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Abstract

Potato late blight caused by the oomycete Phytophthora infestans is one of the most
devastating diseases of this crop. To date, there is no effective method to eradicate this
scourge.

This study aimed to evaluate the impact of some bacterial strains on P. infestans in vitro and
in vivo, knowing that these strains were previously demonstrated having an in vitro
antagonistic effect on Phytophthora sp.

To achieve this goal, a direct confrontation between the phytopathogen and the bacterial
isolates was done in Petri dishes containing growth medium. After that, confrontation, in
vivo, by direct application of these agents on potato plantations infected with P. infestans
was performed.

Of the eighteen bacterial strains tested, mostly belonging to the genus Bacillus, six strains
showed significant inhibition of P. infestans growth in vitro ranging from 22 to 62 %.
However, after applying P. infestans on potato plantations no symptoms were observed on
the leaves or on any other part of the plant which led us to stop the in vivo testing.
Although no results were obtained by the in vivo test, the results obtained in vitro are
promising.

This work constitutes an add value to other works regarding the biological control of late
blight especially with regard to its important role in the control of phytopathogenic diseases

and the reduction of the risks generated by the use of chemical agents.

Key words

Solanum tuberosum L., late blight, Phytophthora infestans, biological control, antagonism.



Résumé

Le mildiou de la pomme de terre causé par I'oonmg/Béitophtora infestans est I'une des
maladies les plus dévastatrices de cette culturee Aour, il n'existe aucune méthode
efficace pour éradiquer de ce fléau.

L'objectif de cette étude a été d’évaluer I'impdet quelgues souches bactériennesPsur
infestans in vitro et in vivo, sachant que ces souches ont été démontréeshppeéatat
ayant un effet antagoniste sur Phytophthorarsyitro.

Ceci a été réalisé a travers la confrontation dudq@athogéne avec I'agent antagoniste
vitro dans des boites de Petri, punsivo par application sur des plants de pomme de terre.
Sur les dix-huit souches bactériennes testées,lagupart appartenant au genre Bacillus,
six souches ont démontré une importante inhibigikemt de 22 & 62 % de la croissance de
P. infestans sur boite de Petri. Celles-ci ont été sélectionrgietestées pour leur activité
antagonistén vivo. Cependant, apres I'application de I'agent phytiopgene sur les plants
de pomme de terre, aucun symptdome n’a été obsarviés feuilles ni sur aucune autre
partie des plants de pomme terre ce qui nous a foerréter I'essai au niveawitro.
Quoigu’aucun résultat n’a été obtenu par I'essaiivo, les résultats obtenus vitro sont
prometteurs.

Ce travail s’ajoute aux autres recherches concetadutte biologique contre le mildiou
notamment en vue de son réle important dans le@endes maladies phytopathogénes et

la diminution des risques engendrés par I'util@aties agents chimiques.

Mots clés

Solanum tuberosum L., mildiou, Phytophtora infestans, lutte biologique, antagonisme.
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I ntroduction

La pomme de terre est une plante a fleurs appartedaa famille des Solanaceae
(Rousselles et al. 1996). Elle se classe parmpliastes a tubercules les plus nutritives
avec une teneur énergétique élevée. Sa consomnuaiioipe la premiére place parmi les
cultures maraicheres dominantes (Daoud et al. 2@& plus, elle constitue une ressource
financiere des populations a I'échelle mondiale ;effet sa culture occupe la quatrieme
place apres le mais, le blé et le riz (Chebah 2Qd&% production mondiale de pomme de
terre a été estimée a 385 millions de tonnes er8/2014, réparties entre 151 pays
producteurs dans une surface de 20 millions d’'nest@AO 2013).

Cette culture maraichére est soumise a l'attaquemddadies diverses dues a des
oomycetes, des virus, des champignons, des bagtées insectes et des nématodes.
Certains se manifestent pendant la période dereulttautres causent des dégats lors du
stockage (Daoud et al. 2017).

Parmi les maladies les plus dévastatrices desresltde pomme de terre ; le mildiou
provoqué par I'oomycétehytophtora infestans. Les dégats causés par celui-ci peuvent
atteindre 90 % de la culture selon la sensibildaéétale et les conditions climatiques. Le
mildiou se développe sur les organes aériens dagsptie pomme de terre, mais il peut
également contaminer les tubercules et les rendpropre a la consommation. Cette
maladie occasionne des dégats avec des conséquerscesportantes sur le rendement et
la qualité des récoltes. D’ailleurs, le mildiou t& @ l'origine de la grande famine qui a
frappé l'lrlande entre les années 1845 et 1851 atravagé les récoltes pendant plusieurs
années successives. Cette maladie reste encoredihjo le facteur limitant la production
de pomme de terre a I'’échelle mondiale (Nelson 2@dkhiter 2013 ; Bakkar 2014).

A ce jour, il n'existe aucune méthode permettantlutéer efficacement contre cette
maladie. L'une des solutions alternatives contre #&gents phytopathogénes est le
biocontrble de ceux-ci tout en diminuant 'emplei produits chimiques qui ont des effets
secondaires néfastes (Chagloufa 2017).

Parmi ces mesures de contrble alternatif, l'utiida d’antagonistes est une piste a

explorer. Cette stratégie est basée sur I'utitisati’'organismes vivants ou de leurs dérivés



I ntroduction

qui ont soit un potentiel inhibiteur de I'agent phyyathogene, soit I'habilité d’accroitre les
défenses de la plante (Nautiyal 2000).

