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Abstract

In arid and semi arid regions, the soil salinization is a major constraint to growth and crop
development and represents one of the major agronomic challenges. Agro-meteorological

conditions in these regions are favorable to the development of crop diseases often caused by fungi..

The aim of this work is the study under physiological and biochemical plans, the tolerance of
tomato to salt stress, to infection by Botrytis cinerea and to their combined actions. In this case, the

salinity-Botrytis interaction is considered on the case of gray mold of tomato.

The results obtained show that the salt stress leads to an inhibition of the germination of the
tomato, resulting in a considerable decrease in the percentage of germination. Tomatoes respond to
salt stress or infection of Botrytis cinerea by a deficiency of growth in size and weight dry and cool.
In this case, the effect of salinity is manifested by an acceleration of the in vitro development of

Botrytiscinerea and for in vivo stimulation of the water content of the plant.

Physiological and morphological changes caused by the two types of stress: salinity and/or
Botrytis cinerea are subjected to biochemical analysis. Indeed, their effects induce stimulation of
chlorophyll pigments. Under NaCl, the activity of total protein seems to have a negative effect,
while that of Botrytis has no effect on protein activation. In addition, the rate of total free amino
acids revealed a specific accumulation exerted by the pathogen. Under these conditions, a bio-
protector against to gray mold of tomato is advocated by an antagonistic strain of Trichoderma
harzianum. The salinity stimile the action of the latter against Botrytis cinerea observed on the

water content and fresh weight of crop plants compared with the witness.

Key words: salinity, Botrytis cinerea, tomato grey mold, resistance, stress, behavior.



Résumé

Dans les régions arides et semi arides, le phénoméne de salinisation des sols constitue une
contrainte importante pour la croissance et le développement des cultures et représente 1’un des
défis agronomiques majeurs. Les conditions agro-météorologiques, dans ces régions, sont

favorables au développement de maladies des cultures souvent causées par des champignons.

L’objectif du présent travail est 1’étude sur les plans physiologique et biochimique de la
tolérance de la tomate au stress salin,a I’infection par Botrytis cinerea et a leurs actions combinées.

Dans ce cas, I’interaction salinité-Botrytis est abordée pour la pourriture grise de la tomate.

Les résultats obtenus montrent que le stress salin conduit a une inhibition de la germination de
la tomate, se traduisant par une diminution considérable du pourcentage de germination. La tomate
répond au stress salin ou a ’infection de Botrytis cinerea par un déficit de sa croissance en taille et
en poids sec et frais. Dans ce cas, ’effet de la salinité se manifeste par une accélération du
développement in vitro du de Botrytis cinerea et une stimulation in vivo de la teneur en eau de la

plante.

Les modifications physiologiques et morphologiques provoquées par les deux types de stress :
salinité et/ou Botrytiscinerea sont soumises a 1’analyse biochimique. En effet, leurs effets induisent
une stimulation des pigments chlorophylliens. Sous NaCl, I’activité des protéines totales semble
avoir un effet négatif, alors que celle de Botrytis demeure sans effet sur I’activation protéique. En
outre, le taux d’acides aminés libres total révele une accumulation spécifique exercée par le
pathogéne. Dans ces conditions, une bio-protection des tomates contre la pourriture grise est
préconisée par une souche antagoniste de Trichoderma harzianum. La salinité stimile 1’action de ce
dernier a I’encontre de Botrytis cinerea observée sur la teneur en eau et le poids frais des plants de

culture par rapport au temoin.

Mots clés : salinité, Botrytis cinerea, tomate, pourriture grise, résistance, stress, comportement.
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Introduction

La tomate compte parmi les cultures maraicheres les plus cultivées au monde apres la pomme
de terre. Elle occupe le deuxiéme rang parmi les productions légumiéres sur les plans de la
production et de I’importance économique. Elle est trés appréciée et occupe une grande place dans
les habitudes alimentaires au point d’enregistrer une demande deplus en plus forte de la part des

ménageres.

En Algérie, la culture de la tomate occupe une place importante dans I'économie nationale. En
moyenne, la superficie consacrée a cette culture est de I’ordre de 33 000 ha et sa production

annuelle est estimée a 11 millions de quintaux, ce qui représente I’équivalent de 311 Qx/ha

(MADR, 2009).

Cette culture est confrontée depuis quelques années a des contraintes phytosanitaires majeures
liées aux conditions environnantes, notamment la température et la salinité. En effet, le
développement de maladies tels que la pourriture grise causée par Botrytis cinerea, le mildiou
causé par Phytophtora infestans ou encore 1’alternariose provoquee par Alternaria solani, conduit
non seulement a une diminution de rendement mais aussi a d’ importantes altérations qualitatives du

produit.

Botrytis cinerea, agent causal de la pourriture grise, posséde la particularité d’étre pathogeéne
et saprophyte et capable d’infecter plus de 200 plantes hdtes, aussi bien monocotylédones que
dicotylédones (Williamson et al., 2007). La maladie causée par cet agent pathogene est
économiguement importante car elle détruit chaque année une partie des récoltes. Sur les cultures
maraicheéres, viticoles et horticoles cette maladie conduit & des pertes considérables des rendements

aussi bien en pré- qu’en post-récolte.

Pour Botrytis cinerea, différents facteurs d’origines extérieures ou dépendants de la plante
elle-méme, interviennent durant les premiers stades d’infection, mais aussi durant le développement
de la maladie et au cours de la sporulation du champignon (Elad and Yunis, 1993). La salinité
semble avoir une action néfaste qui peut augmenter les symptomes des maladies par un effet direct
sur la plante ou sur le pathogene principalement du genre Verticillium (Regragui, 2005 ; Besri
etAfailal, 1993 et Standaert, 1975). Ayres (1984), rapporte que les stress abiotiques comme la
sécheresse, la pollution, la chaleur et la salinité peuvent augmenter les symptdmes des maladies

par un effet direct sur la plante ou sur le pathogéne.
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Dans leur environnement, les plantes sont exposées a des modifications de leur comportement
morpho-physiologique et biochimique. Dans ces conditions, les plantes développent, au cours de
leur évolution, des mécénismes efficaces de réponse aux stress biotiques et abiotiques (Denden et
al., 2005). Dans ce cas, I'accumulation de différents solutés protege les plantes contre le stress en
contribuant a I'ajustement osmotique (Mansour 1998), la protection de l'intégrité de la membrane, la
stabilisation des enzymes (Timasheff et al., 1989) et a la détoxification des dérivés réactifs de
I'oxygene (Karuppanapandian et al.,, 2011). Certains solutés remplissent une fonction
supplémentaire afin de protéger les composants cellulaires de la déshydratation (Rasool et al.,
2013).

Chez la tomate, différentes réactions de défense ont été mises en évidence au cours de son
interaction avec des pathogénes fongiques (Robert et al., 2002), ou soumis a un stress salin
(Tavakkoli et al., 2011). Ces réactions concernent en particulier 1’accumulation de composés
organiques appelés osmoticum et osmoprotecteurs, tels que les sucres solubles (Boriboonkaset et
al., 2013), les acides aminés (Slama et al., 2014), les composés d’ammonium quaternaire (Rasool
et al.,, 2013), les hormones (Amjad et al., 2014), polyamines (Todorova et al., 2013), de
phytoalexines stilbéniques et de différentes protéines PR comme les chitinases et les B-1,3-

glucanases (Bézier et al., 2002).

Le présent travail se présente comme une contribution a I’étude du comportement
écophysiologique de la tomate face a la contrainte de salinité du milieu mais aussi quand elle est
soumise a une infection par B. cinerea. Cette approche est importante a la compréhension des
processus d’autodéfense de la tomate soumise a des contraintes biotiques et abiotiques. Elle est
¢galement en mesure d’aboutir aux voies susceptibles d’améliorer les performances agronomiques

de cette culture.
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Chapitre I- Plante Hbéte : La tomate (Lycopersicon esculentum Miller)

Introduction

La tomate (Lycopersicon esculentum Miller) est aprés la pomme de terre, le légume le plus
consommé dans le monde, avec une production mondiale de 159 millions de tonnes en 2011
(FAOSTAT, 2013). Elle constitue une source non négligeable de minéraux, vitamines et certains

composés naturels secondaires ayant un potentiel antioxydant important (Zidani, 2009).

Historique de la tomate

La tomate est originaire des Andes d’ Amérique de Sud. Elle a été¢ découverte en 1519 par Hermann
Cortes dans le Golfe du Mexique (Harlan, 1987). La premiére évocation de la tomate en Europe est
celle du botaniste italien Pietro Andreas Matthioli en 1544. Ce dernier la présente comme une
espece portant « des fruits aplatis et cotelés, qui de vert deviennent jaune d’or ». Une décennie plus
tard, il indique qu’il existe des tomates jaunes et des tomates rouges. Dans le vieux monde, les
premiéres représentations graphiques de la tomate son celles de Rembertus Dodonaeus (Anvers,
1553), Georg Oelinger (Nuremberg, 1553) et Castore Durante (Blancard, 2009). De 13, sa culture
s’est propagée en Asie du Sud et de I’Est et en Moyen Orient. L'apparition de la tomate en Afrique
du Nord a lieu au XVIl1éme siecle au Maroc d'abord puis en Algérie et en Tunisie. On suppose que
I’origine de son introduction est due aux morisques chassés d’Espagne lors de la Reconquista.

(Boumendjel et al., 2001).

En Algérie, ce sont les cultivateurs du Sud de I’Espagne (Tomateros), qui I’ont introduite
étant donné les conditions qui lui sont propices. Sa consommation a commencée dans la région

d’Oran en 1905 puis, elle s’étendit vers le centre, notamment au littoral Algérois (Latigui, 1984).
Classification botanique de la tomate

La tomate, Lycopersicon esculentum Miller, est une plante herbacée annuelle a port
buissonnant. Elle appartient a la famille des solanacées, incluant également l'aubergine, le poivron
et la pomme de terre. Cette famille comprend 2300 espéces tropicales et subtropicales originaires de
I'’Amérique centrale et de I'Amérique du Sud (D'arcy, 1991 cité par Doganlar, 2002a). Elle est
classée selon des criteres différents liés a 1’aspect botanique, la composition génétique et le

type de croissance (Gallais et Bannerot, 1992).
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Tournefort est le premier a distinguer la tomate cultivée et a créer un nouveau genre pour classer
cette espece : le genre Lycopersicum, (Peralta And Spooner 2007). Linné, en 1753, revoie la
taxonomie de la tomate et ’intégre a nouveau dans le genre Solanum sous le nom spécifique de
Solanum lycopersicum. Un an aprés, Miller reconsidere la classification évoquée par Tournefort et

réactualise le genre Lycopersicon dans la quatrieme édition de The Gardener’s Dictionary.
Diversité génétique
La domestication de la tomate s’est réalisée a partir d’accessions sauvages Solanum

lycopersicum var. cerasiforme (S. I. cerasiforme), qui aurait évolué directement & partir des

espéces sauvages auto-incompatibles RICK (1976) (Figure 1).

Zone de diversité des espéces
sauvages
Zone de diversité de l'espéce
== cultivée

Migration vers|'ancien monde : 2°7¢

= Domestication: 1* gouletd'étranglement

i
gouletd'étranglement

—_—

Diffusionen Europe, vers les Etats-Unis et
sélection moderne : 3*™ gouletd'étranglement

Figure 1-Histoire hypothétique de la domestication de la tomate.Les fonds de carte proviennent du
DEMIS World Map Server (In Nicolas, 2010).

L’auteur suggére méme que I’espéce S. pimpinellifolium serait issue d’une branche paralléle
lors de I’évolution de la tomate. Cependant, les travaux de phylogénie sur des caracteres
morphologiques et sur les marqueurs moléculaires montrent une affiliation directe entre S.
pimpinellifolium, et L. esculentum. Aujourd’hui, I’espéce L. cerasiforme est considérée comme
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un type primitif de tomate cultivée ou comme une forme transitoire entre L. cerasiforme sauvage et
L. esculentum cultivé. Il semblerait aussi que de nombreuses accessions soient d’origine férale

(Peralta And Spooner 2007).

G}Ianum sect. Lycopersicon \

8-10 sp.

2n =2x =24

allogames sauvages W Lycopersicum var.

Ouest de 'Amérique du » cerasiforme

Sud adventice + autogame auto
tnclue espéces Al »| compatible, répandu en

@mérique tropicale /

sélection humaine en
Ameérique tropicale, fruit plus

gros, nouvelles couleurs,
etc.

pimpinellifolium A

-
adventice £ autogame — 58 ] »| cultivars primitifs
g ‘ introgression

cOtes équatorienne et «——| grande variabilite
Pérou \

Migration vers des zones

tempérées au 16éme - 1géme

base génétique plus large ”.
siécle.

cultivars tempérés

, hybridation base geénétique étroite
[cultwars modernes]@ et séloction hautement autogame
sélection de lignées pures
au début du 20%me sigcle

Figure 2 Evolution de la tomate cultivée Solanum. Lycopersicum. Traduit de Rick
(1976).

Classification culturale
Il existe deux types de croissance chez la tomate :
Croissance indéterminée

La plante produit 7 & 10 feuilles et une inflorescence, puis 3 feuilles et une seconde
inflorescence et ceci indéfiniment. En générale, les tomates a croissance indéterminée ont un

feuillage plus important. Il en découle que la température au sein de la culture est relativement
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basse. Les fruits ne souffrent pas du soleil et murissent plus lentement. Les variétés a croissance

indéterminée nécessitent des tuteurs, des cages ou des treillis pour les appuyer.
Croissance déterminée

Les variétés a croissance determinée se supportent elles-mémes et n’ont généralement pas
besoin de tuteur. La tige émet un nombre donné de bouquets de fleurs. Les feuilles sont alternes,
composées, imparipennées (nombre impair de foliole) et comprennent 5 a 7 folioles aux lobes
découpés. L’appareil reproducteur est formé par des inflorescences de type déterminé. Les plantes
arrétent leur croissance apres la floraison. (Blancard, 2009). Le type de croissance déterminée a
permis le développement de la récolte mécanisée, impossible sur les autres variétés qui doivent étre

tuteurées.
Description botanique du plant de la tomate

La tomate est une plante annuelle buissonnante, poilue et aux tiges plutdt grimpantes. Elle est
aromatique lorsqu’on la froisse. Cette plante potagere herbacée voit sa taille varier de 40 cm a plus 5
metres selon les variétés et le mode de culture (Dumortier et al, 2010). La racine de la tomate
pivotante, pousse jusqu’a une profondeur de 50 cm ou plus. La racine principale produit une haute
densité de racines latérales et adventices. La tige présente un port de croissance entre €rigé et prostré,
elle pousse jusqu’a une longueur de 2 a 4 m, elle est pleine, fortement poilue et glandulaire. Des
feuilles sont disposées en spirale, 15450 cm de long et 10 & 30 c¢cm de large. Les folioles sont ovées a
oblongues, couvertes de poils glandulaires. L’inflorescence est une cyme formée de 6 a 12 fleurs. Le
pétiole mesure entre 3 et 6 cm. Les fleurs sont bisexuées, réguliéres et entre 1,5 et 2 cm de diametre, elles
poussent opposées aux - ou entre les feuilles. Le tube du calice est court et velu, les sépales sont
persistants, jaunes et courbées lorsqu’elles sont mures. Il y a 6 étamines et les anthéres ont une couleur
jaune vif et entourent le style qui a une extrémité stérile allongée. L’ovaire est supere avec entre 2 et 9

carpelles. En général la plante est autogame, mais la fécondation croisée peut avoir lieu (Fig. 3).
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Figure 3- Coupe longitudinale d’une fleur de tomate
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Le fruit est une baie charnue, de forme globulaire ou aplatie avec un diamétre de 2 a 15 cm.
Lorsqu’il n’est pas encore mir, le fruit est vert et poilu. La couleur des fruits mirs varie du jaune
au rouge en passant par I’orange (Fig. 04). En général les fruits sont ronds et réguliers ou cotelés.
Les graines sont nombreuses, 21 en forme de rein ou de poire. Elles sont poilues, beiges, 3 a5 mm
de long et 2 a 4 mm de large. L’embryon est enroul¢ dans 1’albumen.1000 graines pésent

approximativement 2,5 a 3,5 g (Naika et al., 2005).

é é ‘ ‘ 1-aplati 5-cordiforme
1 2 3 a

2-légerement aplati 6-cylindrique

é i i ‘ 3-arrondi 7-pyriforme
5 6 7 8

4-allongé arrondi (ovoide) 8-obovoide (en prune)

Figure 4 -Différentes formes de tomates utilisées pour décrire une variété (descripteur
IPGRI) (In Nicolas, 2010).

Cycle biologigue de la tomate

D’apres Gallais et Bannerot (1992), Le cycle végétatif complet de la graine a la graine de tomate
varie selon les variétés, et les conditions de culture; il s’étend généralement en moyenne de 3,5 a
4 mois du semis, jusqu’a la dernieére récolte (7 a 8 semaines de la graine a la fleur et 72 9

semaines de la fleur au fruit).

Le cycle de développement d’un plant de tomate peut étre décrit par trois grandes

phases biologiques :

1. la « phase végétative » qui correspond a la production phénologique exclusive
d’organes végétatifs (feuilles et tiges) et comprise entre la levée et 1’apparition de la
premiere inflorescence ;

2. la « phase reproductive » qui correspond a la période de production des fleurs et des fruits et
qui démarre a la floraison pour s’achever en fin de culture

3. la « phase de maturation » des fruits qui démarre sept a dix jours avant la récolte

des premiers fruits et se termine a la récolte (Dumas, 1992).
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Culture

La tomate est une plante de climat tempéré chaud. Sa température idéale de
croissance se situe entre 15 C la nuit et 25 C le jour. Elle craint le gel et ne supporte pas les
températures inférieures a + 2 °C, elle demande une hygrométrie moyenne. Sa période de
vegeétation est assez longue : il faut compter jusqu'a cing a six mois entre le semis et la premiére
récolte. La multiplication se fait par semis, opération qu'il faut faire assez t6t, vers février-mars, et
donc sous abri en climat tempéré (en serre ou sous chassis vitre). Les jeunes plants obtenus sont a
repiquer entre le 15 avril et le 15 mai, sitdt que la période des gelées est passée. Il est
nécessaire de les tuteurer, sauf pour les variétés a croissance déterminée pour lesquelles on
prévoit seulement un paillage. C'est une culture trés exigeante, qui demande un sol profond et bien
fumé, et la possibilité d'irrigation (ITCMI, 1994).

Cultures de plein champ tuteurées

Les plantes sont conduites sur une seule tige ; elles sont arrétées a des hauteurs variables
apres 4 a 6 bouquets de fruits. 1l en est de méme pour les plantes menées sur 2 ou 3 tiges palissées
généralement sur des fils horizontaux en tenant les tiges a la verticale, ou 1I’égerment inclinées, et

en les limitant chacune a un maximum de 1.5m.
Cultures de plein champ sur grilles

Les plantes sont conduites en conservant toutes les ramifications des plantes a croissance
déterminée. Celles-ci retombent sur un grillage a large maille formant un mini tunnel haut de 0.40m
et de 0.60m. Les tiges de plantes non taillées traversent le grillage et s’appuient dessus ; leur fruits
sont maintenus au dessus du sol et ne sont pas en contact avec celui-ci, ce qui permet de limiter de

bon nombre de pourritures.
Cultures de plein champ d’industrie

Les plantes sont cultivées a plat sans aucun soutien, quelque fois sur des buttes. La culture
de la tomate industrielle dans le monde a dépassé les 3 millions d'hectares, pour la compagnie
Agricole 2004-2005 avec une production de plus de 115 millions de tonnes (F.A.O (a), 2005).

En Algérie, la culture de la tomate industrielle constitue I’espéce la plus importante parmi
celles cultivées comme le tabac, 1’arachide et autres. Elle présente une superficie de 12173Ha
représentée par 57,36% par rapport a la superficie globale réservée aux cultures industrielles .Sa
production est de 3.822731Qx équivalent a 95,57% de la production totale des cultures
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industrielles. Elle représente un intérét indéniable pour I’économie nationale agricole par son poids

dans la PIB du pays.
Cultures sous abris

Les tomates cultivees sous tunnels a couverture plastique, sont plantées en sol. Elles sont
conduites en rangs simples ou jumelées, avec une tige par plante érigée verticalement par une
ficelle. Les serre est une enceinte destinée a la culture ou a la protection des plantes en
exploitant le rayonnement solaire. Elle consiste un abri efficace contre les intempéries (vent, pluie,
neige,....) et réduit I’introduction des divers agents nuisible. Elle crée a I’intérieur un microclimat
particulier qui peut étre facilement amélioré a 1’aide de divers équipements. Elles permettent en
premier lieu de pallier les difficultés liees aux fluctuations de température, de lumiere et des
conditions d’humidité de plein champ, ce qui a pour avantage d’étendre considérablement la

période de production (prés de 11 mois de cycle) (Pilkington et al., 2009 : in Ferrero, 2009).
Production nationale et mondiale de la tomate
Production mondiale

Selon la FAO stat (2010) (figure 05), la Chine se trouve au premier rang avec une production qui
dépasse les 34 millions de tonnes en 2009 avec une superficie d’environ 1,5 millions d’hectares soit

I’équivalent d’un rendement de 22,67 t/ha
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Figure 5- Productions des 13 premiers pays producteurs de tomate en Million de tonnes (FAO,
2010).
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Production nationale

En Algérie, la superficie cultivée en tomate en 1999 était de 55 210 ha et la production de 954
804 tonnes soit un rendement de 17,29 t/ha. (Fig05). En 2009,pres de 33 000 ha sont consacrés
annuellement a la culture de tomate (maraichere et industrielle), donnant une production moyenne

de 11 millions de quintaux et des rendements moyens d'environ 311 Qx/ha (Madr, 2009).

Au cours de la derniére décennie I'extension de cette culture a été nettement remarquable. Les
programmes de développement visaient non seulement & augmenter les surfaces cultivées mais
surtout a améliorer les rendements. Les surfaces consacrées a la tomate d’industrie ont également
augmenté, pour passer de 100 hectares en 1930 a 2 000 en 1960, pour arriver a 31 000 hectares ces
derniéres années. Les tomates d’industrie sont principalement cultivées au nord-est du pays: la
région d’El Tarf, Annaba, Guelma, Skikda et Jijel représente 85 % de la superficie totale consacrée

a cette culture. Le reste est réparti entre le centre du pays (7 %) et I’ouest (3 %). (CIHEAM, 2005).
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Figure 6-Superficies et production de tomate de 1999 a 2009 en Algérie (FAOSTAT, 2010).

Contraintes dela productiondetomate

En Algeérie, comme dans la plupart des pays méditerranéen, la culture de la tomate est
soumise a plusieurs contraintes biotiques et abiotiques. Ces contraintes sont liés a des changements
de I’environnement, notamment les mauvaises conditions de température, ’humidité de 1’air ou du
sol, les déséquilibres de la nutrition, la carence ou I’exces de substances minérales, 1’acidité ou

’alcalinité du sol, un mauvais drainage et au développement des maladies.
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Principales maladies de la tomate

Comme toutes les plantes, la tomate est soumise a I’attaque de nombreux agents
pathogenes qui sont responsables de diverses maladies. Elle peut ainsi étre attaquée par des virus :
CMV, TMV, TSWV... (Tableau 4), des mycoplasmes transmis par des insectes vecteurs comme la
cicadelle, des bactéries : Pseudomonas syringae,Xanthomonas. Spp, Clavibacter michiganensis...
(Tableau 3) ou des champignons : Botrytis cinerea, Phytophthora infestans, fusarium oxsysporum
... (Tableau 2).

Maladies cryptogamiques

La tomate est sujette a de nombreuses maladies cryptogamiques conduisant non seulement a une
diminution du rendement mais aussi a d’importantes altérations de la qualité¢ du fruit (Tableau 1 et Fig.
7)). En effet et contrairement aux cultures en plein champ, les cultures sous abri sont beaucoup
pluspropices au développement de pathogénes. Ainsi, de forts seuils de température et
d’hygrométrie entrainent une prolifération des maladies, causant une baisse significative de la

production et une détérioration de la qualité du fruit (Nechadi et al., 2002 ; Pohronezny et Volin, 1983).

Tableau 1- Les maladies cryptogamiques de la tomate (Snoussi, 2010).

Maladies Agents causals Symptdme et dégats
Mildiou -Phytophthora infestans | Grandes taches brunes sur les feuilles et les
tiges.
Alternariose Alternaria solani Taches noires de taille variables sur les feuilles.
Fusariose -fusarium  oxsysporum | Flétrissement des feuilles avec brunissement
f.sp lycopersici. des vaisseaux et pourriture des racines.

-fusarium  oxsysporum

f.sp radicis lycopersici

Verticilliose -Verticillium albo-atrum | Flétrissement des feuilles accompagné d’un
Verticillium dahliae jaunissement.  Unilatéral suivi  de

dessechement des feuilles de la base.

Anthracnose -Collectotrichum Taches circulaires de 05 & 10 mm sur les fruits
coccodes rouges.

