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RESUME

L'intérét porté a l'exploitation des microorganismes en lutte biologique est
devenu de plus en plus croissant du fait qu’ils peuvent avoir un large spectre d’action
et agissent sur plusieurs pathogenes des végétaux. Ce travail a été concu sur
'exploitation de l'intérét de bactéries endophytes en bioprotection et a été orienté
vers |'utilisation de ce type de microorganismes a I'égard d’'une collection de
champignons phytopathogénes a savoir ; Gaeumannomyces graminis var. tritici
'agent responsable du piétin échaudage et Seridium cupressi agent de
dépérissement d’arbres forestiers ainsi que quatre organismes phytopathogénes de
la pomme de terre d’'importance économique a I'échelle mondiale a savoir, Alternaria

alternata, Fusarium solani, Rhizoctonia solani et Phytophthora infestans.

Les tests d’antagonisme in vitro des huit souches bactériennes endophytes a
'égard des agents fongiques ont montré une diversité dans les résultats. Les
bactéries endophytes testées se sont montrées antagonistes envers les divers
agents phytopathogénes révélant une réduction de la croissance mycélienne.
L’endophyte bactérien Bacillus spp. PF3 n’a pas eu d’effet antagoniste sur la
croissance mycélienne d’Alternaria alternata, cependant, un effet maximal a été
enregistré chez Seridium cupressi en combinaison avec les huit bactéries

endophytes testées ou l'inhibition du développement mycélienne était maximale.

Deux endophytes, a savoir, Bacillus spp. PF3 et Pseudomonas spp. PS1,
testés in vitro avant et aprés inoculation de folioles détachées de pomme de terre par
deux isolats pathogéenes de P. infestans ont montré une efficacité mais uniqguement

dans la prévention contre le mildiou.

Les résultats obtenus a travers cette étude révelent 'importance de I'utilisation

de ces bactéries endophytes en bioptrotection.

Mots clés: Bioprotection, Antagonisme, Bactérie endophyte, Champignon

phytopathogéne, Mildiou de la pomme de terre.



ABSTRACT

Interest in the use of microorganisms in biological control has become
increasingly growing that they can have a broad spectrum of action and act on
several plant pathogens. This work was designed on the operation of the endophytic
bacteria of interest bioprotection and was referred to the use of such microorganisms
in respect of a collection of plant pathogenic fungi namely; Gaeumannomyces
graminis var. tritici the causative agent of take-all and Seridium cupressi forest tree
dieback agent and four plant pathogens of potatoes of economic importance in the
world namely, Alternaria alternata, Fusarium solani, Rhizoctonia solani and

Phytophthora infestans.

The antagonism in vitro eight bacterial strains endophytes against fungal
agents showed diversity in the results. Endophytic bacteria tested have shown
antagonistic towards various phytopathogenic agents showing a reduction of mycelial
growth. The extract bactériende endophyte Bacillus spp. PF3 had no antagonistic
effect on mycelial growth of Alternaria alternata, however, the maximum effect was
recorded in Seridium cupressi in combination with the eight endophytic bacteria

tested where inhibition of mycelial growth was greatest.

Two endophytes, Bacillus spp. PF3 and Pseudomonas spp. PS1, tested in
vitro before and after inoculation of detached leaves leaflets potato by two
pathogenic isolates of P. infestans have shown efficacy in preventing but only against
late blight.

The results obtained through this study show the importance of using these

endophytic bacteria in bioptrotection.

Keywords: Bioprotection, Antagonism, endophytic bacteria, fungi, late blight.
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INTRODUCTION

Les maladies des plantes entrainent encore aujourd’hui des pertes
économiques considérables; c’est pourquoi la protection des cultures contre les

agents pathogenes reste encore plus que nécessaire.

Dans les pays industrialisés, les pertes atteignent prés de 40% et
concernent toutes les étapes de production (avant et aprés la récolte) ; elles sont
encore plus importantes dans les pays en développement (plus de 50%). Les
enquétes réalisées par la FAO a I'échelle mondiale en 1965 et 1988-1990 ont
montré qu’en absence de toute mesure de lutte, les pertes potentielles dues aux
maladies, aux animaux ravageurs et aux plantes adventices s’élevaient selon les
cultures et la zone géographique concernée, entre 50 et 80% de la production

potentielle [1].

Depuis un siécle, le contréle des maladies des plantes cultivées dépend
essentiellement de 'usage extensif des pesticides ; la lutte chimique a apporté des
solutions rapides, simples et efficaces aux problémes de protection des cultures.
Cependant, des études ont montré que ces produits chimiques sont toxiques aux
microorganismes vivant dans le sol, aux animaux et méme a 'homme [2]. De
méme, l'impact de ces pesticides sur l'apparition de souches pathogénes
résistantes a été maintes fois documenté [3]. C’est le cas par exemple de
I'apparition de souches résistantes de Phytophthora infestans agent du mildiou de
la pomme de terre a I'égard de certaines matiéres actives, qui appartiennent
principalement au groupe des phénylamides, comme le métalaxyl et son
énantiomére méfénoxam, le bénalaxyl, et 'oxadixyl [4]. L'apparition de la souche
US-8 est un exemple de souche virulente de mildiou qui résiste aux fongicides

actuels [5].



Le besoin de contréle des maladies des plantes par des méthodes efficaces
et respectueuses de I'environnement devient des lors, 'une des plus importantes
nécessités, afin de nourrir les milliards de personnes sous alimentées sur cette
planete [2]. C’est pourquoi, la production biologique s’est fixée comme objectif
prioritaire de réduire I'utilisation de ces produits chimiques a moyen terme, puis de
les supprimer a long terme. Pour y parvenir a lutter contre le mildiou de la pomme
de terre, il faut par conséquent, trouver et tester de nouveaux moyens de lutte

contre cette maladie destructive [6].

La pomme de terre est probablement I'espéce végeétale qui a le plus
bénéficié de techniques pour améliorer sa résistance aux maladies et la
production de plants [7]. La sélection variétale conventionnelle pratiquée depuis
prés d'un siécle a permis de créer des variétés résistantes aux pathogenes
limitant ainsi l'usage des pesticides, et donc leurs effets néfastes sur les
producteurs, les consommateurs et I'environnement. Ces techniques nécessitent
cependant énormément de temps entre le croisement initial et la valorisation d’'une
nouvelle variété issue de croisement. Le fait que la pomme de terre cultivée soit
tétraploide et hétérozygote, rend néanmoins difficile la création rapide de
nouveaux clones résistants par sélection classique [8]. Autrement, il faut au moins
10 a 15 années pour créer une nouvelle variété de pomme de terre [7]. Aussi, les
colts inhérents sont énormes et la technique n’est pas parfaite, puisque, des
caractéres non souhaités accompagnent bien souvent les améliorations visées par
la sélection, avec des effets négatifs sur 'environnement ou sur la santé des

consommateurs.

Concernant le cas particulier de la pomme de terre, une autre technique
basée sur lintroduction de genes de résistance a caractére monogénique a été
engageée [9]. Actuellement, onze de ces genes (R1-R11) ont été identifies et
introduits chez Solanum tuberosum & partir de S. demissum pour obtenir des
cultivars d’intérét scientifique [10]. Mais par rapport a ces derniers, les isolats
algériens de P. infestans ont montré un spectre de virulence complexe, ou la
plupart d’entre eux contournent les onze génes de résistance spécifique a I'égard

de la gamme différentielle [11].



Afin de faire face a ce genre de problemes, une technologie émergente et
écologiqguement compatible considérée comme alternative prometteuse aux
pesticides de synthése a fait son apparition, il s’agit de l'utilisation de certains

microorganismes non pathogenes ou biopesticides microbiens.

Les bactéries, les champignons, les levures, et méme les virus utilisés
comme biopesticides offrent globalement un effet protecteur établi sur la
compétition pour les nutriments essentiels, sur I'activité antagoniste basée sur la
production d’antibiotiques ou d’enzymes qui inhibent la croissance des
pathogenes et/ou sur leur capacité a stimuler des systemes de défense chez
I'néte végétal [12]. Des succes ont été réalisés dans le contrdle des pathogénes
des cultures et la promotion de la croissance des plantes en introduisant des
rhizobactéries (PGPR. Plant Growth Promoting Rhizobacteria) et autres
organismes microbiens qui favorisent la croissance des plantes et interviennent
dans la lutte biologique [13]. Dans le cadre des contrbles des stress biotiques et
abiotiques, une panoplie de recherches rapporte un intérét a un groupe de
bactéries associées aux végétaux et qui ne causent pas de symptbmes

spécifiques aux maladies, ce sont les bactéries endophytes [14].

Les bactéries appartenant au genre Bacillus et Pseudomonas colonisant
d’'une maniére endophyte des racines, semblent étre efficaces et utiles dans le
contrdle de plusieurs organismes pathogénes telluriques [15]. L'utilisation de ces
bactéries comme agents de lutte biologique a été rapportée par plusieurs travaux,
notamment, ceux de Prieto et al.,, (2011)[16] sur l'action de Pseudomonas
fluorescens PICF7 et Pseudomonas putida PICP2, sur Verticillum dahliae Kleb.
agent de la verticilliose de l'olivier. En outre, lorsque les graines ou organes de
multiplication inoculés par ces bactéries, ces dernieres vont se déplacer par la
suite dans la partie végétative, le plant et les fruits obtenus seront immunisés et
minimisant par conséquent, la nécessité d'une application fréquente de souches
bactériennes [17]. Un travail mené par Haddad et al., (2013) [18] a montré par
ailleurs, que des semences de tomate bactérisées ont produit des plantes ayant
méme montré une augmentation dans les parametres de croissance comparés au

témoins ainsi qu’'une augmentation de l'indice de vigueur de cette méme plante.



Des méthodes de protection de cultures testées expérimentalement a
travers quelques études menées par Alim (2011) [19] et Djellout (2011) [20] sur
des bactéries endophytes isolées des plantes spontanées ont permis de diminuer
ou supprimer les symptoémes de la pourriture molle causée par Pectobacterium
carotovorum ainsi que la maladie de crown gall causée par Agrobacterium

tumefaciens et Agrobacterium vitis

Huit souches bactériennes endophytes appartenant aux genres
Pseudomonas spp. et Bacillus spp ayant attribué préalablement des effets
bénéfiques sur la croissance, sont mises a I'essai dans la présente étude, pour
tester leur activité d’antagonisme sur des pathogénes de la pomme de terre a
savoir, Alternaria alternata, Fusarium solani, Rhizoctonia solani et de bioprotection
a I'égard de P. infestans agent du mildiou de la pomme de terre. Parallelement,
les endophytes bactériens ont été analysés pour leur pouvoir antagoniste sur
d’autres fungi tels que Gaeumannomyces graminis var. tritici pathogene des
Graminées (Poacées) et Seiridium cupressi agent du dépérissement d’arbres

forestiers.

Ce travail a été mené selon les étapes suivantes :
e Une détermination in vitro de leffet antagoniste des bactéries
endophytes sur une collection de champignons phytopathogénes
e Un isolement de P. infestans a partir de tissus infectés de pomme
de terre (feuilles, tiges...)
e Une caractérisation des isolats de P. infestans.
e Un essai de bioprotection de la pomme de terre a I'égard de

P. infestans par utilisation de bactéries endophytes.



CHAPITRE 1
DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

1.1. Geénéralités sur la culture de la pomme de terre

1.1.1. Historique de la culture et de la production de la pomme de terre dans

le monde

L’histoire de la pomme de terre a débuté il y a environ 8 000 ans dans la
Cordillere des Andes, ou les premiéres communautés arrivées dans le Sud du
continent américain avaient commencé a domestiquer des espéces sauvages

prés du lac Titicaca [21].

La propagation de cette culture dans le monde a ensuite commencé par
son introduction en Europe vers la fin du 16eme siecle, suite a la conquéte du
Pérou par les conquistadors espagnols de 1532 a 1572. Elle parvint en Inde, en
Chine et au Japon, grace aux marins qui furent parmi les premiers a I'apprécier
[22].

Le marché de la pomme de terre a connu de profonds changements a la fin
du 20éme siecle, avec une évolution aussi bien dans la production que dans la
distribution [7]. Mondialement, cette culture qui a offert 49682 millions de $ en
2012 occupe apres la canne a sucre, le mais, le riz et le blé, la cinquieme place
des produits agricoles cultivés, avec une production annuelle approchant les 364

millions de tonnes et une superficie de 18,5 millions d’hectares [23].

La valeur énergétique de ce légume l'a rendue également attractif a
I'échelle mondiale dans I'affouragement du bétail bovin pour leur engraissement et
la production laitiere, dans la fabrication des pates et méme dans la production de
carburants ; d’'ailleurs 0,4 ha de pomme de terre produit 4536 L d’alcool éthylique
par an [24, 25].



Selon, les statistiques de la FAQO, la production et la demande de la pomme
de terre ont enregistré une forte croissance en Asie, en Afrique et en Amérique
latine. Ces données sont passées de moins de 30 millions de tonnes au début des

années 60 a plus de 165 millions de tonnes en 2010 [22] (Tableau 1.1).

Tableau 1.1 : Principaux pays producteurs de pomme de terre dans le monde [20]

Pays Production (millions de tonnes)
Chine 74.80
Inde 36.58
Fédération de Russie 21.14
Ukraine 18.71
Etats unis d’Amérique 18.02
Allemagne 10.20
Pologne 8.77
Bélarus 7.87
Pays-Bas 6.84
France 6.58

1.1.2. La culture et la production de la pomme de terre en Algérie

En Algérie, la pomme de terre a été introduite par les colons francais il y a
environ un siécle et demi, elle est devenue actuellement une culture de base qui
revét un caractéere stratégique de par sa place dans l'alimentation, les surfaces
gu’elle occupe, les emplois qu’elle procure et les volumes de production qu’elle
génere [26]. De ce fait, les flux financiers qu’elle mobilise sont considérables tant
en amont qu’en aval [27]. Et depuis son introduction au milieu du 19eme siecle, la
pomme de terre est devenue une des principales cultures destinée a I'alimentation
humaine, particulierement a partir des années soixante. Elle est considérée
comme un aliment de base au méme titre que les céréales et les légumes secs.
Durant les quinze derniéres années, la consommation est passée de 35 a

57kg/habitant/an, soit un accroissement de 1,5kg/habitant/an [28].



En termes de consommation, il est noté une évolution sans cesse

croissante (Tableau 1.2) :

Tableau 1.2 : Consommation de la pomme de terre en Algérie [27]

Année 1970 1988 1995 2002 2005
Population 13.300.000 | 23.700.000 | 27.700.000 | 31.300.000 | 32.000.000
Consommation | 20 kg 42 kg 41kg 42 kg + 50 kg
(hab/ an)

Consommation | 273.647 1.000.700 | 1.200.000 |1.333.465 | +1.600.000
(M

En effet, la consommation par habitant et par an a subi une croissance trés
significative entre 1970 et 1988, passant de 20 kg a 42 kg pour se maintenir a un
niveau constant jusqu'en 2002. A partir de 2005, la consommation a encore
augmenté en raison des prix trés accessibles affichés sur le marché, en 2006, elle
a été estimée a pres de 65 kg par habitant [27].

En Algérie on distingue trois principaux types de culture selon les régions
climatiques et la précocité : Culture de primeur, culture de saison et culture

d’arriére saison

1.1.2.1. Superficies des différents types de culture de pomme de terre en

Algérie

Les superficies cultivées en pomme de terre placent I'Algérie a la huitieme
place en Afrique, apres le Nigeria, le Malawi, le Rwanda, I'Angola, le Kenya,
'Egypte et 'Ouganda [22]. Ces superficies n'ont cessé d’augmenter en allant de
26.000 ha a l'indépendance pour atteindre plus de 160.000 ha en 2013, soit
environ 24% des superficies des cultures maraichéres et 3,85% de la SAU [27, 29]
La culture de saison est en premiere place tant par les surfaces occupées (50.000
ha en moyenne au cours du dernier quinquennat) que par sa participation au
volume global de la production. Celle d’arriere saison occupe la seconde place
avec prés de 30.000 ha, cependant, la culture primeur occupe moins de 5.000 ha
[30].

D’aprés la figure 1.1, on note d’'une fagon générale une augmentation des

superficies occupées par la culture de pomme de terre, a partir de 'année 2001.
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Figure 1.1 : Evolution des superficies occupées par la culture de pomme de terre
[29]

1.1.2.2. Niveau de production de la pomme de terre

En 2010, les chiffres de production de la pomme de terre ont permis a
I'Algérie d’occuper la troisieme place en Afrique apres I'Egypte et I'Afrique du sud
[22].

La production de la pomme de terre a connu une progression importante et
réguliere, et une production record qui avoisine les 49 millions de quintaux en
2013 (Fig. 1.2), soit un rendement moyen de 320 g/ha ; cependant cette
production croissante est due surtout a une évolution des superficies, et non a une

évolution de rendement.
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Figure 1.2 : Evolution de la production de pomme de terre (Qx) [29]

1.1.2.3. Rendement de la pomme de terre

L’Algérie occupait en 2010 la cinquiéme place en Afrique avec un
rendement de 25 T/ha, et ceci aprés I'Egypte, le Maroc, les iles Maurice et la
Réunion [22].
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Figure 1.3 Evolution des rendements de pomme de terre (Qx/ha) [29]



D’aprés la figure 1.3 nous notons une évolution du rendement, mais qui
n‘est pas trés significative durant les sept premiéres années. Cependant cette
évolution est considérable entre 2008 et 2012. Cet essor de la filiére a entrainé un
accroissement de son poids économique et social et la filiere représentait en 2007
un chiffre d’affaire évalué a 98 milliards de DA, soit prés de 1,5 milliards de $.
Cette évolution est due essentiellement a son introduction vers les années 90
dans les zones sahariennes du pays ou les rendements ne cessent de s’accroitre ;

a El-Oued, des plateformes d’essais ont atteint les 720 gx/ha [26].

1.1.3. Variétés

Solanum tuberosum forme un groupe ayant un nombre chromosomique de
base de 12 et allant du niveau diploide au niveau hexaploide, mais, la majorité
des variétés de pomme de terre cultivées est du type tétraploide [31, 32]. Le
catalogue mondial des variétés de pomme de terre 2009/2010 avance un chiffre
de 4500 variétés réparties dans 102 pays [33]. Selon Polese (2006) [34], la
caractérisation variétale s’appuie sur l'usage culinaire et le go(t des tubercules ;
sur la forme et la couleur des tubercules, sur la profondeur des yeux et sur la
forme et la couleur des feuilles et des tiges. Sur le plan cultural, les éléments de
choix variétal sont : la précocité de tubérisation, la productivité et la résistance aux

différents stress biotiques.