Dans cette perspective, et en complément aux txagi@ja initiés, notre étude a eu pour
objectif d’évaluer I'impact de quelques souchegdrdennes, démontrées antagonistes vis-
a-vis de Phytophthora sp. lors d'un travail préoédesur I'espéceP. infestans.

L’antagonisme sera évalué a travers des eBsuiig0 etin vivo.
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1. Pomme de terre

La pomme de terre Solanum tuberosum L. est une plante appartenant a la famille des
Solanaceae. Le genre Solanum regroupe environ 2000 especes dont plus de 200 sont
tubéreuses (Hamnache 2017). Cette famille englobe plusieurs plantes utilisées dans

I’alimentation humaine et cultivées dans le monde (Mahbou Somo Toukam 2010).

1.1. Description

La pomme de terre est une plante vivace, herbacée, dicotylédone et tubéreuse. C’est une
plante a fleurs avec un tubercule riche en amidon et possédant des qualités nutritives. La
partie aérienne de la plante est composée d’une ou plusieurs tiges (tiges principales et
latérales) de port plus ou moins dressé et portant des feuilles alternes disposées en spirale
(Rousselles et al. 1996). Le fruit est une baie sphérique contenant une quantité signifiante
de solanine, un alcaloide toxique avec de petites graines plates. Les inflorescences sont des
cimes axillaires, composées de 8 a 10 fleurs, de couleurs violettes, bleutées et rouge
violacé (Chebbah 2010).

La partie souterraine comprend les tubercules qui donnent a la pomme de terre sa valeur
alimentaire. Généralement les tubercules ont une couleur de peau jaune, mais peut étre
rouge, noire, brune ou rosée. La couleur de la chair est blanche, jaune plus ou moins
foncee, rose ou violette selon les variétés (Boufares 2012). Cette partie est composée du
tubercule mere desséché avec des racines et des stolons qui prennent naissance au niveau
des nceuds basaux des tiges. Les racines de la pomme de terre sont constituées par des
entre noeuds, courts et portent des bourgeons qu’on appelle les « yeux » situés dans de
petites dépressions. Ces bourgeons se développent et donnent les germes et les futures tiges
aériennes (Chebbah 2010).

1.2. Variétés de pomme de terre
Les variétés de pomme de terre sont nombreuses ; dans les variétés a peau blanche on
trouve la Spunta, Fabula, Sigma, Sieglinde alors que dans les variétés a peau rouge on

trouve la Désirée, Kondor, Bintje et Hermes.
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e Variété Desirée
Selon Boufares (2012) ;

v" Origine génétique : Urgenta X Depesche.

v Obtenteur(s) : BV de ZPC (entreprise néerlandaise spécialisée dans la production et
la commercialisation de plants de pomme de terre).

v Année d’inscription au catalogue national : 1988.

v' Le plant de cette variété est court a moyen et semi dressé, avec une tige épaisse et
vigoureuse.

v" Les nceuds et entre-nceuds sont de couleur rouge pourpre.

v' Les feuilles ont une couleur vert gris mat. Elles sont moyennement longues et
rigides. Les nervures médianes et les pétioles sont entierement rouges pourpres sauf,
les surfaces inférieures qui sont vertes.

v" Les fleurs sont nombreuses avec des grandes corolles roses, les pédoncules longs et
rougeatres.

v' La forme des tubercules est oblongue, moyenne a grosse. Sa peau est rouge, lisse
avec des yeux superficiels a mi profonds, et une chair jaune pale.

v' Le stade du repos végétatif est long.

v Le germe est d’une forme cylindrique et fortement pigmentée par contre I’apex est
Iégerement pigmenté.

v Forte résistance a la sécheresse et bonne résistance au virus y et a la gale poudreuse.

v" Sensible au nématode a kyste de la pomme de terre et aux déformations sur les sols
lourds.

v" Modérément sensible aux virus de la panachure et de la mosaique bénigne.

1.3. Cycle végétale de la pomme de terre
La durée du cycle végétatif de la pomme de terre varie de 90 a 150 jours ; elle dépend de
I’état physiologique des tubercules qui sont plantés, de 1’ensemble des facteurs agro-
climatiques et des varietes utilisées (Rousselle et al. 1996). Les étapes de développement
de la pomme de terre (Fig. 1) sont :
v' Germination : Aprés la plantation du tubercule, ses germes s’allongent jusqu’a
atteindre le niveau du sol, ce qui constitue le stade de la levée. Dans le méme

temps, les racines commencent leur élongation et leur ramification.
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v Croissance végétative : Les germes poursuivent leur croissance au-dessus du sol
en devenant des tiges feuillées. Les bourgeons aériens des tiges donnent des
rameaux, et les bourgeons souterrains généralement des stolons.

v" Tubérisation : Selon les variétés et les conditions du milieu pour une méme
variété, les stolons cessent leur elongation et leurs extrémités se renflent pour
former les ébauches des tubercules. Les ébauches différenciées vont grossir en
emmagasinant des reserves.

v" Repos végétatif : Pendant leur grossissement, les tubercules se trouvent dans un
état de repos végétatif et leurs bourgeons sont incapables de croitre pour donner des
germes (phase de dormance). Ce repos continue aprés la récolte pendant une
période d’environ 3 a 4 mois. A la fin de ce repos, la croissance des germes
redevient possible, ce qui constitue le point de départ d’un nouveau cycle de
végétation (Bekkar 2014).

Repos végétatif

Tubérisation

Croissance
végétative

Germination

Figure 1. Cycle de végétation de la pomme de terre (Houidi et Ahmadi 2007).

