Walker, 2013). La lutte biologique se basant sur l'application des agents antagonistes,
permet aussi de réduire le potentiel d’infection et de sporulation de B. cinerea sur plusieurs
plantes hotes (Elad et al., 1994 a et b). De nos jours, la protection totale des cultures
contre ce pathogene reste toujours impossible et cela méme en utilisant toutes les méthodes

citées precédemment (Ajouz, 2009).
11-1. Méthodes chimiques

Elle est définie par l'utilisation des fongicides en quantités suffisantes a différents
stades de croissance des plantes ou le risque épidémiologique est important (Cecchini,
2003; Walker 2013), et cela afin d'éradiquer ou d'affaiblir les phytopathogénes
essentiellement les champignons responsables des maladies fongiques des plantes
(Leroux, 2003).

Actuellement, cette méthode reste un outil indispensable pour lutter contre B.
cinerea, lI'agent causal de la pourriture grise (Ajouz, 2009). En affectant de maniére directe

les fonctions essentielles telles que la biosynthése des stérols, la division cellulaire ou la
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respiration par inhibition du complexe succinate déshydrogénase dans la chaine
respiratoire (Cecchini, 2003; Leroux, 2003).

11-2. Méthodes culturales :

La pourriture grise sur une vigne causée par B. cinerea peut étre réduite d'une fagon
drastique par des techniques culturales ou des méthodes de culture adaptées. Ces
techniques visent a défavoriser le développement des parasites et des adventices en
modifiant leur environnement naturel et en perturbant leur cycle biologique (Vasquez,
2017). Elles peuvent en outre inclure :

«L’¢limination des restes des végétaux, les équipements et le matériel agricole
pourrait maitriser I'entrée et 'accumulation de I’inoculum (Navarette et al., 2010).

*Un ébourgeonnage bien mené en dehors des jours pluvieux permet la réduction de
la densité des plantes et assure une aération afin de limiter les zones de confinements
pouvant entrainer l'accroissement de I'numidité relative et la condensation dans les serres
(Decognet et al., 2009).

*Le palissage est une autre pratique permettant la diminution de I’entassement de la
végétation et ainsi éviter la formation d’un microclimat favorable au développement de B.
cinerea (Dik and Wubben, 2004).

*Raisonner la fertilisation en évitant un apport excessif d'engrais azotés pour limiter
le développement de B. cinerea (Pitchay et al., 2007).

La lutte culturale est intéressante dans la mesure ou elle n'implique pas de codts

supplémentaires et ou elle peut s’ intégrer dans les objectifs économiques de lI'exploitation.
11-3. Méthodes biologiques :

La définition officielle (de I'OILB-SROP: Organisation Internationale de la Lutte
Biologique-Section Régionale Ouest Paléarctique) stipule que la lutte biologique est :
« |'utilisation d'organismes vivants pour prévenir ou réduire les dégats causes par des
ravageurs ». L'objectif n'est pas de stopper totalement les maladies, mais plut6t de réguler
leur progression de maniere a les maintenir au-dessous d'un seuil acceptable (Vasquez,
2017).

La lutte biologique contre B. cinerea peut étre effectuée par différents agents ayant
une activité antagoniste vis-a-vis de ce champignon. Sur une vigne, un extrait de Renouée
de Sakhaline (Reynoutria sachalinensis, nom commercial Milsana) est un moyen de

défense efficace contre B. cinerea entrainant un meilleur contr6le de la pourriture grise
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(Ajouz, 2009). Ce produit est dailleurs homologué aux Etats-Unis sur cultures
ornementales, en tant que biofongicide. Les composés minéraux et organiques tels que : la
carbonate de potassium (K2CO3), le bicarbonate de sodium (NaHCO3), etc. réduisent la
croissance mycélienne de B. cinerea et I'incidence de la pourriture grise sur baies de raisins
(Nigro et al., 2006).