Oidium -Oidium neolycopersici Feutrage blanc sur feuilles

Pourriture grise | -Botrytis cinérea Feutrage gris sur les feuilles et sur les fruits.
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Certains agents phytopathogénes sont responsables d’importantes pertes de récoltes en

causant diverses maladies dont :
1) pourriture des semences (Fusarium spp., Pythium spp., etc.)
2) fonte des semis (Pythium spp., Sclerotinia spp., etc.)
3) pourriture racinaire (Fusarium spp., Phytophthora spp., Rhizoctonia spp., etc.)
4) flétrissement des plantes (Fusarium spp., Verticillium spp., etc.) (Agrios 1988).

Les pertes moyennes estimées par 1’action de ces micro-organismes nuisibles sur les racines
représentent environ 15 % de la production agricole (Agrios 1988) et, dans le cas de complexes
d’agents pathogénes, des pertes allant jusqu’a60 % ont été rapportées (Sippell et al.
1985).Néanmoins, la pourriture grise, causée par B. cinerea,elle occasionne des dégats tant au

niveau quantitatif (jusqu’a 40% de réduction du rendement) qu’au niveau qualitatif

) @

Figure 7-Les maladies cryptogamiques de la tomate. A: Brdlures alternariennes sur fruits de
tomates ;B:Alternariose sur feuille de tomate; C: Mildiou sur feuilles;D:Mildiou sur fruits;E
:Fusariose des racines et du collet; F:Oidium sur feuille de tomate (Originale, 2011). G:
Anthracnose sur fruits;H:Symptémes du Botrytis sur le fruit de tomate (Originale, 2011).
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Maladies bactériennes

Dans les régions humides, nombreuses maladies s’attaquent la tomate. Parmi celles-ci, la
moucheture bactérienne, le flétrissement bactérien, la gale bactérienne et le chancre bactérien,
causent de sérieux problémes aux cultures de tomates en champs. Ces maladies bactériennes
peuvent affecter gravement le rendement des tomates et, par conséquent, entrainer des pertes

importantes pour le producteur.

Tableau 2- Les maladies bactériennes de la tomate (Snoussi, 2010).

Maladies Agents causals Symptomes et dégats
Moucheture Pseudomonas Petits points noirs habituellement inférieurs a
bactérienne syringae pv. tomato 2 mm de diamétre, entourés d’une auréole

jaune et par des taches noires rarement

supérieures a 1mm de diameétre, entourées

parfois d’un halo vert foncé, sur les fruits.

(Blancard, 2009).

Gale bacterienne Sur feuilles, tiges et pétioles de tomate, les

Xanthomonas. Spp lésions se présentent sous forme des zones
circulaires (1-5 mm) saturées d’eau, d’abord
vertes, puis brunes et nécrosées. Les fruits de
tomate portent des taches subérisées de 2 a 10
mm de diamétre, circulaires et a marges
saturées d’eau. (Blancard, 2009).

Chancre bactérien Petites taches chancreuses sur les folioles de
Clavibacter couleur blanc marron. Jaunissement de la
michiganensis sub sp. moelle en bordure des vaisseaux sur les
Michiganensis tiges. Présence de petites taches blanches,

brunes au centre sur les fruits.(Blancard,
2009).

Le flétrissement flétrissement irréversible sur la partie aérien de

bactérien Ralstonia la plante qui survient aprés blocage, par la
solanacearum bactérie de la circulation de 1’ecau dans la

plante.

Maladies virales

Les maladies d’origine virale se traduisent chez les plantes malades des symptomes externes
multiples et variés. La tomate est toujours exposée a 1’attaque d’une grande variété de virus. Les
symptdmes se manifestent le plus souvent par des altérations de la pigmentation (panachures) mais

aussi par des nécroses et des déformations.
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Tableau 3- Les maladies virales de la tomate (Idrenmouche, 2011).

Maladies Symptémes et dégats

CMV: Cucumber Mosaic | Lorsque I’infection est précoce, on peut observer une Stérilité

Virus des plantes ou une mal formation des fruits.

TICV: Tomato Infectious | une jaunisse généralisée et un retard du développement de la

Chlorosis Virus plante.Apparition de nécroses ce qui entraine de grandes
pertes de rendement.

TMV Tobacco | Virus de la mosaique du tabac Ce dernier est caractérisé par une

MosaicVirus mosaique verte ou blanche, des folioles gaufrés devenant
filiformes et ont tendance a s’enrouler, les fiuits encore vert
présentent une surface légerement bosselée avec des plages
nécrotiques brunes. Les fruits murs sont parsemés de plages vertes.

ToCV : Tomato Chorosis | virus de la jaunisse de la tomate. un jaunissement généralisé a

Virus I’ensemble des folioles d’une feuille et un retard du
développement de la plante.

TSWV: Tomato Spotted | Il est a observer des mouchetures en mosaique avec une

Wilt Virus ou virus de la
maladie bronzée de la

tomate.

décoloration des feuilles. Sur les tiges et pétioles, il y a
apparition des taches nécrotiques. Par contre sur les fleurs,
on observe un nanisme, une déformation et une décoloration. la

maladie peut entrainer un rabougrissement du plant.

TYLCV : Tomato Yellow
Leaf Curl Virus ou maladie
feuilles

des jaunes en

cuilleres de la tomate.

La croissance des plantes atteintes est fortement perturbée. Les
feuilles sont de tailles réduites et présentent un jaunissement et
ou un enroulement en forme de cuilléres. En cas d’infection

précoce, les plantes sont naines et ne produisent plus de fruits.
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Chapitre I1- Stress salin

Introduction

Le stress abiotique est défini comme une contrainte qui limite la vitesse de production de la
matiére seche sans provoquer la destruction de biomasse. Les stress tels que le déficit hydrique, les
hautes températures ou salinité ont un impact négatif sur la croissance et le développement végétal
et constituent un défi agronomique majeur. Selon Grime (1979), le stress correspond aux «
mécanismes qui limitent la biomasse végeétale en causant sa destruction partielle ou totale ». Ces
stress abiotiques entrainent une diminution de 70% du rendement des plantes de grandes cultures
via des altérations morphologiques et physiologiques (Boyer 1982). Selon Dutuit et al (1994), le
stress est le dysfonctionnement (rupture d’un équilibre fonctionnel) produit dans un organisme

ou dans un systeme vivant, par exemple par une carence.

La salinité constitue 1’'un des facteurs abiotiques les plus répandus au monde qui limite
fortement les rendements agricoles, notamment dans les régions arides et semi arides ou les
précipitations sont rares et irrégulieres et donc insuffisantes pour lessiver les sels accumulés en
dehors de la zone racinaire des plantes (Khales et Baaziz , 2006). En Algérie, prés de 95 % du
territoire est concerné par les zones arides et semi arides. De ce fait, 25% des terres irriguées sont
confrontées au probléme de salinisation (Levigneron et al.,1995).

Le stress salin.

La salinité peut étre définit comme un processus d’accumulation des sels solubles, qui
sont représentés en grande partie par des cations (Na+, Ca+2, Mg+2, et le K+), et des anions (Cl-,
S04-2, CO3-2 et NO3-). D’autres sels moins courants et plus toxiques a faibles concentrations
sont également a considérer ; ces éléments traces sont le bore, le sélénium, l'arsenic et le
molybdéne (Kenfaoui, 1997 ; Gregory, 2005). La définition la plus courante, adoptée par la FAO
(1997), considere qu'un sol salin est un sol dont I’activité électrique de la pate du sol (ECe) est de 4
dS/m ou plus, cependant le Na+et Cl- sont considérés les plus important : le Na+a comme
effet la détérioration de la structure physique des sols et le Clet Na+entrainent la toxicité

des végétaux (Omami, 2005).

29



La repartition de la salinité dans le monde et en Algérie

La salinité est un probléme écologique majeur qui touche un nombre important de région a
I'échelle mondiale (Livegeron et al, 1995). Un probléme mondial que 1’on rencontre dans les
régions arides et semi-arides (Omrani, 1993) par contre, dans les régions humides la
présence des sels n’atteint pas des proportions élevées car ils sont vite lessivés par les eaux de

pluies et de ruissellements (Amokrane, 2004).

Les sols salés occupent une superficie de 950 millions d’hectares (Zid et Grignon.,
1991). 11 a été estimé que 20 % des 275 millions d’hectares des terres irriguées (Flowers, 2005) et
15% (227 millions d’hectares) des terres cultivables sont affectés par la salinité (Munns., 2002).
En Afrique du nord et au Moyen-Orient, elle couvre prés de 15 millions d'hectares, dont

15% sont dépourvus de toute végétation (Le Houerou., 1986).

Tableau 4-Superficie affectée par la salinité dans le monde(Lasram, 1995).

Régions Superficie en million d’hectares
Afrique 80.5
Europe 50.8
Amérique du Nord 15.7
Ameérique du Sud 129.2
Asie du Sud 87.6
Australie 357.5
Mexique et Amérique centrale 2
Asie centrale et du Nord 211.7
Asie du Sud .Est 20
Total 955

Dans les régions arides et semi arides, prés de 25% des terres sont confrontées au probleme du
sel (Levigneron et al.,1995). En région méditerranéenne, la superficie des sols salés est estimée a 16
millions d'hectares (Hamdy, 1999). En Algérie, les sols salées sont tres répandus dans les
régions arides, représentant environ 25% de la surface (Halitim., 1988) soit 3,2 millions
d’hectares (Hamdy., 1999). D’aprés Omrani (1993), les sols salins se situent dans des régions
differentes en Algérie au Nord et au Sud parallelement a la cote de maniére discontinue. Au Sud ils

se situent dans les chotts Echergui et EL Gharbi ainsi qu'au niveau de la steppe et a Biskra et Oum
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Bouaghi. Au Nord, les régions Oranaises (Messerghine, Sig, Mohammedia, Relizane et Oued

Rhiou) ainsi qu’a I'Est, Sétif, Constantine et Annaba.

Origines et causes de la salinité des sols
Origine primaire

La salinisation primaire se produit naturellement la ou la roche mere du sol est riche en sels
solubles ou bien en présence d’une nappe phréatique proche de la surface. 80% des terres salinisées
ont une origine naturelle, on qualifie alors la salinisation de « primaire ».Dans ce cas, elle est
entrainée par la formation des sels pendant l'altération des roches ou par des apports naturels
externes (Mashali et al., 2005) . Dans les régions arides et semi arides, 1’évapotranspiration
joue un ro6le important dans la pédogenese des sols salins ; ce processus dépend
essentiellement du régime hydrique du sol et des sources de sel. Lorsque le climat est chaud et sec,
entrainés par les eaux capillaires suivant le flux d'évaporation, les sels sont accumulés en
surface (Omami, 2005).

Origine secondaire

La salinisation secondaire se produit lorsque des quantités significatives d’eau chargée de
sels sont apportées par irrigation. Elles sont due, a 1’absence de drainage qui mene a
I'accumulation des sels en surface et a larecharge des nappes phréatiques par une eau salée,
ainsi que la déforestation qui induit la remontée des nappes phréatiques engendrant des
affleurements salés dans les points bas du paysage (ex : Thailande) (Schwartz, 2007). De méme,
I’accumulation des sels portés par I’air, ou par 1’eau a la surface des sols et la contamination de ces
surfaces et leurs nappes phréatiques par des produits chimiques, notamment les engrais utilisés
dans I’agriculture et un paturage intense qui méne a une diminution progressive des
vegetaux qui se termine par une désertification, sont parmi es causes de la salinisation des sols
(Omami, 2005).

Effet de la salinité sur les plantes

La salinité est un facteur environnemental trés important qui limite la croissance et la
productivite (Allakhverdiev et al., 2000b in Parida et Das, 2005). Les effets néfastes de la salinité
sur la croissance des plantes sont géneralement associés au faible potentiel osmotique de la solution
du sol et au niveau élevé de toxicité du sodium (et du chlore pour certaines especes) qui provoquent
des perturbations multiples sur le métabolisme, la croissance et le développement des plantes aux

niveaux moléculaire, biochimique et physiologique (Tester et Davenport 2003).
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Effet de la salinité sur la croissance et le développement

La salinité est un facteur environnemental trés important qui limite la croissance et la
productivité (Allakhverdiev et al., 2000b in Parida et Das, 2005). Le stress salin entraine des
modifications morphologiques, mais c'est le poids de la matiére végétale seche et la longueur
des tiges qui rendent compte du milieu de la tolérance ou de sensibilité des plantes au sel
(Bekhouche, 1992). Le stress salin résulte aussi dans la diminution de la biomasse séche et fraiche
des feuilles, tiges et racines (Chartzoulakis et Klapakii, 2000). La salinité influence également la
croissance et la qualité¢ des fruits dont I’aspect et la qualit¢ organoleptique sont modifi¢s, et
dont la valeur marchande devient médiocre (Levigneron et al, 1995), c'est le cas du riz (Khan et
al, 1997) et de la pomme de terre (Bouaziz, 1980). Selon Mohammad et al, (1998), la salinité
accrue est accompagnée par une réduction significative dans la biomasse racinaire, la hauteur de
la plante, le nombre de feuilles par plante, la longueur des racines et la surface racinaire chez la
tomate.Des expériences faites sur la variété de piment ont montré qu’une concentration de 30 mM
de NaCl diminue la production de la matiére seche de 23% par rapport aux plantes non traitées
(Rubio et al, 2009). En effet , des études qui ont intéressé I'effet du sel sur le comportement de
certaines especes (blé, orge, triticale, mais, tournesol), ont bien montré I'effet négatif du sel sur la
croissance des plantes et en particulier sur la taille, la surface foliaire et la production de la
biomasse seche (EI Midaoui et al., 1999a).

Effet de la salinité sur la germination et la levée

Selon Maillard (2001), et Abdelly (2006), la plupart des plantes sont plus sensibles a la
salinité durant leurs phases de germination et de levée dont I’effet nocif est de nature osmotique ou
bien toxique. Berstein, (1975) et Bozouk, (1981) qui ont montré que chez la tomate cultivée
(Lycopersicon esculentum), la germination est inhibée par les conditions salines. Selon Karmous
(2007), elle agit également sur la germination en ralentissant sa vitesse, ce qui expose plus les
semences aux risques. il a été démontré que la salinite inhibe la germination par son effet osmotique
ou elle affecte tous les processus de germination suite a la baisse du potentiel hydrique autour des
graines, ce qui rend l'eau inaccessible a cette derniére pour la réhydratation et la reprise de la vie

active de I'embryon (Maas et Poss, 1989).

La réduction du potentiel osmotique de la solution du sol empéche 1’imbibition de la graine
suite & une diminution des activités enzymatiques et une forte absorption de Na* par rapport a K*,

ce qui conduit a une toxicité embryonnaire et un retard dans les processus métaboliques (Hsiao et
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al., 1976) ( in Adel et Bader, 2002). Cet effet toxique peut conduire a 1’altération des processus

métaboliques de la germination et dans le cas extréme a la mort de I’embryon par excés d’ions.

L’effet de la salinité sur les pigments photosynthétiques

Le stress salin induit pour la tres grande majorité des plantes une réduction de la production
de biomasse correspondant essentiellement a une baisse des processus non-mésophylliens de la
photosynthése (Sudhir et Murthy 2004). A I’échelle du chloroplaste, Sudhir et Murthy (2004),
montrent que ce sont les processus de carboxylation, et non ceux de la photophosphorylation qui
sont les plus affectés par le stress salin. Les stress prolongés provoquent une diminution de la
régenération du RuBP (Lawlor et Cornic 2002), et les ions Na+ et Cl- en excées induisent une
altération du mécanisme photosynthétique (Munns et al., 2006). Selon Munns (2008), la
réduction de la photosynthése est liée a la diminution du potentiel hydrique foliaire, qui est
lui-méme a l'origine de la fermeture des stomates (Allen, 1995), qui cause la réduction de la
conductance stomatique (Orcutt et Nilsen, 2000). La diffusion du CO2 a l'intérieur des stomates
devient alors limitée et sa fixation au niveau des chloroplastes diminue par conséquence la
régénération du RuBP (Ribulose Biphosphate) devient limitée (Hu et al., 2005). En effet,
chezBruguiera parviflora, le taux de photosynthese augmente pour des faibles niveaux de salinité et
décroit pour des teneurs élevées, sans modification sur la conductance stomatique (Parida al., 2004).
Ainsi, chez Oryza sativa des concentrations de 200 mM de NaCl induisent une diminution de la
Chlb et dans une moindre mesure de la Chla (Amirjani, 2011).

L’effet de la salinité sur le taux des ions

Les effets toxiques des ions Na+, son absorption massive peut induire des carences potassiques. Le
K+ est un ion essentiel, activement transporté dans les cellules. En raison de la similarité chimique
(degré de solvatation, 32 et rayon ionique) des cations K+ et Na+, les transporteurs du K+ comme les
NHXs et le NSCCs ne font pas la différence entre les 2 cations et les transportent indifféremment, ce
qui entraine une accumulation de Na+ au dépend du K+ (Pardo et Quintero, 2002). Le Cl-, présent en
exces dans les milieux hypersalins, est toxique pour les cellules. La toxicité au chlore se traduit par
une dégradation de la chlorophylle et I’apparition de chlorose a la périphérie des feuilles. Cette
toxicité foliaire est différente de celle du Na+ qui, par la réduction des taux de K+ et Ca2+ induit une
diminution de la photosynthese via la réduction de la conductance stomatique. Cependant, les effets
du Na+ et du CI- sont additifs (Tavakkoli et al., 2011). De plus, et comme pour Na+, la teneur en Cl-
augmente avec l’age des feuilles chez les glycophytes par comparaison aux halophytes ou la

concentration de ces 2 ions est la méme quelque soit I’age des feuilles (Teakle et Tyerman, 2010).
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L’effet de la salinité sur I’anatomie de la feuille

La salinité cause une modification de I'épaisseur épidermique, I'épaisseur du mesophylle, la
longueur et le diamétre des cellules palissadiques. C’est ce qui a été observé sur les feuilles de
I’haricot, du coton et de I’Atriplex soumis au stress salin (Longstreth et Nobel, 1979 in Parida et
DAS, 2005). La salinité réduit aussi I’espace intercellulaire dans les feuilles (Delphine et al., 1998
in Parida and Das, 2005). La réaction de la plante a la salinité se fait initialement au niveau des
racines qui synthétisent une hormone appelée acide abscissique (ABA), qu’elles véhiculent vers les

parties aériennes ou se déclenche le mécanisme de fermeture des stomates (Schroeder et al., 2001).
Stratégies d’adaptation et mécanismes de tolérance au stress salin

Homéostasie ionique
La compartimentation vacuolaire

Celle-ci consiste a évacuer du cytoplasme les ions Na+ en exces vers la vacuole afin d’éviter leur
effet toxique et inhibiteur a I’encontre des processus enzymatiques (Flowers et al.1977). Ce mécanisme de
compartimentation vacuolaire est assuré par I’action d’un antiport vacuolaire sodium/proton (Na+/H+)
dont I’énergie est fournie par les pompes a protons ATPases (H+ -adénosine triphosphatases) et PPases
(H+ -pyrophosphatases) vacuolaires (Horie et Schroeder 2004). Ainsi, grace a ce processus de
compartimentation de sodium au sein de la vacuole, la cellule parvient a maintenir une faible
concentration de sodium dans le cytoplasme, minimisant ainsi son effet toxique; et d’autre part,
I’augmentation concomitante de la concentration de sodium dans la vacuole va engendrer une forte
pression osmotique qui va favoriser ’absorption d’eau et donc améliorer la turgescence des cellules (Apse
et Blumwald 2007). La compartimentation du NaCl dans les vacuoles représente le mécanisme principal
de détoxication du sel chez les halophytes (Borsani et al. 2003), tandis que les glycophytes ont recours au
mécanisme d’exclusion du sodium des cellules (au niveau de la membrane plasmique) des parties
aériennes vers les racines (Blumwald et al. 2004). Chez les halophytes, I’activité de I’antiport vacuolaire
Na+/H+ est généralement induite par les concentrations élevées de NaCl (Barkla et al. 1995). Ainsi,
’accumulation du sodium dans le compartiment vacuolaire semble avoir un double role, celui de la
protection du cytoplasme contre la toxicité du sodium et celui de son utilisation en tant qu’osmoticum dans

la vacuole (Bartels et Sunkar 2005).
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Exclusion et inclusion des ions toxiques

La capacité d’une plante a compartimenter Na+ au niveau cellulaire entraine une différence de gestion
du Na+ au niveau de la plante entiere. On peut distinguer deux comportements des plantes vis-a-vis de sel,
les comportements dit « includer et excluder ». Les plantes excluder sont généralement sensibles a la salinité
et sont incapables de contrbler le niveau de Na+ cytoplasmiques. Cet ion est transporté dans le xyléme,
veéhiculé vers les feuilles par le courant de transpiration, puits en partie re-circulé par le phloéme pour étre
ramené vers les racines. Ces especes sensibles contiennent donc peu de Na+ dans les feuilles et un exces
dans les racines. L’exclusion du sodium est réalisée par ’action combinée d’une série de protéines de type
SOS (« salt overly sensitive ») (Zhu 2003). SOS1, qui est également un antiport Na+/H+ mais localisé au
niveau de la membrane plasmique, joue un rdle primordial dans ce mécanisme d’exclusion de sodium vers
le milieu extérieur ( Mahajan et al. 2008). SOS2 et SOS3 assurent conjointement la régulation de ’activité
de SOS1 mais également celle de ’antiport vacuolaire NHX1 ( Zhu 2002). Au contraire, les plantes «
includer »résistantes au NaCl, accumulent le Na dans les feuilles ou il séquestré (dans la vacuole,

I’épiderme foliaire, les limbes agés...)

Excluder

Chez les plantes de types includer, les
flux de sodium sont essentiellement ascendants
(en rose) et le sel est accumulé dans les parties
aériennes. Chez celles de type excluder, la plus
grande partie du sodium véhiculé vers les
feuilles est réexporté vers les racines via le
phloéme (en bleu). Les intensités relatives des
flux sont symbolisées par la largeur des traits.

Figure 8- Schématisation du bilan de la circulation du sodium dans les plantes includer ou excluder
(Levigneron et al., 1995).

Ajustement ionique

L’augmentation des concentrations vacuolaires de sodium induit la nécessité et le
besoin d’élever la pression osmotique des autres compartiments cellulaires afin d’ajuster leur
osmolarité intracellulaire afin de limiter les pertes de turgescence due a 1’abaissement du potentiel

hydrique (WYH) de la solution du sol (Amtmann et Leigh 2010).
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Figure 9- Homéostasie cellulaire établie apres 1’adaptation au sel (NaCl). Présentation des
osmolytes et des ions compartimentés dans la vacuole, des tran canaux aqueux, et des potentiels
électrochimiques a travers la membrane plasmique et le tonoplaste. Chloroplaste (cp),
mitochondrie (mt) et peroxisome (perox), organites dans lesquels impliqué (Hasegawa et al., 2000).

Ainsi, les végétaux vont accumuler des solutés compatibles fig(09) : le K+, les
monosaccharides comme le fructose et le glucose, les alcools comme le glycérol, et les dérivés
d’acides aminés quaternaires comme la proline, et la glycine-bétaine pour contrebalancer les

potentiels hydriques bas du cytosol (Yokoi et al., 2002).
Stratégie osmotique

La proline

Les teneurs en proline s’accroissent rapidement chez de nombreuses mono- ou dicotylédones
soumises a un stress salin (Rhodes et al. 2002). Cette augmentation de la concentration de proline
cytoplasmique est consécutive a la stimulation de sa syntheése, résultant d’une élévation des
quantités des messagers codant pour ’enzyme qui convertit le glutamate semi-aldéhyde en proline.
Il existe deux voies de biosynthése de la proline chez les plantes, celle de 1’ornithine et celle du
glutamate. Il semble que la stimulation de la synthése de proline soit paralléle a une activation
globale d’une voie métabolique partant du glutamate semi-aldéhyde et conduisant a la proline, mais
aussi aux polyamines, via I’ornithine et 1’arginine (Bartels et Sunkar 2005). La proline agit en tant
que composé soluble compatible dans 1’ajustement osmotique pouvant atteindre de fortes

concentrations sans exercer d’effet toxique comme le cas des ions (Yancey et al. 1982).
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Les sucres

Le stress salin induit chez plusieurs especes de plantes des modifications dans les teneurs
relatives des hydrates de carbone avec une accumulation plus ou moins importante des sucres
solubles totaux (saccharose, glucose et fructose). Ces derniers semblent jouer un réle important
dans I’ajustement osmotique (Rhodes, 1987). Plusieurs études physiologiques ont démontré que
I’accumulation des sucres et des polyols, principalement suite a I’hydrolyse de I’amidon (Phillips et
al. 2002), était stimulée par un stress salin chez différentes especes végétales (Majumder et al.
2010). En effet, pour ajuster le potentiel osmotique interne perturbé par I’absorption excessive des
ions sodium, la plante accumule dans son cytoplasme des solutés organiques principalement les
sucres solubles (Rhodes, 1987). Ces derniers protegent également les membranes contre la
déshydratation (Schwab et GAFF, 1986). Leurs teneurs ont eté utilisées comme indicateurs du
degré de tolérance a la salinité chez plusieurs especes (Rathert, 1984). L’augmentation des teneurs
en sucres solubles en conditions de stress salin a été mise en évidence chez la tomate (Lycopersicon
esculentum Mill.) (Perez-Alfocea et al., 1996).