1.4. La pomme de terre en Algérie

La pomme de terre a probablement été introduite en Algérie au 16°™ siécle par les Maures
andalous, elle a été cultivée principalement pour I’exporter vers le marché Francais. En
1962, lorsque le pays acquit son indépendance, il produisait 25 000 tonnes par an et en
exporte le tiers. Aprés 1’indépendance la pomme de terre est devenue la premicre culture
maraichere de point de vue superficie et production. La superficie cultivée atteint une

production de 2,18 millions de tonnes en 2006.
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1.5. Principales maladies de pomme de terre
Les principales maladies de la pomme de terre sont décrites dans le tableau 1.

Tableau 1. Principales maladies de la pomme de terre (Bermoul et al. 2008).

Maladie Agent phytopathogene Symptémes

Gale commune Bactérie Sterptomyces scahies | Formation de gale basse liée
a I’épiderme des organes de

réserves.

Jambre noire Erwinia carotorova Une pourriture complete.
Les feuilles s’enroulent,
jaunissent et séchent.
Pourriture humide au niveau

des organes de réserves.

Mildiou Oomyceéte Phytophtora infestans | Formation de taches larges
sur les feuilles.
Taches diffuses brunes

irréguliéres sur les

tubercules.
Gale poudreuse Spongospora Petite nodosité sur les
subterranea racines.
Champignon Pustules au niveau des

tubercules et stolons.

Gale verruqueuse Synchytrium Excroissance verrugqueuse en
endobioticum forme d’éponge au niveau

des tubercules et stolons.

Maladie de Virus Virus : PLRV/ PV X/ Enroulement des feuilles
dégénérescence PVY frisolées, mosaiques

bigarres, necroses.
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2. Mildiou

Le mildiou est la maladie la plus grave de la pomme de terre. Cette maladie touche
également la tomate et le poivron, ainsi que d’autres plantes de la méme famille. Le
mildiou est originaire du Mexique et s’est propagé en Europe et en Amérique du Nord au
milieu du XIX®™ sigcle, provoquant de redoutables famines ; en Irlande notamment. En
Afrique la maladie a été détectée pour la premiére fois en 1941 en Afrique du sud
(Bekkar et Bousiala 2014).

Chaqgue année, cette maladie entrainerait des pertes de rendement pour les producteurs de
pomme de terre estimées a plus de trois milliards d’euros a travers le monde (Fry 2008)

dont 900 millions d’euros en Europe (Haverkort et al. 2008).

2.1. Description
Le mildiou est une maladie cryptogamique, causée par I’oomycete Phytophthora infestans.
Cette maladie peut toucher la plupart des organes de la plante, elle détruit le feuillage et les
tubercules de la pomme de terre sur lesquels elle provoque des nécroses. L’agent du
mildiou P. infestans peut survivre entre les périodes de végétation sous forme de mycélium
dans les tubercules et dans les tissus végétaux de la pomme de terre, ainsi que sur les hétes
facultatifs de la famille Solanaceae (Lepoivre 2003). Les symptomes de cette maladie
sont :

e Feuilles
Les tous premiers symptomes de la maladie au champ sont habituellement visibles sur les
feuilles (Fig. 2). Ces symptomes sont des taches aqueuses circulaires ou irréguliéres a
I’extrémité et a la marge des feuilles. Ce sont des taches variantes de couleurs de vert pale
ou vert foncé qui se transforment plus tard en Iésion brunes ou noires (Platt 2008). Les
Iésions commencent fréquemment aux pointes des feuilles ou sur les bords. Les taches sont
d’abord vert foncé, grandissent et deviennent brunes a un stade plus avancé de ’infection
par I’agent pathogene, qui produit a I’extérieure des taches sous les feuilles ayant 1’aspect
d’une substance blanche. Une bande vert pale ou jaune de quelques millimetres de large
sépare souvent les tissus morts des tissus sains. En condition de forte humidité et de basse
température, les Iésions se répandent rapidement (Platt 2008).
La sporulation ressemblant a un duvet blanchatre entourant les Iésions et peut étre visible

sur la face des feuilles les plus basses. La maladie peut se répandre a partir des premieres
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folioles infectées de quelques plantes a la plupart des plantes d’un champ en moins d’une
semaine (Platt 2008).

Figure 2. Symptémes du mildiou sur les feuilles de la pomme de terre.

e Tiges
Les Iésions peuvent se développer en surface ou a I’intérieur de pétioles et des tiges a partir
des feuilles et se répandre longitudinalement (Fig. 3). Les tiges infectées sont affaiblies et

peuvent entrainer I’affaissement de la plante entiére (Rousselle et al. 2002).

Figure 3. Symptémes du mildiou sur la tige de la pomme de terre.

e Tubercules
Les tubercules infectés présentent une décoloration superficielle, sombre et irréguliere. Les
Iésions nécrotiques séches et brunes se répandent de la peau vers le tissu interne du

tubercule (Fig. 4). En raison de la présence de pathogenes secondaires, la pourriture séche
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caractéristique de P. infestans peut devenir une pourriture molle dégageant souvent une
odeur nauseabonde (Bjorn 2007).

Figure 4. Symptémes du mildiou sur les tubercules.

3. Phytophthora infestans

Les oomycetes appartenant au genre Phytophthora sont parmi les agents pathogenes les
plus invasifs et dévastateurs des cultures, ils ont été identifiés en 1876 par le botaniste
allemand Anton de Bary qui leur a donné le nom de Phytophtora signifiant en grec le
destructeur des plantes. Plus de 70 espéces de Phytophtora ont été identifiées, celles-ci ont
une tres grande facilité pour infecter les plantes avec souvent une grande spécificité d’hote
c’est le cas de Phytophtora infestans (Fig. 5) responsable du mildiou de la pomme de terre
(Suty 2010). La plupart des caractéres morphologiques de P. infestans peuvent uniquement
étre observés au microscope. Le mycélium est caractérisé par une absence presque totale
de cloisons transversales. Le mycélium se développe entre les cellules (intercellulaire) des
tissus de I’hote infecté, des extensions pénétrent les cellules individuelles (Suty 2010).

