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INTRODUCTION

Introduction

La pomme de terre est originaire de I’Amérique du sud, elle est apparue sur les hauts
plateaux des Andes péruviennes et colombiennes, en suite elle arrivé en Europe en sixieme
siecle, elle a été cultivé en Algérie en dix-neuvieme siecle. (MINISTERE DU COMMERCE,
2013). C’est une plante herbacée, vivace par ces tubercules, mais cultivée en culture annuelle
le plus souvent (ROUSSELLE et al, 1996), clle est trés apprécié par les populations, son
potentiel de rendement est important d’un point de vue nutritionnel. Elle se classe parmi les
plantes a tubercules les plus nutritive avec une teneur énergétique élevée. Sa consommation
occupe la premiere place parmi les cultures maraichéres dominantes en Algérie et représente
87 Kg /habitant/an (AGENCE NATIONAL DE DEVELOPPEMENT ET DE
L’INVESTISSEMENT, 2013).

La pomme de terre est affrontée aux attaques parasitaires. Ainsi, elle peut contracter un
ensemble de maladies fongiques ou bactériennes qui affectent tout ou une partie de la plante
(Racines, tiges, feuilles, tubercules) pendant la phase de végétation et/ou pendant la phase de
conservation des tubercules. Les maladies présentent divers aspects, allant de la nécrose isolée
du systeme végétatif de l'altération superficielle a la pourriture destructive des tubercules. Elles
sont provoquées par des agents fongiques (le mildiou, le rhizoctone brun, la Galle argentée...)
et bactériens (la jambe noire, la pourriture molle...) trés différents a dissémination aérienne ou
tellurique (ITCF-ITPT, 1998). Les champignons phytopathogénes sont a I’origine des
maladies cryptogamiques et sont responsables de pres de la moitié des maladies connues a ce

jour chez les plantes cultivées (LEPOIVRE, 2003).

Les microorganismes pathogenes sont difficiles a controler car ils peuvent survivre dans
le sol pour de longues périodes (TSCHEN, 1985).Pour lutter contre ces maladies, 1’utilisation
illimitée de pesticides dans les sols peut entrainer la pollution de l'environnement, des eaux
souterraines et I’apparition de souches pathogénes résistantes. Une recherche sérieuse est
nécessaire pour identifier des méthodes alternatives pour la protection des végétaux, qui sont
moins dépendantes des produits chimiques et sont plus respectueuses de l'environnement

(PRAPAGDEE et al, 2008).

La lutte biologique, précisément par utilisation de micro-organismes bactériens est une
alternative trés prometteuse pour assurer une protection phytosanitaire performante de par

I’ubiquité naturelle des agents microbiologiques dans les écosystémes, leur grande variété, leur
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dissémination facile, leur spécificité d’action et aussi leur persistance dans 1’environnement

(IGNOFFO, 1970).

Selon STARNES et al., (1993), plus d’une centaine de bactéries ont ét¢ identifiées
comme ayant un potentiel d’utilisation en lutte biologique. Ces bactéries appartiennent surtout
a trois grandes familles qui sont les Bacillaceae, Enterobacter iaceae et Pseudomona

ceae(Greathead et al., 1994)

Les bactéries appartenant au genre Bacillus mésophile sont fréquemment utilisées dans
le processus de la lutte contre ces phytopathogénes, ce moyen alternatif de protection des
plantes par des antagonistes bactériens semble €tre une solution a la fois ¢élégante et
respectueuse de 1’environnement, elle répond aux exigences économiques et écologiques. Cette
forme de bioprotection permet de réduire et ou d’inhiber la croissance et le développement des

champignons phytopathogenes. (SAIDIET AL, 2009).

Dans le cadre d’une éventuelle lutte biologique, I’objectif globale de ce travail est
d’évaluerl’activité antifongique des trois souches bactérienne appartenant au genre Bacillus a
savoir : B1 de Bacillus thuringiensis, B10 de Bacillus cereuset BeN1 Bacillus thuringiensis,
vis a vis les espeéces de Fusarium roseom et Alternaria solani responsables respectivement de

la Fusariose et Alternariose de la pomme de terre dans la région de Bouira.
Ce travail est structuré en trois parties :

e Lapremicere partie représente des rappels bibliographiques sur la pomme de terre

et I’agent de contrdle biologique.
e La deuxiéme partie présente le matériel et les méthodes utilisées et les essais
réalisés,

e La troisiéme partie résultats obtenus et leurs interprétations et discussion.
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Chapitre I : Présentation de la plante hote Solanum tuberosum (Pomme de terre)

I.1.Origine

La pomme de terre est originaire de la cordillére des Andes dans le sud-ouest de
I'"Amérique du Sud ou son utilisation remonte a environ 8 000 ans. La pomme de terre a pris
naissance dans les pays andins et plus particulierement pres du littoral du Pérou, entre 8000 et
9000 ans avant JC. Les incas I’ont cultivé sous le nom de papa et elle porte toujours ce nom en
Amérique latine. Ainsi, la zone la plus riche en cette espece est le centre du Mexique
(ANONYME, 2000). Introduite en Europe vers la fin du XVle siecle a la suite de la découverte
de I’Amérique par les conquistadors espagnols, elle est aujourd’hui cultivée dans plus de 150

pays sous pratiquement toutes les latitudes habitées (GRISON, 1993).

I.2. Distribution actuelle de Solanum tuberosum
Les pommes de terre sont cultivées dans plus de 150 pays, principalement dans
'hémisphére nord. La distribution de cette culture s'étire en latitude de 45 ° Sa65° Net
marque deux pics, le plus important dans les zones tempérées, situées entre 45 et 57° N, qui
incluent I'Allemagne, la Pologne I'Ukraine et la Russie, et le deuxiéme dans les zones
subtropicales situées entre 23 et 34 © N, qui comprennent en particulier le bassin indo-

gangétique.

En 2013, la production mondiale de pommes de terre est estimée a 368,1 millions de
tonnes, pour une surface cultivée de 19,4 millions d’hectares, soit un rendement moyen de 18,9

tonnes par hectare (FAOSTAT, 2015).

1.3.Botanique
Solanum tuberosumest une espéce herbacée vivace par ces tubercules, qui est selon
ROUSSELLE et al, (1996) cultivée en culture annuelle. La plante comporte a la fois des tiges
aériennes et des tiges souterraines (DARPOUX et DEBELLEY, 1967).

1.3.1. Taxonomie

La pomme de terre (Solanum tuberosum) appartient a la famille des Solanacées, genre
Solanum(QUEZEL et SANTA, 1963). Elle comprend 1000 especes dont plus de 200 sont
tubéreuses (DORE et al., 2006; HAWKES, 1990). On pensait autrefois que la pomme de terre
¢tait issue d’une plante sauvage unique, I’espece S tuberosum. Selon ROUSSELLE et al
(1992), et DORE et al (2006), L’origine de la pomme de terre était plus complexe, ou les
botanistes on retrouvait parmi les ancétres des espeéces de pomme de terre cultivées, des plantes

sauvages différentes.
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D’apres BOUMIIK (1995),la position systématique de la pomme de terre est la suivante

e Embranchement : Angiospermes
e C(lasse : Dicotylédones

e Sous-classe : Gamopétales

e Ordre : Pol moniales

e Famille : Solanacées

e Genre :Solanum

o Espéce :Solanum tuberosum L

1.3.2. Variété de la pomme de terre

Les variétés de pomme de terre sont nombreuses, elles sont selon :
e La forme du tubercule
e La couleur de la peau et de la chair
e La durée de conservation
e Ladate de mise sur le marché
e La durée de culture

A partir de la couleur de la peau, on distingue : la variété a peau blanche ; ou on trouve
la Spunta, Fabula, Sigma, Sieglinde,... et les variétés a peau rouge est représenté par Désirée,

Kondor, Bintje, Hermes,... (BUFARES, 2012).

1.4.Morphologie de la plante hote
La plante est une espece herbacée vivace par ces tubercules, mais cultivée en culture
annuelle selon ROUSSELLE et al, (1996). La plante comporte a la fois des tiges aériennes et
des tiges souterraines (DARPOUX et DEBELLEY, 1967).

1.4.1. Description de I’Appareil aérien

L’appareil aérien est constitué d’une ou de plusieurs tiges principales et latérales
herbacées souvent ailées. Les feuilles sont alternes, composées imparipennées et comportent de
7 a 15 grandes folioles latérales primaires flanquées de folioles secondaires, de folioles

intercalaires et de foliolules se distinguant par leur mode d’insertion sur le rachis disposé en
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spirale (ROUSSELLE et al, 1996). Les fleurs sont souvent stériles. La production de fruit (baie

sphérique) est donc généralement rare.