1.1.4. Principaux probléemes phytosanitaires de la pomme de terre

Les principaux problémes phytosanitaires touchant la culture de pomme
de terre sont provoqués par les maladies, les ravageurs et les nématodes
(Tableau 1.3). Les principales maladies sont causées essentiellement par les

champignons, les virus et les bactéries.
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Tableau 1.3 : Principales maladies et principaux ravageurs de la pomme de terre

[34, 35]
Maladies Durant la végétation A la récolte et durant le stockage
Maladies Agent causal Maladies Agent causal
Provoquées | Rhizoctone Rhizoctonia Rhizoctone | Rhizoctonia solani
par des brun solani brune
champignons | Dartrose Colletotrichum | Gale Helminthosporium
coccodes argentée solani
Mildiou Phytophthora | Dartrose Colletotrichum
infestans coccodes
Alternariose | Alternaria Mildiou Phytophthora infestans
solani Alternariose | Alternaria solani
Verticiliose | Verticillium Gale Spongospora
Ssp poudreuse | subterranea
Sclérotinios | Sclerotinia Galle Synchytrium
e sclerotiorum verrugueuse | endobioticum
Pourriture Pythium ultimum
Pourriture Botrytis aqueuse
grise cinerea Pourriture Phytophthora
Flétrisseme | Fusarium rose erythoroseptica
nt fusarien oxysporum Rhizoctone | Rhizoctonia corcorum
f.sp. tuberosi violet
Pourriture Fusarium solani
seche var.coeruleum
Provoquées | Pourriture Erwinia sp Galle Streptomyces scabies
par des | molle et commune
bactéries jambe noire Flétrisseme | Clavibacter
Flétrisseme | Clavibacter nt bactérien | michiganensis
nt bactérien | michiganensis | Pourriture Erwinia sp
Pourriture Pseudomonas | molle
brune solanacearum | Pourriture Ralstonia
brune solanacearum
Provoquées | Enroulement (PLVR)
par des virus | Mosaiques (PYMV)
Frisolées
Bigarrures (PVY)
Ravageurs Au cours de la végétation A la récolte et au stockage
Nématodes Anguillule des racines
Mollusques Limace Agreste
Insectes Punaise verte Vers fils de fer
Cicadelles de la pomme de | Vers blanc
terre
Pucerons
Doryphore
Altise de la pomme de terre
Teigne de la pomme de terre
Vers gris
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Le mildiou est 'une des maladies les plus redoutables pour la pomme de terre
ou tous les organes de la plante peuvent étre atteints : jeunes pousses, feuilles et
pétioles, bouquets terminaux, tiges et tubercules [9]. Au cours de ces dernieres
années, la maladie du mildiou de la pomme de terre a connu une évolution

alarmante dans plusieurs pays du monde [37]

1.2. Le mildiou de la pomme de terre

1.2.1. Historigue

Le mildiou de la pomme de terre causé par Phytophthora infestans (Mont.)
de Bary, et agent du mildiou des Solanées est originaire de la vallée de la Toluca
au Mexique [38, 39]. Aprés l'avoir décrit en premier par Jean Montagne, mais
comme Botrytis infestans, Speerschneider a prouvé en 1857 qu’il s’agit de I'agent
causal de mildiou de la pomme de terre [40, 41]. Ce n’est qu’en 1876, qu’Anton de
Bary a décrit Phytophthora comme «destructeur de plantes », et

Phytophtora infestans comme I'espéce type d’un nouveau genre [42].

En Europe, la premiére épidémie remontait a 1845 et provoqua une famine
entre 1846-1851, en causant la mort d’'un million de personnes et fit émigrer un

million et demi d'Irlandais aux USA [43].

1.2.2. L’agent pathogéne

P. infestans est I'agent pathogéne du mildiou de la pomme de terre, il
appartient a la classe des Oomycétes, les analyses biochimiques et la
comparaison des séquences génétiques mitochondriales et ribosomaux ont
montré qu’ils sont peu reliés aux vrais champignons [44, 2]. Sur le plan
taxonomique, les Oomycétes sont plus proches des algues brunes que des
champignons supérieurs [45]. Pourtant, en dépit de leur origine évolutive
différente, la morphologie des hyphes, leur mycélium et les spores des oomycetes
montrent des ressemblances remarquables aux champignons [46]. Des analyses
génétigues ont montré que les noyaux des hyphes sont diploides et renferment
un gros génome avec une taille estimée a 2.5 x 10® pb et comportant de

nombreuses séquences d’ADN répétitives [47].
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1.2.3. Biologie du pathogéne

La mutabilité a souvent été invoquée par les auteurs pour expliquer la haute
fréquence d'apparition dans les populations naturelles de P. infestans de
nouveaux pathotypes capables de surmonter des génes de résistance [48]. De la
méme facon, nombre d'auteurs s'accordent pour admettre I'existence probable
chez ce pathogene d'une forme simplifiée de parasexualité entrainant des
recombinaisons mitotiques, mais il apparait cependant plus raisonnable de penser
que la recombinaison des caractéres héréditaires et le remaniement du matériel
génétique interviennent surtout pendant la phase sexuelle du cycle biologique
[48].

Le cycle biologique de P. infestans comprenant une phase sexuée et une
phase asexuée est majoritairement aérien, il est peut étre accompli en cinq a sept
jours si les conditions sont favorables [9]. A partir des feuilles malades, des
sporanges tombent sur le sol et contaminent les tubercules qui peuvent pourrir en
terre ou en cours de conservation. La dissémination du pathogéne est facilitée par
le ruissellement d’eau et sa pénétration dans les tubercules se fait par les
lenticelles ou par des blessures Le pathogéne survit pendant I'hiver dans les

tubercules contaminés [49]

La phase asexuée est la phase de multiplication épidémique, alors que la
phase sexuée a lieu quand les deux types sexuels Al et A2 sont en présence et
représente la source de variation génétique [5]. Le résultat de la reproduction
sexuée est une oospore a paroi épaisse et riche en glucane (Fig. 1.4). Elle
constitue la forme de survie du pathogene pouvant persister plusieurs années
dans le sol a condition que la température reste relativement basse et que
I'éclairement ne soit pas continu [41]. Généralement, les sporanges peuvent
survivre jusqu'a 40 jours dans le sol, tandis que les zoospores ont une durée de
vie de 10 jours [50].
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Figure 1.4 : Organes de reproduction de P. infestans [9, 51]
A : Oospore de P. infestans sous microscope (Photographie INRA — Corbiere).

B : Sporanges de P. infestans d’aprés: Wilmer Perez et CIP Archives

P. infestans est hétérothallique, pathogéne hémi-biotrophe quasi
obligatoire, c'est-a-dire qu’il passe par des phases initiales de croissance
biotrophiques avant de tuer I'héte [40, 52]. C’est un organisme dont |'apparition
des deux types de reproduction connus (Al et A2) ont été limités jusqu’aux
années 80 au Mexique, alors que dans le reste du monde, seul le type sexuel Al
était présent [53]. D’aprés Jones et Simko (2005) [54], la présence seule du type
sexuel Al a limité la reproduction sexuée et par conséquent la variabilité
génétique. Mais a partir de 1980, cette situation a changé et I'épidémie s’est
propagée d’abord en Europe aprés importation de la pomme de terre a partir du
Mexique, foyer des deux types sexuels suite a une sécheresse qui sévit en 1976
[55].

En parlant d'organes de reproduction et de cellules, Dyakov et
Ozeretskovskaya (2007) [56] indiquent que cC’est les composés de la membrane
cellulaire des isolats avirulents de P. infestans qui se comportent comme
éliciteurs induisant la synthese de phytoalexines dans la cellule végétale ayant
montré une incompatibilité. Le glucane -cité plus haut- a un rble dans
'accumulation de la rishitine (sesquiterpéne) dans la cellule en cas

d’incompatibilité.

Les spores contenues dans les sporanges sont disséminées par le vent,
par les pucerons et par les gouttelettes d’eau, et la germination des sporanges
est soit indirecte (libérations des zoospores), soit directe (qui a rarement lieu et qui
necessite des un optimum de 24°C) [35]. Une humidité relative supérieure a 90%

[57, 2] ou une humidité du sol de plus de 20%, sont particulierement favorables au
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développement de la maladie, avec une durée d’incubation du pathogéne de 5
jours (a 16-20 °C) ou de 9 jours (a 8-12 °C) [35].

1.2.4. Symptomatologie

Les symptdbmes du mildiou peuvent étre observés sur I'ensemble des
organes de la pomme de terre : jeunes pousses, feuilles et pétioles, bouquets
terminaux et tubercules [58].

Sur les feuilles : les symptomes se présentent sous forme de taches nécrotiques
humides brunes entourées parfois d’'un anneau jaunatre [51]. En présence de
chaleur et d’humidité, la limite du tissu sain et du tissu malade peut se couvrir a la
face inférieure des feuilles par un duvet blanc; en temps sec, les taches

deviennent cassantes [35] Fig. 1.5 (A,B).

Sur la tige : les nécroses séches sont d’'une coloration foncée et la tige est
cassante au niveau des taches; en présence d’humidité élevée, les nécroses

s’étendent, brunissent et provoquent I'affaissement des fanes [51] Fig. 1.5 (C).

+ Sur le tubercule : des taches claires brunes et superficielles peuvent apparaitre

sur la peau des tubercules. En coupant le tubercule, des taches d’une coloration
brun clair peuvent apparaitre [51] Fig. 1.5 (D, E), mais les parties atteintes restent
fermes (pourriture séche) [35]. Les Iésions causées par P. infestans sur tubercules

sont fréquemment infectées par des virus, des bactéries et des champignons, ce

qui provoque une destruction secondaire des tissus [59].
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Figure 1.5 : Symptémes du mildiou sur différents organes de pomme de terre
[2, 51]

A : Lésion sur une feuille recouverte de sporulations (D.P. Weingarten, Université
de la Floride).

B: Nécroses sur feuilles (D.P. Weingarten, Université de la Floride).

C: Nécrose sur tige (D.P. Weingarten, Université de la Floride).

D: Sporanges sur tubercule infecté (Weingarten, Université de la Floride).

E: Symptémes sur tubercule de pomme de terre (Wilmer Perez et CIP Archives).

F: Plants détruits au champ (D.P. Weingarten, Université de la Floride).

1.2.5. Les pertes

Les attaques n'ont pas les mémes conséquences selon le stade de la
culture et I'organe atteint. Cook (2006) [60] préconisa qu’une lésion sur tige peut
détruire un plant de pomme de terre portant dix feuilles ou cinquante folioles, alors
gu’une lésion de la méme taille sur une feuille n’a pas les mémes conséquences.
Les attaques précoces induisent une diminution de la photosynthese, alors que les
attaques tardives conduisent & une baisse de la qualité des tubercules et peuvent
atteindre 20 a 40% et méme jusqu’a 100% en moins de trois semaines [61]. On
estime les colits monétaires des traitements a plus de deux milliards $/an et ceux

dus aux pertes de rendements a des milliards de $/ an dans le monde [21, 5].

16



1.2.6. Moyens de lutte

L'incidence économique de la maladie sur l'agriculture mondiale n'est pas
négligeable et son contréle par les méthodes de lutte culturales et chimiques
traditionnelles est toujours onéreux et souvent incompletement efficace [62].
Aussi, trés tot, s'est imposé la nécessité d'organiser la lutte sur le plan génétique

et biologique

1.2.6.1. Méthodes prophylactigues

D’une fagon générale, ces pratiques ont pour but de réduire les sources
d’'inoculum primaire pour limiter I'importance des attaques; elles consistent
principalement a éliminer les fanes de cultures apres la récolte et a planter des
tubercules sains [36]. Selon Lambion (2006) [63], la lutte contre le mildiou en
agriculture biologique s'appuie essentiellement sur la prévention en limitant les

facteurs favorisant la maladie.

1.2.6.2. Lutte chimique

D’aprés Soltner (1988) [64], des traitements préventifs peuvent étre
effectués en utilisant des produits organiques de synthése (cupréde, manébe,
phaltane...) et des produits cupriques (sulfate de cuivre, oxyde de cuivre...) ou
leur association. Or, le cuivre est un métal lourd recalcitrant et I'application répétée
de ces produits conduit donc a une pollution du sol [6]. En outre, l'utilisation
massive de fongicides systémiques a également conduit a sélectionner des isolats
résistants a ces matiéres actives, qui appartiennent principalement au groupe des
phénylamides (métalaxyl et son énantiomére méfénoxam, bénalaxyl, oxadixyl)
[40]. Toutes ces raisons, ajoutées aux contraintes de plus en plus élevées qui sont
placées pour satisfaire a I'homologation de ces produits chimiques, font que leur
marché diminue de maniére significative depuis I'an 2000 et devrait suivre la
méme tendance dans les années a venir et de nouvelles stratégies de contréle du

mildiou de la pomme de terre doivent étre développées [12].

1.2.6.3. Lutte génétique

Actuellement plusieurs génes conférant une résistance envers P. infestans

ont été clonés et chacun dentre eux appartiennent a la classe NBS-LRR
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(Nucleotide-Binding Site Leucine-Rich Repeat) des genes de résistance de
plantes [62]. Ainsi onze génes de résistance monogéniques (dénommés de R1 a
R11) provenant de S. demissum et qui ont été incorporés dans divers cultivars de
pomme de terre agissent en induisant des HR cellulaires chez I'hdte autour du
point de pénétration du pathogéne accompagnées par Il'accumulation de
phytoaléxines comme la richitine et la lubimine [48, 56]. Mais cette résistance
spécifique conférée aux cultivars de pommes de terre est souvent contournée par
les populations parasitaires [65]. Les sélectionneurs s’orientent donc actuellement
vers la résistance horizontale qui est polygénique et qui se traduit par une réponse
guantitative correspondant a un ralentissement du développement de I'épidémie

dans la culture [48, 9].

1.2.6.4. Lutte par utilisation de microorganismes

L’utilisation d’organismes vivants, ou des produits de leurs génes pour
limiter ou supprimer les activités et les populations de pathogénes, nous parait

étre un bon compromis pour faire référence a la lutte biologique.

Selon Daayf et al., (2003) [66] et Beaulieu et al., (2004) [67], des bactéries
appartenant aux genres Bacillus, Pseudomonas, Rahnella, Serratia et
Streptomyces pourraient contribuer a limiter linfection du feuillage ou des
tubercules de pomme de terre, par la production d’antibiotiques, et (ou) par
linduction de systemes de défense chez la plante. Certains produits sont
disponibles sur le marché et commercialisés, c’est le cas du biofongicide
Serenademc, une préparation en poudre mouillable de Bacillus subtilis souche
QST-713 qui une fois appliquée en prévention, agit comme antagoniste contre
P. infestans en inhibant la fixation du pathogéne, interrompant sa croissance et

induisant une résistance acquise dans la plante [43].

1.3. La lutte biologique par utilisation des organismes endophytes

D’aprés Jijakli (2004) [68], le terme de lutte biologique fut proposé au début
du 20iéme siécle pour designer toute méthode phytosanitaire mettant en ceuvre
des organismes vivants ou produits de leurs génes. Dans ce contexte, les
microorganismes endophytes ont attiré I'attention des chercheurs en raison de leur
potentiel de servir d'agents de lutte biologique.
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Selon Toofanee et Dulymamode (2002) [69], le terme endophyte signifiant
organismes vivant a l'intérieur des plantes (Endon Gr. = Dans, phyton = plante)
(Fig. 1.6) fut introduit pour la premiere fois en 1866 par De Bary, alors que
Gayathri et Muralikrishnan (2013) [70], rapportaient que c’est Darnel qui a
découvert en premier les bactéries endophytes en 1904.

. 4

R AL B

nte de riz [71]

Wilson (1995) [72] indiqua que ces microrganismes associés aux plantes
saines peuvent avoir plusieurs formes telles que les Mollicutes et surtout les
champignons et les bactéries qui représentent les endophytes les plus connus.
Cependant, ces organismes sont relativement peu étudiés alors qu’ils
représentent une source potentielle de nouveaux produits naturels qui peuvent
étre exploités dans l'industrie, dans la médecine et dans l'agriculture en tant que

biopesticides [73].

Les biopesticides au sens large, avec un marché de 672 millions de $,
représentaient en 2005 environ 2,5% des ventes des produits phytosanitaires (Fig.
1.7). Cependant, les produits microbiens sont minoritaires et les produits
bactériens autres que ceux a base de Bacillus thuringiensis par exemple, ne
comptaient que pour une faible partie [12]. L’'exploitation du potentiel de ces
organismes microbiens, notamment ceux des endophytes reste, par conséquent,
une technologie toujours émergente.

3%

8%
5%

O Bactériens
m Fongiques
O Viraux

O Prédateurs

m Autres

74%
Figure 1.7 : Le marché mondial des biopesticides microbiens [74]
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1.3.1. Définition et propriétés d’un organisme endophyte

Les endophytes résident entierement dans les tissus végétaux et peuvent
se développer dans les racines, les tiges et / ou feuilles. Zinniel et al., (2002) [75],
ont identifié les bactéries endophytes comme des micro organismes assocCiés aux
plantes et pouvant coloniser les tissus végétaux vivants sans causer des
symptémes visibles spécifiques aux maladies. Selon Umamaheswari et al., (2013)
[76], ces bactéries résidant a l'intérieur des tissus végétaux peuvent former des
relations avec la plante basées sur la symbiose, le mutualisme, le commensalisme

et/ou le trophobiotisme.

Des travaux ont montré que des fossiles des premiéres plantes terrestres
qui remontent a plus de 460 millions d’années hébergeaient des endophytes qui
ont probablement joué un réle crucial en facilitant la colonisation des terres par les
plantes [77]. Il n’est pas loin de penser que les 300.000 espéces de plantes qui se
trouvent sur terre, sont toutes colonisées par un ou plusieurs endophytes, qu’elles
soient Gymnospermes ou Endospermes [70]. Cependant, Bacon et Hinton (2007)
[78], ont déclaré que certains endophytes sont restreints a certaines familles de
plantes, et que si certains sont associés uniquement aux légumineuses, d’autres
sont compatibles avec une large gamme de plantes incluant les

monocotyledonnes et les dicotylédones.

On suppose donc que de telles associations sont d’intérét réciproque et que
les deux partenaires en tirent bénéfice [79]. Selon Panaccione et Annis (2001)
[80], les plantes qui sont exemptes d'endophytes sont beaucoup moins
vigoureuses. Des travaux rapportent que des biocénoses entiéres ainsi que leurs
multiples interactions peuvent étre profondément influencées par la symbiose
entre les végétaux et les organismes endophytes. C’est ainsi qu’il a été démontré
que la présence de Neotyphodium sp, un champignon endophyte avait une
influence négative sur la densité de pucerons des céréales (Rhopalosiphum padi),
car, le champignon en association avec la plante, produit divers alcaloides
toxiques pour ces insectes [81]. Ce méme type d’interaction a été décrit chez
Trichoderma asperellum T34, un PGPF (Plant Growth Promoting Fungi) qui en
colonisant les racines d'Arabidopsis et en devenant endophyte, déclenche des

genes responsables de la synthése de I'acide jasmonique qui accroit la résistance
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de la plante envers des attaques parasitaires ultérieures et induit une ISR
(Induced Systemic Resistance) [82].