Les anti-oxydants et protéines de détoxication

Les formes actives d’oxygene, telles que le peroxyde d’oxygene (H202), les radicaux
superoxydes (02-) et hydroxyl(OH), sont produites au cours des processus cellulaires aérobies et de
facon plus accrue suite aux stress abiotiques, notamment la salinité (Logan 2005). Ces composes,
lorsqu’ils sont accumulés en faible quantité, peuvent servir de signal pour induire I’expression de
genes de réponse et de déefense cellulaires (Parent et al. 2008). Le radical hydroxyl, par exemple,
risque d’endommager les structures chlorophylliennes, protéiques, nucléiques et lipidiques, et par
conséquent entraver le métabolisme cellulaire, la physiologie de la plante et finalement la
croissance et le rendement (Frankel 1984). Par conséquent, la plante doit constamment déployer ses
mécanismes de défense pour pallier ces dommages. De ce fait, et afin d’éliminer ces formes actives
d’oxygene, les plantes possedent des antioxydants (de nature non enzymatique) de faible masse
moléculaire, tels que les composés phénoliques, les flavonoides, les anthocyanes, et 1’acide
ascorbique (Ashraf 2008), mais aussi, elles emploient une vaste panoplie d’enzymes, telles que la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), I’ascorbate peroxydase (APX), la glutathion S-
transférase (GST) et la glutathion peroxydase (GPX) (Munns 2005; Tirkan et Demiral 2009; Ksouri
et al. 2010). Le superoxyde dismutase peut éliminer le radical superoxyde en catalysant la réaction
de dismutation d’O2- en H202 qui, malgré tout, reste un intermédiaire toxique. La concentration de
ce dernier peut étre régulée par des enzymes, telles que ’APX, la CAT ou bien la GPX (Parent et
al. 2008).
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Induction des hormones

Les niveaux hormonaux de ’ABA augmentent en cas de stress salin, jouant ainsi plusieurs
roles. Il est responsable de I’activation des geénes qui jouent un role important dans les mécanismes
de la tolérance au sel chez le riz, comme il a un réle dominant dans les réactions reversibles de la
phosphorylation des protéines. Il accroit le niveau du Ca®* cytosolique et donc son pH, permettant
ainsi de réguler 1’absorption et le transport a travers les membranes ; contrairement, il réduit le
niveau d’éthyléne et I’abscission des feuilles, probablement par la décroissance de 1’accumulation
des ions toxiques de Cl- dans les feuilles. En outre, ¢’est un inhibiteur du NaCl dans les réactions de
la photosynthése et la croissance (Omami, 2005). Une augmentation de I’ABA dans la partie
aerienne ou une réduction des concentrations en cytokinine, donne naissance a une croissance et
une transpiration réduites (Gregory, 2005). D’ aprés Omami (2005), un haut niveau de
jasmonate, médiateur de signalisation qui soutient les réactions de floraison et sénescence

dans les conditions de stress salin.
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Chapitre 111- Botrytis cinerea, agent pathogene de la pourriture grise

Généralités sur le B. cinerea

A la frontiére du saprophytisme et du parasitisme, Botrytis cinerea Pers., [forme imparfaite
du Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel.] est le champignon Ascomycéte responsable de la
pourriture grise (moisissure grise, pourriture de la grappe) chez des centaines de plantes hotes au

niveau mondial.

L’étymologie de son nom fait référence directement & sa morphologie : « Botrytis » signifie «
en forme de grappe », indiquant ainsi la morphologie des conidiophores, et « cinerea » renvoie a la
couleur gris-cendrée de la sporulation. Le genre Botrytis a été décrit pour la premiere fois en 1729
par Pier Antonio Micheli qui la répertorié dans le « Nova Plantarum Genera » puis de maniére
définitive par Hennebert, comme la majorité des espéces du genre (Groves et al. 1953 ; Hennebert
1973). Le nom Botrytis cinerea a été proposé par Elias Magnus Fries, le botaniste suédois qui, a

la suite de Linné, fut le fondateur de la systématique des champignons.

La maladie causée par cet agent pathogene provoque des pertes économiques importantes
dans plusieurs types de culture (Veloukas et al., 2011) , ce qui engendre des pertes pouvant
atteindre 20% des récoltes mondiales (Elad et al., 2004). Sur cultures maraichéres, viticoles et
horticoles, en pré- ou en post-récolte, cette maladie conduit a des pertes importantes de rendement
(Fernandez-Ortun et al. 2012). Il s’attaque aux fruits (ex. raisin, fraise) et aux légumes (ex. tomate,
laitue) de diverses productions végétales, mais aussi aux plantes ornementales (ex. tournesol, rose)
(Kim et Xiao, 2011; Veloukas et al., 2011 ; Yin et al., 2011). En plus d’étre considéré comme un
champignon nécrotrophe, B. cinerea se caractérise principalement par son cosmopolistique, sa
polyphagie, sa variabilité génétique et sa capacité de s’adapter facilement a son environnement (De
Miccolis Angelini et al., 2010 ; Kretschmer et Hahn, 2008 ; Martinez et al., 2005). L acquisition
de cette résistance entraine dans la pratique des pertes importantes de productivité et peut, ainsi, étre
a lorigine de difficultés économiques et sociales (Koller et Scheinpflug, 1987). Certains suggerent
que cette capacité d’adaptation, résulte entre autres d’un cycle de vie trés court ainsi que d’une

reproduction prolifique (Brent et Hollomon, 2007 ; Yin et al., 2011).
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Description de I'agent pathogene

Sur milieu PDA, ce champignon se présente sous forme de colonies blanches qui prennent ensuite
une teinte grise. Les conidies sont ovoides ou rondes, hyalines et d'une taille comprise entre 11 et 15
pum.  Elles sont produites dans des bouquets a I'extrémité de conidiophores ramifiés. Ce
champignon peut produire également des sclérotes a contours irréguliers et noirs (1-5 mm de
diamétre). Dans la nature, ces sclérotes apparaissent sur les fruits décrochés par le vent ou sur les
sols des vergers. La sporulation est provoquée par I'exposition a la lumiére (Rosenberger, 1990). Le
champignon phytopathogene Botrytiscinerea peut se présenter ou survivre sous différentes

formes telles que le sclérote, le mycélium, les macroconidies, les microconidies et les ascospores.

Figure 10-Conidies observés en utilisant un microscope électronique & balayage (A). Conidiphores
observés en utilisant un microscope électronique (B). Apothécie produisant des ascospores sur une
sclérote (C). Botrytis cinerea sur milieu de culture PDA a 25°C (D). Sclérote de Botrytis cinerea
produites sur boite de pétri apres un mois de culture sur un milieu PDA a 21°C(E).) Observation de la
germination des conidies sur milieu riche PDA au microscope optique (F).

» Le mycélium

11 est aussi une structure qui peut survivre dans les tissus morts de son hote et est constitué¢ d’hyphes
septés. Le mycélium se présente sous forme d’une toile blanchitre et grisitre ou olivatre
comprenant des filaments articulés, cylindriques vésiculeux au niveau de la cloison médiane, dont
le diamétre varie en fonction des conditions de développement des hyphes. (Ajouz, 2009). Quand

ce mycélium devient fructifeére (au bout d’un certain temps d’incubation (>7j) sur milieu nutritif, il
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développe des touffes de conidiophores dressés grisatres (gris brunatre ou gris cendré) et présentant

des ramifications a leur sommet.
» Le sclérote

Il se développe dans les tissus morts de son hote et est considéré comme la principale structure de
survie du champignon durant I’hiver (Williamson et al., 2007). Il est formé par une masse
mycélienne dense plutét arrondie (1-5 mm de diamétre), entouré d’un cortex rigide contenant des
pigments de mélanine. Ces caractéristiques le protégent de la dessiccation, des rayons ultra-violets
et des attaques de microorganismes sur de longues périodes (Williamson et al., 2007). Dans la
nature, ces sclérotes apparaissent sur les fruits décrochés par le vent ou sur les sols des vergers. La
sporulation est provoquée par I'exposition a la lumiere (Rosenberger, 1990).

» Les macroconidies

Les macroconidies sont ovoides contrairement aux microconidies (encore appelées spermaties) qui,
elles, se présentent sous forme sphérique et de plus petite taille (2 a 4um). Le fait que les
macroconidies posseédent la caractéristique d’étre hétérocaryotiques est trés avantageux. Cette
caractéristique confére au champignon B. cinerea une plus grande variabilité génétique et donc, la
possibilité de s’adapter plus rapidement aux conditions du milieu, par exemple aux fongicides

(Williamson et al., 2007 ; Leroux, 2004).
» Les microconidies (spermaties)
Ce sont des gametes males uninucléés jouant un role dans la reproduction sexuée du champignon.

» Les ascospores

Au nombre de huit par asque, elles sont oblongues a elliptiques. Un asque contient huit
ascospores binuclées qui germeront pour produire un mycélium (Williamson et al. 2007). Les
asques sont produits sur des apothécies, fructifications d’ascomycétes assurant la reproduction

sexuée (Ajouz, 2009).

Nomenclature et systématique

Le nom Botrytis cinerea a été donné par Persoon en 1801 a un agent pathogene de la vigne. Ce

champignon comme beaucoup d'autres connait une double classification :

» Une forme parfaite (téléomorphe), Botryotinia fuckeliana (de Barry) Wetzel. C'est un
Ascomycete, de la classe des Discomycetes, de l'ordre des Léotiales, famille des
Sclerotiniaceae.
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» Une forme imparfaite (anamorphe), Botrytis cinerea Pers. C'est un Deutéromycéte de la
classe des Hyphomycetes, de l'ordre des Moniliales, famille des Moniliaceae. C'est de Bary
(1866) qui a établi une relation génétique entre Botrytis cinerea Pers., organisme asexué, et

Botryotinia fuckeliana appelé au départ Peziza fuckeliana, organisme sexué.

B. cinerea possede un mycélium hyalin, cylindrique et cloisonné, grisatres ou olivatres,
dont le diametre varie considérablement suivant les conditions de développement des hyphes11-

23pm.

Le genre Botrytis est tres proche du genre Sclerotinia (83 % d’identité protéique moyenne
entre les deux génomes) (Amselem et al. 2011). Il compte 22 especes et un hybride. La
classification ancienne, basée essentiellement sur des caractéeres morphologiques et les spectres

d’hotes a été révisée récemment par une approche de généalogie multiple (Staats et al. 2005).

Botrytis cinerea se classe comme suit :

Regne : Fungi

Division:  Ascomycota

Classe Leotiomycetes

Ordre : Helotiales

Famille : Sclerotiniaceae

Genre : Botrytis

Espéce : Botrytis cinerea (Hakim ALILOU, 2012).

Cycle infectieux de B. cinerea

Botrytiscinerea possede un cycle infectieux sexué et asexué. Il peut produire soit des spores
asexuées (macroconidies) ou sexuées (microconidies), soit du mycélium ou des sclérotes (Ajouz,
2009). Durant I’hiver, B. cinerea se conserve principalement sous forme de sclérotes dans les débris
morts de 1’hote, la plupart du temps les feuilles tombées au sol. Les sclérotes, dans des conditions
particuliéres, développent des apothécies qui donnent des ascospores. Ces apothécies sont rarement
observables mais constituent aussi une forme de dissémination du champignon. Les sclérotes
germent et produisent un mycélium qui, grace a ses appressoria, perforera la cuticule végétale. 1l y
aura par la suite, développement des conidiophores portant des macroconidies (spores asexuées) qui
serviront d’inoculum primaire (Figure 1). Les macroconidies libérées seront principalement

propagées a I’aide du vent et de la pluie, ce qui sera considéré d’inoculum secondaire. Le mycélium
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de B. cinerea peut aussi se conserver dans les débris de 1’hote durant 1’hiver pour par la suite
produire des conidies et servir d’inoculum primaire (Williamson et al., 2007). Pour plusieurs fruits
et légumes (ex. courgette, fraise, pomme), I’infection commence généralement sur les fleurs
sénescentes puis se propage sur les fruits adjacents en développement (Williamson et al. 2007).
L’infection par B. cinerea peut aussi étre favorisée par des blessures sur les fruits ou les feuilles
(Elmer et Michailides, 2004). De plus, B. cinerea peut, selon les conditions environnementales,

effectuer plusieurs cycles de reproduction asexuée au cours d’une saison.

conidies sur une partie
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Figure 11- Cycle de développement (production asexuée) de Botrytis cinerea sur différentes culture
(d’apres Agrios, 2005).

Symptome et dégats

Au niveau des blessures contaminées, B. cinerea a une évolution d'autant plus rapide que les
fruits sont plus mars. Si I'atmosphere du local de conservation est trés humide, un mycélium blanc
et dense peut apparaitre en surface et contaminer les fruits sains adjacents provoquant la formation
de ‘nids’ de pourriture dans les caisses (Bondoux, 1992). Les symptomes qui sont les plus typiques
pour les feuilles et les petits fruits sont I’apparition de taches brunes, suivis par 1’apparition de

feutrage grisatre, qui sont en fait les conidies (Williamson et al., 2007).
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Figure 12-Symptomatologie et morphologie de Botrytis cinerea. A : Attaque en serre de tomate. La
proximité des plantes et la litiére infectée au sol favorisent les épidémies. B : Chancre sur tige de
tomate. C : Taches fantéme sur tomate, correspondant a des infections avortées. D : Surinfection sur
tomate cerise infectée par le mildiou. B. cinerea est également un parasite de faiblesse. E : Jeune
fruit de concombre infecté. F : Infection sur mdres cultivées. G et H : Mycélium sporulant sur

grappe de raisin. | : Infection sur feuille de Pelargonium, aprés contact d’une fleur infectée. J.

S

‘\7 § o 2 ¥ e > "
HET e 1 o EEE

Gamme d'hote de B. cinerea et cycle épidémiologique

B. cinerea est un champignon pathogéne ubiquiste et polyphage, capable d’infecter plus de
200 espéces de plantes dicotylédones et monocotylédones, causant des pertes économiques
importantes sur les cultures avant et aprés récolte (Rosslenbroich et Stuebler, 2000 ; Gudelj et al.,
2004 ; Hubert et al., 2005). 1l affecte de nombreuses productions végétales d’importance
économique en culture sous serre ou en plein champ, comme par exemple : le raisin, la pomme, la
poire, la cerise, la fraise et le kiwi en production fruitiére, 1’aubergine, la carotte, la laitue, le
concombre, le poivron, la tomate, la courgette en production légumiére ou des plantes
ornementales comme la rose, le gerbera ou le cyclamen. Sur la tomate, B. cinerea cause la
pourriture grise des feuilles, des pétioles, des tiges et des fruits sous serre et en plein champ (Dik et
Elad, 1999), mais elle est particulierement sévére dans les conditions de lumiere faible et
d’humidité élevée des serres (Jarvis, 1980). Les conidies de B. cinerea ont des origines tres variées
compte tenu de la polyphagie de cette espéce. Beaucoup de débris végétaux peuvent étre le support
des conidies, y compris sur les arbres : chancres, feuilles desséchées, fruits pourris. Les blessures
infligées au moment de la cueillette peuvent étre facilement contaminées. En effet, une fois I'agent
pathogeéne installé, les conidies se dispersent facilement vers les fruits adjacents. Dans le cas ou B.
cinerea a besoin de lumiére pour la sporulation, la dissémination peut se faire par des pédoncules
infectés (Bondoux, 1992).
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Pathologie

L’infection des structures végétales peut se faire de différentes fagons. Les tubes de
germination des conidies peuvent passer a travers la barriére cuticulaire par action enzymatique, par
les stomates (ouverture microscopique dans I'épiderme d'une feuille, éventuellement d'une tige,
assurant les échanges gazeux entre la plante et I'atmosphére) ou par les blessures provoquées par
des piqures d’insectes. L’infection par du mycelium provenant de tissus morts de parties végétales

infectées est aussi fréquente (Coley-Smith et al., 1980; Jarvis1977).

Infection par action enzymatique

Les dommages physiques ou la pénétration mécanique brutale de la cuticule par B.cinerea
est généralement pas observée (Williamson et al, 1995; Cole et al, 1996) ce qui indique que
l'activité enzymatique est impliqué dans la pénétration des surfaces de I’hote (Salinas et Verhoeff,
1995). L'infection des plantes hotes par Botrytis spp. est méfiée par de nombreuses enzymes
extracellulaires et des métabolites. Chacun de ces composes peut jouer un réle dans différentes
¢tapes du processus d'infection. (Chitinases, polygalacturonases, laccases, xylanases, lipases...)
sont des enzymes dégradant des parois cellulaires qui peuvent faciliter la pénétration a la surface de
I'nbte, tandis que des toxines, oxalate et des espéces réactives de I'oxygene peuvent contribuer a la
destruction des cellules hotes.

Les conidies de Botrytis cinerea adhérent a la plante par interactions hydrophobes entre
leur paroi cellulaire et la cuticule du fruit (Bessis 1972). Lors de leur germination, une cutinase est
sécretée, dissolvant la barricre cuticulaire de la plante et leur permettant ainsi d’atteindre 1’épiderme
(Gindro 2000). A ce stade, Botrytis cinerea sécréte d’autres enzymes, les polygalacturonases (ou
pectinases) dégradant la pectine (constituant du ciment cellulaire assurant la solidité des tissus).

Infection par les stomates

Certains mécanismes héte-pathogene se font par la pénétration des tubes germinatifs par
les stomates. B. cinerea est un opportuniste qui peut déclencher I'infection au niveau des sites de la
plaie, ou sur des sites préalablement infectés par d'autres agents pathogénes. Néanmoins, Botrytis

spp. sont parfaitement capables de pénétrer les surfaces d'accueil intactes.
Infections par le mycelium

Botrytis cinerea se développe de facon limitée a la base des étamines déhiscentes, permettant
ainsi la contamination directe des fruits par le champignon. L’infection par le mycélium se produit

de fruit & fruit. Ce mécanisme est dépendant du milieu environnemental de la plante. Le
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développement du champignon est favorisé par certains facteurs externes comme : I’humidité, les

tissus morts, la température, les Iésions de la plante et la lumiere.

Les facteurs de développement

La température

La température optimale pour la croissance mycélienne varie selon les souches de B. cinerea
mais dans I'ensemble elle est comprise entre 18 et 23°C (Jarvis, 1977). Tandis que la germination
des sclérotes de plusieurs souches est favorisée par les basses températures. La température
optimale pour la germination des conidies était comprise entre 20 et 30°C. A des températures
inferieures a 5°C et supérieures a 35°C, les spores de B. cinerea ne germent pas aprés 48 heures
d’incubation. A 10°C la germination est trés retardée avec seulement 60% de conidies germées 48
heures aprés 1’inoculation. (Shiraishi et al., 1970a). Sirry (1957) ont constaté qu'a 21°C, les
conidies de B. cinerea germent a 100%. Jarvis (1977) a rapporté que les conidies de B. cinerea
germent a 100% & 20°C, 15°C et 5°C avec 100% d'humidité. Le mycélium aérien et la sporulation
se développent d’une maniére plus rapide a 21°C. (Thomas and Marois, 1986). Davidson et
Krysinska-Kaczmarek (2007) ont définis les conditions optimales pour l'infection et la sporulation
sur la lentille a 15-25°C. La sporulation est limitée a 10°C et stoppée a une température inférieure a
5°C ou supérieure a 30°C.

L'humidité

L'humidité relative et la disponibilité en eau a la surface des plantes ont toujours été
considérées parmi les facteurs majeurs influencant le processus des infections dues au genre
Botrytis (Blakman, 1980). Jarvis (1977) a rapporté que les conidies de B. cinerea germent a 100%
a 20°C, 15°C et 5°C avec 100% d'humidité. Snow (1949), estime que les conidies de B. cinerea ont
besoin de niveaux élevés d'humidité relative pour la germination. A 95% d’humidité relative,
seulement 80% des conidies de B. cinerea germent a 15°C et 5°C, en revanche 100% des spores
germent & 20°C (Jarvis, 1977). A 90% d'humidité relative, 85% des conidies germent a 20°C, et la
germination s’arréte quand les conditions d’humidité relative et de température sont plus faibles
(Jarvis, 1977). Dans des conditions d’humidité relative de I’ordre de 80 a 100%, 1’incidence de la
maladie sur concombre est plus grave qu'en condition seche (Yunis et al., 1990). Le mycélium
aerien et la sporulation se développent d’une maniére plus rapide a 21°C et 94% d'humidité relative
et en présence d'un vent limité (Thomas and Marois, 1986). Une surface d'eau libre ou une
humidité relative élevée (95%) semblent méme nécessaires & la germination des conidies et a la

pénétration des filaments germinatifs, et au succes de l'infection (Williamson et al., 1995). D’apres
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O’neill et al., (1997), la phase de sporulation est favorisée par une forte humidité relative et
I’interruption de ces conditions entraine un retard de sporulation. Enfin, les apothécies sont
géneralement produites dans des conditions fraiches et humides (Kochenko, 1972). Dans des
conditions contraires (en atmosphére séche), les apothécies séchent rapidement et cessent de former
des ascospores (Jarvis, 1977).

La lumiére

La germination des conidies de B. cinerea se produit aussi bien a la lumiére qu’a 1’obscurité,
pourvu qu’il y ait de I’eau et des nutriments en quantité suffisante (Blakeman, 1980). La sporulation
de B. cinerea est par contre dépendante de la qualité de la lumiere recue et surtout des UV (Elad,
1997; West et al., 2000). La survie des conidies dans I'air est également influencée par la qualité de
la lumiere. D'aprés Rotem et Aust (1991), les rayons UV influencent fortement la mortalité des
conidies ; la longeévité sous UV a été réduite a 3 minutes contre 14 mois pour les conidies seches

incubées a température ambiante (Salinas et al., 1989).
Exigences nutritives

De nombreuses expériences ont montré que la germination de B. cinerea dans l'eau était
significativement plus faible que dans une solution nutritive (Kosuge and Hewitt, 1964). La
germination des spores de B. cinerea dans I'eau (absence de nutriments) a cependant été observée
pour certaines souches (Doehlemann et al., 2006). La présence de nutriments tels que le glucose et
le fructose favorise la germination et I'élongation du filament germinatif (Clark and Lorbeer, 1977;
kosuge and Hewitt, 1964) et permettent a des conidies agées de retrouver leur pouvoir germinatif
(Shiraishi et al., 1970b).

La lutte contre Botrytis cinerea
Lutte culturaux

Choix du site et type de plantation

Le site et la méthode de plantation doivent faire en sorte d'assurer un séchage rapide du
feuillage et des fleurs afin de limiter le développement du champignon. Ainsi, il faut choisir un site
ou l'air circule facilement, avec une bonne exposition au soleil, sur un sol qui se draine bien. Il est
préférable d'orienter les rangs dans le sens des vents prédominants, toujours pour assurer un séchage
rapide du feuillage Wilcox (1993).
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Irrigation

Les conditions environnementales, en particulier I’humidité relative, joue un réle clef pour
I’infection de la plante par B. cinerea et le développement de la maladie. L'idée générale encore
une fois est d'éviter que le feuillage reste humide longtemps. Ainsi, le CPVQ (1985) recommande
d'irriguer de préférence le jour et lorsque la température dépasse 20°C. Hofstetter (1990)
recommande quant a lui d'irriguer t6t le matin par journée ensoleillée de fagon a accélérer le
séchage de la surface du sol et donc réduire la sporulation du champignon. L'irrigation goutte-a-

goutte permet de réduire les risques de maladie en gardant le feuillage sec.
Rotation

Une fagon simple d'éviter les problemes de pourriture grise est de faire une rotation courte,

c'est-a-dire de ne faire la récolte qu'une année.
Variétés résistantes

Pour I’ensemble des cultures attaquées par le champignon, il n’existe aucune variété
commerciale résistante a la pourriture grise (Dik and Wubben, 2004).Cependant, il existe une
différence importante dans la sensibilité a la pourriture grise pour certaines plantes.Sur tomate, la
résistance a B. cinerea est quantitative et liée a différents genes de résistance chez I'néte (Dik and
Wubben, 2004; Finkers et al., 2008). Une résistance partielle liée a trois QTL a été identifiée chez
une variété sauvage de la tomate Solanum habrochaites LYC4 (Finkers et al., 2008).