1.4.2. Description de I’appareil souterrain

L’appareil souterrain est composé d’un tubercule mere desséché, les stolons (tiges
souterraines diagéotropes) qui portent des tubercules fils dans les régions subapicale ainsi que
des racines adventives (ROUSSELLE et al, 1996). Ce dernier est la partie la plus intéressante
de la plante, car on y trouve les tubercules qui donnent a la pomme de terre sa valeur alimentaire
(BOUFARES, 2012). Le tubercule représente environ 75 a 85 % de la maticre seche totale de
la plante (ROUSSELLE et al., 1996).

1.4.2.1.  Structure externe du tubercule
Le tubercule est une tige souterraine ou en y trouve la couronne a 1'extrémité apicale ou
se trouve le bourgeon terminal, par contre on y trouve du c6té proximal le point d’attache du
stolon et ’ombilic. Les yeux sont disposés régulierement sur le tubercule suivant une
phyllotaxie spiralée qui correspond a I’emplacement des bourgeons axillaires. Les lenticelles
qui parcourent la surface du tubercule jouent un réle essentiel dans la respiration du tubercule

(ROUSSELLE et al., 1996).

Lenticelles

Talon Couronne

Stolon /

Figure 1: Principaux organes extérieurs du tubercule de pomme de terre.

1.4.2.2.  Structure interne du tubercule
La coupe longitudinale d’un tubercule mature (Figure 2), montre ces défirent composant
de P’extérieur vers I’intérieur. On observe le périderme, le cortex ou parenchyme cortical,
I’anneau vasculaire composé de phloéme externe, de xyléme et de parenchyme vasculaire. On
peut également remarquer la zone périmédullaire ou parenchyme périmédullaire contenant le

phloéme interne et enfin, la moelle ou parenchyme médullaire (Figure 2) contiennent de grandes
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quantités de grains d’amidon qui différent par leur taille. (ROUSSELLE et al., 1996,
KECHID, 2005).

Couronne

F 4 \

/ 41—-—-—*""" Anneau vasculaire
1
/ «—
f-’ _,‘,1_ Cortex
r'll '
( < 1| Zone péri-médullaire
- - Moelle
|
b H\“\ Périderme
N /
\ /
\ y
\ ‘_—Ff . - .
= Point d’insertion
. , du stolon
Talon

Figure 2: Coupe longitudinale d'un tubercule de pomme de terre.
I.5. Exigences pédoclimatiques

I.5.1. La température

La croissance et la production des tubercules sont étroitement liées a la température et
au photopériodisme (BEKKARI, 1991). Les hautes températures stimulent la croissance des
tiges ; par contre les basses températures favorisent davantage la croissance du tubercule

(CHIBANE, 1995,BOUFARES, 2012).

La pomme de terre est trés sensible au gel. Le zéro de végétation est compris entre 6 et
8 °C. Les températures optimales de croissance des tubercules se situent aux alentours de 18°C
le jour et 12°C la nuit ; une température du sol supérieure a 25° c’est défavorable a la

tubérisation (BAMOUH, 1999).

1.5.2. Lumiere
La pomme de terre est une plante héliophile. Ses besoins en lumiére sont importants
surtout pendant la phase de croissance. Ce facteur est déterminant pour la photosynthese et la

richesse en fécule des tubercules (MOULE, 1972).
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En effet la lumicre intervient par son action photopériodique dans 1’induction de la

tubérisation et par son intensité dans 1’activité photosynthétique (COMBE, 1999).

Selon CHIBANE (1999)la croissance végétative de la pomme de terre est favorisée par
la longueur du jour ¢levée (14 a 18h), et une photopériode inférieure a 12 h favorise la

tubérisation. L’effet du jour long peut €tre atténué par les basses températures.

1.5.3. Pluviométrie

La culture de pomme de terre est exigeante en eau. Les besoins varient en fonction de la
durée du cycle végétatif (CORALINE et al, 2009).La pomme de terre demande une pluviométrie
réguliére et bien répartie de 500 a 600 mm d’eau au cours de son cycle végétatif. Elle ne supporte
ni un exces d'eau vers la fin de la tubérisation (les tubercules pourrissent facilement) ni la sécheresse
(formation de tubercules prématurés). Elle peut étre cultivée pendant la saison pluvieuse ou en

culture irriguée (MARTY, 1992).

1.5.4. L’humidité

Dans le cas d'une culture de pomme de terre ; 'humidité est considérée comme un
facteur limitant de la production, une humidité suffisante permet un développement le plus
normalement possible, une carence ou un déficit en humidité pourrait avoir des conséquences
vis-a-vis des rendements au niveau de la croissance et la tubérisation (ABD EL. MONAIM,

1999).

I.5.5. Lesol
La majorité des sols correspond a la culture de la pomme de terre & condition qu’ils
soient bien drainés et pas trop pierreux. Les sols préférés sont ceux qui sont profonds, fertiles

et meubles(BAMOUH, 1999).

La pomme de terreest une plante qui préfére les sols siliceux ou silico-
argileux, légers, profonds et assez frais . Elle s’approprie des terres acides dont le pH est assez
bas; 5,5a6. Iln’yaque les terrains tres argileux, froids et humides au printemps et en automne,

secs et compacts en €té€, ou trop calcaires qui ne lui conviennent pas (GAUTHIER, 1991).

La pomme de terre a besoin de sols profonds, sains, riches et bien drainés. Généralement,
elle se développe mieux dans des sols plus ou moins grossiér (texture sableuse ou sablo-limoneuse)
que dans des sols fins et battant (texture argileuse ou argilo-limoneuse) qui empéchent tout

grossissement de tubercule (BOUFARES,2012).
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1.6. Les maladies physiologiques

Plusieurs désordres physiologiques, dont l'origine n'est pas parasitaire, peuvent étre
provoqués par les conditions d'environnement et de nutrition défavorables. Ils sont parfois
associés a la présence d'agents pathogénes intervenant dans un deuxiéme temps, si les
conditions sont favorables. On peut observer des déformations du tubercule lie a une
augmentation de température. Les fortes chaleurs peuvent aussi provoquer le cceur noir et la
filosité des germes. Par contre la faible température (le gel) cause des brilures au niveau des
feuilles sur la végétation, et un blocage de la germination et du développement du tubercule qui
devient mou sur la partie gelée. L’exces de 1’eau et a des conditions de forte humidité du sol
favorisent un agrandissement des lenticelles sur les tubercules, qui déprécie l'aspect de la récolte
et favorise la pénétration d'agents de pourriture. L’apparition de cceur brun, cceur creux et des
taches de rouille, est li¢ a une sensibilité¢ variétale, conjuguée aux conditions climatiques

(MARCHAL, 1925).

(a) (b)

Figure 3: Maladie physiologique de pomme de terre. (a) cceur noir (manque d’oxygene), (b)
Rosissement de a chaire (lie a I’exposition a la lumiére, sol riche en azote ....etc).

1.7.Maladie lie aux agents pathogenes
La pomme de terre est exposée a un ensemble de maladies avec des aspects divers qui
affecte le systéme aérien et le systéme soutenir (racine, tige, feuilles, tubercules), ces maladies
sont a I’origine des infections fongiques ou bactériennes qui effectuent la totalité ou une partie

tubercules (MARCHAL, 1925).

1.7.1. Maladie bactérienne
1.7.1.1. Gales communes

La gale est provoquée par des bactéries appartenant au genre Streptomyces. On distingue

deux principales formes de gale commune (pustule et liége) ayant des caractéristiques tres
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différentes : agent causal, conditions climatiques de développement, sensibilité variétale, ce qui

les considérer comme deux maladies différentes (BENCHEIKH et SETTI, 2007).

a. La gale commune en relief ou en pustules
C’est une infection provoquée notamment par Strep-tomyces scabies mais aussi par
d'autres especes (S. europaeiscabies, S. stelliscabies...). L'optimum thermique de ces espéces

se situe autour de 19 a 24 °C (SELBIR, 2003).

b. La gale plate ou en liege
C’est une maladie provoquée en particulier par Streptomyces reticuliscabies (et
certaines souches de S. europaeiscabies) et a un optimum thermique de 13 a 17 °C. A l'inverse
de la gale en relief (figure 4), la gale liégeuse est favorisée par les conditions humides et

provoque des nécroses sur le systeme racinaire (SELBIR, 2003).

(a) (b)

Figure 4: (a) Gale en pustules ou en relief, (b) Gale en licge (IRDA, 2000).

1.7.1.2. La jambe noire
La manifestation de la maladie de la jambe noire est causée par la
bactérie Erwiniacarotovora subsp. Atroseptica (VAN HALL,1902, DYE, 1969), dont le
développement est favorisé par un climat frais et humide (figure 5). Elle peut aussi étre
provoquée par les bactéries Erwinia carotovora subsp. carotovora et Erwinia chrysanthemi.

Les attaques précoces du parasite peuvent faire pourrir les tubercules-meres (RAP, 2017).
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Figure 5: manifestation de la maladie de la jambe noire (RAP, 2017).
1.7.2. Les maladies virales
L.7.2.1. VirusY
Est un potyvirus transmis par des pucerons, provoque des taches nécrotiques noires sur

les nervures des feuilles, les feuilles deviennent cassantes (ALALLA et al., 2014, INPV, 2011).