D’autres produits sont homologués tels que le Binab a base de Trichoderma
harzianum et Trichoderma polysporum, ainsi que le champignon Microdochium dimerum,
souche L13, qui est efficace dans la protection des plaies d'effeuillage (Mahmoudi and
Louanchi., 2012) L'utilisation du produit Serenade & base de Bacillus subtilis est
également une bonne alternative dans le contrdle de B. cinerea en traitement post-récolte
(Vasquez, 2017).

I1-4. Protection intégree :

Selon I'OILB la protection intégrée est définie par: « L utilisation de méthodes
justifiables sur le plan économique, écologique et toxicologique pour maintenir les
organismes nuisibles en dessous du seuil de tolérance économique tout en exploitant et en
mettant a profit les facteurs de contrdle naturel ».

La vigne est attaquée par plusieurs maladies principalement celles causées par B.
cinerea en affectant les racines, le bois, les feuilles et les baies. Cette lutte consiste
a intégrer plusieurs méthodes de lutte biologique, physique et chimique. Ces méthodes sont
utilisée de facon préventive (prophylaxie) ou réactive (utilisation rationnelle des
fongicides) (Decognet, 1997). Ce programme est basé sur la prévention des maladies et
exige une bonne planification et ce, avant méme la plantation du vignoble.

La protection intégrée nécessite le respect d'un certain nombre de conditions.
Assurer un environnement sain a la culture, matitriser le climat, observer les plantes afin de
détecter tres tdt les anomalies, raisonner les interventions chimiques et introduire des
auxiliaires de qualité en quantite suffisante représentent des conditions indispensables a sa
réussite (Nicot, 1997). Ceci demande l'implication de tous les acteurs de la protection

intégrée.
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Choix des isolats :

Les échantillons fongiques ont été collectés a partir des chancres sporulés de
différentes parties aériennes de la vigne (feuilles, baies,...) durant la saison culturale 2014
dans la région agricole d’ Amizour, Bejaia. Les échantillons prélevés ont été purifiés par la
technique d’isolement monospore, caractérisés morphologiquement puis conservées a (-

20°C) (Khelifa, 2017).

Un total de 15 isolats a été sélectionné sur la base des résultats de la caractérisation
morphologique (Khelifa, 2017) a raison de 5 isolats par morphotype (Tableau I1).

Tableau Il : Caractéristiques morphologiques des isolats de B. cinerea sélectionnées.

Morphotype Codes Mycélium Sporulation Sclérote
BCV 2,BCV 4
M2 BCV 11, BCV 16 Aérien lou?2 0
BCV 18
BCV 8,BCV 9
M4 BCV 13, BCV 2l Epais et dense 1 0
BCV 42
BCV 3,BCV 10 Plutét de grande
taille formant un
S2 BCV 14, BCV 29 Plutdt rasant 1 ou des cercles
BCV 49

- Sporulation : 0 : absence ; 1 : sporulation peu abondante ; 2 : sporulation trés abondante
- Sclérotes : 0 : absence ; 1 : rares ; 2 : tres abondantes

I- Test de résistance des isolats de B. cinerea vis-a-vis de trois fongicides :

I-1. Revivification des isolats :

Chaque prélevement sporale a été ensemencé par touche sur la surface d’une boite
de Pétri contenant un milieu de culture PDA (Potatoes Dextrose Agar, Annexe I). Les

boites ont été incubées sept jours dans une étuve réglée a 22 °C et a I’obscurité.
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I-2. Repiquage :

Les colonies développées ont été repiquées en condition stérile et mises en culture
dans les mémes conditions, le temps qu’elles sporulent (environ 07 jours). Dans une boite
de Pétri, pour chaque isolat et a I’aide d’un scalpel, un disque mycélien de 5 mm a été
découpé et déposé au centre de la boite de Pétri contenant du milieu PDA, puis les boites

sont incubées a 22 °C pendant 7 jours.
I-3. Préparation des solutions fongicides :

Comme il a déja été rapporté dans les différentes recherches menées dans ce
domaine, la dose discriminatoire des trois fongicides avec lesquels nous avons travaille est

de 5 pg/ml. Pour chaque fongicide trois dilutions ont été préparéees 0, 1 et 5.