Les conditions chaudes et humides favorisent le développement rapide et la propagation de
cet agent phytopathogéne (James 2010). Celui-ci survit pendant des années dans les sols
humides méme en 1’absence de plantes hdtes appropriées, et se propage par I’intermédiaire

des tissus végétaux en décomposition (James 2010).

3.1. Description morphologique
P. infestans posséde un mycélium coenocytique hyalin a développement endogéne via la
formation d’haustoria. Le mycélium produit des sporangiophores qui forment a leurs

extrémités des sporanges. Les sporanges germent soit par la formation d’un tube
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germinatif, lorsque la température est supérieure a l’optimum de germination des
sporanges; soit par la différenciation de leur cytoplasme en zoospores, si la température est
inférieure a I’optimum de germination du mycélium et en présence de I’eau. Les sporanges
sont de forme ovoide a elliptique effilé a la base (Fig. 5). Les zoospores sont mobiles
possédant deux flagelles : un flagelle postérieur lisse et un flagelle antérieur portant des
mastigonémes. P. infestans est un organisme hétérothallique possédant deux types de
compatibilité sexuelles Al et A2 (souche Al et A2). La rencontre de souches de type
opposé (Al et A2) sur une méme plante, peut conduire a la formation d’oospores

(Bekkar et Bousiala 2014).

e ) i

Figure 5. Phytophtora infestans

3.2. Cycle biologique

P. infestans comprend deux phases, une phase asexuée assurée par les sporanges et une
autre phase sexuée assurée par les oospores (Fig. 6). Une fois sur les folioles, les sporanges
liberent des zoospores flagellées ; la température optimale de leur libération est de I’ordre
de 13°C. Ces zoospores, une fois fixées, perdent leurs flagelles et s’enkystent puis émettent
un tube germinatif qui pénétre dans la foliole le plus souvent via les stomates mais aussi,
parfois directement au travers de la cuticule des cellules épidermiques. Les sporanges
peuvent donner aussi naissance a un filament germinatif (Belkhiter 2013).

Les tissus foliaires sont par la suite rapidement envahis par les mycélia non cloisonnés
dans des conditions favorables qui vont désorganiser progressivement les tissus coloniseés.
Apres étre installé dans I’hote, le mycélium émet des sporangiophores sur la face inferieure

des folioles par les stomates, parfois directement au travers de 1’épiderme. Ces
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sporangiophores produisent de nombreux sporanges citriformes (Agrios 2005). Cette étape
nécessite la présence d’une forte humidité (égale ou supéricure a 90 %) et des températures
comprises entre 3 et 26°C (Grunwald et Flier 2005). Les sporanges sont aisément entrainés
par le vent et la pluie, parfois sur des longues distances et gagnent de nouvelles plantes
encore saines, assurant des contaminations secondaires (Belkhiter 2013).

La dissémination de la maladie s’effectue parfois par I’intermédiaire des plants contaminés
et si la contamination des semences par les oospores s’est confirmée sur le terrain, elles
pourraient assurer une dispersion de la maladie sur de longues distances. Pour les
tubercules, les sporanges contaminent le sol et liberent des zoospores. Ces dernieres
pénétrent dans les tubercules a travers les lenticelles ou les blessures. Dans le tubercule, le

mycélium se développe entre les cellules et envoie des haustoria a I’intérieur des cellules.

Zoosporangium

Q

h Germinated zoospores or/and
sporangia pentrates the leaf

Sporangium
from germinated

e Zoospore release
. . " (_;2 -
oospore 7 | 3 ;-

lnfocted tubor
Antheridium % 0090,,“,,,,
A1
F Infected plant
(Requires both A2 S ———
mating types present)

Sexual

Figure 6. Cycle de vie de Phytophtora infestans (Pierre 2016).

4. Moyens de lutte
Pour étre efficace, la lutte contre le mildiou est réalisée de maniére préventive, avant la
contamination. La priorité de la stratégie de lutte est donc d’empécher autant que possible

I’implantation du pathogéne dans la parcelle a protéger (Rousselle et al. 2002).
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4.1. Lutte culturale

Ces pratiques ont pour but essentiel de réduire les sources d’inoculum primaire ; elles
consistent a mettre en ceuvre toutes les mesures permettant d’éviter 1’exceés d’humidité
(aérer au maximum les abris, privilégier le systéeme d’arrosage au goutte a goutte,
programmation de 1’arrosage par aspersion adaptée...) et a planter des tubercules sains. Il
est également trés important d’éliminer les adventices sensibles a la maladie ainsi que le

maximum de débris végétaux en fin de culture (Howard et Morrall 1975 ; Maufras 2001).

4.2. Lutte génétique

Plusieurs génes de resistance ont été identifiés et utilises pour sélectionner des varietés
capables de controler P. infestans. L’utilisation des variétés résistantes constitue
actuellement la seule méthode techniquement satisfaisante, mais les impératifs

économiques font qu’elle demeure trop peu exploitée (Benani 2004).