1.7.2.2.  Virus X
Se transmis de fagon mécanique (par contact), provoque des symptomes faciles a
distinguer (apparition de mosaiques limitées par les nervures) (ALALLA et al., 2014, INPV,
2011).

1.7.23. VirusM
Il est transmis par les pucerons selon un mode non persistant correspondant
I’enroulement mou des feuilles, une ondulation des bords et la formation de taches en mosaique

(ALALLA et al., 2014, INPV, 2011).

1.7.3. Les maladies cryptogamiques
1.7.3.1. Mildiou de la pomme de terre

Provoqué par un Champignon Phytophthora infestant se transmet par le vent. Elle se
manifeste par une apparition de petites taches brunes entourées d'un halo jaune sur la face
supérieur des feuilles (Figure 6), le desséchement conduit rapidement a la destruction des
feuilles sur les tiges et sur le tubercule des taches au conteur mal défini, de couleur brune ou

gris bleuatre (BENINAL et al., 2009).
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Figure 6: Manifestation de la maladie de mildiou de pomme de terre.

1.7.3.2.  Rhizoctone Brun
Provoqué par un champignon Rizoctonia solani se développe a partir des sclérotes noirs

fixés sur le tuberculemere ou présents dans le sol (AIT OUADA et al., 2008).

Elle se manifeste par des levées irrégulieres ou tardives des plants, les radicelles
présentent des taches brunes profondes. Le rhizoctone se traduit par un enroulement et un
jaunissement de feuillages ; le tubercule contaminé porte a la surface de petits amas noirs tres

durs (Sclérotes) (Figure 7) (SELBIR, 2003).

Figure 7: manifestation de Rhizoctone Brun.

1.7.3.3.  Alternariose
Provoqué par les champignons Alternaria solani et Alternaria alternata, se transmet par
le vent et la pluie (ISSYAKHAM, 2008). Il y aura formation des taches nécrotiques, bien
délimitées, de taille variable, situées sur les feuilles du bas et des pourritures brunes a noirestres

séches sur les tubercules (figure 8) (GAUCHER, 1998).

11

——
 —



Chapitre I : Présentation de la plante hote Solanum tuberosum (Pomme de terre)

Figure 8: manifestation de 1'Alternariose.

1.7.3.4.  Fusariose (la pourriture séche)

Elle est provoquée par des champignons du genre Fusarium (Fusarium roseum var.
sambucinum et Fusarium solani var. coeruleum) ; le tubercule et la terre contaminés sont les
vecteurs de propagation de ces champignons. Dans ce cas les tissus touchés brunissent et
dépriment présente des sites concentriques, sur le tubercule, la coupe de tubercule montre une

pourriture marron qui se développe vers I’intérieur (TIVOLI et al., 1989).

Figure 9: manifestation de la fusariose.

1.7.3.5.  Verticilliose
Deux champignons de genre Verticillium qui sont responsables de la maladie de la
verticilliose de la pomme de terre (Verticillium dahliae et Verticillium alboatrum) qui provient
du sol, de I’eau d’irrigation ou de ruissellement. Se manifeste par le jaunissement des feuilles
suivi par flétrissement du feuillage qui se généralise a I’ensemble de la plante, les feuilles
tombent ou restent fixées a la tige qui conserve une couleur verte ; sur les tiges mortes ; la

présence de petites sclérotes noirs ou de mycélium suivant I’espéce de champignon et sur les
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tubercules on note des taches brunes au niveau de I’anneau vasculaire ( figure 10) (NAIKA et

al., 2005).

Figure 10: manifestation de la verticilliose.

1.8.Les ravageurs
I.8.1. Les insectes
1.8.1.1. Doryphore

Le Doryphore est un petit coléoptere de 10 a 12 mm, jaune rougeatre avec plusieurs
taches noires sur le thorax et cinq bandes noires sur les €lytres. L'adulte pond des ceufs de
couleur jaune orangé en amas sur la face inférieure des feuilles. La larve, 1égérement incurvée
et de couleur rouge-orangé, porte une double rangée de taches noires sur le coté de I'abdomen.
Les adultes hivernent dans le sol (20 a 30 cm) et remontent a la fin du printemps pour
consommer les premiéres pousses de pomme de terre et parfois méme I'épiderme des tiges
(figure 11). Ils sont alors trés nuisibles en raison de leur voracité et du fait qu'ils peuvent
consommer la totalité du feuillage. Les larves commencent a dévorer les feuilles qui les portent
puis celles voisines jusqu'au sommet de la plante. Leur consommation est trés importante et
rapide. En cas de forte infestation, la plante défoliée ne peut plus assurer le grossissement des

tubercules : la diminution de rendement peut étre tres importante (LAMBERT, 1996).

Figure 11: Doryphore(INRA)
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1.8.1.2. Taupin
Le taupin est un petit coléoptere a une taille comprise entre 5 et 20 mm de longueur et
une couleur variant du jaune brillant au brun noiratre (figure 12). Le cycle évolutif s'étale sur

4-5 ans sauf Agriotes sordidus dont la larve peut se développer en une année (LESEIGNEUR,
1972).

Les insectes ont peu d'action sur le développement végétatif de la pomme de terre ; par
contre, ils se nourrissent de la chair des tubercules en y pergant des galeries, nuisant a la

présentation de la pomme de terre (figure 13) (IRDA, 2000).

Figure 13: pomme de terre infestée par le taupin (ITAB, 2006).

1.8.1.3. Teigne
La teigne de la pomme de terrePhtorimaea operculella(figure 14) est un parasite

important dans les régions chaudes notamment sur le pourtour méditerranéen(ZELLER, 1873).

L’infection par cet insecte se manifeste par desdégats important sur les feuilles et les
pétioles par perforations et forage de mines pouvant affaiblir les plantes. Feutrage gris en
surface. Par contre sur le tubercule, les chenilles creusent des galeries superficielles tapissées

de fil de soie et les excréments noiratres sont rejetés vers l'extérieur. D'autres pathogenes

14
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peuvent s'installer dans ces galeries et entrainer des pourritures de tubercules (figure 15)

(HAMDANT, 2008).

Figure 15: Pomme de terre infestée par Teigne
1.8.1.4. Les nématodes
a. Les nématodes a kyste

Ce sont des Nématodes ou vers de trés petite taille (< 1 mm) visibles a 1'ceil nu pendant
la végétation sous forme de petites boules (kystes) attachées aux racines de la plante (figure
16). La couleur de ces kystes est d'abord jaune chez Globodera rostochiensis,blanche
chez Globodera pallida avant de brunir (LANGESLAG et al., 1982, ROBINSON et al.,
1987).

Pendant la période de végétation, la présence de nématodes a kystes sur la parcelle se
traduit par l'observation de foyers, ou zones plus ou moins circulaires, a végétation faible.
L'observation de plantes arrachées dans ces foyers pendant la tubérisation montre sur le systéme
radiculaire la présence des femelles blanches ou jaunes et de kystes bruns (ROBINSON et al.,

1987, ITAB, 2006).
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Figure 16: les kystes des nématodes (ITAB,2006).

b. Nématodes a galle
Les nématodes a galle provoquent des dégats sur pomme de terre qui se traduise par la
baisse de rendement, déformations externes, nécroses internes. Certaines especes
de Meloidogyne sont trés courantes en pays chauds, depuis le pourtour méditerranéen jusqu'aux
tropiques : M. arenaria, M. javanica, M. incognita. D'autres sont plus adaptées aux conditions

méditerranéennes et tempérées : M. hapla, M. chitwoodi et M. fallax INGHAM et al., 1985).

Ces nématodes sont transmis par les tubercules de pomme de terre, avec ou sans
symptomes, et par toute plante enracinée (tomate, laitue, etc). Ils sont extrémement polyphages
et se développent sur de nombreuses cultures (betterave, carotte, céréales, ray-grass, colza...) et
mauvaises herbes (morelle...). Les plantes touchées sans caractériser par un nanisme, présence
des galles sur les racines, et des tubercules avec des galles lisse ressemblant a des pustules de
gale commune (figure 17).A I'intérieur des tubercules, on peut observer sous I'¢piderme des
petites masses blanchatres gélatineuses et translucides qui sont les femelles de nématodes et
leurs masses d'ceufs adhérentes.Les symptomes peuvent évoluer ultérieurement en taches

rougeatres internes (INGHAM et al., 1985, ITAB, 2006).

Figure 17: Pomme de terre infesté par des nématodes a galle (ITAB, 2006).
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c. Nématodes libre
Ce sont des Nématodes ou vers de trés petite taille, ne formant pas de kystes, donc
invisibles a l'oeil nu tout au long de leur cycle de développement. Il s'agit d'espéces tres
polyphages se développant sur de nombreuses plantes cultivées et adventices, monocotylédones

ou dicotylédones (BLANCHARD, 2006).