Concernant les bactéries endophytes, on rapporte que ces derniéres se
sont montrées avoir un réle dans 'amélioration de la croissance des plantes, dans
le changement phénotypique ainsi qu’'un effet sur leur absorption des nutriments
en renforcant la solubilisation et 'absorption des minéraux dans le sol comme le
fer et le phosphore. La fourniture de phytohormones, d’enzymes, de I'azote et des
substances antimicrobiennes comme les antibiotiques et les sidérophores, ainsi
que la prévention de développement de certaines maladies en synthétisant des
composés antifongiques ont été rapportés [13]. L’ensemble de ces actions est
généré suite a la synthése par les bactéries d’une source importante de
métabolites secondaires actifs comme les dérivés de terpénoides, de stéroides,
d’alcaloides et d’isocoumarines [83]. La dégradation des métaux lourds, des
polluants récalcitrants tels que, le benzéne, le toluéne, [I'éthylbenzéne,
'ammoniac, les déchets d’animaux, le chloroforme, le dichlorométhane, le xyléne
et d'autres polluants hydrophobes ou activité de bioremediation est également une
propriété largement décrite chez les bactéries endophytes [78].

Ces bactéries sont généralement bénéfiques aux plantes hétes puisque
beaucoup d’entre elles peuvent étre symbiotiques et/ ou diazotrophiques en
fournissant jusqu’a 80% d’azote indispensable a la survie de la plante [84], C’est le
cas de bactéries Azospirillum spp., Enterobacter cloacae, Alcaligenes,
Acetobacter diazotrophicus, Gluconacetobacter, Herbaspirillum seropedicae,
Ideonella dechlorantans, Azoarcus sp, Paenibacillus et certaines Pseudomonas
[78] .

1.3.2. Origine des bactéries endophytes et effets sur les organismes

phytopathogénes

On considére que les bactéries endophytes proviennent de I'environnement
externe, principalement de la rhizosphére et qu'elles pénétrent le végétal
principalement a travers le cortex des racines, mais, les parties aériennes peuvent
aussi étre un endroit de pénétration [85, 70]. Vanbleu et Vanderleyden, (2007)

[86], suggéerent que la pénétration est plus facile dans beaucoup de cas grace aux
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activités hydrolytiques pour certaines espéeces de bactéries, notamment celles qui
synthétisent des enzymes pectinolytiques; et c’est I'espace intercellulaire qui
semble étre leur habitat favorable vu sa richesse en carbohydrates, acides aminés
et composés inorganiques servant comme éléments de base pour leur survie [78].
Les travaux précédents révelent que la densité des ces cellules peut atteindre
10”CFU / g de poids frais du tissu végétal, sachant que dans les normes, elle varie
entre 10% et 10° CFU/g. Ce taux est variable en fonction du génotype de la plante,

celui de la bactérie et des facteurs environnementaux qui entrent en jeu.

En dehors de leffet sur la fourniture de nutriments et de facteurs de
croissance aux plantes, certaines bactéries endophytes élicitent la croissance des
plantes et I'|SR envers une multitude de pathogenes [87]; a titre d’exemple, il a été
montré chez Arabidopsis thaliana que la SAR (Systemic Acquired Resistance)
déclenchée par une souche avirulente de P. syringae pv. tomato ainsi que I'lSR
induite par Pseudomonas fluorescens WCS417r avaient un effet sur les souches
virulentes de P. syringae, et méme sur Fusarium oxysporum et Hyaloperonospora
arabidopsidis [88].

L'ISR déclenchée par des bactéries endophytes se manifeste
principalement par la libération de I'Acide Jasmonique (JA), de I'Téthylene (ET) et
les ROS qui semblent étre les principaux acteurs dans I'activation des voies de
signalisation de la défense associés parfois aux VOCs (Composés Volatiles)

comme le 2,3-butanediol et I'acetoin [89]

1.3.2.1. Les Pseudomonas spp. fluorescents endophytes, agents de

biocontrole et de croissance des plantes : mode d’action

Le genre Pseudomonas regroupe 160 especes de bactéries a Gram négatif
(Gram-), en forme de bacille dont la taille varie entre 0,5 & 1,3 um, appartenant a
la sous-classe des Gammaprotéobactéria, Ce sont des bactéries, non sporulées,
tres généralement mobiles grace a des ciliatures polaires, aérobies et

chimioorganotrophes [90].

Pseudomonas représente un genre caractérisé par une grande diversité

geénétique et une distribution écologique tres vastes, du fait que les individus qu’il
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représente sont présents dans des environnements tres variés tels que le sol, les

milieux aquatiques et associés aux animaux et aux plantes [91].

Durant les trois dernieres décennies, les bactéries appartenant au genre
Pseudomonas ont été identifietes comme agents potentiels de biocontrole a
I'encontre des phytopathogenes et comme agents utilisés dans la bioremediation

des sols.

Pour agir, ces bactéries ont besoin en premier lieu d’atteindre un nombre
précis et donc former un biofilm, et selon McDougald et al., (2008) [92], la protéine
LapA associée a la membrane externe des P. fluorescens est responsable de
I'attachement entre les cellules bactériennes pour la constitution du biofilm. Chez
P. putida, il existe un régulateur membranaire appelé MorA qui contréle la
formation du biofilm, le développement flagellaire, la motilité et méme la
chimiotaxie, qui semble étre principalement activée par le diphényle et I'éthyléne

produit par beaucoup de végétaux.

Il a été montré aussi que le systéeme du quorum sensing régule certaines
fonctions biologiques des Pseudomonas, telles que la phytopathogénicité, la
promotion de la croissance des plantes, [Il'antagonisme envers des
microorganismes nuisibles pour les plantes et /ou I'induction de la résistance chez
les plantes. Cette activité a été décrite pour étre contrblée par deux autoinducteurs
le N-acyl-homosérine (AHL) et le 30-C6-HSL (N-(3-oxohexanoyl) homoseérine
lactone [93]. Selon les mémes auteurs, certaines souches comme P. fluorescens
CHADO, et P. fluorescens SBW25 produisent des molécules de signalisation qui

peuvent étre des solvants organiques.

Les Pseudomonas et principalement P. fluorescens associée a différentes
especes vegeétales, sont donc connues pour leur capacité a renforcer la résistance
de ces dernieres et a réduire l'incidence de certaines maladies, ainsi qu’a inhiber
la croissance d'un grand nombre d’agents phytopathogénes in vitro. Cette
capacité d’inhibition peut se faire selon plusieurs mécanismes incluant; la
stimulation de la croissance, l'induction de I'ISR, l'acquisition du fer et la

production de sidérophores, la production d’antibiotiques, la synthése d’enzymes
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de dégradation des parois cellulaires fongiques et la compétition avec d’autres

microorganismes dans I'environnement de la plante.

1.3.2.1.1. La stimulation de la croissance des plantes

Les bactéries endophytes ont beaucoup de similarité et partagent beaucoup de
traits avec les PGPR qui stimulent la croissance des plantes [94], d’ailleurs et
d’'aprés Boukerma (2012) [95], P. fluorescens engendre sur la tomate des
situations de phyto-stimulation se traduisant par des gains dans la biomasse et
une nette amélioration des aspects physiologiques et biochimiques (chlorophylle
totale, proline et protéines totales).

e Solubilisation des phosphates par les Pseudomonas spp.

fluorescents

Le nitrogéne et le phosphore constituent des éléments limitants dans de
nombreux sols, pour faire face au manque en phosphore, plusieurs especes de
Pseudomonas fluorescents interviennent dans la solubilisation des phosphates
inorganiques et dans la minéralisation des phosphates organiques et leur mise au

profit de la plante [96].

e Synthése de phytohormones

La croissance induite par les Pseudomonas bénéfiques est due principalement
a la synthese des hormones de croissance comme la cytokinine et 'auxine et qui
ont un réle dans la division et I'élongation cellulaire [97]. En plus de ces deux
hormones, les Pseudomonas fluorescents ont la capacité de synthétiser
I'éthyléne, une hormone volatile, mais qui peut avoir un effet inverse et inhiber la

croissance racinaire [98].

e Dénitrification

La dénitrification fréquente chez les Pseudomonas, notamment P.
aeruginosa, P. fluorescens et P. stetzeri, est un processus dans lequel les nitrates
(NO3-), les nitrites (NO2-) ou I'oxyde nitreux (NO,) sont utilisés comme accepteurs
finaux d’électrons pour la production d’énergie en absence d’oxygéne [92]. Ces

réactions ont lieu de sorte que des métallo-enzymes comme la nitrate réductase,
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nitrite réductase, oxyde nitrique réductase, et l'oxyde nitreux réductase

interviennent dans la réduction des nitrates en azote gazeux (N2) [98].

1.3.2.1.2. Induction de I'ISR

Le mécanisme de ISR est similaire a celui de la SAR, sauf qu’il est — et
contrairement a la SAR- stimulé par des microorganismes bénéfiques et
principalement par des rhizobacteries non pathogénes. Une premiére infection de
la racine par un Pseudomonas non pathogene, stimule les capacités de défense
de la plante a une infection ultérieure par un pathogéne sur un organe qui peut
étre différent de la racine [99]. Reignault et Sancholle, (2005) [100] rapportent que
la SAR est dépendante de I'acide salicylique (SA) et des protéines PR, alors que
ISR qui correspond principalement a la synthése du jasmonate (JA) et de
I'éthyléne, ne I'est pas. D’ailleurs 52% de produits résultant de I'|SR correspondent

a I'éthyléne et au jasmonate [101].

La réaction de résistance semble étre déclenchée par la reconnaissance entre
les PRRs (pattern recognition receptors) et les PAMPs (pathogen-associated
molecular pattern), molécules de structure présentes a la fois chez les
micoorganismes pathogénes et non pathogénes avant de passer par la voie ODA

(pathway (octadecanoid ) et induire une synthese de JA [102].

D’aprés Miller et al., (2008) [96], 'SR induite par P. fluorescens est en
fonction de I'écotype de la plante/cultivar ; par exemple une souche de P.
fluorescens peut induire 'SR sur certains écotypes d’Arabidopsis thaliana, mais,

pas sur d’autres.

1.3.2.1.3. La chelation du fer

Pour capter le Fe 3+ du milieu externe qui avoisine 10 -17 Mol dans le sol a
pH 7, et donc priver les autres germes de cet élément, la plupart des
microorganismes aérobies ou anaérobies facultatifs produisent des composés
extracellulaires de faible poids moléculaire ayant une trés forte affinité pour le fer,
appelés les sidérophores. P. fluorescens produit la pseudobactine, un sidérophore
qui prive les agents pathogeéenes du fer, tels que Fusarium oxysporum [103].
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La procheline et la Quinolobactine molécules produites par certaines souches
de P. fluorescens comme ATCC 17400, sont aussi considérées comme des
siderophores, de méme, l'acide pyridine-2,6-dithiocarboxylique (PDTC) synthétisé
par les souches de P. putida et P. stutzeri [104]. Ces molécules ont un double
effet vu qu’elles sont impliquées aussi dans I'amélioration de la croissance et la
santé des plantes et qu’elles contribuent a l'acquisition du fer par les végétaux
[105,106]

1.3.2.1.4. Mécanismes d’antagonisme

Les Pseudomonas spp. fluorescents produisent une gamme importante de
métabolites secondaires, en plus d’enzymes dégradant les parois cellulaires et
actifs vis a vis d’'une large gamme de bactéries et de champignons. Les plus
caractérisées de ces métabolites secondaires sont; le viscosinamide, I'acide
anthranilique, les phénazines (phenazine-1-carboxylic acid, phenazine-1-
carboxamide (PCA), les diacetylphloroglucinols pyolutéorine, la pyrrolnitrine, les
lipopeptides, et le cyanure d’hydrogéne. Ces molécules agissent comme des

antibiotiques envers une large gamme de microrganismes du sol [107].

1.3.2.2. Les Bacillus spp. endophytes, agents de biocontrble et de

croissance des plantes

Les bactéries du genre Bacillus les plus dominantes dans la classe des
endophytes, sont associées aux plantes et identifiées aussi comme antagonistes,

elles sont largement utilisées en biotechnologie [108].

Le genre Bacillus, regroupe des bactéries a Gram +, en forme de batonnets
et renfermant une endospore tres résistante aux différents stress chimiques et
physiques. Les bactéries du genre Bacillus peuvent survivie a de hautes
températures, aux pH extrémes, a la salinité, a la sécheresse, et en présence de
détergents [90]. Par ailleurs, elles présentent la faculté de dégrader des polluants
et des pesticides comme le chlorpyrifos et le bifenthrin [109]. Ces dernieres
propriétés rendent la manipulation en plein champ de ces bactéries en lutte

biologique plus pratique et d’'usage avantageux [110].
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Comme toutes les autres bactéries, les espéces appartenant au genre
Bacillus, agissent par utilisation d’un biofilm, ou différentes activités biologiques
sont assurées a l'échelle communautaire, parmi elles ; la stimulation de la
croissance, linduction de ['ISR, lacquisition du fer et la production de
sidérophores intervenant a la compétition, la production d’antibiotiques, la
synthése d’enzymes dégradant les parois cellulaires fongiques et la compétition

avec d’autres microorganismes [111].

1.3.2.2.1. La stimulation de la croissance des plantes

Les lipopeptides cycliques (LPs) produits par Bacillus, possedent en plus de
leur activité antimicrobienne — détaillée ci-dessous - un effet sur la colonisation
des plantes par ces bactéries et agissent sur leur motilité, d’ailleurs, la
suppression de la surfactine chez B. subtilis souche 6051 rend cette derniere

incapable de former des biofilms robustes [112, 113]

Comme les Pseudomonas, les bactéries du genre Bacillus et qui ont une large
distribution par rapport aux autre PGPR’s interviennent sur la promotion de la
croissance et principalement celle, des tissus racinaires [114]. Podil et Kishore
(2007) [115], par des expériences menees in vitro et réalisées sur Arabidopsis
thaliana, ont montré que la promotion de la croissance est due principalement a la
libération du 3-hydroxy-2-butanone (acétoine) et 2,3-butanediol, substances

volatiles produites par Bacillus subtilis et B. amyloliquefaciens.

En plus de la synthese de métabolites secondaires a activité de
phytostimulation, les Bacillus sont connus pour présenter une grande capacité a
solubiliser les phosphates et le mettre sous forme minérale assimilable ; qui

intervient directement dans la croissance des plantes [116].

1.3.2.2.2. Larésistance systémique induite (ISR)

Van Loon, (2007) [117] indique que le traitement des semences de tomate par
B. cereus, était bénéfique dans la lutte contre phytophthora infestans, Alternaria
solani et Septoria lycopersici in planta. Cependant, I'ISR activée par les différentes
souches de Bacillus, n’est pas toujours caractérisée par la présence des trois
substances connues (AS, ET et AJ). D’ailleurs I'|SR induites par B.subtilis GB03 a
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été identifiée comme indépendante de AS et AJ alors qu’elle semblait exiger 'ET
et deux VOCs qui sont 2, 3-butanediol et 3-hydroxy-2-butanone (acetoine)

présents aussi dans I'lSR induite par B. amyloliquefaciens IN937a [118].

1.3.2.2.3. Mécanismes d’antagonisme

Le genre Bacillus est considéré comme une usine microbienne pour la
production d'une vaste gamme de molécules biologiquement actives inhibitrices
potentiellement des agents phytopathogénes. Les molécules synthétisées sont
entre autres ; la kanosamine ou zwittermycin A, antibiotiques produits par B.

cereus [119].

Des séquences du génome Bacillus sont consacrées a la synthése
d’antibiotiques et ont la potentialitt de synthétiser diverses molécules
antimicrobiennes comme les lipopeptides cycliques (LP), la surfactine, l'iturine et
la fengycine (ou plipastatine) [120]. D’ailleurs, plus de 8,5% du génome de B.
amyloliquefaciens révele un énorme potentiel pour produire des antibiotiques,
sidérophores et métabolites secondaires, y compris la polyketides bacillaene et
difficidin alors que B. polymyxa produit la polymyxine, antibiotique agissant

principalement conte des bactéries a Gram - [121, 90].

Des études récentes montrent que ces LP’s peuvent agir non seulement
comme des « antagonistes » ou « tueurs» en inhibant la croissance des
organismes phytopathogénes , mais aussi, comme « écarteurs » en facilitant la
colonisation des racines et comme des « immuno- stimulateurs » en renforcant le

potentiel de résistance de I'héte [112].

Dans le reste des cas, ces bactéries agissent principalement en produisant des
toxines ou des enzymes. C’est ainsi que des souches de Bacillus spp. ont montré
un effet fongicide sur des organismes phytopathogeéenes, tels que ; Alternaria
alternata, Pythium debaryanum, Fusarium oxysporum et Botrytis cinerea, d’ailleurs
la bactérie B. megaterium B 153-2-2 inhibe les activités des enzymes
extracellulaires, telles que la cellulase, la pectinase et la pectine lyase produites
par R. solani, en produisant une endoprotéinase extracellulaire [111]. Cependant,

B. subtilis est une espéce connue pour synthétiser I'enzyme AiiA, une
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metalohydrolase qui inactive I'acyl-HSL auto-inductrice impliquée dans le quorum
sensing d’Erwinia carotovora, et donc une approche alternative en cours de
développement basée sur l'introduction du géne responsable a la production de
cette enzyme qui pourrait empécher cette derniére bactérie agent de la pourriture

molle de coloniser les plantes [122].
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

Le but de la premiére partie de ce travail est de déterminer I'effet de huit
souches de bactéries endophytes sur une collection de champignons
phytopathogenes. En premier lieu, nous avons eu recours aux repiquages et
purifications des souches d’Alternaria alternata, de Fusarium solani, de
Gaeumannomyces graminis var. triticii, de Rhizoctonia solani et de
Seiridium cupressi avant de déterminer en second lieu, l'effet probable
antagoniste in vitro, des bactéries endophytes sur ces champignons
phytopathogéenes.

La seconde partie du présent travail, inclut I'isolement de P. infestans a
partir de tissus naturellement infectés de pomme de terre (feuilles, tiges...) et
I'identification des “mating type” des isolats avant de déterminer in situ I'effet de

bioprotection de deux bactéries endophytes sur les isolats obtenus.

2.1. Antagonisme in vitro des bactéries endophytes a I’égard de pathogénes

2.1.1. Souches, cultures et suspensions bactériennes

Les bactéries étudiées pour leur effet antagoniste a I'égard des
champignons phytopathogenes proviennent de la collection du laboratoire de
Phytobactériologie de Université de Blida (Tableau 2.1). Ces isolats endophytes
ont été isolés d’espéces végétales spontanées puis identifiés par voie biochimique
et moléculaire sur la base de I'analyse de la séquence ribosomique du 16S [123].
Six souches de Bacillus spp. et deux de Pseudomonas spp. isolées a partir de
plantes spontanées et connues pour leur activité a promouvoir la croissance [18],
ont été choisies parmi la collection du laboratoire afin de déterminer leur effet sur

une gamme de champignons phytopathogenes (Tableau 2.1).
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Tableau 2.1 : Souches bactériennes utilisées dans les tests d’antagonisme [18]

Souche Plante hote
Bacillus amyloliquefaciens OS4 | Urtica dioica
Bacillus cereus EHR1 Euphorbia helioscopia
Bacillus pumilus OS2 Urtica dioica
Bacillus subtilis EHF5 Euphorbia helioscopia
Bacillus spp. CR1 Calendula arvensis
Bacillus spp. PF3 Plantago lanceolata
Pseudomonas spp. EPR3 Euphorbia peplus
Pseudomonas spp. PS1 Plantago lanceolata

Les Pseudomonas spp. fluorescents et les Bacillus spp. sont connus pour
la production de molécules et de métabolites biologiquement actives et inhibiteurs
des agents phytopathogénes comme les enzymes dégradant les parois cellulaires
et les antibiotiques actifs vis a vis d’'une large gamme de bactéries et de

champignons [119, 124].