4.3. Lutte chimique

Les premiers essais de lutte chimique contre les maladies des plantes a commencé en 1865
avec I’utilisation de la bordelaise (fongicide a base de cuivre) contre I’Oidium et le mildiou
de la vigne. L’utilisation des sels de cuivre sont aujourd’hui largement remplacés par des
fongicides de synthése. Les fongicides systémiques utilisés pour traiter les plantes entiéres
sont absorbées par le feuillage et les racines, et transportés par le xyleme. Apparus sur le
marché au cours des 45 derniéres années, trois groupes de matiéres actives définis par leur
niveau de translocation dans la plante, sont aujourd’hui disponibles (Chagloufa 2017).
L’utilisation massive des fongicides systémiques a conduit a I’isolement de souches
résistantes a ces matiéres actives, ce qui a rendu ces traitements inefficaces. Les méthodes
de lutte chimique ont été recherchées mais, a ce jour, malgré de multiples expérimentations
conduites dans plusieurs pays, aucun produit ne donne satisfaction en raison de probléme
d’efficacité, de cout ou d’environnement (Rousselle et al. 2002). Les traitements chimiques
ont augmenté considérablement, jusqu'a devenir dans certains cas insupportables sur le

plan économique (Corbaz 1990).
4.4. La lutte biologique

La lutte biologique consiste a combattre une maladie causée par un organisme nuisible au

moyen d'autres organismes ou de leurs produits. Elle est considérée comme une voie
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alternative a [’utilisation des produits chimiques qui constituent un danger pour
I’environnement et pour I’homme (Bouzerida 2016). Plusieurs étres vivants ; bactéries et
champignons, ont fait I’objet d’étude ou ils ont été utilisés dans des applications de lutte
biologique (Cook 2014). L’utilisation de plusieurs modes d’action par un seul agent
antagoniste et sa capacit¢ d’adaptation a la rhizosphere contribuent a ce que la lutte

biologique devienne plus durable que les produits chimiques (Bouzerouata 2017).

4.4.1. Mécanismes d'action d'un agent de lutte biologique

La protection conférée par un microorganisme de lutte biologique s'appuie sur un ou
plusieurs mécanismes d'action tels que la compétition (pour éléments nutritifs, oxygene,
espace), l'antibiose, le parasitisme, la diminution de I'agressivité du pathogénes et
I'induction de la résistance chez la plante (Bouzerouata 2017).

a. Antibiose

L’antibiose consiste en la production par l'agent antagoniste d'antibiotiques efficaces
contre 1’agent pathogene. La sécrétion de substances antibiotiques par les microorganismes
est un phénomeéne fréquent. Certains métabolites interféerent avec la germination, la
croissance mycélienne et/ou la sporulation des agents phytopathogénes. D'autres entrainent
le relargage de composeés cellulaires suite a la perturbation de la perméabilité cellulaires.
L'antibiose est le mode d'action le plus étudié chez les agents de lutte biologique (Jijakli
2003).

b. Compétition

La compétition pour les éléments nutritifs entre en jeu lorsqu'il y a simultanément,
consommation du méme composé par plusieurs microorganismes. Pour étre un compétiteur
efficace, un agent antagoniste doit étre capable d'utiliser rapidement et efficacement les
éléments nutritifs présents en faible concentration sur les organes de la plante (Jijakli,
2003).

c. Parasitisme

Ce mécanisme de lutte consiste en une interaction directe entre deux microorganismes ou
les tissus vivants de l'un constituent une base nutritive pour l'autre (Helluy et Holmes
2005).
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4.4.2. Lutte biologique contre les agents phytopathogenes

Pour lutter contre les agents phytopathogenes il importe de bien connaitre le cycle végétatif
de cet agent et les conditions qui favorisent son développement. La lutte biologique est
réalisée pour diminuer la densité d’inoculation des agents pathogénes dans le but de
réduire leur capacité a induire la maladie. Les agents de lutte biologique des plantes sont
généralement développés a partir de la constations d’un antagonisme entre deux
microorganismes (Suty 2010). La lutte biologique peut étre conduite de maniére directe ou
indirecte (Giguere 2002) :

- L’approche directe consiste en 1’utilisation d’amendement du sol de facon a
augmenter la population antagoniste microbienne indigene contre un agent
pathogéne spécifique (Suty 2010).

- L’approche indirecte consiste en la protection croisée c’est-a-dire la stimulation des
défenses naturelles des plantes contre un agent pathogéne virulent en faisant une

préinoculation de la plante avec une souche virulente (Suty 2010).
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1. Objectif du travail

Détermination de 1’effet antagoniste de quelques souches bactériennes préalablement
isolées et purifiées sur I’agent du mildiou P. infestans in vitro. Par la suite, application des
souches bactériennes antagonistes par irrigation sur la partie racinaire sur des plants de

Solanum tuberosum infectés par P. infestans.

2. Méthodologie
2.1. Matériel
2.1.1. Matériel biologique

a. Souches bactériennes antagonistes
Dans notre étude nous avons utilisé des souches bactériennes, isolées lors d’un travail
précédent, ayant un effet antagoniste contre Phytophthora sp. Dix-huit isolats ont été testés
et la plupart semblent appartenir au genre Bacillus. L’observation macroscopique des
cultures sur boite de Petri montre 1’aspect typique des colonies des bactéries du genre
Bacillus. De plus, I’observation microscopique apres coloration de Gram montre des
bacilles & Gram positif sporulants (Benabdallah 2014).