La préparation des solutions de fongicides se fait de la méme maniére pour les trois
fongicides (Carbendazime, Méthyl-thiophanate et le Dithiocarbamate de manganése
"Manébe™). Dans un bécher, 10 mg de fongicide sont meélangés a 100 ml d'eau distillée,
chauffes a 60 °C et mis sous agitation pendant 2 heures. Apres avoir obtenu une solution
bien homogénéisée, une filtration de la solution avec du papier filtre 30 um a été réalisee
afin d'éliminer les impuretés. Les solutions fongicides sont par la suite conservées dans des

tubes stériles dans le frigo.
Calcul des volumes a ajouter de chaque fongicide :
[0] Vo1=C2Vv2/C1 =0x100/0,1.103=0ml
[1] Vi1=C2Vv2/C1 =1x100/0,1.103=1ml
[5] Vs1=C2.Vv2/C1 =5x100/0,1.103=5ml
C1: concentration du fongicide
V1 : volume de la solution fongicide a ajouté au milieu PDA
C2: concentration des dilutions

V2 : volume du milieu PDA contenu dans le flacon
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Le test a été réalisé selon la méthode décrite par Leroux et al. (1999). Différentes

dilutions ont été préparées ;
- La dilution O : correspond au témoin ou le flacon contient que le milieu PDA.
- La dilution 1: 1 ml de la solution fongicide a été ajoutée dans 100 ml de milieu PDA.

- La dilution 5 : 5 ml de la solution fongicide ont été ajoutées dans 100 ml de milieu
PDA.

Un disque mycélien de 5 mm a été prélevé d’une culture jeune agée de 3 jours et
déposé au centre d’une boite de Pétri contenant le milieu PDA additionnée d’une solution
de fongicide a tester puis les boites ont été incubées a 1’obscurité a 22 °C. La mesure du
diametre de croissance mycélienne a été effectuée le septiéme jour sur deux diameétres
perpendiculaires. Deux boites de Pétri ont été utilisées pour chaque concentration de

fongicide et pour chaque isolat ainsi qu’un test témoin a été préparé pour chaque isolat.

I1. Evaluation de I'agressivité de B. cinerea en presence des fongicides sur
feuilles détachées de vigne :

L’agressivité constitue un trait de caractérisation trés important. Il permet de
déterminer le niveau d’agressivité des isolats sélectionnés sur les feuilles de vigne.

Le test a été effectué sur les feuilles de vigne (Vitis vinifera cv. Seedless) qui
proviennent de la ville de Bejaia. Des feuilles agées de deux mois, n’ayant subi aucun
traitement fongicide, de taille uniforme ont été recueillies. Les feuilles ont été placées dans
des boftes en plastique transparentes contenant du papier absorbant de couleur bleu
humidifié a ’eau distillé stérile. (Protocole INRA AVIGNON France).

I1-1. Inoculation :

L’inoculation des feuilles s'est faite aprés trois jours d’incubation ; trois implants
mycéliens de 5 mm de diamétre de chaque isolat ont été prélevés de culture jeune, et
déposés au centre de chaque feuille (trois implants mycélien par feuille et par isolat
préalablement traités par pulvérisation avec I’'un des fongicides testé) (Figure 05). Des
boites témoin ont été préparées avec des feuilles inoculées uniquement avec les implants
mycéliens de chaque isolat sans le fongicide. L’ensemble des boites ont été incubées a une

température ambiante du laboratoire pendant 96 heures.
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2% étape - Découperdes
implants mycéliens de
5 mm.

3= étape : Vaporiser

1%f étape - Préparation I'intégralité des feuilles de
des feuilles dans des
boites.

solution (eau+ fongicide).

A\

Implant mycélien
posé sur les feuilles

4= étape - Inoculation des feuilles par les implants

Incubation des boites contenants des feuilles

Prise des photos a différents intervalles du temps

vy vy

Détermination des surfaces des lésions

Figure 05 : Etapes du test d’agressivité des isolats de B. cinerea sur les feuilles de vigne
avec et sans fongicide.