Les bactéries ont été purifiées sur milieu LPGA (Annexe 1), la purification
étant une étape nécessaire afin d'obtenir des clones purs. Les souches
initialement conservées sur milieu gélosé incliné ont subi plusieurs purifications
successives en boites de pétri. Cette méthode consiste a faire des étalements
sectoriels dans une boite de pétri avec une culture bactérienne pour chaque
souche, a l'aide d'une anse stérile a raison de trois secteurs par boite contenant le

milieu LPGA a pH=7, suivie par une étape d'incubation a 28-30°C.

Pour la préparation des suspensions bactériennes, nous avons récupéré
les cultures bactériennes agées de 48 h a l'aide de pipettes Pasteur recourbées.
Les cultures sont par la suite ajustées & 10° cfu par spectrophotométrie & une DO
de 0,2 [18].

2.1.2. Matériel fongique

Un des buts de ce travail était de vérifier in vitro I'effet antagoniste des
bactéries endophytes sur Gaeumannomyces graminis var. tritici et Seiridium

cupressi ainsi que sur trois autres pathogenes fongiques affectant la pomme de
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terre, a savoir Alternaria alternata, Fusarium solani et Rhizoctonia solani. Une
collection de cing champignons phytopathogénes ont fait l'objet du test
d’antagonisme, ils nous ont été fournis gracieusement par le Pr. L. V. Lopez Llorca

du laboratoire de phytopathologie de I'Université d’Alicante (Espagne).

La purification des souches est réalisée aprés plusieurs repiquages par
transplantations successives des disques mycéliens de chague champignon dans
des boites de pétri contenant le milieu PDA (Annexe 1), suivie par une étape
d'incubation a 28-30°C jusqu'a l'obtention de clones purs.

Toutes les manipulations microbiologiques sont réalisées dans des

conditions d'asepsie sous la hotte, avec I'appoint de deux becs Bunsén.

2.1.3. Antagonismes in vitro des souches de Pseudomonas spp. et

Bacillus spp. endophytes a I’égard des différents agents pathogénes

L’analyse de l'activité antifongique des endophytes vis-a-vis des champignons
phytopathogénes cités précédemment, a été effectuée par la méthode de
confrontation directe. A l'aide d'une anse stérile, une colonie bactérienne est
raclée, puis transférée dans un tube contenant de l'eau distillée stérile. Aprés
homogénéisation de la suspension bactérienne, un volume de 0,5 ml est préleve
pour étre déposé et soigneusement étalé sur la surface d’'une boite de Pétri
contenant le milieu PDA. Un disque mycélien du champignon prélevé du pourtour
d'une culture pure agée de 7 jours est découpé. Cet explant est déposé par la
suite au centre de la boite de Pétri sur laguelle la bactérie endophyte a tester a été

étalée. Les repiquages et les confrontations sont effectués en méme temps.

Les témoins négatifs sont représentés par des boites de pétri contenant
uniquement la culture du champignon phytopathogene sur le milieu PDA sur
lequel a été étalé 0,5ml d’eau distillée stérile. Pour chaque champignon et pour
chaque culture bactérienne, I'essai de confrontation est répété quatre fois. Les
boites de pétri sont par la suite entourées avec le parafilm le long du bord pour
eviter les contaminations. Enfin, les boites sont incubées durant 7 jours a une
température de 28-30°C.
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L’antagonisme in vitro a été évalué aprés avoir déterminé le pourcentage (le
taux) de développement de chaque mycélium traité par une suspension
bactérienne. Au total, 180 boites de pétri sont utilisées (8 souches bactériennes x

5 pathogénes x 4 répétitions + 20 boites du témoin) pour chaque test.

2.1.7. Lecture

La lecture des résultats est effectuée aprés sept jours d'incubation. L'évaluation
d’'une activité antifongique des endophytes positive se traduit par un arret dans la
croissance mycélienne. Les résultats obtenus ont été enregistrés en mesurant les
diametres de la croissance radiale du pathogéne en millimétre a l'aide d'une régle

graduée.

Le taux d’inhibition relative (RIR : relative inhibition ratio) correspondant a la
formule suivante, nous a permis d’évaluer l'activité antagoniste des bactéries
endophytes.

RIR (%) = (Dck-Dt) x100/ Dck

e Dt correspond au diametre du mycélium dans les boites traitées par la

suspension bactérienne endophyte

e Dck correspond au diamétre du mycélium dans le témoin

Apres calcul, les souches ayant un RIR supérieur a 50% sont considérées

comme ayant une activité antagoniste significative [125].

Analyse statistique

Apres avoir identifié le RIR pour chaque souche endophyte en confrontation
avec chaque champignon; I'analyse statistique des diamétres des mycéliums qui
se sont développés sous l'effet des huit suspensions bactériennes étudiées, est
réalisée par une analyse de la variance (ANOVA) a un seuil de 5%. Elle est suivie
d’'une comparaison des moyennes dans le cas ou l'interaction entre les deux
facteurs (suspension bactérienne et isolat fongique) est significative. Cette
analyse est réalisée a l'aide du logiciel Systat version 13.1 pour le parameétre

(antagonisme) évalué, lors des tests in vitro.
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Les résultats obtenus sont ensuite représentés sous forme de graphiques en
fonction des suspensions bactériennes des endophytes testés et des

champignons étudiés.

2.2. Isolement de P. infestans et obtention de souches pour inoculation

En Algérie, des attaques séveres de la pomme de terre par le mildiou ont
eté enregistrées depuis 2007, et l'apparition de la maladie bien qu'elle surgit
souvent a la fin du cycle végétatif de la culture, caractérise plusieurs zones de

production de la pomme de terre lorsque les conditions sont favorables [37, 11].

2.2.1. Méthodes de préparation du milieu de culture et d’isolement de

P. infestans

Des échantillons de feuilles et de tiges prélevés a partir de plantes de
pomme de terre infectées en provenance de cultures dans la région d’Alger et
celle de Ouamri a Médéa, présentant des symptomes spécifiques du mildiou de la
pomme de terre ont été mis dans des sachets en plastique et transportés dans
une glaciere pour éviter leur dessiccation. Ces échantillons de pomme de terre
avec des symptdbmes de mildiou ont été analysés au laboratoire a I'ceil nu et

observés sous la loupe binoculaire.

P. infestans est considéré parmi les agents pathogénes difficiles a isoler et
a maintenir en vie surtout en absence d’antibiotiques a cause de ses
caractéristiques tres particulieres de biotrophie, a savoir sa faible compétitivité et
ses exigences nutritives strictes [37] ; ce qui nécessite des repiquages trés
fréquents sur milieu adéquat. Par conséquent, un des objectifs de ce travail est de
mettre au point une ou plusieurs techniques relativement rapide et fiable pour
isoler et mettre en culture le champignon sans [utilisation excessive des
antibiotiques. Toutefois, nous avons utilisé un seul antibiotique, en I'occurrence,

I’Ampicilline, vu sa disponibilité sur le marché.

Dans la bibliographie, plusieurs milieux de cultures sont utilisés pour
I'isolement et la mise en culture de P. infestans: un milieu a base d’haricot, un
milieu a base de pois-chiche, le milieu Corn Meal Agar et un milieu a base de

petits pois [37].

34



Le milieu de culture gélosé choisi et manipulé lors des isolements et des
repiquages de P. infestans est préparé a base de petit pois congelé. A cet effet,
125 g de petit pois congelé sont bouillis dans 600 ml d’eau distillée pendant 20 a
30 min. Le jus ou le bouillon obtenu est filtré a travers une passoire, auquel est
ajouté 15 g d’agar-agar et ajusté d’eau distillée a 1L et autoclavé a 120°C pendant

20 minutes.

Aprés un refroidissement modéré, 'ampicilline est incorporée au milieu a
raison de 200 mg/L, le tout est homogénéisé puis coulé dans des boites de Pétri a

raison de 15 a 20 ml / boite.

Préalablement a I'étape d’isolement, les échantillons symptomatiques de
mildiou ont été maintenus en chambre humide. Le but de cette manipulation est
de raviver le pathogéne et d’obtenir des lésions bien sporulées sur les tissus
infectés qui ont tendance en général a faner lorsqu’ils sont transportés. Cette
étape est réalisée en créant des conditions favorables pour la survie et le
développement de I'agent pathogene et qui se résument dans la température
ambiante et 'lhumidité. Pour réaliser ces conditions, nous avons mis en contact la
face supérieure des feuilles infectées avec du papier buvard stérile imbibé avec 5

ml d’eau distillée stérile qui est par la suite déposée dans les boites de Pétri [126]

La technique suivie pour isoler ce pathogene est dite : la technique par
appat, c’est une technique indirecte ; des fragments infectés (feuilles ou tiges) de
4 a 6 mm de diamétre prélevés au front d’avancement de la lésion sont lavés a
'eau du robinet puis désinfectés par une solution d’hypochlorite de sodium 1%
pendant 2 a 3 minutes, ils sont ensuite trempés dans I'eau distillée stérile deux a
trois fois et puis séchés pendant une ou deux minutes avant d’étre placés sur des
fragments de tubercules de pomme de terre (variété spunta, saine et sensible
d’'une épaisseur de 5 mm) désinfectées a I'hypochlorite de sodium a 1% , lavées a

I'eau distillée stérile et séchées.

Les fragments de tubercules sont déposés dans des boites de Pétri stériles
de 90 mm et l'incubation est faite a 18°C et a I'obscurité jusqu’a apparition de

fructifications.
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L’étape suivante consiste a repiquer sur le milieu petit pois gélosé
préalablement coulé dans des boites de Pétri, des sporocystes prélevés dans des
conditions aseptiques a la surface du tissu infecté et au front d’avancement de la
lésion a l'aide d’'une pipette pasteur stérile. Le prélevement du mycélium est
délicat, d’ailleurs I'extrémité de la pipette ne doit toucher que les sporocystes
attachés a I'extrémité du mycélium et surtout pas la surface des tissus infectés
pour éviter tout type de contamination. L’incubation des boites est effectuée a

I'obscurité a 20°C.

Afin de maintenir le pathogene en vie, des repiquages successifs du
mycélium, issu de la germination directe des sporocystes sont réalisés sous
conditions d’asepsie aprés 15 a 20 jours d’incubation, de sorte que des fragments
soient mis sur milieu gélosé a base de petit pois préalablement coulé dans des

boites de Pétri et incubés sous les mémes conditions citées ci dessus.

Pour réussir I'isolement et le repiquage de P. infestans, les manipulations

ont été réalisées en conditions d’asepsie.
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(A)

(B)

(©

Figure 2.1 : Isolement de P. infestans

A : Dép6ts d’une feuille présentant des symptdmes de mildiou dans une
enceinte humide

B : Isolement par appat

C : Mycélium de P. infestans agé de quatre jours
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2.2.2. Caractérisation et identification des isolats obtenus

A l'aide d’'une loupe biloculaire on a pu observer I'aspect du mycélium des
deux isolats tendis que c’est a l'aide d’'un microscope optique on a déterminé les
dimensions et les tailles des sporanges, sachant que :

To =Ta/ G micro
e To: Taille de I'objet
e Ta: Taille apparente

e G micro : Grossissement du microscope

Le comportement de P. infestans en présence de différents moyens de lutte, -y
compris les agents de lutte biologique varie a cause de la grande variabilité qui le

caractérise suite a I'existence des deux types sexuels Al et A2

La confrontation nous permet de déterminer le profil pathologique des isolats
au laboratoire et leur type sexuel vu que les oospores (organes de reproduction)
se forment uniquement lors d’'un contact entre des isolats de types sexuels
opposeés Al et A2 [48].

Au laboratoire, le type sexuel d'un isolat est déterminé par confrontation, en
conditions contrélées, de l'isolat a caractériser avec deux autre de référence, un
de type sexuel A1 et 'autre de type A2 [127], et en absence d’isolat de référence,
on peu comme méme Vérifié par confrontation si les isolats sont de méme type

sexuel ou non sans déterminer I'appartenance exacte de chacun.

Les ébauches des organes sexués apparaissent dans la zone de confrontation
des mycéliums, 2 a 3 jours aprés qu’ils étaient entrés en contact et le gamétocyte
femelle pénétre a travers I'anthéridie ; sa différenciation en oogone nécessite 12
heures environ. Ce dernier présente un aspect sphérique et granuleux. La jeune

anthéridie enserre le pied de 'oogone [37]

e FEtude de la fertilité des croisements in-vitro: Confrontation et
incubation

Une pastille mycélienne de 4 mm de diamétre est prélevée a la périphérie

d’'une colonie agée de 10 jours de chaque confrontant. Les deux pastilles sont
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placées dans une boite de Petri contenant le milieu de culture petit pois a 2 cm
'une de l'autre. Quatre répétitions sont effectuées et les croisements sont incubés

a 20 °C et a I'obscurité pendant 10 jours [126].

2.3. Essai de bioprotection a I’égard de P. infestans par les bactéries

endophytes

L’activité antagoniste de deux bactéries endophytes sur 'agent du mildiou de
la pomme de terre a été analysée. Vu que le Phytophthora infestans et les
bactéries endophytes ne poussent pas sur le méme milieu de culture, nous avons
opté de pratiquer ce test in situ sur des folioles détachées de pomme de terre. .

Deux bactéries endophytes (PS1 appartenant au genre Pseudomonas spp. et
PF3 du genre Bacillus spp.) préalablement étudiées dans les tests d’antagonisme
in vitro précédents, ont été testées sur la pomme de terre, afin de déterminer leurs
effets de biocontrole in situ sur les folioles de pomme de terre infectées de
souches de P. infestans isolées d’échantillons symptomatiques du mildiou de la

pomme de terre.

2.3.1. Matériel végétal

Les tests in situ nécessitent des organes végétaux ou des plantules, qui a
I'origine sont issus de semences de pomme de terre appartenant & une variété
sensible au mildiou. Dans notre cas, nous avons utilisé des feuilles de la variété
Spunta.

A cet effet, des feuilles d’'un méme verticille et de tailles sensiblement
identiques, sont prélevées a l'aide d’'un scalpel stérile de plants de pomme de
terre var. Spunta agés de quatre semaines, cultivés en plein champ et
d’apparence saine. Un total de soixante folioles par isolat sont utilisées (2 feuilles
x 5 répétitions x 6 traitements). Les folioles d’apparence saine sont lavées a I'eau
du robinet et désinfectées par la suite pendant 2 minutes en utilisant une solution
d’hypochlorite de sodium a 1%. Une étape de ringage a l'eau distillée stérile et
séchage avec du papier absorbant stérile est effectuée.
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2.3.2. Préparation des suspensions bactériennes

L'activité antagoniste des biopesticides est souvent associée a la production de
métabolites secondaires [128]. Pour évaluer I'implication des métabolites toxiques
dans l'activité antagoniste des souches endophytes, l'effet de Il'application des
suspensions des endophytes bactériens cultivés sur le milieu LPGA pendant 48 h

a été évalué in situ a I'égard des deux isolats de P. infestans.

Les suspensions des bactéries endophytes sont préparées a une
concentration de 10® (DO=0,2) pour étre directement appliquées par pulvérisation
avant et aprés l'inoculation du pathogene afin de déterminer si elles ont un effet

préventif et/ou curatif a I'égard du mildiou de la pomme de terre.

2.3.3. Inoculation des feuilles de pomme de terre détachées par les

isolats de P. infestans

L’inoculum consiste en une suspension de sporanges préparée a partir des
cultures de P. infestans agées de deux semaines et ayant produit une sporulation
abondante sur le milieu a base de petits pois sans antibiotiques. Un volume de
10 ml d’eau distillée stérile est versé dans chaque boite de Pétri et la surface de la
culture est soigneusement raclée avec une pipette Pasteur recourbée pour
récupérer un maximum de sporanges. La suspension de sporanges est
récupérée dans des tubes a essai stériles qui sont ensuite ajustés pour obtenir
une concentration de 5.10* sporanges/ml. Ces suspensions sont placées
immédiatement a une température de 4°C pendant au moins 2h pour permettre la
maturation des sporanges et faciliter par conséquent, la libération des zoospores
avec lesquelles l'inoculation des plantules des deux groupes de traitements est

réalisée.

2.3.3.1. Traitements et protocole expérimental

Pour chaque isolat pathogéne, deux feuilles de la variété Spunta, sont
déposées dans une boite de Pétri, soit au total, soixante boites (5 répétitions x 6
traitements x 2 isolats).

¢ Dix boites contenant les folioles saines du témoin négatif
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Cing boites contenant les feuilles du témoin positif inoculées par l'isolat (1)
de P.infestans

Cing boites contenant les folioles du témoin positif inoculées par l'isolat (2)
de P. infestans

Cing boites contenant les folioles traitées par Pseudomonas spp. PS1 deux
jours avant d’étre inoculées par Iisolat (1) de P. infestans,

Cing boites contenant les folioles traitées par Pseudomonas spp. PS1 deux
jours avant d’étre inoculées par l'isolat (2) de P. infestans

Cing boites contenant les folioles traitées par Bacillus spp. PF3 deux jours
avant d’étre inoculées par lisolat (1) de P. infestans

Cing boites contenant les folioles traitées par Bacillus spp. PF3 deux jours
avant d’étre inoculées par lisolat (2) de P. infestans

Cinq boites contenant les folioles traitées par Pseudomonas spp. PS1,
deux jours aprés avoir été inoculées par l'isolat (1) de P. infestans

Cinq boites contenant les folioles traitées par Pseudomonas spp. PS1 deux
jours aprées avoir été inoculées par l'isolat (2) de P. infestans

Cing boites contenant les folioles traitées par Bacillus spp. PF3 deux jours
aprés inoculation par I'isolat (1) de P. infestans

Cing boites contenant les folioles traitées par Bacillus spp. PF3 deux jours

apres avoir été inoculées par l'isolat (2) de P. infestans

Dans chague boite, nous déposons du papier buvard stérile humidifié avec 5

ml d’eau distillée stérile et sur lequel sont déposées les folioles détachées avec

leur face supérieure contre le papier.

Les boites de Pétri sont tapissées de papier Wattman et régulierement

humectées pour créer des conditions d’humidité favorable aux pathogénes testés

et afin d’éviter la dessiccation. Les boites contenant les feuilles inoculées sont

préalablement incubées a l'obscurité durant les 12 premiéres heures, puis en

chambre climatisée avec une photopériode de 16 h et des températures

contrblées (15°/18° nuit/jour). Les boites sont disposées selon un protocole

expérimental en blocs aléatoires complets.
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La lecture des résultats intervient trois jours apres l'inoculation. Le pouvoir de
biocontréle des deux bactéries endophytes étudiées a I'égard du mildiou, est
déterminé par étude de I'agressivité des isolats qui est a son tour déduite par les

critéres suivants :

» Le temps d’incubation

Ce temps représente la période en jours qui s’écoule du premier jour

d’inoculation a I'apparition des premiers symptédmes (nécroses).