b. Isolement et purification de Phytophthora infestans
P. infestans (Fig. 7) a été isolé a partir de feuilles de pommes de terre infectées suivant le
protocole décrit par Meszka et Michalecka (2016) avec de légéres modifications.
L’isolement a été réalisé sur les géloses PDA (Potato Dextrose Agar) et Sabouraud
additionnées d’antibiotiques (Gentamycine et Rifamycine).
Brievement, des feuilles de pomme de terre présentant des symptomes du mildiou ont été
prélevées. Celles-ci sont désinfectées dans I’eau de Javel 13° dilué a 30 % pendant 3 min
puis rincées dans 1’eau distillée stérile 3 fois. Les fragments de feuilles sont ensuite
déposeés sur les geloses Sabouraud et PDA additionnées d’antibiotiques. Des repiquages

successifs sont réalisés afin d’obtenir des cultures pures du microorganisme recherché.
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Figure 7. Fragments de feuilles de pomme de terre sur la gélose PDA/ Sabouraud.

c. Pomme de terre
Notre étude a portée sur la variété de pomme de terre Désiré G1 (Fig. 8). Les tubercules
ont été ramenés de I’institut National de la Recherche Agronomique, Sebaine —Tiaret
(Algérie), et plantés dans des pots sur un sol préalablement tamisé, afin d’¢liminer les

¢léments grossiers et d’assurer une granulométrie homogene puis autoclaveé.

Figure 8. Tubercules de pomme de terre utilisés.
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2.2. Méthode
2.2.1. Protocole expérimentale

Afin de réaliser notre expérimentation on a suivi le protocole décrit dans la figure 9:

P. infestans — Souches bactériennes
(préalablement isolés)

!

In vitro In vivo
Evaluation de I’activité antagoniste par Evaluation de I’activité antagoniste
confrontation directs sur boite de Petri. par irrigation racinaire sur des plants
de pomme de terre.

\_ )
e

Observations

Figure 9. Protocole expérimentale

2.2.2. Evaluation de ’activité antagoniste entre P. infestans et les bactéries isolées
a. Invitro
e Confrontation directe en boite de Petri
Afin d’évaluer I’interaction antagoniste entre P. infestans et les bactéries isolées, la
méthode décrite par Harir (2010) a été adoptée. Brievement, un disque du phytopathogéne
est mis au centre de la boite de Petri et deux disques du méme agent antagoniste sont mis
de part et d’autre de la boite de Petri préalablement coulée avec la gélose Sabouraud (Fig.
10). Une boite de Petri témoin contenant un disque de P. infestans au centre est préparée a
part. le tout est incubé a 25°C pendant 5 jours. Les résultats sont exprimés en taux
d’inhibition de I’agent phytopathogéne calculé par la formule :
I (%) = (Rtémoin — Rest)/ R1émoin x 100
Ou:

e | % : taux d’inhibition en %.
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¢ Rremoin : distance radiale maximale de croissance du phytopathogéne témoin.
e Rrest : Distance radiale de croissance du phytopathogéne sur une ligne en direction
de I’antagoniste.
* 11 est a noter qu’en plus de tester les souches bactériennes a part, des combinaisons de

souches ont été testées pour évaluer I’effet antagoniste du consortium.

Figure 10. Confrontation directe entre P. infestans et les bactéries.

b. Invivo

e Preéparation de la suspension de P. infestans
Une suspension de P. infestans a été préparée dans de I’eau distillée stérile et
homogénéisée a 1’aide d’un vortex.

e Préparation des suspensions bactériennes
Les souches bactériennes présentant un effet antagoniste contre P. infestans in vitro, sont
sélectionnées pour 1’essai in vivo. Des cultures de 48 h sont réalisées, par la suite des

suspensions dans 1’eau distillée sont préparées a partir de chaque souche retenue (Fig. 11).

Figure 11. Suspensions bactériennes préparées.
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e Application par irrigation racinaire sur des plants de pomme de terre
Les plants de pomme de terre ayant développés des feuilles sont utilisés dans ce travail.
Les pots (Fig. 12) contenant ces plants sont divisés en trois groupes, le premier groupe est
inoculé avec la suspension de P. infestans a part sur la partie aérienne et souterraine (Fig.
13). Le deuxiéme groupe contient des plants de pomme de terre inoculés chacun avec une
de chaque suspension bactérienne sur la partie souterraine (Fig. 14). Le dernier groupe est
inoculé par I’agent phytopathogéne puis par 1’agent antagoniste afin d’évaluer I’effet

antagoniste.

Figure 13. Inoculations du plant de pomme Figure 14. Inoculation des isolats
de terre par P. infestans sur les feuilles. bactériens sur la partie racinaire.
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3. Analyse statistique

Tous les essais sont répétés au moins trois fois. Les données ont fait I’objet d’une analyse
de la variance afin de déterminer la variation entre les différents antagonistes testés. La
comparaison entre les différents groupes est réalisée en utilisant le test Duncan. Les
différences significatives entre les moyennes sont déterminées au seuil de sécurité P <
0.05. Les résultats sont représentés graphiquement en tant que moyenne * écart type (page
23).
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1. Isolement de P. infestans

Apreés incubation des boites de Petri contenant les fragments des feuilles de pomme de terre
atteintes de mildiou sur gélose Sabouraud et PDA, un mycélium s’est développé a partir des
feuilles (Fig. 15). Celui-ci a été repiqué sur une autre boite contenant les mémes éléments et
ainsi de suite jusqu’a I’obtention d’une culture pure (Fig. 16). On remarque que 1’agent isolé
présente les caractéristiques morphologiques des oomycétes du genre Phytophthora a savoir
les colonies poussant de facon radiale compacte sans marges nettes, duveteuses et présentant
de courts hyphes aériens. Les observations microscopiques ont montré que 1’agent isolé
présente les caractéristiques morphologiques de I’espece P. infestans (Fig. 17). L'une des

principales caractéristiques morphologiques de ce genre sont les zoosporanges portés par des

branches sporangiophoriques peu différenciées des hyphes végétatifs (Nelson 2008).