Ditylenchus dipsaci se développe sur les feuilles, tiges et tubercules de la plante. La
croissance du végétal est réduite et les tubercules attaqués présentent des taches brunes.
Ditylenchus destructor se manifeste exclusivement sur les parties souterraines de la plante. Il
pénetre directement dans le tubercule a partir des stolons, des lenticelles et des yeux. Aucun
symptdome n'est visible pendant la période de végétation. A la récolte, des 1ésions apparaissent

sur le tubercule sous forme de petites taches brunes parfois étoilées (figure 18) (IRDA, 2006).

Figure 18: 1¢sion causée aprés la pénétration du nématode libre (IRDA, 2000).

En coupe, les tissus sous-jacents apparaissent granuleux et spongieux. Les taches

grandissent et I'évolution finale se traduit par une momification du tubercule (figure 19).

Figure 19: Début de momification du tubercule (IRDA, 2000).
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1.9. Méthodes de lutte contre les maladies de pomme de terre

1.9.1. Lutte chimique

La lutte chimique consiste essentiellement a 1’utilisation molécules chimiques différent
pour I’élimination des multiples agents pathogenes, tels que les fongicides, pesticide et
insecticide, qui doit étre utilisé selon les précautions d’emploi. Il existe différents modes

d’action de ces produits ; par contact, pénétration, diffusion ou par systémie.

L’utilisation de produits phytosanitaires pour lutter contre les maladies des cultures
présentent des impacts sur I’environnement et sur la santé humaine, comme il engendre une
résistance de certains agents pathogénes. Par conséquent, les chercheurs ont développé des
méthodes alternatives pour lutter contre les maladies des plantes, en utilisant des techniques
biologiques pour avoir une lutte biologique qui préservent le nature et la santé humaine

(TRAPERO et al., 2011).

1.9.2. Méthodes culturales
Plusieurs techniques culturales réduisent le risque des maladies avant ou pendant

I’implantation de la culture (MAUFRAS, 2001, HOSFORD, 2012) :
eEviter les semis précoces et trop denses.

e Assurer un désherbage permettant d’éliminer les mauvaises herbes qui entretiennent

un microclimat humide qui pourrait étre un foyer de germes pathogeénes.
eEliminer les repousses de plantes.
e Respecter les assolements et les rotations

eune bonne fertilisation azotée peut également réduire les attaques des maladies foliaires

(MAUFRAS, 2001. HOSFORD, 2012).

1.9.3. La lutte biologique

La lutte biologique consiste a utiliser des organismes vivants pour prévenir ou réduire
les dégats causés par des ravageurs (OILB-SROP, 1973).L'agent de lutte (ou auxiliaire) peut
étre un parasitoide, un prédateur, un agent pathogeéne (champignon, bactérie, virus, ou

protozoaire), ou un concurrent du bioagresseur vis¢é (JOURDHEUIL et al, 1991).

On distingue classiquement trois types de lutte biologique : La lutte biologique
classique, ou lutte par introduction-acclimatation, consiste a introduire une nouvelle espece

dans un environnement afin de controler les populations d’un ennemi des cultures ;La lutte
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biologique augmentative consiste a augmenter la taille des populations d’ennemis naturels, soit
par des lachers massifs (lutte inondative) ou par lachers en petite quantité, I’auxiliaire devant
s’établir, se multiplier et coloniser une zone donnée (lutte inoculative) ; La manipulation
environnementale permet de favoriser les effets bénéfiques des espéces indigenes d’ennemis

naturels (FERRON, 2000, BOIVIN, 2001).

Les auxiliaires utilisés sont le plus souvent des insectes entomophages ou
des acariens entomophages ou parasites.De nos jours, la lutte biologique utilisant le potentiel
antagoniste naturel des bactériescontre les pathogeénes,Ces microorganismes produisent des
métabolites secondaires antifongiques qui inhibent la croissance et le métabolisme des agents
pathogenes. L'application de cette méthode présente un avantage par rapport a 1’utilisation des
fongicides synthétiques agents, a savoir : 1’absence de résidus toxiques, respectueuse

del'environnement, durable, efficace, facile a appliquer (BONATERRA et al., 2012).

Les agents antagonistes utilisés pour lutter contre les champignons pathogenes
appartiennent a plusieurs groupes taxonomiques, notamment les champignons tels que
Trichoderma virens (DAVET ,1996), et lesbactéries telles que Pseudomonas spet Bacillus sp
(MERCADO-BLANCO et al., 2004), et

1.10. Bacillus spp

Le genre est 1'un des genres les plus courants de bactéries libres présentes dans le sol,
c’un est hétérogene, aéro anaérobie facultatif a Gram positif, formant des spores, mobiles, C’est
l'ensemble des micro-organismes aptes a se multiplier a l'air aux températures moyennes, plus
précisément ceux dont la température optimale de croissance est située entre 20 et 40°C. Ils
peuvent étre des micro-organismes pathogeénes ou d'altération (BOUGEOIS ET LEVEAU,
2006). On le retrouve dans les couches les plus superficielles aux plus profondes et il colonise
la rhizosphere des plantes. Il a ét¢ démontré que ces bactéries ont une large distribution dans
toutes les régions géographiques de la plancte, atteignant environ 24% du total des bactéries
isolées dans le sol (LOPEZ-ESCUDERO ET MERCADO-BLANCO, 2010). Ces especes
sont largement utilisées dans la lutte biologique contre les microorganismes phytopathogénes.

(ORBERARATON et al., 2005).

1.10.1. Classification du genre Bacillus
Le genre Bacillus a été signalé pour la premiere fois par COHN (1872), qui l'a décrit

comme une bactérie produisant des endospores résistantes a la chaleur.

Selon MAUGHAN ET VAN DER AUWERA (2011), les especes de Bacillus appartiennent au :
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e Régne : Bacteria.

e Embranchement : Firmicutes.
e C(lasse : Bacilli.

¢ Ordre : Bacillales.

e Famille : Bacillaceae.

e Genre : Bacillus.

Actuellement, ce genre comprend plus de 336 espéces qui en raison de leur similitude
génétique peuvent étre classées dans différents groupes dont les plus importants sont les

suivants :

Le groupe de B. cereus, qui comprend B. cereus, B. anthracisetB.thuringiensis et les
bacilles de I'environnement, qui sont typiquement présents dans différents habitats, comme le
groupe de Bacillus subtilis ; composé de B. subtilis, B.licheniformisetB.pumilus etle groupe de

B. clausii-halodurans (ALCARAZ et al., 2010 ).

1.10.2. L’utilisation de genre Bacillus dans lalutte biologique

Plusieurs especes du genre Bacillus sont avérée avoir une activité antagoniste contre
divers microorganismes phytopathogénes dans les cultures agricoles, comme le mais, le riz, les
arbres fruitiers (WANG et al., 2014 ; LI et al., 2015). En effet différents espéces du genre
Bacillus sont efficaces dans le biocontrole de divers champignons phytopathogenes
(WILLIAMS ET ASHER, 1996 ; LANDA et al., 1997 ; COMMAREget al., 2002 ; SWAIN
ET RAY, 2006). Ce biocontrole est établi par plusieurs mécanismes dont : la sécrétion
d'antibiotiques, les sidérophores, les enzymes lytiques, les toxines et la résistance systémique

de la plante (ISR) (LAYTONet al., 2011 ; TEJERA-HERNANDEZ et al., 2011).

Les especes de Bacillus productrices d’antibiotiques sont B. subtilis, B. polymyxa,
B.brevis, B. licheniformis, B. circulans, B. cereus. Les antibiotiques polypeptidiques produits
par Bacillus les plus utilisés dans les traitements médicaux sont la bacitracine, la gramycidine
S, les polymyxines, la tyrotricidine (MORIKAWAet al.,, 1992 ; PEREZ et al., 1993 ;
DRABLOSet al., 1999). IIs ont un large spectre d’action et sont utilisés comme agents
antifongiques (MILNERet al., 1995).

La plupart de ces Bacillus ont été capables d’inhiber la croissance de Fusarium

oxysporum efficacement in vitro. D’autres pathogénes parmi le F. oxysporum dont F.o.ciciris,
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F.o. phasioli et F.o. melonis sont inhibés par des isolats de Bacillus spp. de la rhizosphére du

pois chiche (LANDA et al., 1997).

La souche Bacillus creuse UW85 a la capacité de réduire les maladie des plantes causée
par les Oomycetes (HANDELSMANE ET STABB, 1996), grace a la production des
antibiotiques Zwittermicine et Kanozamines (MILNER et al., 1996).