11-2. Lecture des résultats :

Le niveau d’agressivité en présence des fongicides testés consiste a estimer la
surface des lésions causées par les isolats de B. cinerea sur les feuilles détachées. Chaque
boite a été¢ photographi¢e a 96 heures a ’aide d’un appareil photo fixé sur un tripier. Les
photos prises ont été analysées avec logiciel « ASSESS 2.0 » (APS Press, St Paul,

Minnesota) apres calibration pour déterminer la surface en mmz2 des lésions (Annexe I1).

I11. Traitement des données :

Les résultats obtenus en présence des fongicides sur les boites de Pétri et sur
les feuilles détachées ont eté transformés en pourcentage d’inhibition selon 1’équation
suivante :
1%= (D témoin- D test)/ D tmoin*100
1% : pourcentage d’inhibition
D wmoin : diametre de la croissance (lIésion) en absence de fongicide.

D test: diamétre de la croissance (lésion) en présence de fongicide.
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Résultats et discussion

I- Résultats du test de résistance des isolats de B. cinerea vis a vis de trois
fongicides :
I-1. Résultat de I’effet du Manébe (Dithiocarbamate de manganese) sur la

croissance de B. cinerea :

La croissance mycélienne des isolats de B. cinerea testés a été variable selon la
concentration du fongicide. Tous les isolats ont été résistants a la concentration de 1 pg/ml.
Tandis qu’a 5 ug/ml, la croissance mycélienne des isolats de B. cinerea a été affectée
d’une manicre différente. Aucun effet n’a été observé pour les isolats BCV 8, BCV 9, BCV
13, BCV 21 et BCV 42, tandis que le reste des isolats ont montré une croissance qui varie
entre 21% et 50 % (Figure 06).
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Figure 06 : Inhibition de la croissance mycélienne des isolats B. cinerea par le Manebe.

La croissance mycélienne des groupes (morphotype) de B. cinerea en présence de
1 pg/ml n’a montré aucune différence entre les morphotypes (résistance de tous les
isolats). Seul le morphotype M4 a montré une croissance optimale a 5 pg/ml.
Parallelement, les morphotypes M2 et S2 ont été inhibé par le Manébe a 31 % et 33 %
respectivement (Figure 7), ce qui suggére I’existence d’une relation entre le morphotype et

la résistance au Manébe.

17



Résultats et discussion

100 -

m1pl/ml
|5 pgfml

Pourcentage d'inhibition
S &88&8383E88

10 -

M2 Ma 52
Morphotype

Figure 07 : Inhibition de la croissance mycélienne des trois morphotypes de B. cinerea par
le Manebe.

I-2. Résultat de I’effet du Méthylthiophanate sur la croissance de B. cinerea :

La croissance mycélienne des isolats de B. cinerea testés a été variable selon la
concentration du fongicide. A 1 pg/ml, BCV 3, BCV4 et BCV 11 ont été les isolats les
plus résistants. Une inhibition compléte de la croissance a été observée pour les isolats
BCV 10, BCV 14 et BCV 42. En revanche le reste des isolats ont montré une croissance
qui varie entre 36% et 92%. Tandis qu’a 5 pg/ml, tous les isolats ont été affectés d’une

facon différente avec des taux d'inhibition compris entre 37% et 100% (Figure 08).
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Figure 08 : Inhibition de la croissance mycélienne des isolats B. cinerea par le
Méthylthiophanate.
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La comparaison entre croissance mycélienne des groupes (morphotype) de B.
cinerea en présence de 1 pg/ml a montré une variabilité de résistance entre les
morphotypes allant de 33% & 79%. Seul le morphotype M2 a montré une résistance avec
une inhibition de croissance de 33% comparé au deux autre morphotypes M4 et S2 avec
79% et 68% d’inhibition respectivement. A une concentration de 5 pg/ml, le morphotype
M4 a été complétement inhibé. Le fongicide a pu inhiber la croissance mycélienne des
morphotypes M2 et S2 a 76% et 78% respectivement (Figure 09).
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Figure 09 : Inhibition de la croissance mycélienne des trois morphotypes de B. cinerea au

Méthylthiophanate.