Figure 15. Mycélium obtenu a partir Figure 16. Culture pure de P. infestans.

des feuilles de pomme de terre.
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Figure 17. Observation microscopique de Phytophtora infestans (Gx100).

2. Evaluation de I’activité antagoniste entre P. infestans et les bactéries isolées
a. Invitro
e Confrontation directe en boite de Petri
Sur les 18 isolats testés, les six présentant le meilleur effet antagoniste vis-a-vis P. infestans,
en termes de taux d’inhibition (en %) de la croissance mycélienne du phytopathogene, ont été
sélectionnes. Des combinaisons de deux souches et la combinaison de 1’ensemble des souches
sélectionnées (consortium) ont aussi été testées pour évaluer 1’effet antagoniste. Les résultats

sont représentés dans les figures 18 et 109.
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Consortium G1+g6 g1l+B3 G2+B4
Isolats bacterlens

Taux d'inhibition (%)

Figure 18. Taux d’inhibition (%) de P. infestans par les isolats bactériens testeés.

* Les lettres alphabétiques indiquent les groupes homogenes, ceux comportant les mémes lettres montrent
aucune différence significative.
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Témoin Consoium Témoin G2+B4

Figure 19. Confrontation directe entre les isolats bactériens et P. infestans.

On remarque gue toutes les souches bactériennes isolées ont présenté une activité antagoniste

vis-a-vis de P. infestans. L’antagonisme est observé par 1’arrét de la croissance du mycélium
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du phytopathogene en présence de 1’agent antagoniste. L’analyse statistique des résultats
obtenus montre une hétérogenéité faible dans les taux d’inhibition. En outre, la combinaison
de toutes les souches (consortium) semble étre le plus efficace avec un taux d’inhibition de la
croissance de 62,3 + 3.7 % alors que la souche G2 semble présenter le taux d’inhibition le
plus faible (22.4 + 3.7 %) comparée avec le reste des souches. Le reste des souches seules ou
en combinaison présente un effet inhibiteur qui ne differe pas de fagon significative entre
elles.

b. Invivo

e Application par irrigation racinaire sur des plants de pomme de terre

Aprés la réalisation des tests in vitro, les souches bactériennes isolées ont été également
testées in vivo, séparément puis en consortium, sur des plants de pomme de terre cultivés sous
des conditions contrdlées de laboratoire.
Des suspensions de P. infestans ont été appliquées sur des plantes saines de pomme de terre
pour servir comme contrdles aux autres plantes ayant subi un apport exogéne des suspensions
de souches antagonistes.
Malheureusement, aucun symptome n’a été observé sur les feuilles ni sur aucune autre partie
des plants de pomme de terre (Fig. 20) malgré que les conditions de propagation de ce
phytopathogene ont été presque toutes respectées surtout en ce qui concerne la température et
I’humidité. De ce fait, le travail n’a pas €té achevé pour permettre 1’évaluation de I’activité

antagoniste des souches bactériennes et 1’agent phytopathogéne in vivo.

Figure 20. Absence des symptémes du mildiou apres inoculation par P. infestans.
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Discussion

Cette étude a eu pour objectif d’évaluer 'impa& quelgques souches bactériennes
préalablement isolées a partir du solBuinfestansin vitro etin vivo.

Les résultats ont démontré que sur les dix-huitclses bactériennes testées, six ont
présenté les meilleurs taux d’inhibition de la ssaince deéP. infestans en culture sur
gélose Sabouraud. Ces bactéries semblent appateganre Bacillus.

En effet, la plupart des microorganismes isoléssduappartiennent au genre Bacillus.
Etant des organismes sporulant, ceux-ci présenteatforte résistance aux conditions
défavorables et constituent une forte proportiotadre du sol (Bouzerouata 2017).
Plusieurs études ont démontré que les bactériegedre Bacillus et Pseudomonas ainsi
que les champignons du genre Trichoderma possedest activités antagonistes
intéressantes vis-a-vis de plusieurs agents phtftoganes. Ainsi ils constitueraient
d’'importants agents de biocontrdle des maladiestaégs (Williams et Asher 1996 ; Daayf
et al. 2003 ; Essalmani et Lahlou 2004).

Les agents de biocontréle agissent a travers lduptmn d’agents antibiotigues ou de
métabolites a effets déléteres sur le phytopatl®aérsi que par la faculté d’accroitre ou
d’induire la résistance de la plante (Daayf eR803 ; Gupta et al. 2015 ; El Arbi 2016).
D’autres organismes peuvent contréler la croissates pathogénes par la compétition
pour les éléments nutritifs, comme par exemplecdmpétition pour le carbone et la
compétition pour le fer dont la biodisponibiliténdae sol est trés faible (Lemanceau et al.
2009).