» Lataille de lalésion nécrotique

Aprés huit jours d’incubation, les bordures des Iésions symptomatiques sont
calquées sur du papier transparent et les surfaces délimitées sont mesurées afin

d’apprécier la taille des Iésions nécrotiques.

» Letemps de latence (apparition des sporanges)

C’est le temps en jours qui s’écoule du premier jour d’incubation a I'apparition
des premiéres fructifications (sporangiophores et sporanges). Ce critere a été
évalué par mesure de la concentration en sporanges. Aprés huit jours
d’incubation, les folioles inoculées sont mises pendant 24h a 20°C et a 'obscurité.
Elles sont ensuite placées dans des boites de Pétri stériles et lavées avec 10 ml
d’eau distillée stérile. La concentration obtenue en sporanges des différentes
suspensions foliaires issues des traitements effectués, est déterminée a l'aide de
la cellule de Malassez. Six mesures sont effectuées pour chaque interaction
suspension bactérienne x isolat. Les observations et comptages se font au

microscope optique au grossissement X 100.

Analyse statistique

Aprés avoir déterminé le temps d’incubation et le taux de sporulation sous les
conditions de [I'expérimentation ; l'analyse statistique des criteres mesurés
(dimension des lésions et taux de sporulation) pour les deux suspensions
bactériennes étudiées, est réalisée par une analyse de la variance (ANOVA) a un
seuil de 1%. Elle est suivie d’'une comparaison des moyennes dans le cas ou

I'interaction entre les deux facteurs (suspensions bactérienne et isolat de
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Phytophthora) est significative. Cette analyse est réalisée a l'aide du logiciel

Systat 13.1 pour 'ensemble des paramétres mesurés pour le test in situ.

Les résultats obtenus sont ensuite représentés sous forme de graphiques en

fonction des suspensions bactériennes et des isolats de Phytophthora étudiés.
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CHAPITRE 3
RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.1. Comportement des cing agents pathogénes a lI'égard des bactéries

endophytes

La comparaison des taux d’inhibition enregistrés montre une variabilité

dans I'action en fonction de l'isolat bactérien et de la souche fongique.

Sur la base de ces résultats, nous notons la variabilité de I'action de cinq
isolats bactériens a I'égard des champignons phytopathogénes. Cette différence
réside dans la nature des modes de réaction développés par les isolats fongiques
qui crée une certaine spécificitt dans linteraction bactérie antagoniste-

champignon phytopathogéne.

3.1.1. Action des Bacillus spp.

Le test d’antagonisme in vitro des six souches de Bacillus spp. a I'égard de
la collection de pathogenes a montré des variabilités de réponses. Dans le cas
d’Alternaria alternata traité par la suspension de Bacillus spp. (souche PF3) et
celui de Gaeumannomyces graminis var. tritici traité par Bacillus subtilis (EHF5)
ou on constate une faible activité antagoniste du fait que le mycélium des deux
champignon s’est développé et que le RIR était de I'ordre de 20,1 % et 36,4 %
respectivement (Fig. 3.1 ; Fig. 3.3 et Fig. 3.5)

Des boites du Gaeumannomyces graminis var. tritici traitées par la
suspension de Bacillus amyloliquefaciens OS4, qui comparées a celles du
témoin ne montraient pas beaucoup de différences (Fig. 3.5 et Annexe 2) ; et avec
un RIR de 2,12 %, la faible activité antagoniste de Bacillus amyloliquefaciens

(OS4) sur Gaeumannomyces graminis var. tritici est donc confirmée
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Cependant on a remarqué que le mycélium du Gaeumannomyces graminis
var. tritici traité par des suspensions de Bacillus cereus EHR1, Bacillus pumilus
OS2 et Bacillus spp. PF3 s’est bien développé en prenant méme un diameétre
supérieur a celui du témoin correspondant respectivement a 7,33 cm, 6,8 cm et
8,2 cm (Annexe 2).

Dans le reste des cas, les différentes bactéries ont montré une activité
antimicrobienne plus ou moins importante ou les RIR variaient entre 52,2% pour
Fusarium solani traité par Bacillus cereus EHR1 et 100% pour le Seiridium
cupressi qui s’est montré trés sensible aux différentes bactéries endophytes (Fig.
3.1). Les résultats illustrant les diametres mycéliens développées sont résumés

dans le tableau de 'annexe 2.

3.1.2. Action des Pseudomonas spp.

Les deux souches de Pseudomonas spp. semblent avoir un effet en terme
d’antagonisme sur les cinq champignons vu que ces derniers ont développé des
mycéliums de diameétres réduits, voire une croissance nulle comme dans le cas du

S. cupressi (Fig. 3.7) (Annexe 2)

L’antagonisme le plus marquant résultait de I'effet des suspensions des
deux souches de Pseudomonas spp. sur le S.cupressi (Fig. 3.7). C’est ainsi que
les RIR qui prenaient donc des valeurs largement supérieures a 50 % variaient
entre 74,6 % et 100 % (Fig. 3.2).
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80 A
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B A. alternata

. B F. solani
>0 7 M G. graminis
40 A M R.solani
30 - m S. cupressi
20 -
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0 : : : : ; : Suspepsion

0S4 EHR1 052 EHF5 CR1 PF3 bacterienne

Figure 3.1 : Pourcentage d’inhibition (RIR) résultant de I'effet des suspensions
bactériennes des six souches de Bacillus. spp sur les cinq champignons

phytopathogénes
%RIR
100 -~
80 1 B A. alternata
60 - M F.solani
M G. graminis
40 -
M R. solani
20 - m S.cupressi
0 ; -~ Suspension
EPR3 PS1 bactérienne

Figure 3.2 : Pourcentage d’inhibition (RIR) résultant de I'effet des suspensions
bactériennes des deux souches de Pseudomonas spp sur les cing champignons
phytopathogenes
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A. alternata /0S4 A. alternata /EHR1 A. alternata /OS2

A. alternata /EHF5 A. alternata /CR1 A. alternata /PF3 A. alternata /EPR3

A. alternata /PS1

Figure 3.3 : Antagonisme in vitro des huit bactéries sur A. alternata

F. solani /0S2

‘Fsoan/084 I F. solani /EHR1

‘N

F. solani /CR1

F. solani /EHF5 F. solani /PF3 F. solani /EPR3

F. solani /PS1

Figure 3.4 : Antagonisme in vitro des huit suspensions bactériennes sur Fusarium solani
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b |

y
G. gramins /EHF5 G. gramins /CR1 G. gramins /PF3 G. gramins /EPR3

G. gramins /PS1

Figure 3.5 : Antagonisme in vitro des huit suspensions bactériennes sur
Gaeumannomyces graminis var. tritici

a -~

R. solani//OS4 R. solani//EHR1 1 R. solani//OS2

R. solani//EHF5 R. solani//CR1 R. solani//PF3 R. solani//EPR3

R. solani//PS1

Figure 3.6 : Antagonisme in vitro des huit suspensions bactériennes sur R. solani
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S.cupressi/T

S.cupressi/OS4

S.cupressi/OS2

S.cupressi/EPR /

S.cupressi/EHF5 S.cupressi/CR1

-

S.cupressi/PS1

Figure 3.7 : Antagonisme in vitro des huit suspensions bactériennes sur
S. cupressi

3.1.3. Analyse des résultats du test d’antagonisme : inhibition du mycélium

développé par Alternaria alternata

L’effet des traitements sur le développement du mycélium d’Alternaria
alternata a été étudié et 'analyse statistique a montré I'existence d’'une différence
hautement significative (P=0,000) du facteur traitement (Tableau 1, Annexe 6).
Ceci indique que la méme variabilit¢ de linhibition du diamétre mycélien est
observée entre les différents disques mycéliens des champignons

phytopathogénes traités par les différentes bactéries.

L’analyse de la variance a fait ressortir les moyennes du diameétre mycélien
développé par Alternaria alternata sous différents traitements ; ces moyennes
variaient entre 4,1 cm et 1 cm (Fig. 3.8).

e Le premier groupe comprend les disques traités par la suspension du

Bacillus spp. PF3 et ceux traités par I'eau (ttmoins) et dont les moyennes
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du diametre mycélien développé se rapprochaient, ce qui indique que la
suspension du Bacillus spp. PF3 n’a pas d’effet antagoniste sur Alternaria
alternata.

Le deuxiéme groupe est constitué par le reste des suspensions
bactériennes a savoir Bacillus amyloliquefaciens OS4, Bacillus cereus
EHR1, Bacillus pumilus OS2, Bacillus subtilis EHF5, Bacillus spp. CR1,
Pseudomonas spp. EPR3 et Pseudomonas spp. PS1 ayant montré un effet
antagoniste sur le pathogéne vu que les moyennes des diameétres

mycéliens ne dépassaient pas 1,6 cm.

3.1.4. Analyse des résultats du test d’antagonisme : inhibition du mycélium

de Fusarium solani

L’analyse de la variance a montré I'existence d’une différence hautement

significative (P=0,000) du facteur traitement par les souches endophytes (Tableau
2, Annexe 8).

Les moyennes du diametre mycélien du F. solani développé sous différents

traitements variaient entre 1 cm et 2,75 cm alors que celle des boites témoins se

rapprochait de 5,7 cm (Fig. 3.8)

Les suspensions de Bacillus subtilis EHF5, Bacillus pumilus OS4 et Bacillus
cereus EHR1 ont permis le développement d’amas mycéliens de diamétres
variant entre 2,5 cm et 2,75 cm en terme de moyenne.

Les disques traités par les suspensions de Bacillus pumilus OS2 et Bacillus
spp. PF3 ont développé a leur tour des amas mycéliens dont les diametres
étaient de 2,13 cm, 1,7 cm respectivement, et on peut conclure que ce
groupe chevauchait avec le premier

Le troisieme groupe est constitué par les suspensions de Pseudomonas
spp. PS1, Pseudomonas spp. EPR3 et Bacillus spp. CR1 ayant montré un
effet antagoniste sur le pathogene vu que les moyennes des diametres

myceéliens de 1 cm valaient le diameétre des disques utilisés dans les tests.
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3.1.5. Analyse des résultats du test d’antagonisme : inhibition de

Gaeumannomyces graminis var. tritici

L’analyse de la variance a montré une différence hautement significative
(P<0.05) du facteur traitement et donc de linteraction traitement x pathogéne
(Tableau 3, Annexe 8)

Selon cette analyse, Gaeumannomyces graminis var. tritici a développé un
mycélium dont la taille moyenne qui variait entre 1 et 8,2 cm sous les différents
traitements (Fig. 3.8)

e Les suspensions de Bacillus amyloliquefaciens OS4, Bacillus cereus EHR1,
Bacillus pumilus OS2 et Bacillus spp. PF3 n’ont montré aucun effet
antagoniste envers le pathogéne, dailleurs ils ont induit a un
développement mycélien équivalent et parfois méme supérieur (cas de
Bacillus cereus EHR1 et Bacillus spp. PF3) a celui des boites témoins.

e Les disques traités par EHF5 ont aussi permis une sporulation mycélienne
mais se développant sur un diameétre réduit par rapport aux mycéliums cités
dans le groupe ci-dessus.

e Le troisieme groupe est constitué par les suspensions de Pseudomonas
spp. PS1, Pseudomonas spp. EPR3 et Bacillus spp. CR1 ayant montré le
plus de résultats en termes d’antagonisme, avec des diamétres mycéliens

réduits variant entre 1 cm et 1,5 cm.

3.1.6. Analyse des résultats du test d’antagonisme : inhibition du mycélium

développé par R. solani

L’analyse de la variance a révélé encore l'existence d’une différence
hautement significative du facteur traitement pour le développement du diamétre
mycélien du pathogene (Tableau 4, Annexe 8).

¢ Rhizoctonia solani traité par Bacillus cereus EHRL1 et Bacillus spp. CR1 ont
développé des filaments mycéliens formant des disques ayant

respectivement 1,9 cm et 1,8 cm de diametre respectivement (Fig. 3.8)

e Le reste des suspensions ont montré un effet antagoniste envers le
pathogene vu que le diametre mycélien variait entre 1 cm et 1,4 cm (Fig.

3.8).
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3.1.7. Analyse des résultats du test d’antagonisme : inhibition du mycélium

développé par S. cupressi

L’analyse de la variance a révélé a son tour I'existence d’'une différence
hautement significative du facteur traitement pour le développement du diamétre
mycélien du pathogéne (Tableau 5, Annexe 8).

e Le développement de S. cupressi était nul dans les huit cas ou on a utilisé
des suspensions bactériennes et l'inhibition du développement mycélien

était maximale (Fig. 3.8).
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3.2. Résultats d’isolement de P. infestans et de I'essai de

bioprotection de la pomme de terre contre P. infestans par utilisation des

Bacillus. spp et Pseudomonas. spp.

3.2.1. Caractérisation morphologique et culturale des deux isolats obtenus

de P. infestans

Les deux isolats sur milieu a base de petit pois se manifestent par des
cultures denses avec un mycélium blanc abondant qui occupe souvent la presque

totalité de la surface des boites de Pétri.

Le mycélium représente un aspect humide sous loupe binoculaire et des
formes ressemblant a des gouttelettes d’eau font leur apparition (Fig. 3.9). La
longueur de la plupart des sporanges est comprise entre 20-40 ym, tandis que
leur largeur est de 10-15um (Fig. 3.9).

Figure 3.9 : Aspect macro et microscopique des deux isolats de P. infestans
A : Mycélium de l'isolat (1) sous loupe biloculaire

B : Sporanges de l'isolat (1) sous microscope (X100)

C : Mycélium de lisolat (2) sous loupe biloculaire

D : Sporange de l'isolat (2) sous microscope (X100)
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e Interprétation

Les observations réalisées sur les caracteres des sporanges, ont montré
gue ces derniers sont hyalins légerement allongés, citriformes et a paroi mince.
Sur 40 sporanges mesurés, la taille (longueur et diamétre) des deux isolats

étudiés n’a pas montré de grandes différences (Annexe 3).

3.2.2. Etude de la fertilité des croisements in-vitro

Le résultat de la confrontation entre les deux isolats correspondait a des
oospores issues de la reproduction sexuée (Fig.3.10), ce qui signifie bien
évidement que nos isolats sont de types sexuels différents.

Figure 3.10 : Observation microscopique d’oospore de P. infestans issue de la

confrontation entre les deux isolats (X 100)

3.2.3. Comportement des folioles de pomme de terre traitées par les

suspensions bactériennes a I’égard de P. infestans

En plus des feuilles des deux témoins positifs, les feuilles traitées par les
suspensions bactériennes deux jours apres avoir été inoculées par le pathogene
ont a leur tour montré des symptémes similaires a ceux du mildiou de la pomme
de terre. Les symptdmes apparaissent sous forme de taches nécrotiqgues sur les
feuilles avec apparition de sporulations (Fig. 3.11, Fig. 3.12).

Dans le reste des cas ou les feuilles ont été traitées préventivement par les
suspensions bactériennes de Bacillus spp. PF3 et de Pseudomonas spp. PS1,
c'est-a-dire avant d’étre inoculées par les isolats pathogénes, nous n’avons

observé aucun symptdme typique au mildiou (Fig. 3.11, Fig. 3.12).
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Aspect sous
biloculaire

P. infestans (1) /T (-)

Aspect sous
biloculaire

Aspect sous
biloculaire

P. infestans (1) /PS1 (avant) P. infestans (1) /PS1 (aprés)

Figure 3.11 : Résultats des réactions des folioles de pommes de terre inoculées
par l'isolat (1) de P. infestans et traitement par les souches bactériennes

endophytes.

e P.infestans (1) /T (-), P. infestans (1) / PF3 (avant) et P. infestans
(1) / PS1 (avant): Folioles d’apparence saine
e P.infestans (1) /T (+), P. infestans (1) / PF3 (aprés) et P. infestans

(1) / PS1 (aprés) : Nécroses et sporulations apparentes
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Aspect sous

biloculaire

o

*)

Aspect sous
biloculaire

| hand

P. infestans (2)/ PF3 (avant) P. infestans (2)/ PF3 (aprés)

Aspect sous
| biloculaire

P. infestans (2)/PS1 (avant) 1 P infestans (2)/PS1 (aprés)

Figure 3.12 : Résultats des réactions des folioles de pommes de terre inoculées
par l'isolat (2) de P. infestans et traitement par les souches bactériennes

endophytes.

e P.infestans (2) /T (-), P. infestans (2) / PF3 (avant) et P. infestans (2) /
PS1 (avant): Folioles d’apparence saine

e P.infestans (2) /T (+), P. infestans (2) / PF3 (apres) et P. infestans (2) /
PS1 (apres) : Nécroses et sporulations apparentes

En comparant les feuilles traitées par les différentes suspensions
bactériennes PF3 et PS1, avant et aprés inoculation par les isolats pathogenes
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avec celles du témoin positif, nous pouvons déduire que seules les folioles traitées
apres inoculation ont développé des nécroses visibles a I'ceil nu. Les fructifications
apparaissent sous la loupe biloculaire sont similaires a celles développées par les
feuilles des témoins positifs, alors que les feuilles traitées préventivement par les
bactéries avaient toujours un aspect sain similaire a celui des feuilles du témoin
négatif (Fig.3.11 et Fig.3.12).

3.2.5. Développement des nécroses sur les folioles inoculées par les

suspensions bactériennes

Le développement des lésions nécrotiques sur les feuilles, differe d’un
isolat a un autre et bien sir d’un traitement & un autre (traitement préventif ou
curatif) (Fig. 3.13 et Fig. 3.14).

En effet, les nécroses développées sur les feuilles inoculées par l'isolat (1)
avant d’étre traitées par Bacillus. spp. PF3 et par Pseudomonas spp. PS1 ont fait
leur apparition au bout de deux a trois jours d’incubation et ont recouvert plus de
15% de la surface foliaire en huit jours apres avoir montré des vitesses de
croissance moyennes proches et qui étaient de I'ordre de 2,89 mm/j et 2,87 mm/j
(Fig.3.15 et Fig.3.16). Cependant, chez le reste des folioles traitées par les deux
bactéries avant d’étre inoculées par le méme isolat, ces vitesses sont nulles avec

pratiguement aucun symptéme.

Pour lisolat (2), des lésions sont apparues au bout de deux a trois jours
apres pour couvrir plus de 74% des surfaces des feuilles du témoin positif et 19%
a 30,5% des surfaces foliaires traitées par PS1 et PF3 aprés inoculation (Fig.3.15
et Fig.3.16)

De facon générale, on a remarqué que les feuilles traitées curativement par
les suspensions bactériennes, et notamment celles traitées avec P. spp. PS1
représentaient des lésions d’un diametre et d’'un pourcentage d’infection foliaire

réduit par rapport aux feuilles des témoins positifs (Fig. 3.16).
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10

Temps (H)
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Figure 3.13 : Vitesse de développement des nécroses causées par l'isolat (1) de

P .infestans et traitement par les deux bactéries endophytes.