Lutte chimique

Les fongicides anti-Botrytis utilisés en végétation ont largement évolué depuis le début des
années 1970, ou les premiéres matiéres actives apparues sur le marché francais pour lutter contre la
pourriture grise furent le folpel, le captafol, I’euparéne (dichlofluanide) et le thirame. Des progrés ont
été réalisés dans les années 1970 avec la commercialisation des benzimidazoles, des thiophanates, et
des dicarboximides a partir de 1976 (Leroux et al., 1999). La plupart des fongicides affectent
directement des fonctions essentielles, comme par exemple la respiration, la biosynthese des stérols
ou la division cellulaire (Leroux, 2004). La plupart des fongicides anti-Botrytis utilisés ont une action
directe sur le champignon. Les substances actives comme le folpel, le thirame, le fluazinam et le
dichlofluanide inhibent la respiration mitochondriale. En altérant la synthése de 1’acide
désoxyribonucléique (ou ADN), I’iprodione, le procymidone, le vinchlozoline et le fludioxonil
entrainent une instabilité mitotique qui conduit a une perturbation de la croissance des hyphes
mycéliens. Le carbendazime, le bénomyl et le thiophanate de méthyle sont également capables

d’inhiber la synthése d’ADN et perturbent la réplication et la formation de microtubules. La
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biosynthese des stérols est affectée chez le champignon soumis au fenhexamide, quand celle de la

méthionine est perturbée suite a I’application du pyriméthanil, du cyprodinil et du mépanipyrim (Elad

etal., 1992 ; Rosslenbroich et Stuebler, 2000).

Il a été suggéré que I’exposition continue des populations de B. cinerea a 1’application
chimique présente des difficultés liees a la résistance des souches aux principaux produits
commercialisés. Plus récemment, des souches résistantes au dichlorofluanide, mais demeurant
sensibles au chlorothalonil et au thirame, ont été décrites en Grande-Bretagne et en Grece (Leroux et
al 1993a).Barak et Edgington (1984) ont rapporté une pathogénicité de souches de B. cinerea
résistantes au captane similaire a celle des souches sauvages sur les fraises et les pommes. Des
souches résistantes aux fongicides de la famille des dicarboximides, tels que I’iprodione, le
vinchlozoline et la procymidone, sont apparues pour la premiére fois en 1977 (Pappas et al., 1979).
Ces résistances sont encore détectées aujourd’hui (Myresiotis et al., 2007). De méme, les applications
fréquentes sur vigne de benzimidazoles et de thiophanates (bénomyl, carbendazime, thiophanate-
méthyl par exemple) ont provoqué trés vite ’apparition de souches résistantes a ces molécules
(Georgopoulos, 1977). Le développement de souches fortement résistantes a I'ensemble des familles
constitue un probleme dans la lutte contre B. cinerea, justifiant ainsi a faire appel a d'autres

méthodes alternatives a la lutte chimique contre ce champignon.
Lutte biologique

La lutte biologique a pour principe d’utiliser des micro-organismes antagonistes,
champignons filamenteux, levures et bactéries, afin de réduire la densité de I’inoculum de I’agent
pathogéne ou d’altérer son activité pathogéne. La protection conférée par un agent biologique peut
étre basée sur un ou plusieurs mécanismes d'action : la compétition pour les éléments nutritifs ou
I’espace, le parasitisme, la production de substances toxiques pour le pathogéne (antibiose) et/ou la
stimulation des défenses de la plante (Thomashow & Weller, 1996 ; Yedida et al., 1999 ; Haas et
al., 2000). Le champignon le plus largement étudié est le Trichoderma spp. Les travaux sur le
biocontrole de B. cinerea a 1’aide de ce champignon ont débuté il y a 30 ans (Dubos et al., 1978,
1982). Des produits & base de T. harzianum et T. viride ont été formulés afin d’étre commercialisés
en tant qu’anti-Botrytis (Tableaux 5).Wood (1951) estime que les activités saprophytes de deux
antagonistes (Fusarium spp. et Penicillium claviforme) sur les tissus morts de laitue sont

responsables du contrdle de 1’agent pathogene B. cinerea en conditions naturelles.
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Tableau 5- Exemple de produits de lutte biologique commercialisés dans le monde pour la lutte
contre Botrytis cinerea (d’aprés Elad and Stewart, 2004 ; Fravel, 2005)

Nom de produit Antagoniste Utilisation
Trichodex Trichoderma harzianum En vignes et cultures sous serre
Binab Trichoderma harzianum et | Culture de fraise
Trichoderma polysporum
Mycostop Streptomyces griseoviridis | En serre sur concombre, tomate, poivron,
laitue et plantes ornementales
Plantshield Trichoderma harzianum Culture sous serre
Botry-Zen Ulocladium oudemansii Vignes
Aspire Candida oleophila Fruits apres récolte
Yield Plus Cryptococcus albidus Fruits apres récolte
Bio-save Pseudomonas syringae Fruits apres récolte
Serenade Bacillus subtilis Cultures sous serre et de plein champ

De plus, des rhizobactéries appelées PGPR pour « plant growth-promoting rhizobacteria » ont

montré une efficacité dans la lutte contre B. cinerea. Blakeman et Fraser (1971) et Blakeman (1972)

ont signalé I'effet antagoniste de bactéries vis-a-vis de B. cinerea sur les feuilles de chrysanthemes

et de betteraves. Dans des tests in vitro, la croissance mycélienne de B. cinerea est réduite de 85%

en présence de la bactérie Pseudomonas chlororaphis (Gulati et al., 1999). L’application de la

bactérie Serratia plymuthica sur les feuilles de concombre réduit I'incidence de B. cinerea de 76 %

en conditions de serre (Kamensky et al., 2003). Un certain nombre de levures (dont Pichia et

Rhodotorula) et de bactéries (dont Bacillus et Pseudomonas) ont également éeté signalées pour leur

efficacité dans le contr6le de B. cinerea en traitement post-récolte (Buck and Jeffers, 2004; De
Meyer and Hofte, 1997; Elad et al., 1994b; Guetsky et al., 2002).
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Chapitre 1V - Réponse de la germination de deux génotypes de tomate

au stress salin

Introduction

La germination est le premier stade physiologique affecté par les stress environnementaux. La
capacité germinative des graines dépend des conditions du milieu, en particulier, par la disponibilité
de I'eau dans le sol (Gutterman, 1993 in Ndour et Danthu, 2000), et en teneur en sels (Slama, 2004).
Selon Maillard (2001), et Abdelly (2006), la plupart des plantes sont sensibles a la salinité durant
les stades de germination et de levée par rapport au reste du cycle. Dans ce cas, 1’effet nocif du sel
est de nature osmotique ou toxique. D’aprés Belkhodja et Bidai (2004), Lachiheb et al. (2004) et
Maalem et Rahmoune (2009), le ralentissement de la vitesse de germination, rend les semences
plus exposées aux risques du milieu. Ce qui abaissele taux de graines germées en fonction de la
concentration en sels.La présence excessive de sels solubles peut empécher 1’imbibition de la graine
suite & une diminution des activités enzymatiques et une forte absorption de Na+ par rapport a K+.
Ce qui conduit a une toxicité embryonnaire et un retard dans les processus métaboliques (Munns,
2002). Parmi les causes de l'inhibition de la germination en présence de sel, on peut citer la
variation de I'équilibre hormonal (Debez etal., 2001). Pour étudier I’effet de la salinité sur la
germination de la tomate, nous avons, dans un premier temps, effectué un essai pour caractériser
deux génotypes. L’objectif étant de suivre la réponse de ces deux génotypes a diférentes doses de
salinité pour une meilleure comprehension de la sensibilité de la plante a la salinité au stade

germinatif.

Matériels et méthodes

Le matériel végétal a été composé de deux génotypesde 1’espéce Lycopersicon esculentum :
Guelma et CX206.Le but de notre travail est de connaitre 1’influence des différentes concentrations
salines sur la germination de la tomate. La premiere partie dans notre travail consiste a tester le

pouvoir germinatif des graines de la tomate sous stress salin a la température ambiante.

Les graines de deux variétés de tomate sont stérilisées par hypochlorite de sodium, puis
séchées sur papier filtre stérile avant d'étre déposées dans des boites de Pétri. Ces dernieres
contiennent deux couches de papier filtre stérile imbibé d’une solution d’NaCl aux concentrations :
50, 100, 150 et 300meq.I™". Les lots témoins sont placés sur papier filtre imbibé d'eau distillée
stérile. Les boites de Pétri, contenant chacune 20 graines, sont placées a l'obscurité. Cing
répétitions sont prévues pour chaque traitement et pour chaque variété. Les observations sont
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menées quotidiennement pour évaluer les premieres germinations enregistrées des que la radicule
apparait. Au cours des tests de germination, nous avons estimé: le taux de germination cumulée, la
durée de la germination et la vitesse de la germination.

Résultats

La figure 13 montre la variation du pourcentage germinatif des semences des deux génotypes
de la tomate en fonction des doses croissantes de NaCl. En absence de sel, la variété CX206 se
distingue par sa faculté germinative plus élevée (85%) que celle du génotype Guelma (65%). Cette
tendance est retrouvée pour les deux autres concentrations en sels de 50 et 100 meq.l-1. Pour les
deux derniéres concentrations (150 et 300 meq.l-1), la germination est nulle. Ces résultats mettent
en évidence I’existence d’un comportement spécifique des deux génotypes étudiés en termes de

germination. Dans ce cas, la variété CX206 est plus tolérante que la variété Guelma.
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Figure 13-Effets de la salinité sur le pourcentage final de germination (%) de deux génotypes de la
tomate Lycopersicon esculentum).

Pour la durée de germination, les deux génotypes expriment la méme réponse au traitement
témoin (Fig. 13).Par contre, elle s’étale significativement & 3 jours dans le traitement de 50 meq.I™
pour le génotype Guelma.
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Figure 14-Effets de la salinité sur la durée de germination (jours) de deux génotypes de la tomate
(Lycopersicon esculentum).

Cet ¢étalement n’est que de 2 jours pour la variét¢e CX206. L’effet de NaCl sur le
comportement germinatif de tomate se traduit par une augmentation du temps de latence et une

diminution du taux de germination.

Discussion et conclusion

Compte tenu des résultats obtenus dans cette expérience, le stress salin conduit a une
inhibition du pourcentage final de germination pour les deux génotypes de tomate. Ces résultats
confirment ceux obtenus sur la méme espéce par Bozouk(1981) et Regragui (2005). Il est important
de noter que des doses fortes dépassant les 150 meq.l1conduisent a une inhibition totale de la
germination. En effet, I’exceés de NaCl entraine une carence hydrique chez la plante. Cette carence
est le résultat d’une déshydratation du cytoplasme qui affecte le métabolisme des cellules et la
fonction des macromolécules et réduit finalement la croissance des plantes (Taffouo et al., 2009).
Le sodium absorbé a des effets toxiques sur la germination des graines, principalement par une
perturbation du déplacement de Ca®* dans la paroi cellulaire. Ceci est de nature & perturber la
synthese calcique et par conséquent, affecter la croissance des radicules ( Xue et al.,2004 ; Martinez
et al.,2005).

Le taux et la durée de germination constituent les deux parameétres pertinents de sélection
variétale dans plusieurs études en milieux salés (Mallek et Maalej, 1998). En effet, Prado et al.
(2000), montre que la diminution du taux de germination des graines est due a un processus de
dormance osmotique développé sous des conditions salines. Il pourrait s’agir également d’une

difficulté¢ d’hydratation des graines suite a un potentiel osmotique élevé entrainant une certaine
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inhibition des mécanismes aboutissant a la sortie de la radicule hors des téguments et par
conséquent un retard de germination des graines (Gill, 2003). Parmi les causes de l'inhibition de la
germination en présence de sel, la variation de I'équilibre hormonal a été évoquée par Debez et al.
(2001). Elle pourrait étre due a 1’altération des enzymes qui se trouvent dans la graine (Botia, 1998).
Ce déreglement hormonal va de ce fait, modifier I’organogenése et la morphogenése de radicule.
Les hormones de croissance telles que, I’acide abcissique (ABA), composé métabolisé sous I’action
du Na‘joue un rdle important dans la germination et posséde les mémes propriétés que NaCl. Cet
ABA agit en limitant I’absorption d’eau (Schopper et al., 1979) et en inhibant la synthese
d’enzymes spécifiques a la germination (Black,1983). En définitif, le pourcentage et la durée de
germination sont ainsi utilisés comme stratégie d’adaptation des plantes a 1’égard des contraintes

environnementales.
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Chapitre V - Influence de la salinité du milieu sur le

développement in vitro de Botrytiscinerea

Introduction

Une bonne croissance et un bon développement de la plante assurent un état intérieur
cellulaire favorable non seulement au milieu intercellulaire mais aussi au sol. Les conditions
climatiques et édaphiques sont des facteurs limitants a la croissance et au développement des
plantes. Les stress biotiques et abiotiques constituent de nos jours des contraintes importantes a la
production agricole. En effet, la salinité figure parmi les contraintes environnementales les plus
néfastes pour I’agriculture. Un stress salin croissant commence souvent par une augmentation de la
pression osmotique de la solution du sol et se termine par un niveau de toxicité de plus en plus élevé
tel que I’ensemble des fonctions physiologique, biochimique et moléculaire de la plante soient
perturbé. Dans ce cas, suite a ’augmentation de la salinité du sol, I’eau a tendance a quitter les
cellules et donc provoquer un déficit hydrique. Ce qui provoque une réduction de la croissance de la
plante et une baisse de sa productivité.

Dans les régions arides et semi arides, les contraintes biotiques et abiotiques peuvent affectés
simultanément les plantes cultivées. Dans ce cas de figure, I’étude de la réaction des culturess’avere
tres complexe étant que non seulement la plante est affectée par la salinité des sols et des eaux
d’irrigation mais aussi par 1’agressivit¢ des agents pathogenes d’origine fongique elle-méme
stimuler par la salinit¢é. C’est le cas du Verticillium dahliae et du Fusarium oxysporum fsp
lycopersici et Phytophthora. Spp. (loannou et al., 1977; Besri, 1981; Benyahya, 1998; Sommers et
al., 1970), Swiecki et Mac Donald (1991), rapportent que la formation des sporanges de
Phytophthora parasitica est plus importante en présence de NaCl et de CaCl, par rapport aux

témoins sans sel.

A la lumiére de ces données, il apparait donc nécessaire d’examiner I’impact de la salinité sur
le développement de Botrytis cinerea. Pour cela, nous abordons dans I’essai suivant, 1’étude in vitro
des effets de la salinité sur le développement de Botrytis cinerea en vue d’une meilleure

comprehension du comportement du champignon dans des sols salés.
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Six isolates of Botrytis cinerea were isolated from leaves and stems of different tomato varieties taken from four areas in the northwest
of Algeria where tomato is mostly grown in greenhouses and high tunnels. The purpose of this research was to determine the effect
of two salts, NaCl and CaCl,, on three stages of Botrytis cinerea’s life cycle. All isolates tested were stimulated in 50 to 150 ppm; NaCl
was the most effective treatment to increase mycelial growth at two tested concentrations. However, at 300 ppm concentration,
CaCl, completely inhibited the growth of mycelium; they reach 34.78% for the isolate TR46 and 26.72% for isolate F27. The sodium
and calcium salts stimulated conidia production in liquid culture. We noticed that the effect of calcium chloride on sporulation was
average while sodium chloride. In the medium containing 50 ppm, calcium chloride and sodium chloride increased the germination
capacity of most isolates compared with the control. Other calcium salts, at 100 or 300 ppm, decreased the germination percentage
of the conidia. With the exception of sodium salts, the inhibitions of germination reduce at 150 or 300 compared with the control.

Conidial germination was slightly inhibited by sodium chloride only when the concentration was over 300 ppm.

1. Introduction

Grey mould, caused by Botrytis cinerea (Sclerotiniaceae
family), is an important plant disease that affects a large
number of plant species and is particularly important in
greenhouse production of tomatoes in the Mediterranean
Basin [1]. In greenhouse tomato, the fungus infects flowers,
fruits, and leaves and can grow through the petiole into the
stem [2, 3].

Soil salinity is a major constraint to agricultural produc-
tion around the world. This problem is one of the major
stresses especially in arid and semiarid regions [4] and can
severely limit plant growth and productivity [5, 6].

In Algeria, a wide range of environmental stresses (such
as high and low temperature, drought, alkalinity, salinity, and
pathogen infection) are potentially harmful to the plants. Soil
salinity and irrigation water are two of the main serious prob-
lems hindering the development of most plant species [7].
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Thus, the effect of these factors may result from structural and
physiological changes in the plant, an increased incidence,
and severity of diseases caused by various species pathogen.
Reference [8] showed that relatively low levels of salinity
(25-50 mEq) could increase the severity of Phytophthora root
rot of tomato with high Na:Ca ratios (10:1), Phytophthora
[9-12], E oxysporum f. sp. vasinfectum [13], E oxysporum
f. sp. radicis-lycopersici [14], and Verticillium dahliae and
Alternaria solani [15].

Ca is an essential element in all plants [16]. The ability
of Ca to form intermolecular linkages gives it an important
role in maintaining the integrity and structure of membranes
and cell walls [17]. Ca is also used as a second messenger
in many signal transduction pathways within the cell [18].
Its role in the physiology of plant tissue is well established
[19]. Several studies have reported that Ca treatment of
plant tissue induces an increase in tissue Ca content [20],
resulting in reduced fungal diseases. The mechanisms by



which calcium salts inhibit the development and severity of
diseases are not known. One hypothesis is that high external
Ca® concentrations may increase the concentration of Ca®*
in the cytosol, which can be toxic to the fungus. The ability
of calcium to reduce the development of postharvest diseases
of fruit has been attributed mainly to the formation of
calcium cross-linkages in the cell wall, resulting in decreased
effectiveness of cell wall-macerating enzymes secreted by the
pathogen [21]. Reference [22] also demonstrated a relation-
ship between increasing levels of calcium in the cell walls of
potato tubers and a reduction in the macerating activity of
Erwinia carotovora.

All the studies on the effect of Ca on Botrytis showed
that it has an inhibitory effect on growth of this fungus
at high concentrations [23-25]. This effect is thought to be
mainly due to the role of calcium in ameliorating phys-
iological disorders and thus indirectly reducing pathogen
activity [26, 27]. Reference [25] has indicated that calcium
chloride reduced germination and germ tube elongation of
B. cinerea and Penicillium expansum in vitro. Reference [28]
also has reported a similar effect of calcium in reducing the
susceptibility of rose flowers to gray mold caused by Botrytis
cinerea.

For the most effective control of disease, it seems neces-
sary to examine the impact of salinity on the development
of pathogen. The objective of this study was to determine
the in vitro effect of sodium and calcium salts on spore
production, conidia germination, and mycelial growth of
B. cinerea.

2. Materials and Methods

2.1. Fungal Isolates. B. cinerea isolates were obtained from
decayed tomato (Lycopersicon esculentum) in northwestern
Algeria. The leaf fragments were placed on filter paper
moistened with sterile water in a Petri dish. B. cinerea was
cultured on potato dextrose agar (PDA) incubated at 25°C.
Conidia were harvested from 14-day-old cultures by agitating
small pieces of agar, bearing mycelia and conidia, in a glass
tube.

2.2, Effect on Sporulation. Conidia of B. cinerea were obtained
from 2 week old PDA cultures incubated at 25°C in 12/12
hours light/dark. Culture plates were vortexed in a tube
containing 10 mL sterile distilled water and 0.05 mL Tween
80. A sterile magnetic stir bar was placed on the agar and set
stirring for 5 minutes to loosen the spores. The suspension
enriched in spores was filtered through glass filter to eliminate
mycelium. Finally the conidial concentration was determined
using a Malassez cell and adjusted to 10° spores per mL.

2.3. Effect on the Germination of Conidia. To determine the
influence of NaCl and CaCl, on spore germination of B.
cinerea, a drop containing 100 conidia was transferred onto
water agar plates enriched with NaCl and CaCl,: 0, 50, 100,
150, and 300 mEq. The plates were incubated at 25°C in the
dark for 24 hours. Results were expressed as the percent-
age of germinated conidia. A conidium was considered as
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germinated if the germ tube length was at least twice the

length of the conidium.

2.4. Effect on Mycelial Growth. The influence of NaCl and
CaCl, on the diameter growth was determined by growing
the isolates in a PDA medium at four NaCl and CaCl,
levels (50, 100, 150, and 300 mEq); control medium was
not amended with salts. Mycelium growth inhibition was
evaluated by placing a plug (4 mm diameter) from an actively
growing culture in the centre of a PDA agar plate of 9 cm plas-
tic Petri dishes. Cultures were incubated for 7-14 days at 25°C
in the dark, and each treatment had four replications. Colony
diameters were measured at two perpendicular directions.

2.5. Statistical Analysis. All statistical analyses were analyzed
by the software of statistics (STATBOX 6.0.4, Grimmersoft).
The data were analyzed by two-way factorial. Comparison of
means and interactions was performed by Duncan’s multiple
range tests. Statistical significance was assessed at the level of
P =0.050r P =0.01.

3. Results

Morphological Characteristics. All the isolates exhibited vari-
ation in their colony characteristics such as color, shape, and
texture (Figure 1).

B. cinerea colonies from tomato on PDA at 25°C were
visually classified into three morphological groups, GI, GII,
and GIII, based on colony color and pycnidial distribution.
GI (F27) isolate produced white to light grey colonies, where
colony texture was generally cottony, and was present at the
center of the Petri dish. GII (FA13, S27, B27, and TR13) isolates
had off-white to pale gray color. Colonies generally had a
medium texture. GIII (R13) isolate had grown and spread
rapidly by aerial mycelia growth. The colony was generally
grey color. Based on the morphological parameter of length,
pycnidia can be classified into two groups: length greater in
isolates FA13, 527, B27, and F27 and length less in isolates TR13
and R13. Sclerotia also vary in abundance and distribution. In
some isolates both superficial and imbedded sclerotia were
produced. They scattered all over the medium in Petri dish,
covering the entire surface of the agar (B27 and TR13 and
F27). In some isolates sclerotia were produced on concentric
rings, formed along the edges of the Petri dish (FA13, 527,
and R13). Sclerotia were variable in shape and size. They were
black, rounded, roughly circular, or irregular in shape.

3.1. The Effects of NaCl and CaCl, of Culture Medium on
Mycelial Growth of Six Isolates. This study evaluated the
activity of 2 salts against B. cinerea in vitro at 4 concentrations.
The effect of salts at different concentrations on mycelial
growth of colonies of six isolates of B. cinerea in PDA was
observed after 3 days. The results are shown in Table 1.
All concentrations, except 300 ppm, of NaCl significantly
stimulated growth of B. cinerea. (P < 0.001). Beyond
this range, reduced growth has been correlated with the
increasing in the NaCl of the medium.

The calcium chloride at 50 and 100 ppm stimulated
mycelial growth of B. cinerea relative to the control. However,
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FiGure 1: Morphological types of B. cinerea. (b) Mycelial growth on potato dextrose agar (PDA) medium at 25°C after two weeks. (a)
Distribution and pattern of sclerotia formation on the surface of PDA after 4 weeks.

higher concentrations of calcium chloride (150 and 300 ppm)
caused F27, B27, R13, TR46, S27, and FA13 to reduce growth
by 26.72, 24.26, 23.24, 34.78, 15.07, and 17.04%, respectively.
There was a significant reduction in growth of isolates (P <
0.001) with increasing calcium salt. At 300 ppm, calcium
chloride was the most inhibitory, reducing growth on PDA
by 34.78% for the isolate. The interaction between salt and
concentration was significant for R13, TR45, S27, and FAI3
(P < 0.001), but not significant for F27 and B27 isolates.

All concentrations were significantly different from the
control (P < 0.001); 150 ppm CaCl, and 300 ppm NaCl or
CaCl, were similar to each other and different from other
concentrations in reducing mycelial growth.

3.2. The Effects of NaCl and CaCl, on the Production of Spores
of the Six Isolates. In the absence of salt (Table 2), isolates
of B. cinerea do not present the same profile of conidial
production.

The optimum density for spore production of this fungus
was from 1.97 10° to 2.2 10° spores/mL, of RI3 and B27,
respectively. Data in Table2 indicate that application of
chloride salts and sodium salt caused a significant increase
in the production of conidiogenesis at various concentrations
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tested compared with control (P < 0.001). However, these
observations indicate that the conidial production of the six
isolates might increase, even at high salinity. There was a
significant increase in these characters between the control
and 50 ppm concentration of salinity.

Under these salt conditions, sodium chloride is most
favorable to the sporulation of all isolates of B. cinerea,
especially at high concentrations of the culture medium.
By adding 300 ppm of NaCl to the culture medium, an
increase in spore production by 1.21 107 spores/mL can be
obtained from the isolate B27. Calcium chloride stimulates
little sporulation of the isolates, with only 9.210°/mL to isolate
R13. The amount of spore production is in direct proportion
to the concentration of salinity in the culture medium. The
interaction between salt and concentration was significant for
all salts isolates (P < 0.05) except FA13 (Table 2).

The results for the percentage germination of different
isolates studied in terms of germination capacity under the
effect of different salt concentrations are shown in Table 3.

The six isolates presented dissimilar percentages of ger-
mination in the presence of sodium and calcium chloride.
The analysis shows that salinity affects the percentage of
germination for each value of salt. There are significant
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TasLE 1: Effect of different concentrations of NaCl and CaCl, on the percentage of mycelial growth areas (millimeter) of six isolates of Botrytis
cinerea in PDA medium after incubation at 25°C for 3 days.