Selon PEREZA et al (1993), une activité antifongique est connue pour les Bacilles spp
mésophiles, En effet ils sont capables d’inhiber la croissance des champignons

phytopathogénes Fusarium oxysporum, Rhizoctonia ozyzae,Aspergellus niger.
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I1. Matériels et Méthodes

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire d’Agronomie dudépartementdes
sciences agronomiques de ’université Akli Mohand Olhadj de Bouira, dans un intervalle de
temps entre mai et juillet 2019. Il consiste a évaluer 1’activité antifongique des trois souches
bactérienne B1 de Bacillus thuringiensis, B10 de Bacillus cereuset BeN1 Bacillus
thuringiensissur les espéces de Fusariumet d’Alternariaresponsables respectivement de la
Fusariose et Alternariose de la pomme de terre dans la région de Bouira, dans le cadre d’une

éventuelle lutte biologique.

Pour notre approche on a eu recours a I’utilisation des partie de plantes de pomme de
terre (tige, feuilles) présentant les symptomes de fusariose et alternariose,apartir desquels on a
isolé et purifi¢ les souches fongique. L’isolement a été suivi par les teste antifongiques pour

évaluer I’activité anti fongique des bactéries.

I1.1. Présentation de la zone d’étude
I1.1.1. Situation géographique de la région d’étude

Le secteur ¢étudié, la wilaya de Bouira se situe dans la région Centre Nord du pays au
sud-est d’Alger. Elle s’étend sur une superficie de 4454 km?. La wilaya de Bouira est délimitée
au nord par les wilayas de Boumerdes et Tizi-Ouzou a l'est par les wilayas de Bejaia et Bordj
bouarreridj, au sud par les wilayas de M’sila et Médéa, a I’ouest par les wilayas de Médéa et de

Blida (DSA, 2018).

La grande chaine du Djurdjura d'une part et les monts de Dirah d'autre part, encadrent

la wilaya qui s'ouvre de 1'Ouest vers 1'Est sur la vallée de la Soummam (DSA, 2018).

I1.1.2. Occupation du sol

Le sol de cette zone est caractérisé par des terres a hautes potentialités agricoles.La
végétation dans la région est représentée par les buissons et certaines plantes sauvages qui
jalonnent les cours d’eau. La vocation agricole qui caractérise la plaine du Sahel est en relation
directe avec la disponibilité en eau. En effet, la culture maraichére est développée a proximité
des points d’eau. Les zones sans points d’eau sont cultivées en Céréales ou en culture
fourrageres. Les oliviers sont plantés sur des surfaces réduites appartenant a des propriétés

privées (figure 20).

L'agriculture constitue la vocation prédominante de l'activité économique de la wilaya
avec unesuperficie agricole totale de 291.423 ha dont 178.998 ha de surface utile a 'agriculture,

soit 61% de lasuperficie agricole totale (DSA, 2018).
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Figure 20: Carte d’occupation de sol de la wilaya(DSA de Bouira).
I1.1.3. Hydrologie
Dans le plateau de Bouira, il existe deux nappes superposées, I’une phréatique formées
par des alluvions récentes peu épaisses, de 0a8 m de profondeur. La deuxiéme, plus importantes,
est la nappe des poudingues, de graviers, et d’argiles brunes. Les argiles sont généralement
parsemées de graviers, donc il s’agit d’une formation semi-perméable. Selon la DSA, 2018 la

wilaya de Bouira s’étend du point de vue hydrographique sur quatre (04) bassins versants :
v Soummam: 2 240 km?.
v’ Isser: 1 166 km?.

v" Hodna: 675 km?.
v' Hamiz: 56 km?.

I1.1.4. Climatologie

Le climat représente un des facteurs du milieu les plus importants (BRAQUE, 1988).
En effet, il est utile de connaitre les quantités des précipitations, les températures, les différents
facteurs climatiques (gelée, neige, vent) et la durée de la saison séche, pour avoir une idée

précise sur le climat de la région.
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II.1.4.1. Précipitations et variations pluviométriques
Plusieurs auteurs montrent que la pluviométrie en Algérie est sous I’influence des
facteurs géographiques, I’altitude, la longitude et I’exposition. La pluviométrie augmente avec
I’altitude, elle est moins importante sur le versant sud que sur le versant nord qui est plus exposé
au vent humide (QUEZEL, 1957).

Tableau 1: Les Précipitations moyennes mensuelles et annuelles a la station de Bouira (2009/
2017).
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D’apres les données climatiques que nous disposons, la précipitation moyenne annuelle
est de I’ordre de 529,22 mm (Tableau 1).Au niveau de Bouira. On constate que les mois les

pluspluvieux sont janvier, février et mars (Figure 12).
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Figure 21: Diagramme des Précipitations a la station de Bouira (2009/ 2017).

I1.1.5. Température

La température est un facteur écologique limitant. Elle controle I’ensemble des
phénomeénes métaboliques et conditionne de ce fait, la répartition des espéces dans la biosphere
(Ramade, 1984). La caractérisation de la température en un lieu donné se fait généralement a
partir de la connaissance des variables suivantes : Température moyenne mensuelle (T),

Température maximale (M) et la Température minimale (m).

Les relevés moyens mensuels des températures ont été enregistrés sur une période de

08ans (2009-2017), par la station de Bouira. Les températures ambiantes ont été mesurées a
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I’aide de thermomeétre a minima et a maxima. Les moyennes mensuelles et annuelles

correspondant a la période d’observation sont représentés dans le tableau 2.

Tableau 2: Températures moyennes mensuelles et annuelles a la station de Bouira (2009-
2017).
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La température moyenne annuelle est de I’ordre de 16.93 °C. On constate que les mois
les plus chauds sont juillet et aolit avec une température de 27.95°C en raison des courants

chauds provenant du Sud. Les mois froids sont décembre, janvier et février (Figure 22).
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Figure 22: Températures moyenne mensuelles et annuelles a la station de Bouira (2009-
2017).

I1.1.6. Synthéses bioclimatiques

Nous avons retenu les deux indices les plus utilisés en région méditerranéenne. La
période séche est déterminée par le diagramme ombrothérmique de BAGNAULS &
GAUSSEN (1957) et le climagramme associé¢ au quotient pluviométrique d’Emberger. Cette
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synthése bioclimatique permet d’expliquer la répartition biogéographique des étres vivants dans

leurs milieux.

II.1.6.1. Diagramme ombrothermique de Bagnouls & Gaussen
Selon BAGNOULS &GAUSSEN (1953), un mois sec est celui ou le total des
précipitations (mm) est inférieur ou égal au double de la température (°C), soit P<2T. Le
diagramme réalisé pour la zone d’étude montre que la période séche s’étale sur une période de

six mois, du mois de mai jusqu’au mois de septembre (Figure 23).

La figure 12, représente la courbe ombrothermique de la région de Bouira, station pour

laquelle, nous disposons des données thermiques et pluviométriques.
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Figure 23: Diagramme Ombrothermique de Bagnouls & Gaussen pour la station de Bouira.

I1.1.7. Quotient pluviothermique d’Emberger

Pour caractériser un climat, EMBERGER (1952), a établi un quotient pluviothermique,
simplifié par STEWART (1969 IN MEDDOUR, 2010), dont I’expression est la suivante :.

Ce quotient a été formulé de la fagon suivante :

343
(22 - (1»1 _ 171)

e P : Précipitations annuelles en mm (= 529,22 mm)
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e M : Moyenne des maximas du mois le plus chaud (=27,95 °C)
¢ m : Moyenne des minima du mois le plus froid (=8,4 °C)

L’indice Q.n’est pas utilisé seul, EMBERGER (1936) a combiné sur un climagramme,
les températures moyennes minimales (m) en abscisse et le quotient pluviométrique (Qz) en
ordonnée pour définir les étages bioclimatiques (Ambiances bioclimatiques). Le tableau 3, ci-

dessous, résume I’ensemble des zones bioclimatiques définies pour la région méditerranéenne.

Tableau 3: Zones bioclimatiques selon EMBERGER (1952).

Zone bioclimatique Quotient pluviothermique (Qz) P (Précipitations, mm)
Saharienne Q:<10 P <100

Ande 10 < Q=45 100 = P =400
Semi-aride 45 < Q<70 400 =P =600
Sub-humide 70 = Q=110 600 <P <800

Humide 110=Q2=150 800 <P <1200
Per-humide Supérieur a 150 Supérieur a 1200

En se basant sur les valeurs des précipitations et des températures, nous avons estimeé le
Q2de Bouira qui est de 92,85. A 1’aide de cette valeur, nous avons représenté I’aire

correspondant a la zone d’étude sur le climagramme (Figure 24).

Ainsi, la région de Bouira serait dans une ambiance bioclimatique sub-humide a hiver
chaud (Q2 = 92.85 et m = 8.4 °C). Dans le Tableau 5, nous reprenons les différents sous

¢tages bioclimatiques retenus par Daget & David (1982).

Tableau 4: Sous étages bioclimatiques d’aprés Daget & David (1982).

Variante a hiver Valeur de m Variante a hiver Valeur de m
Glacial m=-10 Tempére +3<m=45
Extrémement frond -10=m=-7 Doux 45 <m=7
Tres froad -T=m=-3 Chaud 7T<=m=10
Froad 3=m=0 Trés chaud =10

Frais 0 =m<3
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Figure 24: Situation bioclimatique de la station de Bouira sur le climagramme d'Emberger.