Diamétre de nécrose (mm)
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50 / /
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/ / == Temoin (+)
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=== P spp. PS1 (aprées)
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Temps (H)
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Figure 3.14 : Vitesse de développement des nécroses causées par l'isolat (2) de

P . infestans lors du traitement par deux bactéries endophytes.

59



Vitesse moy (mm/j)
8 -
7
6 -
5
4 - M Isolat 1
3 | M [solat 2
' l
1 -
Temoin (-) Temoin (+) B.spp.PF3 B.spp.PF3 P.spp.PS1 P.spp.PS1 Traitement
(avant) (aprés) (avant) (apres)

Figure 3.15 : Vitesses de croissance journaliere des nécroses causées par les
deux isolats de P .infestans lors du traitement par les deux bactéries endophytes.

Pourcentage d’infection foliaire

80 -
70 -
60 -
50 -
40 - M Isolat 1
30 - M Isolat 2
20 -+
B
0 — | e— | — - Traitement

Temoin (-) Temoin (+) B.spp.PF3 B.spp.PF3 P.spp.PS1 P.spp.PS1

(avant) (apres) (avant) (apres)

Figure 3.16 : Pourcentage des surfaces foliaires infectées par les deux isolats de
P. infestans et traitement par les deux bactéries endophytes.

3.2.7. Temps d’incubation et de latence

Comme autre critere de notation, la période d’incubation pour les deux
isolats ayant induit des nécroses sur les feuilles infectées (feuilles du témoin
positif et feuilles inoculées par P. infestans avant d’étre traitées par B. spp. PF3 et
P. spp. PS1) est de deux jours (Annexe 4). Les lésions provoquées sur ces
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feuilles sont de diamétre variable dépassant méme les 60 mm sur les feuilles
témoins et 50 mm sur les feuilles traitées aprés 8 jours d’incubation. La période de

latence est de 5 jours pour les deux isolats.

3.2.8. Taux de sporulation

Apres avoir examiné les fructifications foliaires apparues sur les feuilles
inoculées par P. infestans avant d'étre traitées par Bacillus spp. PF3 et
Pseudomonas spp. PS1 et celles des témoins positifs sous la loupe biloculaire,
nous avons eu recours a la détermination de leur concentration en sporanges
sous microscope optique a l'aide d'une cellule de Malassez ; et nous avons
remarqué que les premieres (feuilles traitées) ont montré un taux de sporulation
réduit par rapport aux secondes (celles des témoins positifs) (Annexe 7 et Fig.
3.17).

- Taux de sporulation (X10 °)
2,5
2 .
1,5 -
M |solat 1
1 - M Isolat 2
0,5 A
A e A .
0 - - - - - < Traitement
Temoin (-) Temoin (+) B. spp. B. spp. P.spp. PS1 P.spp. PS1
PF3(Avant) PF3(Aprés) (Avant) (Aprés)

Figure 3.17 : Taux de sporulation sur les folioles inoculées par les deux isolats de
P. infestans et traitement par les deux bactéries endophytes.

De fagon générale, on peut dire que l'isolat (2) s’est montré plus sévére

envers cette variété de pomme de terre puisque les parametres étudiés
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(diamétres nécroses et taux de sporulations) de cet isolat se sont manifestés par

des valeurs plus importantes par rapport a l'isolat (1).

3.2.7. Analyse de la variance du diamétre des lésions induites par

’isolat (1) de P. infestans sur les folioles aprés traitement par les

suspensions bactériennes

L’analyse de la variance montre une différence hautement significative
(P<0,05) pour le facteur traitement qui induit un effet significatif sur le niveau

d’agressivité de l'isolat (Tableau 6, Annexe 8).

En plus des folioles des témoins positifs, des |ésions sont enregistrées sur
les folioles traitées aprés inoculation par P. infestans, cependant et aprés avoir
estimé les moyennes des tailles des Iésions, on a constaté que celles (moyennes)
développées par ces folioles sont largement inférieures a celles développées par
les folioles témoins (Fig. 3.18) ; on peut en déduire que les traitements tardifs ont

réduit I'infection sans I'avoir complétement inhibée.

3.2.8. Analyse de la variance du diameétre des lésions de l'isolat (2) de

P. infestans sur les folioles aprés traitement par les suspensions

bactériennes

Comme lisolat (1), l'analyse de la variance montre une différence

hautement significative (P<0,05) pour le facteur traitement (Tableau 7, Annexe 8).

Les dimensions des lIésions les plus importantes sont enregistrées chez les
folioles des témoins positifs suivi par celles des folioles traitées apres inoculation
de lisolat (2) de P. infestans (Fig. 3. 18 et Annexe 5).

Le reste des folioles traitées préventivement par les deux suspensions
bactériennes avant d’étre inoculées par lisolat (2) de P. infestans n'ont pas

développé de nécroses.
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Figure 3.18 : Lésions nécrotiques causées par les isolats de P. infestans aprés

traitements par les suspensions bactériennes

3.2.9. Analyse de la variance de l'intensité de sporulation pour l'isolat (1) de

P. infestans sur les folioles aprés traitement par les suspensions

bactériennes

L’étude de la variabilité de l'intensité de sporulation induite par lisolat (1)
en fonction des traitements utilisés a été effectuée et I'analyse de la variance a
révélé I'existence d’'une différence hautement significative (P<0,05) du facteur

traitement (Tableau 8, Annexe 8).

by

En termes de sporulation et mise a part les feuilles témoins, les feuilles
traitées tardivement par les deux bactéries, semblent étre les seules ayant montré
des duvets blanchatres (Fig. 3.11) ; mais apres estimation des moyennes des taux
de sporulation, on a constaté que celles (moyennes) développées par ces feuilles
sont largement inférieures a celles développées par les feuilles témoins ; on peut
en déduire que le traitement tardif a permis une réduction du taux de sporulation

sans l'inhiber.
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Le reste des feuilles traitées préventivement c.-a-d. avant d’étre inoculées
par l'isolat (1) de P. infestans n’ont pas développé de sporulations spécifiques a
P. infestans (Fig. 3.19).

3.2.10. Analyse de la variance de l'intensité de sporulation pour l’isolat (2) de

P. infestans sur les folioles aprés traitement par les suspensions

bactériennes

L’analyse de la variance montre une différence hautement significative
(P<0,05) pour le facteur traitement qui induit un effet significatif sur le niveau

d’agressivité de I'isolat en terme de sporulation (Tableau 9, Annexe 8).

Les taux de sporulation les plus importants sont enregistrés chez les
feuilles témoins positifs suivis par ceux des folioles traitées aprés inoculation de
I'isolat (2) de P. infestans (Fig. 3. 19 et Annexe 7).

Le reste des folioles traitées par les deux suspensions bactériennes avant
d’étre inoculées par lisolat (2) de P. infestans n’ont pas développé de

fructifications mycéliennes.
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Figure 3.19 : Intensité de sporulation causée par les isolats de P. infestans apres

traitements par les suspensions bactériennes a différents stades
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3.2.11. Corrélation entre le taux la sporulation et le diamétre des nécroses

provoqués par l’isolat (1) de P. infestans

Le test de corrélation entre le taux de la sporulation et le diamétre des
nécroses induites par lisolat (1) de P. infestans a montré I'existence d’'une bonne
corrélation (R* = 0,932) entre ces deux paramétres (Tableau 10, Annexe 8). Ces
résultats montrent que plus le diamétre des lésions s’agrandit, plus le taux de
sporulation devient important (Fig. 3. 20). Par conséquent, le taux de sporulation
constitue une fonction croissante en fonction du diameétre des lésions.

Scatterplot Matrix

LESIONS

SPORULATION

LESIONS SPORULATION
Figure 3.20 : Corrélation entre le taux la sporulation et le diamétre des nécroses

provoqueés par l'isolat (1) de P. infestans

3.2.12. Corrélation entre le taux la sporulation et le diameétre des nécroses

provogqués par l’isolat (2) de P. infestans

Des matrices de corrélation entre les différents parametres ont été réalisées
et le Tableaull (Annexe 8) présente les différents coefficients de corrélation entre
les paramétres utilisés dans cette étude pour caractériser I'isolat (2), a savoir entre

le taux la sporulation et le diametre des nécroses.

Par ailleurs, -et aprés avoir consulté la table de Pearson- une bonne
corrélation (R2 = 0,917) entre les deux paramétres a été mise en évidence dans la

présente étude (Tableau 11, Annexe 8).
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Scatterplot Matrix
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Figure 3. 21 : Corrélation entre le taux la sporulation et le diamétre des nécroses

provoqués par l'isolat (2) de P. infestans
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DISCUSSION GENERALE

Le principal objectif de ce travail était de déterminer les réactions et le
comportement de six organismes phytopathogénes en présence de huit souches
de bactéries endophytes et donc d’étudier 'antagonisme in vitro et in planta de
ces bactéries a I'égard de quatre organismes phytopathogeénes connus pour leurs
dégats causés sur la culture de la pomme de terre a I'échelle mondiale a savoir,
Alternaria alternata, Fusarium solani, Rhizoctonia solani et deux isolats de P.
infestans présentant des profils pathologiques différents ainsi que
Gaeumannomyces graminis var. tritici 'agent responsable du piétin échaudage et

Seiridium cupressi agent de dépérissement d’arbres forestiers.

L’évaluation de I'antagonisme in vitro et in planta des bactéries endophytes
a réveélé lexistence de variations de comportement des six organismes

phytopathogénes précédemment cités.

Sur la base de nos résultats, nous avons noté la variabilité de I'action de la
méme souche bactérienne a I'égard des isolats fongiques (C’est ce qui a été
observé pour Bacillus amyloliquefaciens OS4 de Bacillus cereus EHR1 et de
Bacillus spp.PF3). Cette différence réside dans la nature des isolats fongiques et
le mode d'action développé par les souches bactériennes qui crée une certaine

spécificité dans l'interaction bactérie antagoniste- organisme phytopathogéne.

D’abord, I'étude de I'antagonisme in vitro des huit souches bactériennes a
montré que les mycéliums des cing champignons (A. alternata, F. solani, R. solani
Gaeumannomyces graminis var. tritici et S. cupressi) présentaient des niveaux
variables de croissance. Les analyses de la variance des diametres mycéliens
développés par les cing agents phytopathogénes en interaction avec les bactéries
endophytes testées a montré 'existence d’'une différence hautement significative

(P<0,05) du facteur traitement.
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En termes de croissance, les mycéliums des cing champignons ont montré
des comportements différents, d’ailleurs, le cas d’Alternaria alternata traité par la
suspension de Bacillus spp. PF3 et celui du Gaeumannomyces graminis var.
graminis traité par Bacillus subtilis EHF5 ou on constate une faible activité
antagoniste. Dans le cas du mycélium de Gaeumannomyces graminis var.
graminis traité par Bacillus cereus EHR1, Bacillus pumilus OS2 et Bacillus spp.
PF3 nous avons noté une croissance myceélienne avec méme un diamétre
supérieur a celui du témoin ; ceci peut étre expliqué par 'abondance de composés
servant a la croissance mycélienne (carbone, azote, soufre, phosphore...) et issus
d’'une autre source mise que le milieu de culture, il s’agit bien des composés
présents dans les métabolites les suspensions bactériennes. La croissance
mycélienne est donc favorisée par la présence de composés synthétisés par les
souches de Bacillus. spp et assimilables par le champignon tel que la Proline
source de carbone, la Purine, glutamate et la glutamine source d’azote [129, 130,
131, 132]

En outre, Lopez Gladko, (2008) [133] a indiqué que la majorité des
composés inhibiteurs de Gaeumannomyces graminis var. tritici produits par les
bactéries endophytes sont de nature volatile, c’est ce qui explique la faible
sensibilité de ce champignon enregistrée par le test utilisé dans I'analyse de
I'antagonisme in vitro, notamment envers Bacillus amyloliquefaciens OS4, Bacillus

cereus EHR1, Bacillus pumilus OS2, Bacillus subtilis EHF5 et Bacillus spp. PF3.

Gaeumannomyces graminis var. tritici a été influencé et inhibé par les deux
suspensions bactériennes de Pseudomonas ; comme démontré par Thomashow
et Weller, (1988) [134] qui indiquent que Pseudomonas fluorescens 2-79 est a
lorigine de la phenazine-I-carboxylate qui attenue la croissance de
Gaeumannomyces graminis var. tritici. D’autre part, Bonsall et al., (1997) [135]
ainsi que Kwak et al, (2012) [136] ont détecté un autre composé antimicrobien
produit par Pseudomonas dans les racines de blé et intervenant dans la
suppression du piétin-échaudage, causée par Gaeumannomyces graminis var.

tritici, il s’agit du 2,4-diacétylphloroglucinol (DAPG).

Dans le reste des cas, les différentes suspensions bactériennes ont montré

une activité antimicrobienne plus ou moins grande, marquée par
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Seiridium cupressi qui s’est montré le plus sensible envers les huit suspensions

bactériennes vu que le développement de son mycélium était nul.

Des différences ont été détectées entre les mycéliums traités par les
espéeces de Bacillus et ceux traités par Pseudomonas, de sorte que les premiers
se sont en général mieux développés par rapport aux seconds, ceci peut étre
expliqué par le fait que les Pseudomonas produisent plus de composés inhibiteurs
du développement mycélien par rapport aux Bacillus. Ces derniers résultats ont
été notamment observés aussi par Mitoi et al., (2012) [111], lorsqu’ils ont effectué
une comparaison entre 'effet antagoniste de Pseudomonas aeruginosa et celui de
Bacillus licheniformis antagonistes d’Alternaria alternata et de Fusarium

oxysporum.

Rhizoctonia solani, Seiridium cupressi et Fusarium solani sont les trois

champignons qui se sont montrés sensibles envers toutes les bactéries utilisées.

Nos résultats corrélent avec ceux de Silva et al., (2004) [128], et ceux de
Van Loon, (2007) [117] qui affirment que Bacillus pumilus SE34 et Bacillus cereus
associés au chlorothalonil induisent respectivement un effet antagoniste sur F.
oxysporum f. sp. pisi et Alternaria solani. D’'une maniére générale, les souches de
Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis et Pseudomonas
aeruginosa, limitent le développement du mycélium d’Alternaria alternata et de

Fusarium oxysporum [137, 138, 111]

Il a été démontré que la bactérie Bacillus pumilus SE34 réduit aussi
I'incidence de Rhizoctonia solani en plein champ et intervient dans la formation de
barriéres cytochimiques responsable de la réduction ou dans la suppression de la

séverité de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici [139, 140 ].

Selon Manjula et Podile, (2001) [141] ainsi que Sid Ahmed et al., (2003)
[142], Bacillus associé a la chitine (0,5 %) aurait plus d’effet sur Rhizoctonia solani

et Fusarium udum.

Schuhegger et al., (2006) [143] ; Srivastava et Shalini, (2008) [144] ainsi
que Ramyasmruthi et al ., (2012) [124] Confirment que les Pseudomonas

fluorescents ( P. fluorescens, P. aeruginosa, P. putida) ainsi que Bacillus spp.
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agissent comme antagonistes sur Rhizoctonia solani, sur Phytophthora nicotianae,
sur Pythium sp. sur Fusarium sp, et sur Alternaria alternata ainsi qu’une large
gamme de champignons phytopathgénes de la pomme de terre grace a la
production de pigments fluorescents, en sidérophores, en composés volatils tels
que l'acide cyanhydrique (HCN), aux antibiotigues et aux enzymes lytiques
(chitinase, B-1,3-glucanase, protéase, cellulase et lipase). L’enzyme glucosidase
qui hydrolyse les isoflavones glucoside a aussi été extraite de Pseudomonas spp.
endophytes [145]

La bibliographie rapporte aussi que la chitinase extracellulaire ainsi que la
laminarinase synthétisées par I'endophyte Pseudomonas stutzeri, interviennent
dans la lyse du mycélium de F. solani. Certaines souches de Pseudomonas et de
Bacillus secretent des chitinases extracellulaires qui inhibent le pathogéene a
différents stades et principalement lors de la germination des conidies et du

développement des hyphes [146, 147].

Des composés antifongiques ont été isolés a maintes reprises a partir de
Bacillus et de Pseudomonas endophytes, c’est le cas de la surfactants produite
par Bacillus subtilis, de bacillomycin D secrété de Bacillus amyloliquefacines
FZB42, de la Phenazine et de la punilacidin extraite de Bacillus pumilus MAIIIM4A
et agissant sur un grand nombre de champignons telluriques et principalement sur

les especes du genre Fusarium et Rhizoctonia solani [148]

La Phenazine citée ci-dessus, peut aussi étre extraite de Pseudomonas
fluorescens Pf4 qui semble aussi avoir un effet antagoniste sur Fusarium solani,
sur Alternaria alternata et sur Rhizoctonia solani grace aux peroxidases, aux
polyphenol oxidase, aux phenylalanine ammonia lyase , au 1, 3- glucanase, aux
HCN et a I'acide salicylique [149]

Ownley et Windham (2004) [150] ainsi que Lemanceau et al., (2009) [106]
expliquent cet antagonisme par la production de Pyoverdine et de Pseudobactine,
un siderophore qui prive les espéces du genre Fusarium des ions ferriques ;
cependant il ne faut pas oublier que la disponibilité en nutriments tels que le Coo,
le fructose, le mannitol, le glucose, 'NH4Mo, et le glycérol influencerait la

production en sidérophores et en acide salicylique précurseur [151].
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Bacillus subtilis et Bacillus amyloliquefaciens produisent des composés
volatiles comme le 3-hydroxy-2-butanone (acetoin) et le 2, 3-butanediol, qui
semblent avoir un effet antagoniste sur beaucoup de pathogenes et dont la voie

de signalisation dépend de I'éthyléne [118].

Dans la seconde partie relative a l'isolement de P .infestans, nous avons
remarqué que les cultures ont développé un mycélium dense et abondant qui
occupe souvent la presque totalité de la surface des boites de Pétri et les
dimensions des sporanges citriformes corrélaient avec celles décrites par Cacéres
et al., (2008) [51] et Thurston et Shultz, (1981) [152] qui indiquent que les
dimensions sont de 21-38 ym x 10-23um.

Le test de compatibilité sexuelle in vitro a l'origine de la formation
d'oospores a révélé la coexistence des deux types sexuels A1 et A2 au sein des
populations de P. infestans dans les zones ou les échantillons ont été prélevés.
Ces résultats complétent et concordent avec ceux obtenus sur des isolats issus de
plants de pomme de terre collectés dans les régions Ouest et centre du pays : Ain
Defla, Mostaganem, Oran, Tiaret, Chlef, Tlemcen, Sidi Bel Abbés, Ain
Temouchent, Alger, Boumerdes, Tipaza et Khemis Meliana [153]

En effet, sachant que P. infestans est une espece hétérothallique,
I'isolement de souches autofertiles (2 isolats) était une premiére indication de la

présence de souches sexuellement compatibles dans la région nord centre du

pays.