B. cinerea isolate

Treatment
F27 B27 R13 TR46 S27 FAI3
Control 36.16" 38.5° 40.16° 38.33° 31 37.16%
NaCl
50 37.83% 420 41.5% 41.2° 35.16% 38,662
100 38.5° 4433 455° 43.5° 37.83° 4033
150 38* 415° 44% 43° 37.66° 39.83%
300 31164 31.33¢ 32.16% 32.66° 28.33% 28t
CaCl,
50 36.5° 40.5° 4133 40.83® 32.66™ 38.33%
100 374 42° 42,5% 42.5° 34,16 39,5
150 33.5° 3733 34¢ 35.5° 28.66% 36¢
300 26.5° 29.16° 30.83° 25¢ 26.33° 30.83°
Two-way factor analysis of variance
Salt P =001 P = 00018 P =0.00001 P=0 P = 0.00001 P=0
Concentration P=0 P=0 P=0 P=0 P=0 NS
Salt * concentration NS NS P =0.0001 P = 0.00001 P =0.001 P = 00004

P = probability value (significance level). NS; not significant. Z: Letters denote significant differences among means in columns within trial according.

TasLE 2: Effect of different concentrations of NaCl and CaCl, on sporangium formation by six isolates of Botrytis cinerea in vitro after 14 days
in potato dextrose agar (PDA) at 25°C.

B. cinerea isolate

Treatment
F27 B27 RI3 TR46 S27 FAI3
Control 14.25° 22.7° 19.75¢ 20.2° 10.37¢ 8.874
NaCl
50 26.49° 29,55 21.16¢ 22.57° 20.39° 21.1°
100 31.33% 31.33° 45.54¢ 35.62° 32.04¢ 29.58°
150 63.04° 57.62° 88.41° 41.87° 68.65° 35.66°
300 109.25° 121.45° 107.49° 95.83" 95.53* 56.11°
CaCl,
50 27.29° 26.96° 24,744 21.29° 34.5° 15.95¢
100 27.62° 32.41° 2819 24.33° 3L.54° 28.16°
150 35.33% 36.36° 45.66° 28.74° 46.66° 35.33°
300 59.16° 67.47° 90.29" 54.37* 73.7° 59°
Two-way factor analysis of variance
Salt P = 0.0005" P =0.0008 P=0.024 NS P=10.034 NS
Concentration P=0 P=0 P=0 P = 0.00002 P=0 P=0
Salt * concentration P =0.008 P = 0.00009 P =0.00001 P =0.029 P =000018 NS

P= pmbability value (signiﬁcance level). NS; not signjﬁcant. Z: Letters denote signiﬁcant differences among means in columns within trial accarding.

differences between saline treatments. The highest germi-  all concentrations except 50 ppm. CaCl, was toxic at lower
nation percentage, 78.33% and 63.67%, was obtained in the  concentrations than the other salts. The toxicity of calcium
absence of salt after 24 h incubation at 25°C, from isolates  chloride (EC50 = 100 ppm) to spores was higher than that
FA13 and TR46, respectively. Concerning the salts,the 50and ~ of sodium chloride (EC50 = 150 ppm). The interaction
100 ppm also increased the conidial germination except TR13  between salt and concentration was significant for all isolates
and FA13 isolates, which was significantly different from the (P < 0.001) except F27 and TR46.
stimulation caused by NaCl. Conversely, spore germination
was decreased for sodium concentrations of 150 and 300 ppm 4. Discussion
relative to the control.

The application of lower concentrations of CaCl,  The purpose of this study was to compare the effect of
(50 ppm) to wounds did not inhibit their percentage germi-  sodium and calcium salts against B. cinerea. Our in vitro tests
nation. However, germination percentages were very low in showed that sodium chloride stimulates the development of
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TaBLE 3: The effect of sodium and chloride salts on the germination of Six Isolates of Botrytis cinerea (percent germination was measured ater

24 h incubation at 25°C).

B. cinerea isolate

Treatment
F27 B27 R13 TR46 $27 FA13
Control 540 58.66% 63.67° 50.33¢ 78.33°
NaCl
50 69° 67.33° 6166 64.66" 66.66" 90.66"
100 66.33 68.33° 60.66° 32.33° 61.33° 63.33°
150 50.33" 34.33¢ 26.33" 57.33¢ 61.66°
300 41° 33.33¢ 32.33¢ 23b 39.33° 42.66°
CaCl,
50 58° 60.33 69.66° 65.33° 55° 88”
100 502 55.33% 39.66° 41.33° 49.66°
150 45° 29.33¢ 50.66° 35.66° 36.33 38.33°
300 33.33¢ 25.66° 18.29¢ 30.33" 18.33 28.33
Two-way factor analysis of variance
Salt P = 0.00001* P=0 NS P=0.04 P=0 P=0
Concentration P=0 P=0 P=0 P=0 P=0 P=0
Salt * concentration NS P =10.001 P =0.0007 NS P=0 P =0.0003

P = probability value (significance level). NS; not significant. Z: Letters denote significant differences among means in columns within trial according.

the fungal up to 150 ppm. In contrast, only calcium salts
were effective at low concentrations as compared to sodium
chloride. However, higher concentrations of calcium chloride
reduced mycelial growth of B. cinerea PDA medium.

Our data indicate that salinity stimulated growth of all
six isolates at high concentration (NaCl at up to 150 ppm).
On the contrary, high salinity (more than 300ppm) of
several sodium has been shown to decrease mycelial growth
and inhibit spore germination. Reference [29] showed that
increasing the salinity of the medium promotes the in
vitro mycelial growth of Phytophthora citrophthora and P,
parasitica, agents of root rot of citrus, with an optimum
between —1.44 and —3.11 bars. Similarly, [23] showed that all
calcium salts tested (except formate, calcium pantothenate,
and dibasic calcium phosphate) reduced the growth of
Monilia fructicola responsible for brown rot of peach, on
amended potato dextrose agar (PDA).

In the comparison of the inhibitory effect of the various
salts, higher concentrations with 300 ppm to NaCl or CaCl,
reduced mycelial growth to 16 and 23%, respectively. The
mechanisms by which sodium salts effect mycelia growth
are not known. Regragui and Lahlou [30] showed that the
stimulator effect of salinity was observed on the mycelial
growth, conidia production, and conidia germination of the
tested stain of V. dahliae, respectively, in concentrations 170,
120, and 256 mM of NaClL Oppositely, Pelizza et al. [31]
showed that the presence of NaCl in the medium culture
reduces the growth of an isolate of Leptolegnia chapmanii.
However, Reid et al. [32] reported that sodium chloride was
more effective than other chloride salts (calcium chloride,
ammonium chloride, and manganese chloride) in controlling
Fusarium crown and root rot caused by E oxysporum f. sp.
asparagi and F. proliferatum. van Bruggen and Semenov [33]
reported that on a long-term basis there is a decrease in
the genetic diversity of fungi as a result of stress. On the

other hand Zahran [34] mentioned that the hydric stress
has to deal with the increase in osmotic pressure and may
therefore change their physiology [35] and morphology in
response to this [34]. Two strategies used by microorganisms
to adapt to osmotic stress were described by Killham [35],
both of which result in an accumulation of solutes in the cell
to counteract the increase in osmotic pressure. One is the
selective exclusion of the solute incorporated (e.g., Na*, CIM),
thus accumulating the ions necessary for metabolism (e.g.,
NH,*).

The results of the present study demonstrate that calcium
salts also have been shown to reduce mycelial growth in
vitro; the percentage of reduction varied between 15 and 34%
as compared to the control. Several studies have reported
that calcium applications can suppress diseases caused by
several pathogens [23, 27, 28, 36]. Our result further supports
the results of Maouni et al. [37], who found that calcium
chloride significantly reduced pear fruit decay caused by
A. alternata and Penicillium expansum when used at 4 and
6%. Tian et al. [38] recorded that calcium chloride at 2%
inhibited the growth and spore germination of R. stolonifer,
although CaCl, was tolerated by Alternaria alternata and P.
expansum in vitro. It was reported that 1,000 mg of calcium
(calcium chloride) enhanced the growth of Botryosphaeria
dothidea [39]. Calcium salts also have been shown to reduce
mycelial growth in vitro and reduce incidence and severity
of infection of peach fruits and shoots by Monilinia fructicola
and Leucostoma persoonii, respectively [23, 40]. Kaile et al.
[24] reported that mycelia cultured with 100 to 200 mM Ca**
exhibited a lower viability compared with mycelia grown
with 10 mM Ca for some isolates of Botrytis spp. While little
information is available on the role of Ca** in fungi, results of
experiments with yeasts have shown that mutants that have
defective intracellular Ca* transport systems or defective
vacuolar H*-ATPase that produces the proton motive force
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necessary for the activity of the vacuolar Ca**/H* exchanger
[41] could not grow in high Ca®* concentrations [42-45].
Maintenance of low basal concentrations of free cytosolic
Ca?*, in the submicromolar range, is essential for normal cell
functions [46, 47].

In the case of the evaluation the effect of NaCl and
CaCl, on the spore production by the fungus, all isolates
of B. cinerea are able to sporulate in salinity tested, but
to varying degrees. The largest sporulation was observed
for different concentrations between 50 and 300 ppm. The
incorporation of 300 ppm salt stimulated the sporulation.
In fact, sporangium formation of Phytophthora parasitica in
vitro appeared to be stimulated by salinity, as the numbers
of sporangia were generally higher (120% to 225%) in the
salt-amended treatments than the distilled water controls
[30]. With regard to conidiogenesis, sodium chloride was
significantly higher than those at the other calcium chloride
concentrations. Reference [25] showed that stimulation of
sporulation under the effect of salinity is due to a specific
effect of ions. According to this author, Na* and Cl™ stim-
ulate the production of sporangia of P citrophthora and P,
parasitica while the osmotic effect inhibits biological activity.
In Verticillium, increased sporulation under the effect of
the salt appears to be not only solely due to the effect
of Na* and CI” ions, but also due to the osmotic effect.
However calcium salts did not reduce spore production
of B. cinerea spores in this study. Similarly, a minimum
concentration of calcium is necessary for the production
of zoosporangia or zoospore release by Phytophthora spp.
[48-50].

In view of these findings, it was reported that, at low
concentration (50 ppm), the germination capacity for most
isolates increased compared with the control in both types of
salt. Beyond this concentration, the effect of CaCl, resulted
in a linear reduction in % of germination. Similarly, a low
reduction of conidial germination was observed for two
salt types at the maximum concentration used. Reference
[42] showed that increasing the concentration of calcium
chloride (25-175 mM) causes a decrease in germination and
germ tube growth in vitro of B. cinerea and Penicillium
expansum, respectively, causing the gray and blue mold in
apples stored. Incubating B. cinerea spores in increasing
concentrations of CaCl, (4—26gL_1) resulted in decreased
spore germination and germ tube growth [51]. Calcium was
effective in inhibiting spore germination of C. gloeosporioides
[23], Rhizopus stolonifer [37], and Alternaria alternata and
Penicillium expansum [52]. Physiologically, the maintenance
of low basal concentrations of internal Ca®* is essential
for normal cell functions of organisms, and the inability
to regulate Ca®* may affect the organisms’ normal growth
[53].

Calcium ions may reduce the incidence of fungal infec-
tion by directly inhibiting fungal growth and by inhibiting cell
wall degrading enzymes produced by the pathogens [45, 54,
55].

The effects of calcium in reducing spore germination
were probably due to toxicity, with high concentrations likely
affecting the osmotic balance in fungal cells [56].
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Chapitre VI - Effetsde la salinité et de Botrytis sur la croissance

vegétative de deux variétes de tomate

Introduction

L’ensemble des stress, qu’ils soient de nature biotique ou abiotique, provoquent des
modifications de 1’état morphologique, physiologique biochimique et moléculaire des plantes. Par
conséquent, la survie des plantes dépend de leur capacité a adapter leur physiologie, et notamment
leur développement et leur croissance, afin d’atténuer les effets du stress. Toutes les plantes sont
connues pour percevoir et réagir aux signaux de stress comme la secheresse, la chaleur, la salinité,

les herbivores et les pathogénes (Bohnert et al. 1995 ; Bartels et Sunkar, 2005).

En termes de contrainte saline, les plantes cultivées sont soumises a des modifications de
leurs comportements morpho-physiologiques et réagissent en conséquence par rapport a leur genre,

espéece, écotype, variété et sous variété (Ykhlef, 1993; Chougui et al., 2004)

Sur le plan morphologique, le stress salin ralenti la taille de la plante, par le fait que cette
derniére utilise une proportion de ses ressources energétiques pour la régulation osmotique et
ionique nécessaire a la turgescence cellulaire. Dans ce cas, I’énergie disponible pour les exigences
de croissance de la plante est diminuée (Shannon, 1984). Plusieurs auteurs confirment ce
phénomeéne de réduction de la croissance des plantes par la salinité (Romero-Aranda et al., 2001;
Ghoulam et al., 2002).

La rhizosphere est également affectée par la salinité du sol. L’effet du sel entraine une
diminution de la densité racinaire pour préserver la partie aérienne devant maintenir et assurer la
production photosynthétique. Une étude réalisée par Bouaouina et al. (2000) met en évidence que la

partie racinaire est toujours la plus affectée par la salinité par rapport a la partie aérienne.

La plante, du fait de la diminution de la croissance de la partie aérienne, doit réguler plus
strictement la pénetration des ions a travers les racines pour empécher une accumulation aérienne
ionique trop rapide, ce qui conduit & une accentuation du déficit hydrique (Sing etal., 1989). Dans
ce cas, la plante réduit sa croissance et sa surface foliaire qui se manifeste par une diminution de sa
capacité photosynthétique (Steduto et al., 2000). Certains chercheurs notent que la réduction de la
croissance des plantes liée au stress salin peut se faire sans symptome de toxicité (Levy et
Shalhevet1999). Dans ce cas, ils suggerent que la diminution de la croissance pourrait étre en
relation avec une perte de turgescence. Chez la tomate, la diminution de la croissance n’est pas

considérée comme une conséquence des perturbations osmotiques, mais comme une stratégie qui
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permet a la plante de limiter les pertes d’eau par transpiration et de maintenir ainsi une bonne valeur
de I’efficience de I’eau (Sing etal., 1989). L’autre effet de la salinité concerne 1’équilibre ionique
qui peut étre affecté pour entrainer (accumulation des ions Cl-) une toxicité importante dans le
cytoplasmeet provoque la réduction de flux d'assimilas vers les tissus méristématiques en croissance
et une diminution des matiéres fraiche et séche des feuilles, tiges et racines (Hernandez et al.,
2000).

Il est connu que le comportement de la tomate vis-a-vis des agents pathogenes est conditionné
par certaines interactions environnementales telles que I'humidité relative, la température, le
rayonnement et la pollution atmosphérique. Certains travaux montrent que la salinité constitue un
facteur environnemental qui augmente la sensibilité des tomates aux maladies fongiques
principalement la fusariose (Standaert et al, 1978), la verticilliose (Afailal 1987, Besri, 1990) et la
pourriture racinaire due a Phytophthora parasitica (Swiecki et Mac Donald, 1991).La stimulation
de la colonisation des plantes par 1’agent pathogéne en présence de NaCl a été rapportée par
plusieurs auteurs notamment Mac Donald (1984) sur le couple Phytophthora cryptogea-
Chrysanthemum, Afailal (1987) sur le couple Verticillium-tomate et ceux de Benyahia (1998) sur le
couple P. parasitica-agrumes. Ces auteurs ont tous montré que 1’augmentation de la salinité du
milieu favorise la colonisation des plantes par 1’agent pathogéne.Une étude réalisée par Regragui
(2005) met en évidence un deficit de croissance de la taille et du poids frais des parties aériennes de
la tomate (variétés Marmande Claudia et VR) en réaction a D’infection par I’isolat P80 de

Verticillium.

Pour Regragui (2005), la combinaison salinité-infection se manifeste par une aggravation des
symptdmes de rabougrissement. Les mesures de la taille et du poids frais des tiges montrent un effet
additif des effets des deux facteurs séparés plutdt qu’un effet synergique. Ce méme auteur montre
que la salinité affecte la physiologie de la tomate en réduisant sa croissance et en augmentant sa
sensibilite a la verticilliose. Elle intervient dans la relation hote-pathogéne favorisant une plus
grande expression du pouvoir pathogéne du parasite. A cet effet, ces resultats démontrent un
ralentissement dans 1’émission des feuilles chez les deux variétés comme effet direct de
I’interaction salinité-Verticillium sur le développement de I’appareil foliaire. Cette perturbation
serait en rapport avec une plus grande sensibilité des variétés de tomate a la verticilliose en

conditions salines.

Par rapport aux données de la littérature citées ci-dessus, se pose la question de la relation de
la salinité-Botritys cinerea avec la tomate pour laquelle les travaux sont rares. C’est pourquoi, nous

allons, dans ce chapitre, étudierl’influence de la combinaison salinité-Botrytis sur le développement

67



vegeétatif de deux génotypes de tomate. L’objectif étant d’évaluer I’interaction de ces deux types de

stress sur la hauteur et la biomasse de la culture.
Matériels et méthodes

Matériel vegétal

Le matériel végétal se compose de deux variétés de I’espeéce Lycopersicon esculentum :
Guelma et CX206.Le semis est effectué en pépiniere dans des plateaux alvéolaires remplis de
tourbe sous serre a raison d'une graine par mini-motte a une profondeur de 1 cm. Les plants sont
arrosés jusqu’au stade 3/4 feuilles ou le repiquage est effectué. La transplantation des plants est
effectuée dans des pots remplis de terreau (Profert). Tous les deux jours, les plantes sont arrosées,
au debut par de 1’eau distillée, puis avec la solution nutritive de Hoagland diluée au 1/1000°™. Au
bout de 45 jours suivant la transplantation, les plantes sont soumises a trois traitements : saliniteé,

Botrytis et la combinaison.

Les concentrationsen NaCl de 1’eau d’irrigation sont préparées a partir des résultats de
conversion du meg.I™ vers le g.I. Le témoin correspond & 0 g.I"*a 17g.1"de NaCl. Les cultures ont
été réalisées dans des conditions contrdlées a la serre de la société de Amor Benamor ou nous avons
assuré 1’arrosage des plants dont les besoins en eau sont estimés sur la base de la méthode de
détermination pondérale de la réserve utile du sol. La moyenne de la température estde 30 C° et
celle de I'humidité de 90%.
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Figure 15-vue générale de la serre de la pépiniere Amor Benamor (Fdjoudj W Guelma).
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Le dispositif expérimental

Les plantes des deux variétés sont soumises aux différents traitements de NaCl, CaCl,, Botrytis

cinerea.

Le premier traitement consiste a appliquer les différentes concentrations en NaCl :
No=0 meq.I"; N;= 50 meq.I*; N, = 100 meq.I™*; N3 = 150 meq.I™*; N4 = 300 meq.I™*

Le deuxiéme traitement consiste a appliquer les différentes concentrations en CaCl;, :
Co=0meq.I"; C; =50 meq.I"; C, = 100 meq.I"*; C5 = 150 meq.I™; C4 = 300 meq.I™*

Le troisiéme traitement consiste & inocule les plants avecune suspension de spores & 10° spores.ml™

issue de I’isolat pathogéne de Botrytis cinerea.

N1 N> N3 N4 N1Cq N2C; N3Cs N4C4
N:B N2B NsB N4B C.B C.B CsB C.B
N:C:B N.C,B N3C3B N4C4B NO

Méthodes d’étude

Analyses morphologiques
Effet sur la taille de ’axe aérien et souterrain
Les longueurs des tiges et des racines ont été déterminées a 1’aide d’une régle graduée en mm.

Effet sur la biomasse des parties aériennes et racinaires

Les biomasses des organes aériens et racinaires ont été mesurées par la masse de la matiere
fraiche (MF) puis séche (MS) apres séchage de 48 h a 1’étuve réglée a 80°C. Les pesés ont eté

effectuées grace a une balance de précision et sont exprimées en g.
Résultats

Effet du stress salin sur la croissance végetative

Chez le génotype CX206 (Fig. 16), il n’apparait pas d’effet significatif de la salinité par NaCl
sur les longueurs de la tige et des racines de la plante. Cette situation est inchangée pour le cas de

I’irrigation avec une eau contenant les deux sels de NaCl et de CaCls.

Chez la variété Guelma, la situation est similaire qu’avec la variété de CX206 a I’exception

du traitement de 100 meq.l™en présence des deux sels combinés. Dans ce cas, la stimulation de la
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croissance de la partie souterraine est de 30 % et ’allongement total relevé est de I’ordre de
11,83%.
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Figure 16-Effet de la salinité sur la croissance des plantes de tomate.
Effet du Botrytis cinerea sur la croissance végétative
L’inoculation du génotype CX206 par Botrytis cinerea avec une dose de 10° spores.ml™ ne
montre aucune différence significative de croissance par rapport aux témoins.

Le génotype Guelma réagi a I’infection par une inhibition de 5,31% pour la partie aérienne
des plantes. Dans ce cas, il ny a pas de différences significativesde la partie racinaire (p>0.05).
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Guelma CX206

Figure 17-Effet de Botrytis cinerea sur la croissance des plantes de tomate.
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Effet de ’interaction salinité-Botrytissur la croissance vegétative

L’effet combiné des traitements de la salinité et de Botrytis modifie la réaction des deux
variétés de tomate étudiéespar rapport a I’influence de ces deux traitements pris isolément. Ainsi,
pour la concentration de 50 meq.I?, la taille totale de la plante (parties aérienne et souterraine)de la
variété CX206 augmente par rapport au témoin (Fig. 18). Dans ce cas, la variété exprime une
certaine résistance a Botrytis grace a la présence de NaCl. Pour la dose de 300meq.I* de NaCl, la
taille totale de la plante diminue de 2,75 %.
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Figure 18-Effet de I’interaction salinité-Botrytis sur la croissance des plantes de tomate.

Pour la taille de la tige et des racines, le NaCl ne semble pas avoir un effet significatif sur

I’influence de I’agent pathogéne Botrytis.

En revanche, I’infection par Botrytis des plants de la variété Guelma en présence de NacCl,
provoque une baisse de la taille de la partie aérienne de la plante de 7,45 et 5,11 % respectivement
pour les concentrations de 100 et 150meq.I™. 1l est & noter que pour ’ensemble des traitements

salins, la taille de la partie racinaire et totaleprésentent des résultats non significatifs (Figure 16).

Pour les deux variétés, I’effet Botrytis+NaCl+CaCl, n’induit aucun changement significatif de
la taille de la tige, des racines et totale par rapport au témoin (p>0.05).
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Effets de la salinité et de Botrytis sur la biomasse des deux variétés de tomate
Effet du stress salin sur la biomasse de la plante
Poids frais

Pour le génotype CX206, les résultats de la biomasse fraiche aérienne (Fig. 19), diminuent
significativement sous 1’effet de la présence de sel dans le la solution d’arrosage. En effet, mis a
part la concentration de 50meq.I™, la biomasse fraiche aérienne diminue de 5.17, 13.76 et 17.81%

respectivement pour les concentrations de 100, 150 et 300megq.|™par rapport au témoin.

La biomasse fraiche racinairecroit avec un pourcentage de 1,02 et 29,2% respectivement pour
les concentrations de 50 et 150 meq.|™ par rapport au témoin. Ils montrent que I’effet de salinité sur
poids frais entier pour le méme génotype n’apparait qu’au-dela de 300 meq de NaCl. Pour la

biomasse totale fraiche, une inhibition de 17, 81% de la plante est observée par rapport au témoin.
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Figure 19-Effet de la salinité sur la biomasse fraiche des plantes de tomate.

Il apparait qu’un traitement supplémentaire avec CaCl,, n’affecte pas 1’effet de NaCl sur la
biomasse fraiche totale (Fig. 19) pour les concentrations inférieures & 150meq.I™. Cependant, la
combinaison NaCl+CaCl, & 300meq.I*semble déclencher une atténuation de ’effet de NaCl sur la
biomasse fraiche totale de 7,28%.

Pour la biomasse aérienne fraiche, cette atténuation est de 3,03 et 6,71 % respectivement pour
les concentrations de 150 et 300 meq.I™.
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Pour la biomasse racinaire, ’atténuation est de 1,8% pour la concentration de 150meq.1™.

Dans le cas du génotype Guelma, la plante enregistre une diminution du poids frais de la

partie aérienne sous 1’effet du NaCl pour toutes les concentrations par rapport au témoin.

Aux concentrations salinesde 50 et 300 meq.I* de NaCl, I’accumulationen matiére fraiche
totale a diminué par rapport au témoin. Pour les concentrations de 100 et 150 meq.I"*de NaCl,

I’analyse ne montre aucune différence significative (P > 0,05).

Pour la biomasse racinaire fraiche, une augmentation de 43,8 et 27,3% est obtenue

respectivement pour les traitements de 100 et 150 meq.1™.

L’addition de CaCl; au milieu permet d’atténuer 1’effet de NaCl sur le poids frais de la culture
par rapport au témoin. Ainsi, la réduction de la matiére fraiche totale est passée de 8,50 a 3.55 %
respectivement en présence de NaCl et NaCl+CaCl, & 50 meq.I™. Cette réduction passe de 29,21 &
17,19 % a 300 meq.I™.