I-3. Résultats de I’effet du Carbendazime sur la croissance de B. cinerea :

La croissance mycélienne des isolats de B. cinerea testés a été similaire en présence
des deux concentrations du fongicide. A 1 pug/ml, seuls les deux isolats BCV 16 et BCV 2
et ont montré une résistance avec des pourcentages d’inhibition qui varient entre 3% et 0%.
Absence totale de la croissance mycélienne a été observée pour les autres isolats. A la
concentration de 5 pg/ml, une inhibition de croissance quasi totale a été constatée pour
tous les isolats excepté BCV 4, BCVS8 et BCV 29 ayant un taux d’inhibition compris entre
24% et 87% (Figure 10).
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Figure 10 : Inhibition de la croissance mycélienne des isolats B. cinerea au Carbendazime.

La croissance mycélienne des groupes (morphotype) de B. cinerea en présence de 1
pg/ml a été stoppée pour les deux morphotypes M4 et S2, tandis que le morphotype M2
n’a été inhibé qu’a 61%. La méme situation a été observée pour la concentration de 5
pg/ml de Carbendazime (Figure 11), ce qui suggeére l'existence relation entre morphotype
et résistance a Carbendazime.
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Figure 11 : Inhibition de la croissance mycélienne des trois morphotypes de B. cinerea au
Carbendazime.
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I1- Résultats du test d'agressivité sur les feuilles détachées de vigne en
présence des fongicides :

Une grande variabilité de diametres de lesions sur les feuilles détachées de vigne a

été observee entre les isolats de B. cinerea en présence des trois fongicides (Figure 12).

VA
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— fw'wnﬂw

A §0] ¢\

Figure 12 : Symptomes causés par un isolat de B. cinerea autour des points d'infection sur

feuilles de vigne.

En présence de 5 pg/ml du Mangébe, les isolats BCV 3, BCV 14, BCV 16 et BCV
29 ont été les plus agressifs, 1’isolat BCV 21 a été le moins agressif avec un pourcentage
d'inhibition de 77%. La méme situation a été observée en présence de 5 pg/ml de
Méthylthiophanate, avec la présence des isolats tres agressifs a savoir les isolats BCV 3,
BCV 14, BCV 16, BCV 2, BCV 29, BCV 4, BCV 49 et BCV 21. Par contre en présence
de 5ug/ml de Carbendazime, la majorité des isolats testés ont causé peu ou pas de lésions a
I’exception des isolats BCV 3, BCV 10, BCV 16 qui ont causé des Iésions équivalentes au
témoin (Figure 13).
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Figure 13 : Agressivité des isolats de B. cinerea sur feuilles détachées de vigne en

présence des trois fongicides.

La comparaison de l'agressivité des groupes d’isolats de B. cinerea (morphotype)
en présence de 5 pg/ml de chaque fongicide a montré que le morphotype S2 a été le
morphotype le plus agressif des trois morphotypes, avec des pourcentages d'inhibition de
13%, 18% et 19% sur Méthylthiophanate, Manébe et Carbendazime respectivement
(Figure 14).
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Figure 14: Agressivité des morphotypes de B. cinerea sur feuilles détachées de vigne en

présence de trois fongicides.
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Discussion :

La présente étude sur la résistance des isolats de B. cinerea collectés a partir des
feuilles de vigne a été menée dans le but de Vérifier les hypotheses émises dans

I’introduction.