I1.2. Etude microbiologique
Le diagnostic microbiologique et mycologique représente un outil indispensable en
phytopathologie. Il est applicable a différents niveaux d’une maladie avec différentes

approches.

La microbiologie a un role dans détermination de la structure, la physiologie, le
métabolisme, la pathogenese, ainsi que la génétique et I'écologie des microorganismes, par
contre la Mycologie permet d’étudier et de mieux comprendre la diversité et le role des
champignons dans la fruiticulture et la culture maraichére afin de pouvoir appliquer leurs effets
positifs pour une agriculture respectueuse de Il'environnement. Ce qui ¢labore le
phytodiagnostique qui consiste en la détection, l'identification et la caractérisation des agents
pathogenes des plantes (virus, bactéries, champignons) et constitue un enjeu important pour la

maitrise et le contrdle des maladies infectieuses des variétés végétales cultivées.

I1.2.1. Analyse mycologique
I1.2.1.1. Echantillonnage

Plusieurs prélévements sur la plante de pomme de terre (Tubercule, Feuille) sont

effectués au niveau de chaque exploitation sera effectué.

Les échantillons de la pomme de terre sont placés dans des sachets en plastique,
étiquetés puis ramenés au laboratoire. Une fois au laboratoire, les isolements sont réalisés le

méme jour.
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I1.2.1.2. Dénombrement de la flore fongique
a. Isolement

L’isolement est réalis¢ a partir de fragments des feuilles et de tiges présentant les
symptomes caractéristiques de chaque maladie. La méthode est réalisée dans des conditions
aseptiques,les échantillons prélevés ont été découpés et immergés pendant 2 min dans
I’hypochlorite de sodium a 2% pour ¢éliminer la flore saprophyte superficielles puis rincés trois
fois dans de I’eau distillée stérile. C’est dernier ont été par la suite séchés sur du papier-filtre
stérile avant d’étre déposés sur milieu gélose PDA coulé en boites de Pétri stériles. Les boites
sont scellées avec du parafilme puis incubées a 1’obscurité a une température de 25+ 1

°C(Figure 25).

Figure 25: Isolement sur milieu PDA (Original, 2019).

e Isolement par dilution

Les isolats obtenus présentent parfois des variations culturales (BOOTH, 1971 ;
BOISSON ET LAHLOU, 1983), par conséquent afin d’obtenir des isolats homogénes, nous
avons utilisé la technique de la culture monospore (RAPPILY, 1968).

Cette technique repose sur la réalisation des dilutionsapartir d’une solution mere, cette
derniére est préparée en prélevant un fragment du champignon a partir d’une culture agée, est
le metre dans un tube contenant 9ml d’eau distillée stérile. Apres agitation, 1 ml de la suspension
est introduit dans 9ml d’eau distillée, 1’opération est répétée autant de fois jusqu’a la dilution
voulue. Iml de suspension fongique de chaque dilution est prélevé a 1’aide d’une micropipette
stérile, puis étalée sur une boite Pétri contenant un milieu PDA (figure 26). Les boites sont

mises a incuber a 25+1°C, en obscurit¢ (BOUZNAD, 1989).
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Figure 26: Isolement par dilution.

b. Purification
La purification est réalisée par transfert des colonies développées sur des boites
contenant le milieu de culture PDA. Ce dernier se considére comme un milieu favorable de
développement rapide des champignons, ainsi qu’a la production des spores (BOTTON et al.,

1990).

Aprées 4jours d’incubation, des implants sont découpés a 1’anse a partir du bord de
colonie puis transférés individuellement sur une nouvelle boite de Pétri contenant du milieu

PDA (Figure 27).

Figure 27: Milieux PDA pour la purification (Original, 2019).
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c. Identification des moisissures
Une fois les souches pures obtenues aprés purification, on passe a 1’étude

macroscopique et microscopique pour I’identification.

L’identification des colonies développées a partir des fragments infectés est basée sur

la morphologie des spores et plusieurs autres caracteres.

Les techniques classiques, 1’observation macroscopique et microscopique des souches
sont largement suffisantes pour déterminer le genre des moisissures isolées (BOURGEOIS et

LEVEAU, 1980).
e Etudes macroscopique

L’¢étude repose sur I’examen des cultures a I’ceil nu ou a la loupe binoculaire des boites
de Pétri contenant les champignons purifiés, elle permet d’étudier certains caractéres culturaux
des isolats : la vitesse de croissance, la couleur et la pigmentation des colonies, la texture, la
surface et I’envers des cultures (BOTTON et al., 1990). Les observations sont effectuées sur
milieu PDA a partir du 7% jour d’incubation a 25°C. L’examen macroscopique est effectué
afin de dégager quelques caractéres spécifiques, a savoir : 1’aspect de la colonie (couleur de la
surface et du revers de la boite, texture de la surface des colonies, topographie...), ’aspect des
bordures des colonies, la couleur du mycélium aérien, présence ou absence de gouttelettes sur

le mycélium, production de pigment diffusible.
e Etude microscopique

L’examen microscopique d’une colonie fongique se fait apres réalisation d’un étalement
entre lame, scotch et coloration. Généralement, un examen a 1’objectif 40 est suffisant pour
mettre en évidence la plupart et des ¢éléments importants (CHABASSE, 2002).L’observation
microscopique permet de détecter la présence du thalle, la présence ou I’absence de septum, la

nature e la reproduction et les caractéristiques des fructifications et des spores.
v Observation directe

Afin de prélever des spores et des filaments mycéliens de la souche fongique a identifier,
un morceau de papier adhésif ( scotch) est mis sur la culture puis déposé sur une lame contenant
une goutte de bleu coton qui permet de gonfler les filaments de mycélium et donner une

meilleure observation.

L’observation microscopique permet la visualisation de la forme du mycélium et les

spores caractéristique des champignons pathogenes.
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I1.2.2. L’activité antifongique in vitro des souches antagonistes Bacillus spp

Apres isolement et identification des champignons, nous avons réalisés des tests pour
¢tudier le potentiel antagoniste dessouchesB1, BEN 1, B10 vis-a-vis les champignons déja
identifiés a partir des partie de la pomme de terres, a savoir : Fusarium roseom, Alternaria

solani

I1.2.2.1. Les milieux de culture utilisés pour les tests
Afin de réaliser nos tests, nous avons utilis¢ deux milieux : un milieu de gélose
nutritive(GN), bouillon nutritif(BN) et un milieu MEA (Malt Extract Agar), ces derniers nous
ont servi dans I'ensemencement des bactéries de genre Bacillus et pour 1’utilisation des tests de

lutte biologique in vitro (Annexe).

I1.2.2.2. Bactéries antagonistes utilisées
Les trois souches bactériennes utilisées proviennent d’une grande collection de souches
du laboratoire d'écologie et de gestion des écosysteémes naturels, département d'écologie et

d'environnement, universit¢ Abou Bakr Belkaid, Imama, Tlemcen, Algérie.

Les souches BEN1, B1 et B10 ont été isolées a partir des sols des vergers d’oranger

Citrus sinensis et identifiées par PCR 16S (KEBDANI ,2017).

Tableau 5: Les souches bactériennes testées pour leur activité antagoniste vis-a-vis Fusarium
roseom, Alternaria solani.

Bacillus thuringiensis BENI1 Un verger agrumicole dans la région
KM272764.1 d’Ain defla.

Bacillus thuringiensis B1 Un verger agrumicole dans la région
KJ679218.1 de Tlemcen.

Bacillus cereus B10 Un verger agrumicole dans la région
EU240373.1 de Tlemcen.

I1.2.2.3. Revivification des souches de Bacillus
Avant I'utilisation des souches bactériennes BEN1, B1 et B10 une revivification des
souches a été réalisée sur milieu de culture liquide GN, dont la composition est mentionnée
dans I’annexe ; les échantillons ont été incubés a 37°C pendant 6 jours sous agitation. La
purification a été réalisée par un passage successif sur ce méme milieu solide et liquide (BN)

additionné de 8% de NaCl pour éviter toute contamination.
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I1.2.2.4. Test d’activité antifongique des souches antagonistes Bacillus spp

La souche de Bacillus spp mésophile est ensemencée par une strie longitudinale sur le
centre du milieu PDA. Aprés deux explants du champignon phytopathogene en croissance actif
sur gélose a I’extrait de malt a pH 7 de Smm de diameétre sont déposés sur les deux cotés de la
strie de chaque bactérie a une distance de 2,5cm (figure 28) (HIBAR et al, 2005). Chaque
souche bactérienne est confrontée au champignon a raison de 3 répétitions (INAM ELHAQ et

al., 2003).

Les boites témoins sont ensemencées avec les disques du champignon en absence de la
bactérie antagoniste. Les boites sont incubées a 25°c pendant 7 a 10 jours. Les diamétres de la
croissance des champignons ont été mesurés et comparés par rapport au témoin et on en déduit

le pourcentage d'inhibition.