Pour les données de la biomasse aérienne, 1’apport de CaCl, enregistre le passage de sa réduction
de 11.06 &9.56 % & 50 meq.I™. A 150 meq.I™, cette réduction passe de de 19.57 & 12.20 %.
Dans le cas de la biomasse racinaire,l’apport de CaCl, induit des augmentations de prés de 40, 43et

53 %, respectivement pour les traitements de 50, 100 et 150meq.1™.
Poids sec

Comme pour les données du poids frais de la culture, les résultats de la biomasse séche totale
en fonction de la salinité enregistrent (Fig. 20), pour legénotype CX206, une diminution de prés 31,
42, 43 et 45 % respectivement pour les traitements de 50, 100, 150 et 300 meq.I™ par rapport au

témoin.

Pour la biomasse séche aérienne, une diminution de prés de 22, 36, 38 et 41 % est observée
respectivement pour les traitements de 50, 100, 150 et 300 meg.I™deNaCl par rapport au témoin.
Les concentrations salines testées pour ce génotype n’induit aucun changement significatif du poids

sec de la partie souterraine par rapport au témoin.

Pour le génotype Guelma, une inhibition de pres de 29, 40, 42 et 49 % du poids sec total de la
plante est enregistrée respectivement pour les concentrations de 50, 100, 150 et 300 meq.I™ en NaCl
par rapport au témoin.

De maniére similaire, le poids sec de la partie aérienne de la plante est inhibé
proportionnellement a 1’augmentation de la concentration de NaCl. Dans ce cas, la diminution de ce

paramétre dépasse le seuil de 50% a 300 meq.I™* en NaCl par rapport au témoin.
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Le stress salin ne cause pas de variations significatives de la biomasse séche racinaire.
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Figure 20-Effet de la salinité sur biomasse seche des plantes de tomate.

L’association NaCl+CaCl, n’a non seulement entrainé aucune diminution de 1’effet de NaCl
sur le poids sec total de la plante mais a amplifi¢ son pouvoir d’inhibition par rapport au témoin.
Dans ce cas le CaCl; joue le méme role d’inhibition de ce paramétre que celui de NaCl. En effet,
cette inhibition passe de pres de 32 a 49 % pour CX206 et prés 43 a 51 % pour Guelma

respectivement pour les concentrations de 50 et 300 meq.I™(p<0,01).

Effet de Botrytis cinereasur la biomasse végétative

Poids frais

Les résultats du poids frais des parties souterraine et aérienne de la plante (Fig. 21), montrent
une différence entre les deux génotypes par rapport aux témoins. Pour le génotype CX206, il ny a
pas d’effet significatif de 1’agent pathogéne sur le poids frais de la tige et des racines. Par contre
cette variété réagie par rapport ala biomasse fraiche totale a I’infection de 1’isolat. Elle subit une
diminution significative de 18,42 % de la biomasse total par rapport au témoin.
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Figure 21- Effet de Botrytis cinerea sur la biomasse fraiche des plantes de tomate.

Pour le génotype Guelma, I’infection par Botrytis cinerea entraine, une diminution de 17,87
% par rapport au témoin sur la biomasse fraiche aérienne. Il n y a pas d’effet significatif de Botrytis

sur la biomasse fraiche racinaire. La somme des biomasses aérienne et racinaire enregistre une
diminution de 16,35 % par rapport au témoin.
Le génotype CX206 semble plus sensible a Botrytis que celui de Guelma puisqu’il subit une

inhibition dépassantde 18 % celle subit par le génotype Guelma. De ce point de vue, il est

intéressant de noter que les deux génotypes sont sensibles a I’infection bien qu’ils soient

moyennement tolérants a la salinité.

Poids sec

L’inoculation des plants du génotype CX206 ne montre aucune différence significative par
rapport a la biomasse séche de la tige, des racines et totale.

Le génotype Guelma réagi a I’infection de 1’isolat par une inhibition de 12,34 % de la
biomasse seche aérienne de la tige par au témoin. Dans ce cas, aucune différence significative n’est

observée par rapport a la biomasse séche racinaire et totale.
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Figure 22-Effet de Botrytis cinerea sur la biomasse séche des plantes de tomate.
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Effet de la combinaison salinité-Botrytis cinerea sur la biomasse végetative

Dans ce paragraphe, nous abordons ’effet de 1’inoculation par Botrytis sur les poids frais et
sec des deux parties aérienne et souterraine de la plante soumise a une irrigation saline en utilisant
trois traitements : NaCl, CaCl, et le mélange NaCl-CaCl, (rapport 1/1). Les résultats de cette
expérience sont présentés pour les deux génotypes en considérant les poids de la tige et des racines

séparément et la somme de leurs poids pris ensemble.
Poids frais

Pour les deux génotypes, nous observons un comportement différent entre les tiges et les
racines de la plante vis-a-vis de I’effet combiné de Botrytis et de la salinité. En effet, pour les tiges
il s’agit d’une inhibition (Fig. 23), du poids frais pour tous les traitements a la salinité (NaCl, CaCl,
et NaCl-CacCl,) par rapport au témoin. A contrario, le poids frais des racines subi une augmentation
par rapport au témoin pour tous les traitements a la salinité (NaCl, CaCl, et NaCl-CaCl,) par rapport

au témoin.

Néanmoins, pour CX206, les concentrations de 150 et 300 meq.I*(Fig. 23a;), montrent que
I’inhibition diminue par rapport au témoin non inoculé et soumis aux mémes concentrations de
NaCl. En effet, I’accumulation de biomasse fraiche des tiges sous 1’effet unique de la salinité est de
62,46 et 58,69 g/plant respectivement pour 150 et 300 meq.I". Ce paramétre enregistre 65,35 et
62,63 g/plant sous I’effet combiné de Botrytis avec la salinit¢. Ce qui montre qu’aux fortes
concentrations en NaCl (150 et 300 meq.I™), un effet bénéfique de la salinité apparait qui inhibe le
degré d’infection de la culture par I’isolat. Le méme effet est constaté pour la somme des poids de

la tige et des racines.

Dans le cas de la variété Guelma, les mémes constations que la variété précédente sont
valables mais pour les concentrations de 50 et 150 meq.l™ (Fig. 23a,). En effet, le pourcentage
d’inhibition de la biomasse aérienne de la culture sous 1’effet combiné salinité-Botrytis est de 6,21
et 24,14% respectivement pour les concentrations salines de 50 et 150 meq.I par rapport au
témoin. L’infection par Botrytis se manifeste sur la plante par une inhibition de la biomasse totale

par rapport aux plants sains soumisaux mémes doses de 50 et 150 meq.I™* de NaCl.

76



W Poids fraiz d2latize @ Poids fisis sacinsise @ Poids frais total B Doids frais dalatizga W Dodds fisis racinaise @ Dedds fiais total

- 100 _ oo
LS . g HELE
:g o B = 70
&0 A T i ]
5§ e
= 2T m 1 HE
10 | | N | g 40
E sl B BN E 30 -
5 10 HiL N a 20
0 || £ 101
Temein  50mag  100mag 150meg 300meag o e 0 . 5 .
(al) Concentrations salins en NaCl (az) = ) ) ] J
Concentrations salins en NaCl
& Poids frais dalatizs @ Poids frsis racinsiss @ Poids fais total 'lﬂnmm*lﬂﬁge ¥ Poids frais racinaise  Podds frais total
. 1o -
Eﬂ -1 O
2 T 0 - =
B &0 B 60 -
g 50 g 50 A =
= = TN
g § Y T
0 0 -
E 10 E o
= 0 2 0
E(bl) Témein  $0meq  100m2g 150meg  300mag E (b2) Témein  50meg  100mag  150meg  300mag
Concenfrations salimy en CaCT? Concentrations salims en CaCl
BDoids fsis delatize W Poids fsis racinaire M Poids fizis totsl :!igghﬁxiadelatige B Poids fraiz racinaira @ Dodids fraiz total
280 E H_.ﬂ 1
£ 0 £
50 50 4
g 50 g E
= 40 = 40 -
<] 30 4 2 30 -
E 0 E 0 -
10 10
- =
E 0 E 0
Témein 5$0meg  100meg 150mag 500maq Témein  50msg  100msg  150msg  300msg
(Cl) Concenfrations salins en NaCl=CaCl? (CZ) Concentrations salins en NaCkCaCl?

Figure 23-Effet de B.cinerea sur la biomasse fraiche des plantes de tomate.

Les résultats de la Fig. 23 by et 23 b,, permettent de savoir si les constatations précédentes
sont propres au NaCl ou a tout autre sel. Le génotype CX206, marque un comportement similaire
avec le CaCl, que celui observé avec le NaCl. L’accent doit étre mis sur le poids frais total des
plants qui diminue fortement sous ’effet combine salinité-Botrytis (Fig. 23 b;) par rapport au
témoin. En effet, le poids frais total de la variété varie entre 70,41et 82,57 g pourrespectivement les
quatre traitements salins (50, 100, 150 et 300meq.I™) par rapport au traitement témoin (Omegq.I™).
Comme dans le cas de NaCl, le poids frais des racines augmente pour les deux concentrations de 50
et 100meq.I " par rapport au témoin. Ce paramétre est non significatif pour les autres concentrations
en CacCls,.
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Pour CX206 (Fig. 23 by), I’évolution du poids frais de la partie aérienne de la plante inoculée
et soumise & CaCl,75,76 et 70,41g, respectivement pour 100 et 300 meq.I), montre que la salinité
réduit I’effet de Botrytis comparativement au témoin (88,74g). Dans ce cas, le poids frais des

racines subit une augmentation pour toutes les concentrations en CaCl, par rapport au témoin.

Toujours pour le génotype CX206 (Fig. 23 c; et 23 cy), I’effet combiné des deux sels
(NaCl+CacCl,) ajouté a celui de Botrytis entraine une diminution significative de 5,22 a 16,89 % du
poids frais total de la plante respectivement pour 50 et 300 meq.Ipar rapport au témoin. Ce
paramétre enregistre 8,10 et 23,46 % respectivement pour 50 et 300 meq.I™ par rapport aux plants
inoculés en présence de NaCl. Ce qui induit un réle inhibiteur de I’effet de Botrytis attribué a
CaCl,. Les résultats du poids frais de la partie aérienne de la plante sont similaires. Dans ce cas, ce
paramétre enregistre pour 1’effet NaCl+CaCl,+Botrytis, 15,49 et 26,77 % pour respectivement 50 et
300meq.I™alors qu’il n’en marque que 9,18 et 22,81 % sous 1’effet NaCl+Botrytis (Fig. 23 c,). Par
ailleurs, le poids frais de la partie souterraine augmente sous 1’effet de NaCl+CaCl,+Botrytis par
rapport a celui de NaCl + Botrytis. Il compte 24,56 et 27,37% respectivement pour les
concentrations de 50 et 100meq.I™. Cet important accroissement du poids frais souterrain peut étre

allou¢ a I’effet propre de Botrytis ou a I’effet combiné de Botrytis-NaCl.

Pour revenir a la variété Guelma (Fig. 23 c,), un effet analogue a celui de CX206 est observé.
En effet, I’apport de CaCl, a la combinaison CaCl+Botrytis réduit significativementle poids frais de
la partie aérienne avec un pourcentage de diminution de 11,73, 23,63 et 20,75% respectivement
pour les doses de 100, 150 et 300 meq.I™". Le méme effet est constaté pour le poids frais total.
Néanmoins, il faut noter que pour la concentration de 150 meq.I™, I’effet de Botrytis+CaCly+NaCl
entraine une augmentation de la biomasse totalede 11,94 % par rapport a celle liée a I’effet unique
de CaCl, (77,1 contre 73,3 g/plant). A contrario, pour la concentration de 300 meq.|™?, I’effet
combiné Botrytis+CaCl,+NaCl entraine une réduction de la biomasse totale de 35,72 % par rapport
a I’effet propre de CaCl,. Dans ce cas, la biomasse racinaire fraiche enregistre une augmentation de

47 et 36,67 Y%respectivement pour 50 et 100 meq.I™.
Poids sec

Les effets combinés de la salinité et Botrytis sur le poids sec de la plante sont abordés (Fig.
24), pour les deux variétés étudiées en prenant en compte I’influence des deux sels de NaCl et de
CaCl; pris isolément ouassociés. Il apparait qu’en absence de sel, 1’effet inhibiteur de Botrytis

compte 6,7% de diminution du poids sec total pour CX206 et 12,62% pour Guelma.
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Si on irrigue le milieu avec des solutions de concentrations allant de 50 & 300meq.I™ de NaCl,
le poids sec total régresse par rapport au témoin. Dans le cas du génotype CX206, la diminution par
rapport au témoin est de pres de 23, 29, 34, et 41 % respectivement aux concentrations de 50, 100,
150 et 300meq.I™.

Pour le génotype Guelma, la diminution par rapport au témoin est de prées de 22, 25, 35, et 40 %
respectivement aux concentrations de 50, 100, 150 et 300 meq.I™.
Si I’on consideére le poids sec racinaire, le traitement combiné Botrytis-NaCl produit une réduction de

ce paramétre de 8,79 % & 50meq.I™ et une stimulation de 13,33% & 100 et 150meq.I™.

Pour le génotype CX206, I’effet combiné de NaCl-Botrytis est particulierement marqué par
une inhibition allant de prés de 11 a 28 % respectivement pour des concentrations de 50 et 300

meq.I™.

Pour le génotype CX206 toujours, lI'addition de CaCl, au milieu ne permet pas d’inhiber
I’effet de Botrytis sur la biomasse seche total des plants infectés. Cette variété exprime une grande
sensibilité a Botrytis qui entraine une réduction de ce paramétre variant de 24,83 a 41,97%.
Parallélement, la variété Guelma semble moins sensible a Botrytis comparativement a CX206,
puisque I’inhibition varie entre 18,27 et 27,54% dans la gamme des concentrations allant de 50 a

300meq.|™.

I est important de connaitre I’effet associé aux deux sels de NaCl et de CaCl, ensemble. Le
CaCl, & 50meq.I™, conduit & une augmentation de la biomasse séche racinaire pour les deux variétés.

Entre 50 et 300 meq.I™, ce paramétre diminue continuellement.

La réduction de la matiére séche totale due a 1’effet combiné Botrytis+CaCl,+NaCl, passe de
31,04 & 34,18 % pour la gamme de concentrations variant de 50 & 300 meq.l™pour CX206.
Comparée a I’inhibition liée uniquement a Botrytis (6,7 %) I’influence de 1’association des deux

sels parait trés importante.

79



BPoids sacdalatige ® Podds 3o racinsirs W Podds sac total B Doidssacdelatizs @ Doids sac racinsize @ Doids 2ac total
2 El
: :
o
= g
g =
2 T
'= -
-
E Tempein 50mag 100meg 150mag  300meag E Temein 50mag  100meg  150mag  300meg
Concentration s salins en NaCl Concen tration s salins en NaCl
W Poids sacdalatigs WDoids sacracinairs W Podds sactotal IEPMaecdelaﬁge W Doids zac racinaisz W Podds a0 total
- E
T
]
: :
U g
% =
E‘ ]
z z
: :
Témein 50meg  100meg 150meg 300mag Tempin  50mag  100mag 150meg 300mag
Concentration s salinsen Call2 Concentration s salins en CaCl2
B Poids zacdalatigs @ Poids 2acracinaire © Poids sactotal EPpids zacdalatize ™ Podds 220 racinaits DPodds 2oz total
- 16
% 14
o E 12 1
; E 10 -
3 -
] = 4
g g °
g T4
- = 2 -
E E o
Tomein  50mag  100meg  150mag  300mag Témoin 50msg  100msg 150msg  300meg
Concentratons salins en NaCHCaCl2 Concentratons salins en NaCHCaCl2

Figure 24-Effet de B.cinerea sur la biomasse seche des plantes de tomate.

En revanche, I’effet combiné Botrytis+CaCl,+NaCl varie de 23,45 a 39,95 % pour la méme
gamme de concentrations salines pour Guelma. Dans ce cas de figure, la réduction de ce paramétre
liée uniqguement a Botrytis (12,62%) demeure tres faible. Néanmoins, c¢’est 1’inhibition du poids sec
de la culture obtenue avec le traitement de NaCl qui est la plus importante pour les deux génotypes
étudiés. En termes de concentration saline, c’est la dose de 300 meq.I™ qui correspond au plus grand

pourcentage d’inhibition.
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Discussion

Les résultats morphologiques de la culture étudiée, montrent qu’il n’y a pas de différences
significativesen termes de parametres de croissance évalués sous 1’effet de NaCl ou Botrytis pour
les deux variétés. Néanmoins, I’effet combiné de NaCl et de CaCl,entraine une baisse de la taille
des parties aériennes. De méme, la variété Guelma réagie a cette combinaison par une stimulation
de la croissance de la partie souterraine. Ces résultats concordent avec les observations de Sing et
al., 1989. En effet, la plante, du fait de la diminution de la croissance de sa partie aérienne, régule
plus scrupuleusement la pénétration d’éléments biodisponibles a travers ses racines pour empécher
une accumulation trop importante a 1’équilibre ionique avec la partie aérienne. Ce qui conduit a un
déficit hydrique. EI Arbi Daroui et al (2012), montrent que I’augmentation de la salinité engendre
une réduction de la croissance des jeunes plantules du W. filifera,a I’exception de la longueur de la
racine et de la biomasse séche racinaire qui ont augmentées avec 1’accroissement de la
concentration de NaCl. Par ailleurs, Bouraoui et al. (1998), montrent que la demande énergétique
de la croissance des racines chez le triticale est augmentée en milieu salé. lls précisent que le
passage des cellules du stade de division au stade d’¢longation s’accompagne d’une modification du

métabolisme respiratoire.

La variété de tomate Guelma étudiée, réagit a Botrytis par un déficit de la croissance de la
taille de la partie aérienne.Selon la littérature en général, les espéces végétales reagissent aux agents
pathogenes en développantdes mécanismes de défense variés qui leur permettent de s’adapter. Ces
mécanismes de défense résultent d’une multitude de modifications écologiques, physiologiques,
biochimiques et moléculaires. L’une des réactions a I’infection selon les variétés, peut s’exprimer
par une stimulation ou une régression du développement de 1’appareil foliaire (Beye et Lafay,
1985). Beaucoup de travaux se rapportent a certains microorganismes qui produissent les mémes
réactions a l’agression pathogéne mais in vivo. En effet, Androusse (2006), montre que la
croissance racinaire des plantules inoculées avec les Pythium testés, exprime une réduction de
plus de 50 % par rapport au témoin. Les plantules inoculées par P. diclinum montrent la croissance
racinaire la plus faible (5,2mm), suivie de celles parP. torulosum (12,09mm) et enfin celles par P.
middletonii (17,11mm). Au stade de post-levée, la différence entre le taux de mortalité des
plantules soumises a P. diclinum et celles a P. middletonii ou a P. Torulosumest importante. En
effet, P. diclinum provoque 4 fois plus de mortalité que P. torulosum et 8 fois plus que P.

middletonii.

Pour ce qui est de la croissance de la taille de la varieté CX206 sous I’effet de 1’interaction

salinité-Botrytis, les résultats de notre étude qui indiquent un développement de I’appareil végétatif
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demeurent pertinents malgré que la tomate soit considérée comme une espece moyennement
tolérante a la salinité (EI Aissami et Lahlou, 1999 ; Ben Salah etal., (2008). Pour expliquer la part
d’effet de chacun des deux paramétres de salinité et de Botrytis, il est utile de rappeler que la plante
est capable de mettre en ceuvre plusieurs stratégies de réponse aux contraintes biotiques et
abiotiques. Dans ces conditions,elle produit divers métabolites de défense tels que les protéines
PR (pathogenesis-related protéines), les peroxidases, les phenylalanine ammonialyases, les
polyphenol oxidases, les chalcone synthases et les phytoalexines (Chen et al.,, 2000 ;
Ramamoorthy et al., 2001 ; Jeun et al., 2004). L’exemple de la luzerne montre qu’elle synthétise
des phytoalexines de typemédicarpines suite a son préinoculation par Sinorhizobium (Dakora et al.,
1993).

A contrario, pour de faibles concentrations salines, la taille de la partie aérienne pour la
variété Guelma enregistre une diminution sous I’action combinéede la salinité et de 1’infection par
rapports aux effets isolés de la salinité et de Botrytis. Ces affirmations concordent avec les travaux
de Nachmias et al., (1993), sur la verticilliose de la pomme de terre cultivées en zones semi arides a
forte salinité. Ces auteurs ont montré qu’aussi bien la salinité que I’infection par le Verticillium
induisent une sénescence précoce de la pomme de terre. Ils ont, en outre, observé une augmentation
des effets de la verticilliose avec I’augmentation de la salinité des sols sans toutefois qu’il y est
signe d’une interaction substantielle entre les deux facteurs.Parallelement, Regragui (2005),
remarque un ralentissement dans 1’émission des feuilles chez deux variétés de tomate sous 1’effet
direct de I’interaction salinité-Verticillium sur le développement de I’appareil foliaire. Cette
perturbation serait en rapport avec une plus grande sensibilité des variétés de tomate a la

verticilliose en conditions salines.

La stimulation de la colonisation des plantes par 1’agent pathogene en présence de salinité a
été étudiée par plusieurs auteurs notamment : Mac Donald (1984), sur le couple Phytophthora
cryptogea-Chrysanthemum ; Afailal (1987), sur le couple Verticillium-tomate et Benyahia (1998)
sur le couple P. parasitica-agrumes. Ces auteurs ont tous montré que I’augmentation de la salinité

du milieu favorise une colonisation plus intense des plantes par I’agent pathogéne.

Contrairement a I’effet de NaCl, le CaCl,, considéré comme un produit phytosanitaire, n’a pas

eu d’influence notable sur I’atténuation des effets de NaCl ou du pathogene.

La présence de sel dans 1’eau d’irrigation s’est manifestée par une reduction significative de la
croissance végétative au fur et & mesure de I’augmentation de la salinité. Aussi bien pour le poids
frais quepour le poids sec, la salinité affecte les différentes parties de la plante pour les deux

variétés. Ces résultats sont similaires a ceux de Sadiki et Trabelsi (1989), qui ont travaillé sur les
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réponses de cinq variétés de tomate irriguées avec des eaux salines confirmant qu’une dose de 100
mM de NaCl entraine une réduction de la matiére séche et fraiche de tous les organes de la plante
(tiges et racines) sont plus affectées que les feuilles. Ce resultat correspond aux observations de
Babas (1985), sur les variétés Vémone et Carmello, et de Amor (1991) qui rapportent une baisse de
la croissance de trois variétés de tomate en fonction de la salinité du milieu. La salinité réduit
également le poids frais et sec, les protéines et les carbohydrates contenus dans toutes les parties de
la plante (Shakil et al. ,2004). D’autres travaux, indiquent que la salinité réduit 1’espace
intercellulaire de feuilles d’épinards et la densité des stomates de la tomate (Omami, 2005). Aziz et
Khan (2001), ont constaté que la croissance optimale de Rhizophora mucronata a été obtenue aprés
I'irrigation par 50% d'eau de mer. Dans ce cas, la croissance diminue quand la concentration saline
augmente tandis que chez la légumineuse Alhagi pseudoalhagi, le poids frais s’accroit sous une
faible salinité de 50 mM de NaCl, mais diminue dés lors que la conccentration s’élevea 100 et 200
mM de NaCl (Kurban et al.,1999). Selon Zhu (2001), la réduction de la croissance de 1’appareil
végétatif aérien constitue la capacité d’adaptation nécessaire a la survie des plantes exposées a un
stress abiotique. La salinité diminue la croissance des glycophytes en modifiant 1’équilibre hydrique
et ionique au niveau des tissus (Greenway et Munns, 1980). La réduction du flux d'assimilas vers
les tissus méristématiques en croissance peut se manifester par une diminution des matieres fraiche
et seche au niveau des feuilles, mais aussi au niveau des tiges et des racines (Hernandez et al.,
2000). Au niveau des feuilles, ce phénomene induit des changements du statut hydrique de la plante
(Hopkins, 2003). En outre, les effets de la salinité sur la croissance des plantes peuvent étre
attribuésa d’autres facteurs dont une augmentation de la rigidit¢ de la paroi cellulaire,
probablement a caused’une modification de sa structure ou une diminution de son extensibilité,
d’une réduction du tauxde production de nouvelles cellules (Kinraide et Parker ,1990) et/ou & la
toxicité des ions Na® et CI'(Van Volkenburgh et Boyer, 1985), d’unecarence nutritionnelle ainsi

qu’a des déséquilibresminéraux (Van der Hoorn et al. , 2002).