Une grande variabilité de la croissance mycélienne a été obtenue entre les isolats de
B. cinerea en présence des différentes concentrations de trois fongicides. L'étude effectuée
au laboratoire concernant la croissance mycélienne des isolats de B. cinerea en présence de
1 pg/ml du Manébe a montré que les 15 isolats testés ont été résistants. A une
concentration de 5 pg/ml, le champignon a continué de se developper avec des
pourcentages d’inhibition inférieurs a 54%. Seuls les isolats du morphotype M4 ont été
résistants a cette concentration. Les résultats obtenus avec I’application du Manébe dans
cette présente étude contredisent les résultats obtenus dans 1’étude du comportement de
quelques souches de B. cinerea vis-a-vis du Manebe menée par Hmouni et al., (2003), sur
un ensemble de six isolats collectés de plants de tomate a montré une grande variabilité de
résistance. Le pourcentage d’inhibition s’est étalé entre 4.9% et 79 % lorsque le fongicide

est appliqué a une concentration de 100 ppm.

Les isolats de B. cinerea ont réagi difféeremment vis-a-vis des deux autres
fongicides testés. Le traitement avec le Méthylthiophanate a révélé qu’a 1 pg/ml, une
variabilité de croissance a été enregistrée pour tous les isolats avec des pourcentages
d'inhibition qui ont varié entre 36% et 100%. Les isolats : BCV 4 et BCV 11 du groupe «
M2 » ont été les plus résistants ainsi que le BCV 3 du groupe « S2 » avec une croissance
optimale a cette concentration. La plupart des isolats ont été inhibés a 5 pug/ml avec des
taux d’inhibitions de 38% a 100%. Ces résultats corroborent ceux obtenus par Besri et
Diatta, (1985), en réalisant des tests de résistance de 83 isolats de B. cinerea isolés sur des
tiges de tomate vis-a-vis du Méthylthiophanate. Les résultats obtenus ont montré une
sensibilité des isolats a la concentration supérieure a 2 ppm de Méthylthiophanate sur la
croissance mycélienne. Contrairement a ce que Hmouni et al., (1996), ont mené comme
étude sur 10 isolats de B. cinerea avec traités du Méthylthiophanate qui ont continué a se
développer, et ceci méme a des concentrations de 1000 ppm ; une autre recherche a été

menée par Hmouni et al., (2003), et qui a montré une variabilité de résistance aux
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différents fongicides utilisés dont le Méthylthiophanate a 100 ppm, et cela apres avoir

inoculé 6 isolats de B. cinerea recueillis de Tomate.

En présence du Carbendazime, les isolats de B. cinerea ont été plus sensibles ou la
croissance mycélienne de tous les isolats a été inhibé avec 1 pg/ml. Seul les isolats : BCV
2 et BCV 16 du morphotype « M2 » qui ont été résistants. La méme situation a été obtenue
avec 5 pg/ml, mis a part I’isolat BCV 4 pour laquelle la croissance mycélienne a été
inhibée seulement a 24%. Les autres isolats des trois morphotypes ont été sensibles. Nos
résultats sont en accord avec ceux obtenus par Latorre et al., (2012), qui ont réalisé une
étude sur 214 isolats de B. cinerea obtenus a partir des échantillons de raisin recueillis dans
un total de 36 vignobles commerciaux, le Carbendazime a 1 pg/ml a montré une efficacité
élevée avec un pourcentage d'inhibition supérieur a 65%. Nos résultats contredisent ceux
obtenus par Panebianco et al., (2015), qui ont également réalisé une étude sur 302 isolats
de B. cinerea recueillis et traités avec le Carbendazime 50 ppm. Cette étude a révélé une
importante variabilité de résistance de ces isolats a ce fongicide. Le méme a été observé
dans I’étude de Liu et al., (2016) qui ont également suivis la croissance mycélienne de 263
isolats de B. cinerea preleveés a partir de tomate, aprés traitement avec le Carbendazime a 1
pa/ml, ils ont obtenu une forte résistance du champignon avec un pourcentage de
croissance 89,4 %. De méme Mekwilai et Nalumpang (2017) ont signalé des cas de
résistance au Carbendazime apres avoir inoculés sur un milieu PDA 50 isolats de B.