Cependant, la présence de la souche A2 ne peut étre considérée comme
importante que si sa frequence dépasse 10 % des isolats collectés [154]. Selon
Corbiére (2010) [153], le “mating type” Al est largement plus abondant en
Algérie que le mating type A2 du fait que les premiers se développent mieux et
plus rapidement que les seconds sous les températures ambiantes qui
caractérisent le pays notamment les régions connues pour leur production de la
pomme de terre , alors que le type sexuel A2 est le plus répandu dans certains
pays tels que la Corée de Sud et certaines régions du Canada [155, 156]. En

France, sa détection a été rapportée uniguement sur la tomate [157].
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La production d’oospores nécessitant la présence des deux types sexuels
est variable in vivo selon l'organe ou I'héte infecté alors que le taux de ces
organes de reproduction produits in vitro dépendait du milieu de culture [48]. Selon
Swiezynski et al., (2001) in Hammi (2003) [37], il y aurait des pommes de terre
ayant un feuillage sensible et des tubercules résistants. Ces cas sont tres rares,
puisque la majorité des pommes de terre disposent souvent d'un feuillage
résistant et de tubercules sensibles, alors que certaines études ont montré que
méme s’il y a une corrélation entre la résistance du feuillage et celle des

tubercules, elle est relativement faible [37]

L’utilisation massive de semences de pomme de terre d’origines et de
variétés différentes pendant les derniéres années pourraient expliquer la présence
des deux types. En effet et selon Hammi (2003) [37], d’autres facteurs peuvent
étre a l'origine de la présence de populations du type sexuel A2 tels que sa
virulence vis a vis des variétés cultivées, sa résistance aux fongicides

habituellement utilisés et son pouvoir d’adaptation au milieu.

Les tests d’antagonisme in situ des deux souches bactériennes envers les
deux isolats de P. infestans a différents profils pathologiques ont révélé 'existence
d’'une différence hautement significative du facteur traitement lors de I'évaluation
des diametres des nécroses développés par les deux isolats ainsi que le taux de

sporulation induite.

Contrairement aux folioles traitées préventivement, celles inoculées par
P. infestans avant d’étre traitées par 'une des deux bactéries ont développé des
symptbmes caractéristiques du mildiou de la pomme de terre, a savoir des
nécroses suivies par I'apparition de sporulation (duvet blanchatre). Mais il est clair
aussi que l'importance de la suppression du mildiou de la pomme de terre par ces

bactéries dépend du cultivar utilisé [158].

A cet effet, il sera donc a conclure que les bactéries endophytes utilisées
dans la lutte contre P. infestans agissent préventivement et ne peuvent avoir un
effet curatif. D’ailleurs Kloepper et al., (2004) [159] ainsi que Baker et al., (2007)
[160] affirment que Bacillus pumilus, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens,
Bacillus thuringiensis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, et
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Pseudomonas aeruginosa, - et comme beaucoup de bactéries endophytes -,
agissent envers plusieurs agents pathogenes et principalement les Oomycétes en
induisant des ISR. Cette derniére réaction s’est manifestée par utilisation de
Bacillus pumilus SE34 et de Pseudomonas fluorescens 891361 et a permis de
diminuer la sévérité du mildiou de la pomme de terre causé par P. infestans et
inhiber la germination des sporanges et des zoospores. La synthése du BABA
(racide DL- 3- amino-n-butyrique) et I'induction de la SAR et des ISR dépendant
uniquement de I'AJ et de I'ET qui traduisent l'efficacité des bactéries citées
précédemment [161, 162].

Ongena et al., (2004) [112], rapportent que les plantes de pomme de terre
traitées par Pseudomonas putida BTP1 se manifestaient par des ISR et
présentaient une hausse dans la concentration en acide linoléique et en acide
linolénique associés a la synthese de la lipoxygénase ou de I'hydroperoxyde
lyase qui rentrent dans la voie de la synthése de l'oxylipine. Par ailleurs, selon
Cohen et al., (1991) [163], des souches de Bacillus et de Pseudomonas peuvent
synthétiser de I'acide arachidonique, oléique et éicosapentaénoique qui semblent
intervenir dans I'ISR contre P. infestans. Un autre composé en l'occurrence la
massetolide A est un lipopeptide cyclique produit par P. fluorescens SS101 actif

sur la tomate contre P. infestans [164].

Les souches bactériennes Pseudomonas fluorescens 89B-61 ainsi que
Pseudomonas fluorescens SE34 élicitent aussi ISR envers le mildiou de la
pomme de terre [160]. Mais la question qui se pose est: es qu’ il serai juste de
dire que I'ISR est impliquée dans nos tests in vitro vu que nous avons utilisé des
feuilles détachées et non des plantules entieres et vivantes qui peuvent

synthétiser les phytohormones induites dans I'l|SR (a savoir AJ, ET....)

Il est donc plus évident et plus logique de parler de métabolites secondaires
libérés par ce genre de bactéries endophytes que d’aborder le sujet de I'ISR.
L’antagonisme induit par Pseudomonas fluorescens par exemple revient au fait
que ces bactéries abritent les GacS / GacA, un systéme de régulation a deux
composants et dans lequel GacS, qui est le capteur kinase, reconnait les signaux
environnementaux et GacA, qui est régulateur transcriptionnel, active la

production de métabolites secondaires et des enzymes extracellulaires [165].

73



Il est recommandé de combiner I'application de ces bactéries a certains
produits pour avoir un résultat, c'est le cas de Bacillus pumilus et de Bacillus
cereus qui, combinés respectivement au chlorothalonil et au chitosane réduisent
l'incidence du mildiou de la pomme de terre [128, 117]. Dans ce méme ordre
d’idées, I'association Bacillus a la chitine (0,5 %) a donné des effets positifs sur
P. infestans [142].

Cependant, il est a noter aussi que l'application de bactéries endophytes
sur les feuilles inoculées en premier par P. infestans avait montré un résultat,
méme si on a remarqué que des symptomes du mildiou de la pomme de terre
étaient toujours présents et que la suppression de cette maladie n’était pas totale.
Nos résultats ont prouvé, et d’aprés le test d’antagonisme que les feuilles traitées
par les bactéries endophytes aprés inoculation par I'un des isolats de P. infestans
ont montré des symptdmes moins séveres par rapport a ceux développés par les
feuilles des témoins positifs ; d’ailleurs, nous avons noté et aprés comparaison
entre les feuilles des deux groupes (catégories) que le pourcentage des surfaces
infectées ainsi que le taux de sporulation sur les derniéres étaient les plus

marquants.

L’explication est que les bactéries avec lesquelles nous avons traité les
feuilles inoculées sont aussi intervenues dans I'antagonisme mais n’ont pas réussi
a inhiber complétement le pathogene qui a di se propager rapidement et
représenter une cinétigue de développements plus grande que celle du traitement

(bactéries) puisqu'’il était inoculé en premier dans les tissus foliaires.

Mais, il ne faut pas oublier que les conditions de plein champ peuvent
fortement agir sur les résultats ; a ce sujet Falkho et al., (1988) [166] ont
remarqué la neutralité de Bacillus subtilis inoculés aux plantes, in vitro et sous
des conditions contrélées (température, intensité lumineuse et humidité
constantes) ; tandis que ces traitements induisaient de la résistance sur plantes
cultivéees sous serres ou en plein champ et sous des conditions

environnementales instables.
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Il serait donc intéressant de continuer le travail en déterminant et en
identifiant par exemple les molécules responsables de I'antagonisme ou méme en
évaluant ['effet des bactéries endophytes testées dans cette étude sur d’autres

agents phytopathogénes.
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CONCLUSION

La bioprotection semble étre un substituant de la lutte chimique, d’ailleurs
'Agence de Protection Environnementale (EPA) encourage l'usage des
biopesticides en considérant qu’ils représentent moins de risques que les

pesticides conventionnels.

Notre étude a porté et apres isolement et identification des isolats de P.
infestans (détermination “mating-type”); sur les volets suivants: les tests
d’antagonisme in vitro et in planta des huit souches bactériennes endophytes a
I'égard de sept agents fongiques a savoir Gaeumannomyces graminis var. tritici,
Seiridium cupressi et cing agents fongiques affectant la pomme de terre
(Alternaria alternata, Fusarium solani, Rhizoctonia solani et deux isolats de

Phytophthora infestans.

Les tests d’antagonisme in vitro ont montré une variabilit¢ dans les
réactions d’Alternaria alternata, Fusarium solani, Rhizoctonia solani,
Gaeumannomyces graminis var. tritici et Seiridium cupressi envers les huit
souches du genre Bacillus spp. et Pseudomonas spp endophytes. Cependant et
de facon générale, la majeure partie des souches bactériennes a montré un
antagonisme positif envers les divers pathogénes. L’inhibition mycélienne est
variable et les diamétres mycéliens sont de 10 a 90 mm. Dans le cas d’A.
alternata traité in vitro par Bacillus spp. PF3, une absence d’inhibition de la

croissance mycélienne a été notée.

L’intérét des tests d’antagonisme contre P. infestans sur folioles détachées
revient au fait que le mycélium de ce pathogene nécessite un milieu spécifique
pour pouvoir se développer et ne peut croitre sur le méme milieu utilisé pour les

bactéries endophytes Bacillus spp et Pseudomonas spp.
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Avant de procéder aux tests in vitro, nous avons eu recours a des tests de
confrontation entre les deux souches de P. infestans isolées pour pouvoir
déterminer si elles sont ou non d’'un méme “mating-type”. Des oospores se sont
formées, nous avons par conséquent conclu qu’il s’agit bien de deux types
différents, et que l'une des souches (celle qui appartient au type A2) est plus

agressive que l'autre.

Les tests d’antagonisme in vitro des endophytes testés a I'égard de [isolat
(1) de P. infestans ont montré que seules les feuilles traitées tardivement par les
bactéries endophytes ont développé des symptébmes caractéristiques du mildiou
de la pomme de terre. Cependant, ces souches bactériennes ont eu un effet
inhibiteur sur l'agent du mildiou dans le cas ou elles ont été appliquées

préventivement. Le diamétre des nécroses corrélait avec le taux de sporulation. .

Pour ce qui est du deuxieme isolat de P. infestans, les tests d’antagonisme
ont confirmé encore une fois lefficacité des bactéries endophytes utilisées
notamment dans le cas ou elles ont été utilisées préventivement. L’analyse
statistique fiabilise les résultats et prouve une bonne corrélation entre les

parametres ; diametre des nécroses et taux de sporulation.

Les résultats révelent que la taille des nécroses ainsi que le taux de
sporulation sur les folioles traitées aprés inoculation de P. infestans étaient
relativement faibles par rapport a celles des feuilles témoins, il est donc possible
qgue les deux bactéries endophytes ont eu une action sur la réduction de la

sévérité des symptdomes mais pas a la suppression de la maladie.

L’utilisation des bactéries endophytes en bioprotection, notamment comme
traitements préventifs semble donc étre trés prometteuse, d’ailleurs, des produits
a base de ce genre de microorganismes sont utilisés avec succes, c’est le cas de
BioYield™, de Kodiak et de BlightBan contenant Bacillus amyloliquefaciens
IN937a, Bacillus subtilis Gb03 et P. fluorescens A506 [167].

Ainsi, les agents pathogenes testés et essentiellement ceux a l'origine du
mildiou de la pomme de terre ; restent encore des problémes phytosanitaires trés

redoutables notamment sur la culture de la pomme de terre en Algérie. Par
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ailleurs, la nécessité de développer de nouvelles alternatives a la lutte chimique
comme par exemple l'utilisation des biopesticides constituant 'un des moyens
respectueux a l'environnement et a la santé humaine devient une pratique
indispensable a prendre en considération. Cette pratique permet d’éviter
d’éventuelles apparitions et émergences de nouvelles souches fongiques issues
par exemple de la reproduction sexuée comme le cas de P. infestans et comme
cela a été constaté en 2007, suite a l'apparition de souches résistantes aux

fongicides appliqués.

En effet, I'existence en Algérie des deux types Al et A2 de P. infestans
montrée par des études et des travaux [153], pourrait conduire a l'apparition
d’isolats plus agressifs avec une diversité génétique plus importante que les
populations issues de la reproduction asexuée. Nous suggérons par conséquent
d’étudier pour les travaux futurs, l'effet des bactéries endophytes testées aux
cours de cette étude sur les génotypes de P. infestans qui se sont révélés

résistants.

Reste que le choix ou la sélection d’'un microorganisme susceptible a étre
utile dans la lutte biologique nécessite des évaluations de risque et des études
épidémiologiques et génétiques pendant de longues périodes en prenant en
considération tout le pathosysteme plante-pathogéne en interaction avec les

facteurs du milieu.
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ANNEXES

Annexe 1 : Milieux de culture
o LPGA:

8 g Extrait de levure

8 g Bacto peptone

Glucose

17 g Agar

Eau distillée 1000ml

PH7,2a7,8 ,autoclavage 20 minutes a 120°C.

e PDA (Potato Dextrose Agar) (Jonsthon et Booth , 1983):
300 g Pomme de terre
15 g Agar
20 g Glucose
5 g Carbonate de calcium (Ca CO3)

Eau distillée 1000ml

PH= 7, autoclavage 20minutes a 120°C.



Annexe 2: Croissance mycélienne exprimée en diamétre (cm)

Pathogene Traitement Répétition | Diametre du
mycélium (cm)
Alternaria alternata Témoin R1 5,5
R2 5
R3 4
R4 6
R1 1,2
Bacillus R2 1,1
amyloliquefaciens 0S4 R3 1
R4 1
R1 1,7
Bacillus cereus EHR1 R2 1,8
R3 15
R4 1,5
R1 1
Bacillus pumilus OS2 R2 1
R3 1,2
R4 1
R1 1
Bacillus subtilis EHF5 R2 1,1
R3 1,3
R4 1,3
R1 1,6
Bacillus spp. CR1 R2 15
R3 1,4
R4 15
R1 6
Bacillus spp. PF3 R2 3
R3 4
R4 3,4
R1 1,4
Pseudomonas spp. R2 1,2
EPR3 R3 1,2
R4 1,4
R1 1,3
Pseudomonas spp. R2 1,4
PS1 R3 1,2
R4 1,2
Fusarium solani Témoin R1 4
R2 9
R3 4
R4 6
R1 2,2
Bacillus R2 2,7
amyloliquefaciens 0S4 R3 3
R4 2,5




R1 3
Bacillus cereus EHR1 R2 2
R3 3
R4 3
R1 2,5
Bacillus pumilus OS2 R2 2,3
R3 1,7
R4 2
R1 2,5
Bacillus subtilis EHF5 R2 2,2
R3 3
R4 2,5
R1 1
Bacillus spp. CR1 R2 1
R3 1
R4 1
R1 15
Bacillus spp. PF3 R2 2
R3 1,7
R4 1,6
R1 1
Pseudomonas spp. R2 1,2
EPR3 R3 1
R4 1,2
R1 15
Pseudomonas spp. R2 1
PS1 R3 1,3
R4 1
Gueumannomyces Témoin R1 7
graminis var. tritici R2 5,5
R3 6
R4 6
R1 7
Bacillus R2 5,2
amyloliquefaciens 0S4 R3 6,8
R4 5
R1 9
Bacillus cereus EHR1 R2 6
R3 7
R4 7,3
R1 9
Bacillus pumilus OS2 R2 6
R3 6
R4 6,4
R1 4
Bacillus subtilis EHF5 R2 3,5
R3 4,2
R4 4




R1 1
Bacillus spp. CR1 R2 1
R3 1
R4 1
R1 7
Bacillus spp. PF3 R2 9
R3 9
R4 7,7
R1 1,4
Pseudomonas spp. R2 1
EPR3 R3 1
R4 1,2
R1 2
Pseudomonas spp. R2 1.4
PS1 R3 15
R4 1
Rhizoctonia solani Témoin R1 6
R2 6
R3 6,5
R4 6,7
R1 1
Bacillus R2 1,1
amyloliquefaciens 0S4 R3 1
R4 1,2
R1 1,8
Bacillus cereus EHR1 R2 1,6
R3 2,2
R4 2
R1 1,3
Bacillus pumilus OS2 R2 1,3
R3 15
R4 1,6
R1 1
Bacillus subtilis EHF5 R2 1,3
R3 1,2
R4 1,3
R1 1,2
Bacillus spp. CR1 R2 15
R3 1,7
R4 1,6
R1 1,2
Bacillus spp. PF3 R2 1,3
R3 1
R4 1
R1 1,2
Pseudomonas spp. R2 1
EPR3 R3 1
R4 1
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Annexe 3: Mensurations de la longueur et de la largeur des sporanges (um)

Isolat | Sporange Longueur Largeur Sporange Longueur Largeur
(Um) (Hm) (Um) (Mm)
1 35 12 11 34 15
2 37 14 12 37 15
3 29 17 13 39 13
- 4 32 14 14 35 13
I(B'.’ 5 37 15 15 40 15
5 6 33 13 16 37 15
2 7 34 14 17 37 12
8 40 12 18 39 14
9 35 15 19 40 14
10 32 12 20 35 15
1 22 10 11 29 12
2 20 12 12 32 12
3 22 12 13 29 12
< 4 24 14 14 30 14
Za'.’ 5 27 14 15 25 14
5 6 30 14 16 31 16
2 7 27 12 17 27 12
8 25 12 18 30 13
9 29 12 19 28 12
10 29 15 20 30 15
Annexe 4 : Croissance des nécroses (mm) causées par P. infestans
Croissance de nécroses causées par l'isolat (1) de P. infestans
Traitement | Répétition | J1 | J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8
Témoin (-) | R1 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R2 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R3 0,00 | 0,00 0,00 |0,00 |[0O0,00 |0,00 |0O,00 |0O,00
R4 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R5 0,00 | 0,00 0,00 |0,00 |[0O0,00 |0,00 |0O,00 |0O,00
R6 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R7 0,00 | 0,00 0,00 |0,00 |[0O,00 |0,00 |0O,00 |0O,00
R8 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |[0,00 |0,00 |0O,00 |O,00
R9 0,00 | 0,00 | 0,00 |0O,00 |[0,00 |0,00 |0O,00 |O,00
R10 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |[0O0,00 |0,00 |0O,00 |0O,00
Taille moyenne 0,00 | 0,00 | 0,00 |0O0,00 |[0,00 |0,00 |0O,00 |0O,00
Témoin R1 3,00 | 9,00 | 18,00 | 28,00 | 40,00 | 47,00 | 54,00 | 62,00
(+) R2 0,00 | 4,00 | 10,00 | 17,00 | 28,00 | 37,00 | 45,00 | 53,00
R3 0,00 | 3,00 | 8,00 | 15,00 | 23,00 | 31,00 | 40,00 | 50,00
R4 2,00 | 8,00 | 16,00 | 27,00 | 36,00 | 42,00 | 50,00 | 55,00
R5 2,00 | 8,00 | 15,00 | 24,00 | 33,00 | 40,00 | 48,00 | 55,00
R6 0,00 | 3,00 | 11,00 | 20,00 | 28,00 | 37,00 | 43,00 | 50,00