Les deux génotypes de tomate, réagissent a I’infection par Botrytis cinerea, par un déficit de
la croissance touchant le poids frais et sec. En effet, certaines pathogene possédent la capacité de
changer les caractéristiques anatomique des plantes. Ceci a pour conséquence de géner les
composantes qualitatives et quantitatives de la cellule héte. Par la suite, les plantes ne possedent pas
un systeme immunitaire comme les animaux, mais elles ont une immunité innée pour reconnaitre
des agents pathogenes potentiels et induire des réponses de défense qui vont arréter ou ralentir la
croissance de 1’agent pathogéne (Jones et Dangl, 2006). Lorsqu’un agent pathogene est placé au
contact d’une plante dans des conditions environnementales favorables, le parasite se procure 1’eau
et les aliments soit en tuant les cellules de I’hote et en effectuant des prélevements dans les
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cellules mortes, soit en établissant des relations avec des cellules vivantes et en absorbant
leurs produits solubles sans causer de nécrose, au moins pendant un temps. En plus des barriéres
physiques et chimiques préformées, les plantes possédent des systémes de reconnaissance et de
réponses de défense induites qui sont déclenchées immédiatement apres le premier contact avec des
molécules étrangeres et sont renforcées par l'interaction prolongée avec les agents pathogenes
(Gohre et Robatzek, 2008).

Au cours du déroulement d’une maladie, le premier effet, semble résulter des troubles du
métabolisme qui peuvent dériver d‘une action destructrice du parasite sur les tissus de son héte.
Les Champignons parasites peuvent agir soit sur les processus de 1’assimilation, Soit sur les

transformations ultérieures des hydrates de carbone synthétises et leur répartition.

L’exemple de F. oxysporum est connu pour produire une grande quantité d’enzymes
dégradant la paroi végétale in vitro et in planta (Di Pietro et al., 2003), néanmoins dans le cortex de
la racine de M. truncatula il ne semble pas en produire. Ceci pourrait étre lié au fait que la
croissance intercellulaire de F. oxysporum f.sp. medicaginis a été observée principalement dans les

méats intercellulaires ne nécessitant pas la dégradation de polymeres pectiques.

Pour B. cinerea, différents facteurs d’origines extérieures ou dépendants de la plante
interviennent dans les premiers stades d’infection et dans le développement de la maladie (Elad and
Yunis, 1993). Ce champignon a besoin d’une source exogéne de nutriments pour se développer
(Yoder and Whalen, 1975). Les nutriments sont nécessaires a la germination des spores, au
développement du mycélium, et a la formation des appressoria (Li et al., 2004). D'aprés Blakeman
(1975), la présence a la fois de carbone et d’azote est nécessaire a la germination des spores du
champignon. Pour survivre dans la plante, le pathogéne développe des mécanismes qui leur
permettent de surmonter ou inactiver les défenses préformées et dégrader la paroi (Gohre et
Robatzek, 2008). La sécrétion d’enzymes de dégradation des polyméres de la paroi (enzymes
pectolytiques, cellulases, xylanases, protéases ...) peut permettre la pénétration sans structures
spécialisees. Toutes ces structures et mécanismes permettent de surmonter les défenses préformeées
et contribuent a la virulence de 1’agent pathogeéne. Botrytis cinerea serait ainsi capable de
contourner 1’alpha-tomatine, phytoanticipine constitutivement produite par la tomate (Osbourn,
1996) en detoxifiant ce composé. La capacité de B. cinerea a contourner la phytoalexine
resveratrol, dont la production est induite chez la vigne, a également été observee par Shaghi et al.
(1996), qui établissent une corrélation entre la capacité de huit isolats de B. cinerea a détoxifier le

resveratrol et leur pouvoir pathogéne sur feuilles de vigne.
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Pour estimer I’impact de la salinité sur B. cinerea, les plantes de tomate infectées ont eté
soumises a des arrosages avec des eaux chargees de NaCl, CaCl, et NaCl+CaCl,. La tomate répond
généeralement a I’interaction salinité-Botrytis parstimulation de la biomasse fraiche par rapport aux
plants sains exposés a la méme salinité, mais cette croissance et rendement reste faible par rapport
au témoin sain sans sels. La stimulation de la croissance en poids des plantes par I’interaction
Botrytis-salinité, peut étre expliquée par I’activation de la réponse des plantes induit par 1’infection

du parasite.

Au cours de I’interaction hote-pathogénes, la plante est capable d’exprimer de nombreuses
réactions de défense, dont les plus connues sont la production de composés renforgant la paroi
pectocellulosique, la synthese de phytoalexines, la modification des flux ioniques, la production de
FAO et I’accumulation de protéines PR. Ces derniéres conferent aux plantes une grande stabilité
dans les environnements défavorables (cas du stress salin) ou elles s’accumulent, notamment dans
la vacuole et dans les espaces intercellulaires. L’accumulation de ces composésest généralisée chez
de nombreuses plantes en réponse a 1’exposition aux stress biotiques ou abiotiques et sont donc
considérées plus généralement comme des protéines de stress (Yun et al., 1996; Bishop et al.,
2000). Plus particulierement, des études ont permis de mettre en évidence une relation entre
I’augmentation de FAO ou « burst oxydatif » et I’infection a différents pathogénes (Lamb et Dixon,
1997). La FAO la plus étudiée est le péroxyde d’hydrogeéne. Dans ce cas, 1’H,O, est capable
d’induire I’expression de nombreux génes de défense (Wu et al., 1997 ; Aziz et al., 2004). Durant
les dix derniéres années, plusieurs auteurs, relatent I’accumulation de protéines de métabolites
secondaires (phytoalexines) qui jouent un role essentiel dans la lutte contre les pathogénes. Les
phytoalexines sont des substances de faible poids moléculaire, plutét lipophiles dont la synthése est
stimulée chez les végétaux en réponse a différents stress biotiques et abiotiques (Morrissey et
Osbourn, 1999, Fofana et al., 2002).

Il convient de remarquer, par ailleurs, que lorsque les plantes sont soumises a 1’action
combinée de la salinité et de Botrytis, le poids sec reste sensiblement faibles et régresse trés
lentement par rapport au témoin. En effet, la combinaison salinité-Botrytis,modifie complétement la
réaction de tomate vis-a-vis de cette interaction. Nos résultats montrent une inhibition de la
biomasse seche des deux génotypes étudiés comme effet direct de I’interaction salinité-Botrytis sur
la production biochimique. Cette perturbation serait en rapport avec une plus grande sensibilité des

variétés de tomate a la pourriture en conditions salines.

Les résultats de la présente étude montrent également que la salinité du milieu stimule le

développement de Botrytis cinerea in vitro. On peut supposer qu’in vivo, la combinaison salinite-
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infection se manifeste par une aggravation de I’inhibition du poids sec. En effet, la salinité semble
augmenter le pouvoir inhibiteur sur un large éventail du champignon. Cela peut étre extrémement
favorable pour le parasite qui cherche a obtenir des aliments de son hote. La stimulation de la
colonisation des plantes par I’agent pathogéne en présence de NaCl a été rapportée par plusieurs
notamment Benyahia (1998).

Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons remarqué que 1’irrigation avec une eau salinede NaCl n'a pas
d’effetssignificatifs sur la taille pour les deux variétés de tomate étudiées. Cependant, I’effet
combiné de NaCl+CaCl,entraineune baisse de la taille de la partie aérienne et une stimulation de la

partie souterraine.

Le génotype Guelma, réagit a I’infection de I’isolat Botrytis, par un déficit de la croissance

touchant la taille des parties aériennes.

L’effet combiné de la salinité et de I’infectionentraine une diminution de la croissance des
plants de la variété CX206 moins prononcée que celles générées par les effets de ces deux
contraintes pris isolément. Pour la variété Guelma, I’effet combiné de la salinité de de I’infection
exprime une réduction de la taille de la partie aérienne plus importante que les effets de ces deux
contraintes pris isolément. Ce qui démontre un comportement variétal complétement différent en

termes de réponses aux contraintes biotiques et abiotiques.

La salinité entraine une réduction importante de la biomasse végétative en fonction de
I’accroissement de la concentration saline. Aussi bien pour le poids frais que celui sec, la salinité

affecta les différentes parties de la plante.

Les deux génotypes de tomate, réagissent a I’infection par Botrytis cinerea, par un déficit de

la croissance touchant le poids frais et sec.

Les plantes soumises a la combinaison salinité et infection montrent une amélioration
significativement de la biomasse fraiche par rapport aux plants sains exposés a la méme salinite.
Néanmoins, cette croissance restefaible par rapport au témoin sain sans sels.ll convient, par ailleurs,
de remarquer que lorsque les plantes sont soumises a I’action combinée de la salinité et de Botrytis,

le poids sec reste sensiblement faibles et régresse tres lentement par rapport au témoin.

On peut noter que dans la majorité des cas, I’exposition des plantes a plusieurs contraintes

biotiques et abiotiques, entraine une réponse cellulaire complexe par rapport auxeffets des
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contraintes pris isolément.L’étude des relations entre la nature et la forme des contraintes en
relation avec la réponse des cultures constitue des atouts supplémentairesa la compréhension des
mécanismes d’auto-défense de espéces végétales et donc aux possibilités de lutte et d’adaptation

biologique de ces derniéres aux agents pathogenes.
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Chapitre VII - Effets de la salinité et Botrytis cinerea sur le

comportement physiologique de la tomate

Introduction

En termes physiologiques, ’effet dépressif de la salinité du milieu sur la physiologie de la
plante peut s’exercer de plusieurs maniéres: soit une forte concentration saline entraine une
diminution du potentiel osmotique et par conséquent réduit 1’absorption de 1’eau par les racines, soit
la turgescence cellulaire est abaissée ce qui entraine un phénomene de plasmolyse (El Jaafari S.,
1993, Lachaal et al 1997). Le stress salin induit des changements qui affectent le statut hydrique de
la plante (Hopkins 2003, Gorham etal., 1990). Ceschangements conduisent & un desséchement des
feuilles (Blumwald 2000), une diminution du leur RWC (Mehani et al., 2012), une réduction
générale de la croissance, de la transpiration et de 1’absorption hydrique (Blumwald, 2000 ;
Verslues et al., 2006 ; Urban and Urban, 2010). Ces processus sont d’origine a perturber

I'noméostasie cellulaire (Perdiguero, et al., 2013, Igbal, et al., 2014).

Plusieurs études faites sur le blé (Morant-Manceau et al., 2004), mettent en évidence les
processus cités precédemment concernant la baisse de la teneur relative en eau (RWC). Ceci est
vraisemblablement d{ & la toxicité des ions Na" et/ou Cl- accumulés dans le cytoplasme & des seuils
dépassant la capacité de compartimentage dans la vacuole (Rochdi et al., 2005). L’accumulation
apoplasmique des ions Na* et CI™ serait le paramétre le plus impliqué dans le flétrissement et la
mortalité de certaines especes (Hasanuzzaman et al., 2013). Selon (Flowers and Yeo, 1981), la
mortalité des plantes en milieu salin s’explique par une perturbation de 1’alimentation hydrique et

d’une inhibition du métabolisme.

Peu d’études abordent la relation entre le statut hydrique des plantes et leur infection par des
phytopathogénes. Une étude menée sur le tabac a montré que lors de l'interaction avec un nématode
parasite, 'expression d’un géne TIP est stimulée (Opperman et al 1994). Ce processus pourrait étre
impliqué dans I'approvisionnement en eau et en solutés du parasite au niveau de la cellule géante
nourriciére (giant cell) ainsi que dans la régulation osmotique de cette cellule. Chez la tomate,
I'interaction avec le parasite Cuscuta reflexa induit I'expression d'une protéine homologue de PIP1,
probablement liée a un processus d'élongation cellulaire dépendant de I'auxine (Werner et al 2001).
A ce jour, rares sont les études disponibles sur la régulation de 1’eau en réponse a une interaction

entre une plante et un agent pathogene.
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Matériels et méthodes

Détermination de la teneur en eau par la méthode d’étuvage (Multon et al, 1991)

La teneur en eau de la plante est la différence en % de son poids avant et aprés passage a
I’étuve a 80 °C pendant 48heures.

TE= (MF_MS) x 100 TE : la teneur en eau.
MF : poids frais juste aprés récolte (en g)
MS : poids sec apres séchage a 1I’étuve (en g)
Résultats

Effet du stress salin sur la teneur en eau des plantes

Les effets de la salinité sur la teneur en eau de la plante sont étudiés en utilisant séparément le

NaCl et le CaCl, ensuite les deux sels associés dans un rapport 1/1.

L’effet du NaCl entraine une inhibition importante de la teneur en eau pour les deux
génotypes (Fig. 25). Pour CX206, cette inhibition est de 1’ordre de 0.47, 1.61 et 1.62 % a 50,
100 et 150 meq.I™" en NaCl. Pour la variété Guelma, cette inhibition n’est observée que pour le
traitement a 150 meq.l'1 de NaCl et est de ’ordre de 1,25%.

Pour le CaCl,, I’analyse de la variance révele un effet significatif de la teneur en eau

uniquement pour les doses de 50 et 100 meq.I"” dans le cas de CX206 et 50 meq.I™ pour le génotype
Guelma.

WNaCl  @CaCll  wNaCls CaCD @NaCl  ®CaCl2  wNaCl+CaCl2

3
S

Teme uren ean (") varie té CX206
Teneurenean () varie e Guelma

Témoin 50 meq 100meq 150meq 300meg Témoin 30meq 100meq 150meq 300meq

Concentrations salins Concentrations salins

Figure 25-Effet de la salinité sur la teneur en eau des plantes de tomate.
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Dans le cas de 1’association NaCl+CaCl,, I’effet de la salinité sur la teneur en eau de la
plante s’évere similaire aux effets produits par les deux sels séparément. Néanmoins, il est
important de noter que les deux sels associés entrainent un accroissement significatif de la
teneur en eau par rapport a leurs effets séparés. En effet pour CX206, cet accroissement est de
0.46, 0.83 et 1.25 % respectivement pour les concentrations de 100, 150 et 300 meq.l™ (effet
non significatif & 50 meq.l™). Pour le génotype Guelma, il est de 1.81, 2.82, 0.27 et 1.31%

respectivement pour les quatre concentrations de NaCl+CacCl;, dans 1’ordre croissant.
Effet de Botrytis cinerea sur la teneur en eau des plantes

Les résultats de la figure 26 montrent qu’en absence de sel, ’infection par Botrytis cinerea a
10° spores.ml™ n’a aucun effet sur la teneur en eau des plantes puisque les teneurs des plantes

infectées sont similaires a celles des plantes saines.

i Témoin E Botrytis
100

Teneur en eau (%)

20 -

CX206 Guelma

Figure 26-Effet de B.cinerea sur la teneur en eau des plantes de tomate.

Effet de la combinaison salinité-Botrytis cinerea sur la teneur en eau des plantes

Pour commencer avec le génotype CX206, la combinaison salinité-Botrytis modifie la teneur
en eau de la tomate observée pour chacun des trois traitements : NaCl, CaCl, et NaCl-CaCl,.
Pour le traitementNaCl+Botrytis, ce génotype enregistre une diminution de sa teneur en eau de 0,52
% par rarpport & I’effet seul de NaCl a 50meq.1™*(effet non significatif pour les autres concentrations
de NaCl).
L’effet du traitement CaCly+Botrytis révele des variations non significatives (P > 0,05).

L’effet combiné de NaCl+CaCl,+Botrytis indique le méme effet que le traitement NaCl+Botrytis a
100 et 300 meq.I™.
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En ce qui concerne le génotype de Guelma, le traitement NaCl+Botrytis enregistre une
diminution de sa teneur en eau de 2.5, 3.3 et 3.7 % par arpport a I’effet seul de NaCl respectivement

a 100, 150 et 300 meq.I™ (effet non significatif & 50 meq.I™ de NaCl).

@ Botrvtiz+ NaCl @Botrtis+Cal12 wBotrytis+1aCl+ Call12 @Eotrytis+ NaCl @Botrytis+CaC12 wBotrytis=Nall+ CaC12
100 100
035 a5
T
o) - * T T T T T * aq
I L

80

75

70

Teneurenean (%) varie e CX206
o

Teneurenean () varié té Gue lma
a
in

Tamoin  H'mag 1meg  1530meq  300meq

Concentrations salins

Témoin 50meq 100meq 150meq 300meq

Concentrations salins

Figure 27-Effet de B.cinerea sur la teneur en eau des plantes de tomate.

En présence de deux sels, les plantes infectées ont le méme comportement vis-a-vis des effets
combinés de la salinité et de 1’infection par Botrytis cinerea. Les plantes infectées et soumises au
stress salin voient leur contenu en eau diminuer fortement dés que la salinité du milieu commence a
augmenter.

L’effet combiné de NaCl+CaCl,+Botrytis indique le méme effet que les traitements de
NaCl+Botrytis et de CaCl,+Botrytis.

Discussion

Il est intéressant de rappeler, que 1’eau en tant qu’élément vitaldes végétaux, constitue prés de
70 a 80% de leurs poids. Elle joue un réle essentiel dans la croissance et le développement des
plantes cultivés (Heller et al.,, 1993 et Riou, 1993). Elle est impliquée dans les processus
métabolique de la photosynthése ainsi que le transport et I’accumulation des éléments nutritifs. Elle
intervient également dans la division cellulaire et la régulation thermique. C’est pourquoi, une
diminution de la teneur en eau d’une plante se traduit immédiatement par une réduction de sa

croissance en taille avant méme que la photosynthése ne soit affectée (Debouba et al., 2007).

Dans le présent travail, nous avons abordé I’effet da la salinité combinée a celui d’une
infection par un agent pathogene, Botrytis cinerea, sur la teneur en eau de deux variéts de tomate.
L’influence de NaCl seul, entraine une faible diminution de la teneur en eau pour les deux
génotypes de tomate étudiés. Ceci est en accord avec les travaux de Albouchi et al., (2003) et ceux

de Morant-Manceauet al., (2004). Il est rapporté que des différences de sensibilité au sel
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étaientconstatées entre plusieurs variétés de tomate testéesaussi bien in vitro qu’in vivo (Amor,
1991).

Le comportement hydrique des deux génotypes étudiés via a vis de la salinité, dénote que
sous ’effet du stress salin, la croissance du systemeracinaire latéral est considérablement affectéeet

des mécanismes d’ajustement osmotique sont déclenches par la plante.

En effet,’absorption de sel par les tissus de la plante trouble le bon fonctionnement
physiologique cellulaire du fait que la pression osmotique dans la solution du sol perturbe la voie

d’approvisionnement de la plante en eau et en éléments minéraux.

A T’issue d’observations in vivo, nous avons constaté que 1’effet combiné de salinité+Botrytis
se manifeste pour les deux variétés de tomate par une diminution importantede la teneur en eau non
seulement par rapport au témoinsans sel et non infecté, mais aussi par rapport a la plante sous

salinité et non infectée.

La diminution de la teneur en eau de la planteest le résultat d’une réduction de son volume
cellulaire d’une partet de la transformation anatomique tendant a réduire la dépense hydrique
foliaire d’autre part (Taiz and Zeiger, 2002). Standaert (1978), montre que la nutrition de la plante

en milieu salé augmente la sévérité de la fusariose chez la tomate.

Conclusion

A T’issue de la discussion des résultats de ce chapitre et d’un point de vue global, il semble
queles contraintes salines provoquent des changements physiologiques tant au niveau cellulaire

qu’au niveau de la plante entiere.

Les résultats obtenus sur le plan physiologique du comportement de la tomate soumise aux
stress biotique et abiotique sont fondament aux pour une meilleure compréhension des mécanismes
relativement complexes de son adaptation aux conditions du milieu euégard auxnombreux facteurs

qui y interviennent.

Le comportement morphologique et physiologique des végétaux face aux contraintes
environnementales est difficilement perceptible, irrégulier et souvent perturbés. La présente étude
montre que I’effet de la salinité sur la tomate se manifeste par une accélération du développement

de Botrytis et une inhibition des teneurs en eau de la plante.
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Chapitre VIII - Influence de la salinité sur I’antagonisme microbien
Trichoderma harzianum vis-a-vis de Botrytis cinerea et sur la

bioprotection des tomates contre la pourriture grise

Introduction

De nos jours la lutte chimique s’est révélée étre une méthode de lutte performante et
indispensable pour combattre les agents pathogénes (Leroux, 2003 ; Pezet etal., 2004). Ce sont
essentiellement des pesticides de synthese qui sont considérés comme I’arme la plus efficace, mais
I’épandage massif et répété de certains de ces pesticides chimiques conduit a une pollution de notre
environnement. Ainsi, des résidus sont retrouvés dans 1’eau, dans les sols et dans les produits finis
(Coubart et Reulet, 2000, Thakore, 2006). En effet, I’utilisation massive des pesticides a engendré
I’apparition de souches pathogénes multi-résistantes, contre lesquelles les produits actuels sont
devenus peu efficaces voire inefficaces. Le développement de résistances aux fongicides est un

phénomeéne fréquent chez les phytopathogenes et pose un réel probléme agronomique.

Dans le cas de la lutte contre B. cinerea, certaines souches sont connues pour avoir développé
une résistance aux produits chimiques étant donné que les mécanismes de résistance aux fongicides
anti-Botrytis ont largement été étudiés (Leroux, 2004). L’exemple de la résistance de certains
phytopathogénes aux dicarboximides, phenylpyrroles et hydrocarbures aromatiques, semble étre
liée a la cascade mitogen-activated protein kinases (MAP kinase), impliquée dans la réponse des

organismes aux stress (Cui et al., 2002).

Eu regard a ces inconvénients, il est important de trouver des solutions alternatives qui permettront de
continuer a lutter contre B. cinerea tout en diminuant 1'emploi de produits chimiques. Néanmoins a 1’heure
actuelle ou les pressions économique, écologique, sanitaire et legislative sont de plus en plus fortes, on
comprend 'intérét d’exploiter d’autres moyens de lutte contre B. cinerea sans remettre en cause les
pratiques culturales tout en mettant en ceuvre des systémes culturaux moins vulnérables aux pathogeénes,
donc moins dépendants des pesticides. Ces systémes sont donc basés sur la rationalisation des pratiques
agricoles (fumigation-stérilisation en horticulture, désinfection des graines, rotation des cultures, contrdle du
vecteur de la maladie...), par 1"utilisation de variétés végétales résistantes. Une autre alternative a "utilisation
des pesticides consiste a utiliser des micro-organismes bénéfiques et qui peuvent étre essentiellement des
champignons, des bactéries ou des levures (Bakker et al., 2003). La decouverte de tels agents de lutte
biologique et la demonstration de leur capacité a réduire l'incidence et la gravité des maladies ont tracé la

voie a plusieurs recherches prometteuses (Alabouvette et al. 1993; Bélanger et Labbé 1994). Dans ce
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contexte, une attention particuliére a été portée aux champignons antagonistes, principalement a cause de
leur potentiel a diminuer la densite de I'inoculum des champignons pathogénes (Elad et al. 1982 ; Lockwood
1988 ;Larkin et Fravel 1998).

La protection biologique contre B. cinerea a I’aide de microorganismes antagonistes, champignons
filamenteux, levures et bactéries, a été intensivement étudiée au cours des dernieres décennies (Droby et al.,
2009; Elmer and Reglinski, 2006; Mari et al., 2003). En effet, parmi les champignons antagonistes qui ont
démontré un bon potentiel de lutte figure le trichoderma spp. Tres souvent rapporté par la littérature (Elad et
al. 1982; Harman 2000). Ce champignon est connu pour ses effets contre : Pythium (Chet et al. 1981; Clavet
et al. 1993); Phytophthora cinnamomi Rands (Kelley 1976), Rhizoctonia solani Kuhn (Elad et al. 1980;
Lewis et Papavizas 1987; Windham et al. 1986); Sclerotium rolfsii Saccardo (Backman et Rodriguez-
Kabana 1975). En effet, Lynch etal. (1991a, b) ont étudié 1’effet du Trichoderma sur la croissance de la laitue
et son aptitude a lutter contre le Rhizoctonia solani Kiihn et le Pythium ultimum Trow comme agents de la
fonte des semis. L utilisation de Trichoderma sp pour abaisser la pression d’inoculum de Phytophthora sp en
réduisant ainsi 1’incidence de la pourriture brune a été entreprise depuis quelques années en particulier en
Amérigue latine (Hebbar etal., 1999; Krauss et Soberanis, 2002). Le parasitisme de T. viride, par exemple,
est défini par la sécrétion d’un type d’enzyme incluant les cellulases, les chitinases et des antibiotiques, tel
que la gliotoxine (Haran et al. 1996). Des études récentes montrent que T. viride est un améliorateur de la
croissance chez le soja (Harman 2001), il protéege la tomate, le piment (Verma 2007) et quelques
cucurbitacées contre les phytopathogenes. En plus, ce genre d’antagonistes peut augmenter la croissance
racinaire, détruit les métabolites toxiques produits par la microflore et contrble directement les pathogénes
des racines. Des observations microscopiques sur des cultures de différents champignons ont montré que
Trichoderma croit parallélement avec Rizoctonia Solani. Dans ce cas, Trichoderma s’enroule autour du

Rizoctonia solani et forme des crochets empéchant ainsi le développement de celle-ci (Shalini et al. 2007).

La fixation de Trichoderma sur les racines des plantes favorise I’absorption et la concentration de
quelques élements nutritifs (cuivre, fer, phosphore, manganése et le sodium) a partir de la solution du sol
(Yedidia et al. 2001). L’augmentation de 1’absorption des éléments nutritifs indique une amélioration du
mécanisme actif d’absorption des éléments nutritifs. En outre, Huaying (1998) ainsi que Liansheng et
Weihua (2000) ont rapporté que le mycoparasitisme fait partie du mécanisme de biocontréle de Trichoderma
contre Botrytis cinerea. Yedidia et al. (2000) ont prouvé que I’association de Trichoderma avec les racines

réduit les maladies des racines par I’activation de la réponse de la défense des plantes.