cinerea isolés du vignoble a une concentration de 100 ppm,

Les tests d'agressivité réalisés sur les feuilles de vigne ont montré que les isolats
des trois morphotypes de B. cinerea ont une agressivité trés variable. Les isolats
appartenant au morphotype « S2 » ont €té les plus agressifs sur Méthylthiophanate,
Manebe et Carbendazime respectivement avec des pourcentages d'inhibition de 13, 18 et
19 %. On note que les isolats les plus résistants ont été : BCV 3 « S2 » et BCV 16 « M2 ».
Cela nous a permis de mettre en évidence une grande diversité du niveau d’agressivité des
isolats de B. cinerea étudiés. Notre résultat concorde avec celui obtenu par Shen et al.
(2009), qui ont réalisé une étude sur la pathogénicité de 26 souches de B. cinerea sur les
feuilles de concombre. Ces auteurs ont remarqué une différence importante de
pathogeénicité entre les souches testées. C'est ce qui a été démontré par. Leroux et al.,
(1985) en réalisant des tests d’agressivité. Ils ont étudié des souches de B. cinerea

recueillis du vignoble frangais, qui ont montré une augmentation d’apparition des isolats
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résistants dans les vignobles francais au Carbendazime et Méthylthiophanate avec des
facteurs de résistance supérieurs a 1000.

L’apparition des isolats résistants peut avoir comme cause l’augmentation des
fréquences d’application du Méthylthiophanate qui a entrainé une importante pression de
sélection sur les populations de B. cinerea. Ainsi, la biologie de B. cinerea peut aussi
influencer I’apparition des isolats résistants par sa capacité a produire des spores qui

peuvent se disséminer a courte et a longue distances.

25



Résultats et discussion




Conclusion



Conclusion

B. cinerea responsable de la pourriture grise a été désigné comme modeéle d'étude
dans le cadre de notre projet de recherche des profils de résistance de la croissance
mycélienne des isolats aux fongicides (Méthylthiophanate, Manébe et le Carbendazime),
isolés dans le vignoble.

La croissance mycélienne des isolats de B. cinerea testés a été variable selon la
concentration du fongicide. Tous les isolats ont été résistants a la concentration de 1 pg/ml
du Manebe. Tandis qu’a 5 pg/ml des pourcentages d’inhibitions inférieurs a 50% ont été
enregistrés pour la plupart des isolats. Une inhibition progressive de la croissance
mycelienne des isolats de B. cinerea testés en fonction de la concentration du
Meéthylthiophanate. Une forte inhibition de la croissance mycélienne a été obtenue en
présence de Sug/ml du Carbendazime avec des pourcentages d’inhibition équivalents a
100% pour la plupart des isolats. La comparaison de la croissance mycélienne entre les
morphotypes ne montre aucune différence entre les trois morphotypes en présence de
5ug/ml des trois fongicides testés. Nous avons noté une résistance totale des trois
morphotypes au Manebe, et une sensibilité supérieure a 76% et 85% aux

Méthylthiophanate et Carbendazime respectivement.

L'agressivité de 15 isolats de B. cinerea a été evaluée sur les feuilles détachées de
vignes traitées avec 5ug/ml des trois fongicides (Méthylthiophanate, Manebe et
Carbendazime). Les résultats obtenus ont montré une diversité entre les isolats de B.
cinerea a causer des lésions sur les feuilles détachées de vigne. Le morphotype S2 du type
sclérotien a été le plus agressif avec des pourcentages d'inhibition inférieurs a 19% pour les
trois fongicides. Tandis que les deux autres morphotypes de type mycélien M2 et M4 ont
été les moins agressifs avec des taux d'inhibition inférieurs a 68% pour les trois fongicides.
Ces résultats ont montré que le Carbendazime a été le plus efficace sur les isolats de B.

cinerea testés.