Les pourcentages d’inhibition sont calculés selon la formule :
(T-d/T)x 100

e d= diametre du test.

e T= diamétre du témoin.

La strie de I'agent

Les deux explants de I'agent pathogénes

Figure 28: Méthode de confrontation directe entre I’agent pathogeéne et 1’agent antagoniste
sur milieu PDA (HIBAR et al, 2005).
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II1.Résultats et discussion

MI.1. Résultats
I1L.1.1. Dénombrement de la flore fongique
II1.1.1.1. Isolement
L’isolement réalisé a partir de fragments des feuilles et de tiges présentant les
symptomes caractéristiques de chaque maladie a permis de mettre en évidence les deux souche

appartenant au genres : Alternaria solani et Fusarium roseom.
I11.1.1.2. Identification

L’identification des souches de champignons phytopathogenes s’est basée sur 1’étude
macroscopique et microscopique. L’identification de ces souches étant basée essentiellement
sur les clés de détermination des genres a savoir les caracteéres culturaux et la morphologie

microscopique.

e Etude macroscopique

L’aspect des colonies des souches de moisissures isolées a partir de plantes malades est

représenté dans la (figure 29).

Les colonies d’Alternaria sp sont de couleur noire verdatres duveteuse et présentent une
texture épaisse et dense. La souche de Fusarium sp présente au début un mycélium de couleur

blanche qui devient apres sporulation un thalle rose qui vire au violet.

(a) (b)

Figure 29: Observation macroscopique des champignons isolés (a) Fusarium sp, (b)
Alternaria sp.

e Etude microscopique

L’observation microscopique des moisissures isolées a partir de plantes infectées sont

représentées dans la (figure 30)
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» Le Fusarium roseom, ce genre est caractérisé la présence de macroconidies fusiformes
et cloisonnées. Les phialides sont portées par 1'extrémité du conidiophore; elles sont
étroites plus ou moins effilées, Les microconidies sont dispersées parmi le mycélium,

elles sont de petite taille par rapport aux macroconidies.

» L’Alternaria solani : se présente sous la forme de longs filaments (hyphes) le mycélium
est de type non cloisonné associ¢ a la présence de conidies pluricellulaires en chaines
brunes irrégulieres souvent en forme de massue, cloisonnées longitudinalement et

transversalement.

(b)

Figure 30: Observation microscopique des champignons pytopathogénes (X100). (a)
Fusarium roseom, (b) Alternaria solani.
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I11.1.2. L’activité antifongique in vitro des souches antagonistes Bacillus

Les souches Bacillus spp (B1, B10, BEN1) mésophile ont été confrontées avec les deux
souches fongiques pathogeénes isolées (Fusarium roseom et Alternaria solani) sur milieu PDA.
Les figures (31), et (32) illustrent la capacité des souches Bacillus spp a savoir : Bacillus
thuringiensis (B1 et BEN1) et Bacillus cereus (B10) a inhiber la croissance mycélienne des
deux souches de moisissures pathogenes. L’inhibition se traduit par la réduction de la croissance
des colonies d’Alternaria solani et Fusarium roseom dans les boites testes par rapport a celles

dans les boites témoins.

Temoin Bl B10 BENI1

Figure 31: Croissance d’Alternaria solani en présence des souches Bacillus.

Temoin B10 BEN1 B1

Figure 32: Croissance de Fusarium roseom en présence des souches Bacillus sp.

III.1.2.1. Activité antifongique de Bacillus spp sur Alternaria solani

D’apres les résultats de calcule du pourcentage d’inhibition représenté dans le tableau
6, on observes que pendant tout la période d’incubation (5j, 6j, 7j), la souche B10 Bacillus
cereus prouve la meilleures activité antifongique sur Alternaria solani par rapport a la souche
BENI et B1, avec untaux d’inhibition de 44 % apres Sjours, 30.5 % apres 6 jours et 23,89 %

apres 7 jours d’incubation.
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Tableau 6: Pourcentages d’inhibition des souches Bacillus thuringiensis (B1 et BEN1) et
Bacillus cereus (B10) confrontées vis a vis Alternaria solani, en fonction du temps.

Le temps
La souche
44 % 35.5% 29.44 %
B1 23,89 % 17.77 % 10.55%
BEN1 30.5% 2222 % 11.1%

Altanaria solani
50%
45%
40%
35%

30%

25%

20%

15%

10%
T
0%

mB10 mBl mBEN1

% d'inhibition

Figure 33: Taux d’inhibition des souches de Bacillus thuringiensis (B1 et BEN1) et Bacillus
cereus (B10) confrontées au Alternaria solani en fonction du temps.

II1.1.2.2. Activité anti-fongique de Bacillus spp sur Fusarium roseom

Le pourcentage d’inhibition illustré dans le diagramme (figure 30) et le tableau 7, révele
que au coure de la période d’incubation, la souche B1 prouve une meilleur activité antifongique
sur Fusarium roseom par rapport au B10 et BEN1, avec un taux d’inhibition de 13,54% apres
5 jours d’inhibition et 11,25 % apres 6 jours, par contre apres 7 jours d’incubation la souche
B1, B10 et BEN1sont moins efficaces sur Fusarium roseom dont les taux d’inhibition sont

respectivement 9,33 %, 6,38 %et 3,40%.
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Tableau 7: Pourcentages d’inhibition des souches Bacillus thuringiensis (B1 et BEN1) et
Bacillus cereus (B10) confrontées vis-a-vis Fusarium roseom, en fonction du temps.

Le temps
La souche
B1 13,54 % 11,25 % 9,33 %
BEN1 6,09 % 4,29 % 3,40 %

Fusarium roseom

5j 6j 7j

mB10 mBl1 mBEN1

16%
14%

._.
)
X

10%
8%
6%
4%
2%
0%

% d'inhibition

Figure 34: Taux d’inhibition des souches de Bacillus thuringiensis (B1 et BEN1) et Bacillus
cereus (B10) confrontées au Fusarium roseom en fonction du temps.
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I11.2. Discussion

Chez la pomme de terre, le tubercule occupe une place prépondérante et est I'organe que
'on consomme et le mode de multiplication le plus courant (ROUSSELLE et al, 1996). La
multiplication végétative par tubercules favorise malheureusement la propagation de

nématodes, de champignons du sol et de virus (MESSIAEN, 1981).

D’apres, IKHOU, 2011), les principaux agents responsables de la détérioration des
fruits et légumes commercialisés en Algérie sont des souches appartenant aux genres :

Aspergillus, Alternaria et Fusarium.

Les isolements a partir de la plante de pomme de terre en cours de culture montrent que
les champignons se répartissent sur toutes les parties du végétale, L’identification de ces isolats
c’est basée essentiellement sur les clés de détermination des especes a savoir les caracteres
culturaux et la morphologie microscopique. Nous avons pu identifier les deux especes
responsable de 1’altranios et la fusarios de pomme de terre, Alternaria solani et Fusarium

roseomni.

En lutte biologique, certaines bactéries ou champignons auxiliaires peuvent étre utilisés

pour empécher le développement de maladies dues aux microorganismes (HENNI, 1998).

Plusieurs auteurs ont montré 1'importance de l'activité antibiotique des bactéries dans la
limitation de la gravité des maladies d'origine tellurique (HOWELL et STIPANOVIC, 1979,
1980, PAPAVIZAS et LUMSDEN 1980, SNEH et al., 1984, WELLER et COOK 1986,
ALTINDAG et al., 2006). La lutte biologique est mieux contr6lé via un antagoniste bactérien,
qui va interagir directement avec l'agent pathogeéne et/ou indirectement c'est a dire avec la
plante-hote (TOMASHOW, 1996, BENHAMOU et al., 2002). Plusieurs genres bactériens
sont des agents de bio-contrdle anti-fongique(MCLOUGHLIN et al, 1992 DULJFF et al.,
1993, VICEDO et al, 1993, KORSTEN et al., 1997; RAMAMOORTHY et al, 2001,
ESITKEN et al., 2002, BADJI et al., 2005). Les bactéries les plus utilisées sont Pseudomonas

fluorescens, P. putida, Enwiniaher bicola, Bacillus subtilis Enterobacter cloacae.

Dans notre approche nous avons testé ’activité antifongique des souches de Bacillus
thuringiensis (B1, BEN1) et Bacillus cereus (B10), sur les champignons phytopathogenes isolés

a partir de pomme de terre dans la région de Bouira a savoir Alternaria solani et Fusarium
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roseom. Ces souches ont été isolées a partir des sols des différents vergers d’orange Citrus

sinensisa travers le territoire nationalet identifiées par PCR 16S (KEBDANI, 2017).