Dayf et al. (2003) ont montré que certaines baesdelles qudacillus pumilus étaient des
inhibiteurs efficaces dB. infestans in vitro. Un des mécanismes par lesquels les bactéries
du genres Bacillus exercent un effet antagonistéagsroduction d’enzymes telles que la
chitinase dégradant la chitine ; le composant mgjda la membrane des phytopathogénes
fongiques (Said et al. 2009). Selon Bouzerouatd {R0les souches de Bacillus spp.
meésophiles sont capables de produire des lipopepti@ type fengycine et iturine, qui
permettent d’augmenter la résistance des plantegectes pathogénes. Ces substances
sont impliquées dans l'induction du phénomeéne disti@nce systémique.
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En outre, nous avons observé que la combinaisota detalité des souches testées a
montré un effet inhibiteur supérieur a celui desiches testées séparément ou en
combinaison deux a deux. Ceci suggere une synergre les différentes souches pour
limiter la croissance du pathogene. Des étudemontré que dans les milieux naturels les
communautés microbiennes exercent leurs activitegreupes ceci afin d’assurer leur
nutrition et leur défense et dans certains cas-cearnferent une protection aux plantes
contre les agents pathogenes. En effet, chaque dgdriocontréle exploite un ensemble
spécifigue de mécanismes pour éliminer les malades plantes et améliorer leurs
croissances. Ainsi il est possible de créer uneboaaison de ces agents avec de multiples
modes d’actions ce qui augmenterait la protecties plantes contre les phytopathogéenes
et permettrait la suppression de ces derniersfatiiement (Hussein et al. 2018). De plus,
l'utilisation de plusieurs antagonistes avec diffés modes d’actions peut améliorer
I'efficacité du biocontréle dans un large éverdailconditions environnementales (Johnson
2016). Des études ont rapporté l'utilisation deswotiums de bactéries des genres Bacillus
et Pseudomonas avec efficacité dans le contrélediue de certaines maladies végétales
(Kumar et Jagadeesh 2016).

Cependant, la relation entre deux agents de bidient’est pas toujours synergique, il
peut y avoir une action antagoniste entre ces ageok-mémes. Par exemples, la
combinaison des mycorhizes avec Trichoderma a dééome interaction négative des
uns sur les autres malgré gu’ils soient utilisésnime agents de biocontrdle contre
plusieurs phytopathogenes séparément (Hussein2018).

Lors de notre étude I'application &einfestans sur les plants de pomme de terre n’a donné
aucun résultat c’est-a-dire qu'aucun des symptoosactéristiques du mildiou n’est
apparu. Cela peut étre expliqué par des factegssalila plante tels que la résistance de la
varieté de pomme de terre étudiée "Désirée" ou g¢es facteurs lies a l'agent
phytopathogéne tels que les conditions du laboetoui n'ont pas favorisé son
développementoit les deux. Mis a part ces facteurs, lorsqaetanditions du milieu sont
favorables, I'évolution de I'épidémie dépend dgrdiasivité du pathogene et du systeme de
défense de la plante héte (Hammi 2003).

En ce qui est dé°. infestans, la température et I'humidité sont les facteurs paus
importants dont dépend son développement. L’intenaptimal de température favorisant
la formation des sporanges est compris entre 1&t°@2 °C. A 20 °C les sporanges

germent formant un hyphe en croissance alors q@a°’@ ou moins les sporanges
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produisent des zoospores mobiles. Si la tempérastea 26 °C ou plus, les hyphes
meurent en une semaine. Quant a I'humidité relafieptimum est de 100 % et d'un
minimum de 9 % pour la formation des sporangesk{Bir 2013). Ainsi, la période de
latence et la croissance du pathogene dépendestieiement de la température alors
qgue l'intensité de l'infection dépend de I'humiditst-a-dire que dans des conditions de
fraicheur et d’humidité la fructification sera aldamte alors que dans des conditions de
chaleurs et de sécheresse elle sera réduite (Ha608).

En ce qui concerne la plante, les facteurs affédtarsensibilité des cultivars face au
mildiou sont I'état des semences, la nutritionpletopériode, l'intensité lumineuse et la
présence d'autres pathogenes dans les plants. U3¢ lal densité de l'inoculum et la
méthode d'inoculation influencent remarquablemamésistance de la plante. Par ailleurs,
des études ont montré que la sévérité de la maladie avec I'age de la plante et des
feuilles (Hammi 2003).
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Conclusion et perspectives

Le mildiou provoqué paPhytophthora infestans est une maladie redoutable vis-a-vis des
Solanacées, principalement, la pomme de terre ldsnpertes en rendement de culture
peuvent atteindre les 90 %.

L’'objectif de cette étude a été de déterminer ¢eflntagoniste de quelques souches
bactériennes, préalablement démontrées ayant ah aftagoniste sur Phytophthora sp.,
sur l'agent du mildiouP. infestans in vitro. Par la suite, application des souches
bactériennes antagonistes par irrigation sur ldigpaacinaire des plants d&lanum
tuberosum L. infectés paPhytophtora infestans.

A lissu de ce travail, six souches ayant un imguatrteffet antagoniste contre I'agent du
mildiou P. infestans ont été sélectionnées. La combinaison de toutessdeiches en
consortium a démontré une efficacité supérieurell@ des souches utilisées seules dans
I'inhibition de la croissance de l'agent pathog@®equi suggére une synergie entre les
souches testées. Par ailleurs, I'applicationPdénfestans directement sur des plants de
pomme de terre n'a pas aboutit a 'apparition despgdmes de la maladie ce qui ne nous
a pas permis d’évaluer |'effet antagoniste des lsesibactériennes testénsitro.

Ce travail s’ajoute aux autres travaux concernanlutte biologique contre le mildiou
notamment en vue de son réle important dans le@endes maladies phytopathogénes et
la diminution des risques engendrés par I'util@aties agents chimiques.

L’étude approfondie de l'action de ces bactériasPsunfestans ainsi que les molécules
responsables de I'action antagoniste est a envisage

Par ailleurs, un vaste travail mériterait d'étrenénen expérimentamn situ le concept de
I'utilisation des bactéries antagonistes en combara Le développement d'un consortium
microbien basé sur leur compatibilité peut réddaepossibilité d'échec d'inoculants

microbiens potentiels dans la rhizosphére.
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