Les résultats obtenus lors de ce travail ont permis de mieux connaitre le profil de
résistance de B. cinerea vis-a-vis des trois fongicides les plus utilisés par les agriculteurs
pour lutter contre la pourriture grise de la vigne. Il serait intéressant de compléter cette

étude par :

» Elargir I'échantillonnage afin de confirmer les résultats obtenus dans cette étude,
> Réaliser des tests d'agressivité sur la plante entiere traitée avec des fongicides,

> Etudier le profil de résistance de B. cinerea aux fongicides sur d’autres plantes,
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» Utiliser d’autres fongicides pour mieux comprendre le profil de résistance de B.
cinerea,

» Tester I’action des fongicides a des faibles concentrations en synergie avec d’autres

molécules bioactive vers une protection intégrée.
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Résumé

Botrytis cinerea est un champignon phytopathogene responsable de la pourriture
grise qui atteint plusieurs cultures d'intérét agronomique. Le présent travail ceuvre pour
I'étude du profil de résistance de 15 isolats de B. cinerea répartis en trois morphotypes (S2,
M2 et M4) vis-a-vis de trois fongicides (Méthylthiophanate, Carbendazime et Manébe). La
croissance mycélienne des différents isolats en présence de deux concentrations (1 pg/ml
et Sug/ml) de chaque fongicide a été estimée sur le milieu PDA. L’agressivité des isolats
en présence de 5ug/ml de chaque fongicide a été évaluée sur des feuilles détachées de
vigne. Une résistance quasi-totale de tous les isolats en présence de 1 pg/ml et 5ug/mi du
Manébe. Une inhibition graduelle de la croissance mycélienne a été observée en présence
des deux concentrations de Méthylthiophanate. Une forte sensibilité de tous les isolats a été
enregistrée en présence du Carbendazime. On note une relation entre le profil de résistance
en fonction du morphotype. Une grande variabilité d'agressivité des isolats de B. cinerea
en présence de 5 pg/ml de chaque fongicide. Les isolats du morphotype S2 ont été plus
agressifs avec des pourcentages d'inhibition de 13%, 18% et 19% en présence de
Méthylthiophanate, Manebe et Carbendazime respectivement. Tandis que le morphotype
M4 a éte le moins agressif en présence des trois fongicides avec des pourcentages
d'inhibition de 31%, 44% et 68% en présence du Meéthylthiophanate, Manebe et
Carbendazime respectivement. Ces résultats peuvent aider les agriculteurs de notre région
avant d’envisager un traitement anti-Botrytis.

Mots clés : Botrytis cinerea, Morphotype, Fongicide, Agressivité.

Abstract

Botrytis cinerea is a phytopathogenic fungus responsible for gray mold that can
affects several crops of agronomic interest. The present work investigates the resistance
profile of 15 isolates of B. cinerea distributed into three morphotypes (S2, M2 and M4) to
three fungicides (Methylthiophanate, Carbendazim and Maneb). Mycelial growth of all
isolates was estimated on the PDA medium at the presence of two concentrations (1 pg/ml
and 5 pg/ml) of each fungicide. The aggressiveness of the isolates in the presence of 5
ug/ml of each fungicide was evaluated on detached leaves of vine. A total resistance of all
isolates in the presence of 1 pg/ml and 5 pg/ml of Maneb. Gradual inhibition of mycelial
growth was observed in the presence of both concentrations of Methylthiophanate. A high
sensitivity of all isolates was recorded in the presence of Carbendazim. There is a
relationship between the resistance profile and the morphotype. A great variability of
aggressiveness of isolates of B. cinerea in the presence of 5 ug / ml of each fungicide.
Isolates of the morphotype S2 were more aggressive with percentage of inhibition of 13%,
18% and 19% in the presence of Methylthiophanate, Maneb and Carbendazim,
respectively. While the M4 morphotype was the least aggressive in the presence of the
three fungicides with percent inhibition 31%, 44% and 68% in the presence of
Methylthiophanate, Maneb and Carbendazim respectively. These results can help farmers
in our area before considering treatment of gray mold.

Keywords: Botrytis cinerea, Fungicide, Morphotype, Aggressiveness.
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