R7 0,00 | 4,00 | 12,00 | 24,00 | 30,00 | 37,00 | 42,00 | 49,00
R8 0,00 | 4,00 | 11,00 | 22,00 | 30,00 | 37,00 | 44,00 | 51,00
R9 0,00 | 3,00 | 10,00 | 21,00 | 28,00 | 38,00 | 47,00 | 55,00
R10 0,00 | 2,00 | 10,00 | 22,00 | 33,00 | 41,00 | 50,00 | 58,00
Taille moyenne 0,70 | 4,80 | 12,10 | 22,00 | 30,90 | 38,70 | 43,30 | 44,80
PF3 R1 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
(avant) R2 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R3 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R4 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R5 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R6 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R7 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R8 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R9 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R10 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
Taille moyenne 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
PF3 R1 0,00 | 0,00 | 3,00 |5,00 |7,00 |12,00]|17,00 | 20,00
(apres) R2 0,00 | 2,00 | 6,00 | 11,00 | 13,00 | 17,00 | 20,00 | 22,00
R3 0,00 | 3,00 | 5,00 |9,00 |13,00] 17,00 | 20,00 | 22,00
R4 0,00 | 2,00 | 6,00 | 10,00 | 14,00 | 19,00 | 22,00 | 23,00
R5 0,00 | 1,00 | 4,00 |8,00 |13,00] 16,00 | 19,00 | 20,00
R6 1,00 | 3,00 | 8,00 |13,00 16,00 | 18,00 | 20,00 | 22,00
R7 0,00 | 2,00 | 10,00 | 14,00 | 16,00 | 19,00 | 22,00 | 24,00
R8 0,00 | 0,00 | 8,00 | 14,00 | 20,00 | 24,00 | 26,00 | 28,00
R9 0,00 | 2,00 | 5,00 | 8,00 |12,00 | 18,00 | 23,00 | 25,00
R10 0,00 | 0,00 | 2,00 |6,00 |10,00] 14,00 ]|17,00 | 18,00
Taille moyenne 0,10 | 1,30 | 5,70 |9,80 | 13,40 17,40 | 20,60 | 22,40
PS1 R1 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
(avant) R2 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R3 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R4 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R5 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R6 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R7 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R8 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R9 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
R10 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00 |0,00
Taille moyenne 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 [0,00 |0,00 |0,00 |0,00
PS1 R1 0,00 | 2,00 | 7,00 | 13,00 | 17,00 | 23,00 | 26,00 | 28,00
(apres) R2 0,00 | 2,00 | 6,00 | 11,00 ]| 14,00 | 18,00 | 21,00 | 24,00
R3 0,00 | 1,00 | 4,00 |8,00 |12,00| 15,00 | 18,00 | 21,00
R4 0,00 | 0,00 | 3,00 | 10,00 | 15,00 | 19,00 | 20,00 | 21,00
R5 0,00 | 0,00 | 3,00 | 11,00 | 16,00 | 22,00 | 24,00 | 24,00
R6 2,00 | 5,00 | 10,00 | 15,00 | 21,00 | 24,00 | 26,00 | 26,00
R7 0,00 | 4,00 | 9,00 | 14,00 | 19,00 | 25,00 | 27,00 | 29,00
R8 0,00 | 0,00 | 2,00 |5,00 |8,00 |11,00 ] 14,00 ] 16,00
R9 0,00 | 0,00 | 3,00 |8,00 |12,00]| 17,00 | 21,00 | 23,00
R10 0,00 | 0,00 | 2,00 |5,00 |10,00 | 14,00 | 18,00 | 20,00




| Taille moyenne

1 0,20 | 1,40 | 4,90 [10,00 | 14,40 | 18,80 | 21,50 | 23,00 |

Croissance de nécroses causees par l'isolat (2) de P. infestans

Traitement | Répétition | J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8
Témoin (-) | R1 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |O00 |0O00 |0,00 |0O,00
R2 0,00 {000 {000 |O00 |0O00 |0O00 |0,00 |0O,00
R3 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |00 |0O00 |0,00 |0O,00
R4 0,00 |0,00 {000 |0O00 |0O00 |0O00 |0,00 |0O,00
R5 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |O00 |0O00 |0,00 |0O,00
R6 0,00 {000 {000 |0O00 |0O,00 |0O00 |0,00 |0O,00
R7 0,00 |0,00 {000 |O00 |0O,00 |0O00 |0,00 |0O,00
R8 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |0O00 |0O00 |0,00 |0O,00
R9 0,00 0,00 {0,000 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |0,00 |0O,00
R10 0,00 |0,00 |O,00 |0,00 |O00 |0O,00 |0,00 |0O,00
Taille moyenne 0,00 0,00 {000 |0O,00 |0O,00 |0O00 |0,00 |O,00
Témoin R1 0,00 | 4,00 |11,00 |20,00 | 29,00 | 40,00 | 48,00 | 57,00
(+) R2 2,00 | 500 |12,00 |22,00 |34,00 42,00 51,00 | 62,00
R3 0,00 |0,00 [4,00 |11,00 |22,00 |33,00 |41,00 |50,00
R4 1,00 | 4,00 |10,00 18,00 | 27,00 | 37,00 | 44,00 | 50,00
R5 2,00 /1800 |17,00 | 28,00 37,00 | 47,00 | 55,00 | 63,00
R6 0,00 | 3,00 |11,00 |20,00 | 28,00 | 37,00 | 45,00 | 50,00
R7 0,00 | 3,00 |12,00 |23,00 | 32,00 | 40,00 | 48,00 | 52,00
R8 1,00 | 9,00 |20,00 30,00 | 38,00 47,00 | 54,00 | 60,00
R9 0,00 | 3,00 |13,00 |22,00 | 33,00 | 41,00 | 49,00 | 56,00
R10 1,00 | 10,00 | 21,00 | 31,00 | 40,00 | 49,00 | 56,00 | 63,00
Taille moyenne 0,70 | 4,90 |13,10|22,50 | 31,50 | 41,30 | 49,10 | 56,30
PF3 R1 0,00 0,00 {0,000 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |0,00 |O,00
(avant) R2 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |O00 |0O,00 |0,00 |0O,00
R3 0,00 0,00 {0,000 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |0,00 |O,00
R4 0,00 0,00 {0,000 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |0,00 |O,00
R5 0,00 |0,00 |O,00 |0,00 |O00 |0O00 |0,00 |0O,00
R6 0,00 0,00 [0,00 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |0,00 |O,00
R7 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |O00 |0O,00 |0,00 |0O,00
R8 0,00 0,00 [0,00 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |0,00 |O,00
R9 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |O00 |0O,00 |0,00 |0O,00
R10 0,00 0,00 {0,000 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |0,00 |O,00
Taille moyenne 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |00 |000 |0,00 |0O,00
PF3 R1 3,00 |9,00 |17,00 | 25,00 | 37,00 | 44,00 | 50,00 | 57,00
(apres) R2 0,00 | 4,00 |10,00 |17,00 | 26,00 | 34,00 | 40,00 | 46,00
R3 0,00 | 3,00 |8,00 |14,00 20,00 |26,00 |33,00 |40,00
R4 2,00 | 8,00 |14,00 |19,00 | 25,00 | 29,00 | 34,00 | 38,00
R5 2,00 | 8,00 |13,00 |20,00 | 25,00 | 30,00 | 34,00 | 39,00
R6 0,00 | 3,00 |8,00 |13,00 18,00 |23,00 30,00 34,00
R7 0,00 | 4,00 |10,00 | 14,00 | 19,00 | 26,00 | 32,00 | 35,00
R8 0,00 | 4,00 |8,00 |14,00 |20,00 |24,00 28,00 |33,00
R9 0,00 | 3,00 |7,00 |12,00 18,00 | 22,00 | 28,00 | 33,00
R10 0,00 |2,00 |7,00 ]12,00 19,00 | 26,00 | 30,00 |37,00




Taille moyenne 0,70 |4,80 |11,20 | 16,40 | 22,70 | 28,40 | 30,50 | 39,20
PS1 R1 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |0O,00 |0,00 |0,00 |0O,00
(avant) R2 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |O,00
R3 0,00 |0,00 [0,00 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |0,00 |O,00
R4 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |0O,00 |0,00 |0,00 |0O,00
R5 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |O,00
R6 0,00 |0,00 [0,00 |0,00 |0O,00 |0O,00 |0,00 |0O,00
R7 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |O,00
R8 0,00 |0,00 [0,00 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |0,00 |O,00
R9 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |O,00
R10 0,00 |0,00 (0,00 |0,00 |0O,00 |0O,00 |0O,00 |O,00
Taille moyenne 0,00 {0,00 |O,00 |0,00 |0O,00 |0,00 |0,00 |0O,00
PS1 R1 0,00 2,00 |[7,00 |12,00 17,00 | 22,00 | 25,00 | 27,00
(apres) R2 0,00 |0,00 3,00 |7,00 |11,00 |14,00 17,00 | 20,00
R3 0,00 [0,00 [3,00 |7,00 |12,00 |16,00 | 20,00 | 23,00
R4 0,00 |0,00 |3,00 |7,00 |12,00 |16,00 | 19,00 | 22,00
R5 0,00 | 0,00 4,00 |9,00 |14,00 18,00 22,00 25,00
R6 0,00 |0,00 |[3,00 |8,00 |13,00 |19,00 |23,00 |27,00
R7 0,00 |0,00 |3,00 |7,00 |13,00 |18,00 | 23,00 | 28,00
R8 0,00 |[0,00 [2,00 |6,00 |11,00 |16,00 | 20,00 | 22,00
R9 0,00 |0,00 |2,00 |7,00 |12,00 |18,00 | 21,00 | 24,00
R10 0,00 |0,00 |3,00 |8,00 |14,00 |20,00 |23,00 | 25,00
Taille moyenne 0,00 {0,20 |3,30 |7,80 |12,90 |17,70 | 19,30 | 24,30
Annexe 5: Vitesses de croissance journaliere des nécroses causées par
P .infestans
Vitesses de croissance journaliere des nécroses causées lisolat (1) de
P .infestans (mm/j)
Traitement V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 | V moy
Témoin(-) |0,00 |000 |000 |00 |000 |00 |0,00 |O0O,00]0,00
Témoin (+) 0,70 | 4,10 | 7,30 | 9,90 | 8,60 | 7,80 | 4,60 | 1,50 | 5,56
PF3 (avant) | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
PF3 (apres) |0,10 |120 (440 [480 |[360 (400 |320 |1,80]2,89
PS1 (avant) | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00| 0,00
PS1 (aprés) | 0,20 | 1,20 | 3,50 | 5,10 | 4,40 | 440 | 2,70 | 150 | 2,87

Vitesses de croissance journaliere des nécroses causées par lisolat (2) de

P. infestans (mm/j)

Traitement V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 | V moy
Témoin(-) |0,00 |[000 |0,00 [O,00 |0,00 |0,00 |0O,00 |0,00 0,00
Témoin (+) 0,70 | 420 | 820 | 9,40 | 9,00 | 9,80 | 7,80 | 7,20 | 7,03
PF3 (avant) | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00




PF3 (apres) | 0,70 410 |6,40 |520 |6,30 |[570 |2,10 |8,70 |4,90

PS1 (avant) | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00

PS1 (aprés) | 0,00 | 0,20 | 3,40 | 4,20 | 5,10 | 4,80 | 1,60 | 5,00 | 3,03

Annexe 6 : Pourcentage des surfaces foliaires infestées

Isolat | Traitement | R1 | R2 |R3| R4 | R5 | R6 | R7 R8 | R9 | R10
Bactérien
Témoin (-) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

- Témoin (+) | 65 | 55 |50 | 55 | 55 | 50 50 50 [ 50 | 60

= PF3 (avant) | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

g PF3 (apres) | 15 | 20 | 20 | 20 15 | 20 20 25 | 20| 10

= PS1 (avant) | O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PS1(aprées) | 25 | 15 | 10| 10 | 15 | 20 25 10 | 10 | 10
Témoin (-) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

o~ Témoin(+) | 80 | 70 | 75| 80 | 70 | 65 70 80 | 75| 80

= PF3 (avant) | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

g PF3 (apres) | 50 | 30 |30 | 30 | 30 | 25 30 25 | 25| 30

= PS1 (avant) | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PS1(aprées) | 20 | 15 | 15| 15 | 20 | 25 25 15 | 20 | 20

Annexes 7 :Taux de sporulation sur les folioles inoculées par les deux

isolats de P. infestans

Taux de sporulation sur les folioles inoculées par l'isolat (1) de P. infestans

Traitement | Répétition Sporulation/ Feuille (x 10 6) Moyenne
Témoin (-) R1 0 0
R2 0
R3 0
R4 0
R5 0
R6 0
R7 0
R8 0
R9 0
R10 0
Témoin (+) R1 2,1 1,82
R2 1,7
R3 1,3
R4 1,7
R5 2
R6 1,9
R7 2,2
R8 2,1
R9 1,8




R10 1,4
PF3 (avant) R1 0 0
R2 0
R3 0
R4 0
R5 0
R6 0
R7 0
R8 0
R9 0
R10 0
PF3 (apres) R1 0,5 0,72
R2 1,2
R3 0,1
R4 0,5
R5 0,3
R6 1
R7 0,9
R8 0,7
R9 1
R10 1
PS1 (avant) R1 0 0
R2 0
R3 0
R4 0
R5 0
R6 0
R7 0
R8 0
R9 0
R10 0
PS1 (apres) R1 0,7 0,58
R2 0,4
R3 0
R4 1
R5 0,4
R6 1,1
R7 1
R8 0,7
R9 0
R10 0,5




e Taux de sporulation sur les folioles inoculées par I'isolat (2) de P. infestans

Traitement | Répétition Sporulation/ Feuille (x 10 6) Moyenne
Témoin (-) R1 0 0
R2 0
R3 0
R4 0
R5 0
R6 0
R7 0
R8 0
R9 0
R10 0
Témoin (+) R1 1,9 2,33
R2 2,7
R3 2,4
R4 2
R5 2,5
R6 2,9
R7 2,5
R8 1,7
R9 2
R10 2,7
PF3 (avant) R1 0 0
R2 0
R3 0
R4 0
R5 0
R6 0
R7 0
R8 0
R9 0
R10 0
PF3 (apres) R1 0,9 0,85
R2 1,3
R3 1,3
R4 0,8
R5 1
R6 0,5
R7 1,2
R8 1
R9 0,6
R10 0,9
PS1 (avant) R1 0 0
R2 0
R3 0
R4 0
R5 0




R6 0
R7 0
R8 0
R9 0
R10 0
PS1 (aprés) R1 1,2 0,84
R2 0,4
R3 1,3
R4 1
R5 0,8
R6 0,6
R7 0,6
R8 0,9
R9 1,4
R10 0,2

Annexe 8 : Analyses statistiques

Tableau 1 : Analyse de la variance du test d’antagonisme in vitro a I'égard

d’A. alternata

Source Type Il SS DDL | Carrés moyens | F-Ratio P- Value
Traitement | 72,060 8 9,008 31,230 0,000
Error 7,788 27 0,288

Tableau 2 : Analyse de la variance du test d’antagonisme in vitro a I'égard de

F. solani
Source Type Il SS DDL | Carrés moyens | F-Ratio P- Value
Traitement | 67,950 8 8,494 12,136 0,000
Error 18,898 27 0,700

Tableau 3: Analyse de la variance du test d’antagonisme in vitro a I'égard de

Gaeumannomyces graminis var. tritici:

Source

Type Il SS

DDL

Carrés moyens

F-Ratio

P- Value

Traitement

258,379

8

32,297

45,283

0,000




Error

19,257

27

0,713

Tableau 4: Analyse de la variance du test d’antagonisme in vitro a I'égard de R.

solani

Source Type Il SS | DDL | Carrés moyens F-Ratio P- Value
Traitement | 91,006 8 11,376 301,121 0,000
Error 1,020 27 0,038

Tableau 5: Analyse de variances du test d’antagonisme in vitro a I'égard de

S.cupressi
Source Type Il SS | DDL | Carrés moyens F-Ratio P- Value
Traitement | 34,722 8 4,340 438,084 0,000
Error 0,267 27 0,010

Tableau 6: Analyse de variances des Iésions apparues apres test in vitro sur

feuilles détachées de pomme de terre inoculées par lisolat (1) de P. infestans

Source Type Il SS | DDL | Carrés moyens F-Ratio P- Value
Traitement |22 877,133 |5 4 575,427 687,077 0,000
Error 359,600 54 6,659

Tableau 7 : Analyse de variances des lésions apparues apres test in vitro sur

feuilles détachées de pomme de terre inoculées par l'isolat (2) de P. infestans

Source Type Il SS | DDL | Carrés moyens F-Ratio P- Value
Traitement | 29 048,133 |5 5 809,627 379,898 | 0,000
Error 825,800 54 15,293




Tableau 8: Analyse de variances du taux de sporulation apres inoculation des

feuilles détachées de pomme de terre inoculées par l'isolat (1) de P. infestans

Source Type Il SS | DDL | Carrés moyens F-Ratio P- Value
Traitement 2,545E+013 | 5 5,090E+012 81,603 0,000
Error 3,368E+012 | 54 6,237E+010

Tableau 9 : Analyse de variances du taux de sporulation apres inoculation des

feuilles détachées de pomme de terre inoculées par l'isolat (2) de P. infestans

Source Type Il SS | DDL | Carrés moyens F-Ratio P- Value
Traitement 4,208E+013 | 5 8,416E+012 128,741 | 0,000
Error 3,530E+012 | 54 6,537E+010

Tableau 10: Corrélation entre le diameétre des Iésions et le taux de sporulation
induits par l'isolat (1) de P. infestans

Pearson Correlation Matrix

Lésions | Sporulations
Lésions 1,000
Sporulations 0,932 1,000

Tableau 11: Corrélation entre le diametre des lésions et le taux de sporulation

induits par l'isolat (2) de P. infestans

Pearson Correlation Matrix

Lésions | Sporulations
Lésions 1,000
Sporulations 0,917 1,000




LISTE DES ABREVIATIONS

ANOVA : ANalysis Of VAriance

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

BAP : hormone de croissance Benzylaminopurine
CM : Carré Moyen

cm : centimétre

DDL : Degré De Liberté

ET : I'éthylene

g : Gramme

h : Heure

ha : Hectare

hab : Habitant

HR : Hypersensitive Response

INRA : Institut National de la Recherche Agronomique
ISR : Induced Systemic Resistance

ITCMI : Institut Technique des Cultures Maraicheres et Industrielles
J : Jour

JA : Acide Jasmonique



Kg : Kilogramme

L : Litre

LPGA : milieu de culture Levure Peptone Glucose Agar
LPs : Lipopeptides cycliques

mg : Milligramme

min : Minute

ml : Millilitre

mm : Millimetre

mm/h : Vitesse en millimétre par heure

um : Micromeétre

MADR : Ministere de I'’Agriculture et du Développement Rural
ODA : octadecanoid

PAMPs : Pathogen-Associated Molecular Pattern
pb : Paires de bases

PDA : Potato Dextrose Agar

PGPR : Plant Growth-Promoting Rhizobacteria
Pr : Probabilité

pH : Potentiel Hydrogene

PRRs : Pattern Recognition Receptors

gx : Quintaux

R : Répétition

RIR : Relative Inhibition Ratio

ROS : Reactive Oxygen Species



SA : Acide Salicylique

SAR : Systemic Acquired Resistance
SAU : Surfaces Agricoles Utiles
SCE : Somme des Carré des Ecarts
T : Tonnes

V : Vitesse

VOCs : Composeés Volatiles

% : Pourcentage
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