Le genre Bacillus et les membres du groupe B. cereus en particulier, constituent de bons
candidats pour diverses applications biotechnologiques, pharmaceutiques, agricoles et
agroalimentaires (SENESI et al., 2004). Selon FRAVEL (2005) plusieurs especes de Bacillus
sont utilisées pour protéger les terrains agricoles contre les moisissures phytopathogenes. Il
s’agit de B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. pumiluset B. subtilis. Parmi les cultures
traitées, on note 1’avocat, les céréales, la betterave sucriere, le pois chiche, le soja, le haricot, le
coton, les petits pois, les arachides, la pomme de terre, le piment, la tomate, la pomme, la poire

et autres (PEREZ-GARCIA et al., 2011, CAWOY, 2012).

Les trois souches bactériennes ont eu une activité anti fongique sur les deux

champignons phytopathogenes avec des pourcentages d’inhibition qui varie de fort & modéré.

Les résultats de calcule du pourcentage d’inhibition, montrent que la souche Bacillus
cereus(B10) et la plus efficace et la plus active sur Alternaria solani avec un taux d’inhibitionde
44 % par rapport a la souche BENI1 et B1, dont les taux d’inhibition sont respectivement 30.5
% et 23,89 %. Ce pendant Fusarium roseom était plus sensible a la souche Bl Bacillus
thuringiensis avec un pourcentage d’inhibition de 13,54 % apres Sjour d’incubation. D’une
manier globale, les résultats montre que le genre Bacillus creus est plus efficace sur [ ’Alterania
solani que sur Fusarium roseom, qui est plus sensible a I’activité antifongique de B1 Bacillus
thuringiensis, ce qui a ét¢ confirmé par plusieurs auteurs; Apres avoir réalisé un test
d’antagonisme in vitro entre le genre Bassilus sp et les moisissures phytopathogenes, les
résultats obtenus par SAIDI et al., (2009), ont montré des taux d’inhibition de la croissance

mycélienne de Fusarium 33 % et Penicillium 70% et Aspergillus 60%.

Les recherches de HERNANDEZ et al., (2013), ont montré que Bacillus spp présente
un certain effet d'inhibition du mycélium pathogéne Alternaria dauci et Rhizoctonia solani,

jusqu'a 50%.

Selon BONMATIN et al ., (2003), les souches Bacillus spp mésophiles sont capables
de produire des lipopeptides, de type fengycine et iturine, qui permettent d’augmenter 1’effet
protecteur des plantes contre les pathogenes. Ces substances sont impliquées dans 1’induction

du phénomene de résistance systémique
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D'autre part, AHMED IDRISS et al., (2007) et ZHANG et al., (2008) ont signalés que
des enzymes du genre Bacillus spp. Auraient un réle dans la lyse hyphale de certains
champignons phytopathogénes tels que Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani,

Pythiumultimum et Alternaria solani.

L’inhibition de développement de ces moisissures permet de maintenir la maladie a un
seuil acceptable. Les essais de lutte biologique a l'aide de ces souches bactériennes ont montré

qu'il était possible de limiter 1'incidence du Fusarium et d ’Alternaria

L’ensemble des résultats obtenus dans le présent travail montrent que dans le futur, nous
aurions la possibilit¢ d’utiliser des produits a base des souches de Bacillus thuringiensis et
Bacillus cereus qui respect 1’environnement, pour 1’élaboration de fongicide et de produit
phytosanitaire biologique afin de diminue, voir éliminé 1’utilisation de produit chimique, et cela

dans le cadre d’une lutte biologique qui respecte 1’environnement.
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Conclusion

L’Alteraniose et la fusariose sont souvent rencontrais dans les champs de pomme de
terre de la Wilaya de Bouira. Bien que les traitements fongicides soient un ¢lément clé dans la
gestion intégrée de ces deux maladies, I'hypothése de l'apparition de la résistance ne peut pas
étre exclue, limitant ainsi 1'efficacité et la durée de vie utile des fongicides développés a des
colts toujours plus élevés.Haut du formulaireBas du formulaireC'est dans le cadre de la
recherche d'une méthode de lutte biologique que nous avons testé la possibilité de recourir a

des souches du genre Bacillus.

Les bactéries du genre Bacillus mésophile ont été testées pour leur activité antifongique
vis-avis de champignons phytopathogenes. Aprés avoir réalisé un test d’antagonisme qui se
base sur la capacité de ces bactéries a inhiber la croissance des moisissures phytopathogénes in
vitro, les résultats obtenus ont montré des taux d’inhibition considérables de la croissance

d’Alternaria solani et Fusarium roseom

Les valeurs obtenuesdévoilent que parmi les trois souches de Bacillus teste, la souche
Bacillus cereus(B10) a un fort potentiel antifongique contre 1’Alternaria solani avec un
pourcentage de 44 % apres Sjour d’incubation. En revanche la croissance de Fusarium roseom
a été inhibé par ’action de Bacillus thuringiensis (B1) avec un pourcentage d’inhibition de

13,54 % apres 5 jours d’incubation.

Les tests que nous avons développés peuvent servir de base a la mise en évidence de
propriétés antifongiques des Bacillus. La mise au point d'autres tests permettra de révéler
d'autres aspects de l'activité antagoniste des souches bactériennes et de rechercher des especes

plus efficaces afin de les utiliser dans la lutte contre les maladies d'origine fongique.

L’ensemble des résultats obtenus lors de ce travail pourrait constituer des solutions
alternatives ou complémentaires a 1’utilisation des pesticides organiques de synthése pour la
lutte conte les champignons phytopathogenes et la protection des cultures. Le développement
de bio fongicides a partir des métabolites des bactéries du genre Bacillus s’inscrit dans le cadre

de I’agriculture et du développement durable.

Enfin, bien qu'il s'agisse d'un domaine de recherche assez récent par rapport a la lutte
chimique, nous pensons que des possibilités de lutte biologique s'étendront aux différents types
de cultures et espéces végétales. D'ailleurs, plusieurs auteurs AKKOPRU et DEMIR, (2005)
et HE et al (2006), estiment qu'elle sera appelée dans un temps proche a jouer le réle d'un

fongicide.
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Composition des milieux de culture PDA et MEA :

Potato Dextrose Agar (PDA)

— Pomme de terre........ 200g.

— Agaragar.................... 20g.

— Glucose.......cccuvveunenn. 20g.

— FEaudistillée.............1000ml.

Gélose a I'extrait de malt (MEA)
— Extrait de malt............. 30g.

— Agaragar........cccoeeuenn. 15g.

— Eau distillée.............. 1000m
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Résumé

Le contrdle des microorganismes phytopathgénes par des pesticides présentent des inconvénients pour
I’homme et I’environnement auxquels s’ajoute le risque d’apparition de nouveaux pathotypes résistants.
Certains microorganismes peuvent servir d’excellents agents de lutte biologique contre les maladies
cryptogamiques. Notre étude porte sur I’isolement des souches de 1’alternariose et de la fusariose a partir
des échantillons de plante de pomme de terre dans la région de Bouira présentant les symptomes des
maladies, et évaluer I’activité antifongique dans un cadre d’une éventuelle lutte biologique, des trois
souches bactérienne appartenant au genre Bacillus : Bacillus thuringiensis B1 et BeN1 et Bacillus
cereuse B10 in vitro vis-a-vis des espéces de Fusarium roseom et d’Alternaria solina isolé et identifier.
L’étude du pouvoir antagoniste du bacille mésophile in vitro s’est basée sur sa capacité a inhiber a
croissance des moisissures phytopathogénes. La meilleure activité antifongique est celle de Bacillus
cereus (B10) sur Alternaria solani avec un taux d’inhibition de 44 %, et Bacillus thuringiensis (B1) sur
Fusarium roseom avec un pourcentage d’inhibition de 13, 54 %. Les souches de Bacillus mésophile
sont intéressantes, elles peuvent étre utilisées comme un bon agent de lutte biologique.

Mots clefs : Champignons phytopaogene, Bacillus thuringiensis, Bacillus cereuse, Lutte Biologique.

Abstract

The control of phytopathogenic microorganisms by pesticides has disadvantages for man and the
environment to which is added the risk of appearance of new resistant pathotypes. Some microorganisms
can serve as excellent biocontrol agents against fungal diseases. Our study investigates the isolation of
Alternaria and Fusarium wilt strains from potato plant samples in the Bouira region showing disease
symptoms, and assess antifungal activity in a setting of possible biological control of the three bacterial
strains belonging to the genus Bacillus: Bacillus thuringiensis B1 and BeN1 and Bacillus cereuse B10
in vitro with respect to the species of Fusarium roseom and Alternaria solina isolated and identified. The
study of the antagonistic power of mesophilic bacilli in vitro was based on its ability to inhibit the growth
of phytopathogenic molds. The best antifungal activity is that of Bacillus cereus (B10) on Alternaria
solani with a 44% inhibition rate, and Bacillus thuringiensis (B1) on Fusarium rose with a percentage
inhibition of 13.54%. The mesophilic Bacillus strains are interesting, they can be used as a good
biological control agent.

Key words: Phytopaogenic fungi, Bacillus thuringiensis, Cerular bacillus, Biological control.
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