L’objectif de ce chapitre est d’évaluer la performance de I’association Botrytis cinerea et Trichoderma
harzianumsur deux variétés de tomate. En effet, il est recherché 1’effet de la salinité des sols sur

I’antagonisme deT. harzianuma 1’encontre de B.cinerea.
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ABSTRACT

Three 1aclates of Bofryiiz cinerea were 1zolated from leaves and stems of different tomato
varieties taken from four areas in the North-west of Algeria where tomato 153 mostly grown in
greenhouses and high tunnels. The purpase of this study was to determine the effect of two salts:
¥alll and CaCl, tolerance of Trichoderma harzionum and to evaluste the impact of salinity on its
antagonistlc capacities in order touse it 25 8 biologics] sgent controlling Bodryéiz cineren, thecaussl
sgent of grev mold disease of comato. Inthe sbaence of salt, the volatile and non-volatile secondary
metabolites from T harzianum showed 62, 23-79, B1% inhibition of B. cinerea. In the presence of
salt, the inhibition percentsges of the myeelia]l growth of B. cinerea by volatile metsholites were
stimulated by the high concentrations of NaCl 84, 70 and 940,85% for CaCl; compared to the control.
However, non-volatile compounds from Trichoderma, the percentage of growth inhibition varied
between B8.17% and 82, 12% for NaCl and #1.1%-85.01 in the presence of CaCl,.

Eey words: Grey mould, salt stress, MNaCl, Ca(Cl,. saline tolerance, wvalstile metabolites,
Lyeoperaicon esculenium

INTRODUCTION

Grey mould. caused by Botrviis cinerea (Belerotiniacese family) 15 an important plant disesse
thart affects = large number of plant species and 1s particularly important in greenhouse production
of tomatoes in Mediterranean basin (('Neill ef al., 1997). In greenhouse tcomato, the fungus infects
flowers, fruits and leaves and can grow through the petiole into the stem (Shtienberg et al |, 1998;
Kalogiannis et al., 2008).

Boil salinity 15 one of the major environmental factors that lead to a deterioration of agricultursl
land and reduction in crop productivity worldwide Keshavarzi ef al. (2011). This problem 1s one of
the mejor stresses eapecially in arid and semi-arid regions (Munns, 2002) and can severely limit
plant growth and productivicy (Allakhverdiev ef al_, 2000; Koesa et al., 2007).

In Algeriz, = wide range of environmental stresses (such as high and low temperature, drought,
alkalinity, salinity and pathogen infection) are potentially harmful to the plants. Boil salinity and
irrigation water are two of the main serious problems hindering the development of most plant
species (Levignron ef ol., 19845). Thus, the effect of these factors may result from structursl snd
physiolopies] changes in the plant, an increase iIncidence and severity of disesses caused by various
species pathogen. {Bouchibi ef al., 1980) showed that relatively low levels of sslinity (25-50 mEq)
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could increase the severity of phytophthora root rot of tomato with high Na:Ca ratios (10:1),
Phytophthora (Blaker and MacDonald, 1986; MacDonald, 1982; Sanogo, 2004; Swiecki and
MacDonald, 1988), F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Turco et al., 2002), F. oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici (Jones et al., 1993), Verticillium dahliae and Alternaria solani (Nachmias et al., 1993).

Chemical control has always been essential for the management of gray mold, caused by
Botrytis cinerea. Continuous use of the same fungicide against the same pathogen results in the
development of fungicide resistant strains of the pathogen (Kumar and Dubey, 2001;
Mamgain et al., 2013). Additionally chemical fungicides not only develop fungicide resistant strains
but also accumulate in food and ground water as residues. In addition, it results in environmental
hazards and has harmful side effects on human beings and animals. However, due to the polluting
and non-biodegradable nature of such pesticides.

Biological control offers the chance to improve crop production within the existing resources,
besides avoiding the problem of pesticide resistance (Khan et al., 2014). However, has been
considered as a more natural and environmentally acceptable alternative to existing chemical
treatment methods (Baker and Paulitz, 1996; Eziashi et al., 2007).

There are a variety of fungal species and isolates that have been reported as biocontrol agents,
although Trichoderma species clearly dominate, perhaps due to their ease of growth and wide host
range (Whipps and Lumsden, 2001). Trichoderma as a potent fungal biocontrol agent against a
wide range of plant pathogens has attracted considerable scientific attention (Hermosa et al., 2012;
Joshi et al., 2010; Moran-Diez et al., 2012). The effectiveness of this antagonist species depends on
the suppress plant diseases by direct antibiosis or mycoparasitism as well as indirect IR
(Lorito et al., 2010; Shoresh et al., 2010). The various mechanisms include antibiosis, parasitism,
inducing host-plant resistance, competition and secretion of chitinolytic enzymes, mycoparasitism
and production of inhibitory compounds (Harman et al., 2004). For the most effective control of
disease, it seems necessary to examine the impact of salinity on its antagonistic capacities, in order
to use it as a biological agent controlling B. cinerea of tomato.

MATERIALS AND METHODS

Fungal isolates: Boirytis cinerea isolates were obtained from decayed tomato (Lycopersicon
esculentum) in North-western Algeria. The leaf fragments were placed on filter paper moistened
with sterile water in a Petri dish. B. cinerea was cultured on Potato Dextrose Agar (PDA) incubated
at 25°C.

Antagonist: The isolate of Trichoderma harzianum, obtained from the laboratory of plant
protection (University of Mostaganem, Algeria) was grown in PDA. The media were added with the
same concentration of NaCl (50, 100, 150, 300 mEq).

Colony growth inhibition assay with Trichoderma harzianum in dual culture method:
Interactions between antagonistic of 7" harzianum against Botrytis cinerea were determined by the
method described by Dennis and Webster (1971). A 4 mm diameter mycelial disc from the margin
of the Trichoderma one week old culture and the pathogen Botrytis cinerea were placed on opposite
of the plate at equal distance from the periphery and in control plates only Botrytis cinerea was
placed. The plates were incubated at 25+1°C, observed after 4 days and the colony interactions were
measured as percentage of inhibition of radial growth of Botrytis cinerea by following equation:
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L=

MX]OO
D1

where, L is the percentage inhibition of radial mycelial growth, D1 is radial growth of the pathogen
in the control, D2 is radial growth of the pathogen in the presence of 7" viride (Edgington et al.,
1971).

Evaluation of wvolatile metabolites: The effect of the volatile metabolites released by
T. harzianum on the mycelial growth of the pathogens was evaluated by the inverted plate
technique as described by Dennis and Webster (1971). The 5 mm mycelial discs of T harzianum
obtained from the margin of young cultures were placed centrally on the PDA glass dish and
incubated in 25+1°C for 72 h. In the control plates, sterile PDA media discs 5 mm in diameter were
placed on the plates as mentioned above. At the end of the incubation period, the top of each petri
dish was replaced with the bottom of the petri dish inoculated with pathogen and sealed together
with adhesive tape. A completely randomized experimental design was used with three replicates.
Radial growth of the pathogens was recorded on the 5th day of incubation and L was calculated,
as described above.

The influence of NaCl and CaCl, on the diameter growth was determined by growing the
isolates in a PDA medium at 4 NaCl and CaCl, levels (50, 100, 150, 300 mEq), control medium was
not amended with salts.

Statistical analysis: All statistical analyses were analyzed by the software of statistics
(STATBOX 6.0.4 grimmersoft). The data was analyzed by two-way factorial. Comparison of means
and interactions was performed by Duncan’s multiple range tests. Statistical significance was
assessed at the level of p=0.05 or p = 0.01.

RESULTS

Effect of non-volatile metabolites from T. harzianum on the radial growth of B. cinerea:
In the absence of salt (Table 1), isolates of B. cinerea do not present the same profile of growth
inhibition, the optimum percent for growth inhibition of this fungus was from 63.76-68.15 of F27
and TR46, respectively. In the dual culture experiment, T. harzianum had a marked significant
inhibitory effect on the growth of isolates (Table 1). Growth inhibition decreased as follows: TR46
(68.15%)>B27 (66.8 %)>F27 (63.76%). Data in Table 1 indicate that, application of sodium salt
caused a significant increase the growth inhibition at various concentrations tested compared with
control except TR46 (p>0.05), growth inhibition was decreased for sodium concentrations of 50 and
100 ppm can be obtained from this 1solate relative to the control.

Calcium chloride stimulates mycelial growth of T’ harzianum. These observations indicate that
the growth inhibition of the F27 and B27 isolates might increase (85.01, 70.17%), even at high
salinity (150 ppm). However, higher concentrations of calcium chloride (300 ppm) caused F27 and
B27 to reduce the percentage of inhibition growth by 81.63 and 65.84%, respectively. Calcium
chloride was reducing growth inhibition of the TR46 in the dual culture for all concentrations. The
interaction between salt and concentration was significant (p<0.001).

Effect of volatile metabolites from T. harzianum on the radial growth of B. cinere: In the

absence of salt, TR46 and F27 was most resistant and revealed lowest percent inhibition of mycelial
growth as 52,23% and 53,13, respectively in combination with 7. harzianum.
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Table 1: Growth inhibition of three isolates by Trichoderma harzianum in dual culture after incubation at 25°C for 3 days

Botrytis cinerea isolates

Treatments F27 B27 TR46

NaCl

0 63.76+4.34° 66.80+4.32 ™ 68.15+3.01%
50 74,39+0.83" 72.56+1.44" 65.17+0.86"
100 71.01+5.22" 66.80+3.81" 67.16+1.49"¢
150 82.12+2.21° 71.12+2.9" 71.63+1.49%
300 80.18+3.01° 78.83+0.83" 73.13+0°
CacCl,

50 76.81+2.90° 73.06+0.83" 67.16+2.58"*
100 80.67+0.83" 73.54+0.83" 67.16+2.58"¢
150 85.01+0.83" 70.17+0.83" 65.66+2.98
300 81.63+2.21% 65.84+0.83° 61.19+5.38°
Two-way factor analysis of variance

Sﬂlt £ 21 NS *¥k%
concentration ek ek NS
Salt*concentration NS il sk

* ek kkkSignificant effects at 0.05, 0.01 and 0.001, respectively, NS: Not significant

Table 2: In vitro growth inhibition of three isolates of Botrytis cinerea by volatile compounds of T. harzianum in PDA medium after
incubation at 25°C for 3 days

Botrytis cinerea isolates

Treatments F27 B27 TR46

NaCl

0 53,13+0.83° 79,81+2,88° 52,23+2,98°
50 61,83+3.01° 80,30+0,80° 48,75+0,86°
100 77,29+0.83" 88,93+0,83" 65,66+5,37"
150 71,97+1.67° 90,37+1,66° 68,65+6,50"
300 73,91+2.9* 94,70+0,83* 78,6+3,75a
CacCl,

50 76,80+5.79° 90,37+0,83° 65,66+3,94"
100 T7,77+7.14° 90,85+0,83" 67,65+6,03"
150 81,15+3.83" 92,78+0,0™ 62,68+6,50"
300 81,64+4.65" 90,25+0,83" 63,18+3,75"
Two-way factor analysis of variance

Sﬂlt Fedek sk w*dek
Concentration e i NS
Salt*concentration * ke ke

ks ek ek Siamificant effects at 0.05, 0.01, 0.001, respectively, NS: Not significant

After 3 days of incubation, it is observed that volatile compounds from Trichoderma harzianum
exhibited maximum growth inhibition by adding 300 ppm of NaCl to the culture medium when
compare to the others salts (Fig. 1). The highest growth inhibition, 94,70, 78,6 and 73,91% was
obtained in the high concentrations from isolates B27, TR46 and F27, respectively. The interaction
between salt and concentration was significant for all salts isolates (p<0.05) (Table 2). In the
presence of low salt concentrations (50 and 100 ppm), the percentage of inhibition growth due to
the interaction between fungi and 7. harzianum was still very important with CaCl, more than
NaCl. However, the antifungal activity of volatile metabolites produced by T. harzianum showed
90.037% maximum inhibition of mycelia growth with B27 in presence of higher concentrations of
calcium chloride (300 ppm). On the other hand the effect of CaCl, on 7. harzianum volatile
metabolites action on the growth of B27 isolat presented in table 2 showed that the volatile
metabolic substances of antagonistic present the same profile of the percentage inhibition of
mycelia growth in the different concentrations tested.
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Fig. 1: Antagonistic effect of the isolates on Botrytis cinerea in dual culture assay at 25°C on potato
dextrose agar media

DISCUSSION

In the present study, we tested effect of salinity on in vitro Trichoderma harzianum antagonism
against B. cinerea for their production of volatile and non-volatile compounds.

In the absence of salt, The direct confrontation of 7. harzianum against the different isolates
of B. cinerea in vitro on PDA medium showed that 7. harzianum inhibited the growth of pathogenic
fungi at varying degrees.

The non-volatile secondary metabolites from 7. harzianum were found more effective in
suppressing the mycelial growth of all isolate when compared to volatile compounds except B27
isolate, growth inhibition was recorded by volatile compounds up to 79,81%.

The inhibition in radial growth of two interacting organisms in dual culture has been attributed
to secretion of extracellular hydrolytic enzymes (Schirmbock et al., 1994) by the production of
antibiotics Howell (1998) or as well as some cell walls degrading enzymes such as chitinases,
glucanases that break down polysaccharides, chitins and p-glucanase, there- by destroying cell
wall integrity (Elad, 2000). Trichoderma species are known to produce a number of antibiotics such
as Trichodernin, Trichodermol, Harzianum A and Harzianolide (Dennis and Webster, 1971;
Kucuk and Kivanc, 2004).

Ajith and Lakshmidevi (2010) examined the potential of Trichoderma harzianum which
suppress the mycelia growth of Colletotrichum capsici causing anthracnose on bell peppers. Doi and
Mori (1994) reported volatile compounds produced from 7richoderma species were able to arrest
and inhibit the hyphal growth of various plant pathogenic fungi. Amin et al. (2010) reported the
effectiveness of volatiles produced by 7. harzianum (Th-1) causing 53.63% inhibition of
Colletotrichum capsici.

In the case of the evaluation the effect of NaCl and CaCl, on the Trichoderma harzianum
against B. cinerea, salinity is most favorable to the increase growth of Trichoderma harzianum,
especially at high concentrations. 7. harzianum was able to tolerate the presence of salt in the
medium culture even at high concentrations.
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The analysis shows that CaCl, stimulate the development of the Trichoderma harzianum as
compared to sodium chloride.

Our data indicate that volatile compounds from Trichoderma were found more effective in
suppressing the mycelial growth of all fungal pathogens when compared to non-volatile
metabolites.

In indirect confrontation, the effect of salinity on 7' harzianum volatile compounds action is
perceived in salt concentrations demonstrate that 7" harzianum was able to colonize the space and
to inhibit the mycelial growth of Botrytis cinerea. It was found that NaCl inhibited the growth of
pathogen (94,70%) more than CaCl, (92,78%).

In the direct confrontation, the growth of Boirytis cinerea was intensely inhibited by
non-volatile metabolites was stimulated by salt and moderately inhibited the pathogen growth. The
percentage of growth inhibition varied between 65.17 and 82, 12% for NaCl and 61.19-85.01 in the
presence of CaCl,.

The growth and multiplication of T. harzianum were stimulated by the addition of salt to the
growth media, it showed also some good antagonist abilities at the high concentrations of salinity
demonstrated by confrontation techniques. The strain activity of T harzianum was able to tolerate
the presence of salt in the medium culture even at high concentrations. Benyahyia (1998) showed
that increasing the salinity of the medium promotes the in vitro mycelia growth of Phytophthora
citrophthora and P. parasitica agents of root rot of citrus with an optimum between -1.44 and -3.11
bars. The mycelium growth of T. harzianum developed in saline media between 2 and 6 g ™" of
NaCl doses not differ from the control cultures without salt. Nevertheless, the capacity C declines
significantly starting from 6 g L' of NaCl but C value remain high (80%), showing an important
capacity of the antagonist to cover the colony of the pathogen in presence of salt (Regragui and
Lahlou, 2005).

Growth inhibition of the pathogens by the Trichoderma metabolites has been reported by
several workers., such as Fusarium oxysporum, Rshizoctonia solani, Curvularia lunata, Bipolaris
sorokiniana and Colletotrichum lagenarium, Colletotrichum acutatum, Colletotrichum
gloeosporioides (Yang et al., 2006; Zivkovic et al., 2010). The antagonistic activity of Trichoderma
depends on multiple synergistic mechanisms (Nallathambi et al., 2009; Howell, 2003). The various
mechanisms include antibiosis, parasitism, inducing host-plant resistance, competition and
secretion of chitinolytic enzymes, mycoparasitism and production of inhibitory compounds
(Harman et al., 2004). Also it is found that there is large variety of volatile secondary metabolites
produced by Trichoderma such as ethylene, hydrogen cyanide, aldehydes and ketones which play
an important role in controlling the plant pathogens (Vey et al., 2001). Previous studies have
demonstrated that before mycelia of fungi interact, Trichoderma sp. produces low quantities of
extracellular exochitinases (Kullnig et al., 2000; Brunner et al., 2003). The diffusion of these
enzymes dissolves cell fragments of host cells. These cell fragments in turn induce the production
of further enzymes and trigger a cascade of physiological changes, stimulating rapid and directed
growth of Trichoderma sp. (Zeilinger et al., 1999).

Although, Trichoderma sp. species is widely used to control many plant pathogens but not much
work has been done to give the effect of salinity on the antagonist effect of Trichoderma sp.
Knowledge of soil salinity and its potential effects on the antagonist against diseases is essential
for disease management strategies. Therefore, it is important that biocontrol potential of
Trichoderma harzianum under salinity conditions should be further evaluated in vivo against
Botrytis cinerea causing grey mould disease.
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Chapitre 1X - Evaluation in vivo de I’effet de Trichoderma harzianum

sur la protection de la tomate contre Botrytis cinerea

Introduction

Dans ce chapitre, nous allons étudier in vivo, I’effet de T. harzianum sur la protection de la

tomate contre B. cinerea dans le cas de deux variétés de tomate.
Matériels et méthodes

Choix des microorganismes antagonistes

L’antagoniste testé correspond au microorganisme bénéfique rapporté par la littérature

comme étant I’auxiliairele plus indiqué dans la lutte biologique contre Botrytis cinerea.

Préinoculation par le mélange de spores des deux champignons

Les plantes de tomate agées de dix semaines sont inoculées avec le mélange de spores & 10°
spores/ml préparée & partir de la souche de Trichoderma harzianum et de suspension de spores & 10°
spores/ml issue de I’isolat pathogéne de Botrytis cinerea. Des plantes témoins regoivent uniquement

de I’eau stérile.
Résultats

L’effet de T.harzianum sur la protection de la tomate contre B. cinerea
Croissance végeétative

En réponse au traitement par addition de Trichoderma harzianum, la protection contre Botrytis cinerea s’est
révélée significative sur la croissance végétative totale de CX206 (Fig. 28). Dans ce cas, I'inhibition de ce paramétre

par Botrytis est trés faible par rapport au témoin grace a la présence de Trichoderma.
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Figure 28- Influence de I’antagoniste T. harzianum vis-a-vis de B.cinerea sur la croissance végétative.
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Pour le génotype Guelma, I’agent antagoniste a permis d’obtenir une taille de la partie
aerienne majorée de 2,93% par rapport a la plante inoculée par Botrytis. Le traitement par I’angent
antagoniste permis d’accroitre la taille totale de la plante de 6,45% par rapport a 1’effet de Botrytis
seul. Néanmoins,les variations de ce paramétre sous I’effet de 1’agent antagoniste ne sont pas

significatives.
Biomasse végétative
Poids frais

L’ensemble des deux génotypes de la tomate, CX206 et Guelma, réagit a I’infection par B.
cinerea, en diminuant le poids frais total de la plante (Fig. 29). Cette diminution est de I’ordre de
18,42 % pour CX206 et de 17,82% pour Guelma. La croissance de la biomasse racinaire des

plantes inoculées avec les deux agents pathogéne et antagoniste n’induit pas de changement

significatif.
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Figure 29-Influence de I’antagoniste T. harzianum vis-a-vis de B.cinerea sur la biomasse fraiche
des tomates

Les essais ont montré que les plants de tomate inoculés avec Trichoderma et Botrytis associés,
manifestent un déficit de la de la biomasse fraichepour Guelma par rapport a 1’effet de Botrytis
seule. Par contre, on observe une légére augmentation de la biomasse aérienne par rapport aux
plants inoculés par Botrytis seule. Dans ce cas, I’augmentation est de 1’ordre de 0,22% pour CX206.

Cette amélioration du poids frais n’atteint toutefois pas la valeur du témoin.
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Poids sec

Les résultats du poids sec des plants de CX206 (Fig. 30), indiquent que I’inoculation foliaire
de Botrytis cinerea, n’induit aucun changement significatif sur les différents organes de la plante.
Par contre, pour le génotype Guelma, une inhibition du poids sec total est observée de ’ordre de
13,06 % par rapport au témoin.

HPoids sec dela tige @ Poids sec racinaire 8 Poids sec total HPoidssec dela tige  @Poidssecracinaire M Poids sec total

z 16 £ 1
= 3
GIRE £
D12 o 12
2 10 - £ 10 A
AL 28
=11 6 T = 6 4
5 4 - j 4
R 2 5
3 0 Z o

Figure 30- Influence de I’antagoniste T. harzianum vis-a-vis de B.cinerea sur la biomasse seche des
tomates.

L’inoculation des plants de tomate avec Trichoderma et Botrytis ne montrent pas également
des variations significatives du poids sec sur I’ensemble des organes par rapport aux plants inoculés
avec Botrytis seul.

Teneur en eau des plantes

Pour les deux génotypes inoculés par Botrytis cinerea, les résultats de la teneur en eau (Fig.
31), indiquent des variations non significatives pour I’ensemble des organes de la plante. La situation
est similaire pour les deux génotypes inoculés par Botrytis cinerea et Trichoderma harzianum
(p>0.05).
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Figure 31- Influence de I’antagoniste T. harzianum vis-a-vis de B.cinerea sur la teneur en eau des
tomates.
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Impact de la salinité sur la bioprotection des tomates contre la pourriture grise par

Trichoderma harzianum

Croissance vegetative

A 150meq.I* de NaCl, les plants du génotype CX206 inoculés avec le mélange Botrytis-
Trichoderma manifestent une croissance de la longueur totale de 86,53cm(Fig. 32), par rapport aux
plants inoculés avec Botrytis seul qui comptent 85,80 cm. Cependant, la comparaison entre les
plants inoculés par les deux isolats en absence de salinité enregistre une taille plus importante
(88,77 cm) qu’en conditions de présence de salinité (86,53 cm). Autrement dit, la salinité du milieu

(NaCl), favorisa le degré d’agressivité de Botrytis.

Pour le génotype Guelma, le traitement combiné Botrytis-Trichoderma-NaCl n’induit aucun
changement significatif de la croissance des plants dans les différents organes et pour toutes les

concentrations salines par rapport au témoin (p>0,05).

Le méme effet est constaté pour I’'impact de CaCl, sur la bioprotection de la tomate contre
Botrytis et Trichoderma.

A 150meq.I" de CaCl,, la taille des plants CX206 est plus faible que celle des plants développés en

absence de sel.

A 100meq.I™ de CaCl,, le traitement Botrytis- Trichoderma-CaCl,améliore significativement la taille

de la partie aérienne du génotype Guelma.

A 150meq.I" de CaCl,, le traitement Botrytis-Trichoderma-CaCl,, entraine une réduction de la taille
racinaire des plants du génotype CX206 par rapport au témoinet aux plants soumis au traitement

Botrytis-Trichoderma.
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Figure 32-Effet de la salinité sur I’interaction Trichoderma-Botrytis sur la croissance végétative des
tomates.

L'effet combiné dutraitement Botrytis-Trichoderma-NaCl-CaCl, ne produit pas d’effets
significatifs sur la croissance végétative de 1’ensemble des organes et pour les deux génotypes.
Néamoins, 4300meq.I™ de NaCl+CaCl,, le génotype Guelma enregistre une diminution de la taille
de la partie aérienne par rapport aux conditions de non salinité.
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Biomasse végétative
Poids frais

L'effet dutraitement Botrytis-Trichoderma-NaCl, provoque une augmentation du poids frais
de la partie aérienne des deux génotypes & 50 et 100meq.|™ par rapport aux conditions de non
salinité (Fig. 33). Dans ce cas, ces augmentations sont de 1’ordre de 3,22 et 0,64 % respectivement
pour les doses de 50 et 100 meq.I™ pour le génotype CX206 et 6,5 et 1,72% pour le génotype

Guelma.

Cette évolution est inversée pour la gamme de concentrations comprise entre 150 et 300
meq.I™. En effet dans ce cas, les diminutions du poids frais de la partie aérienne sont de I’ordre de
0,27 et 9,19% respectivement pour les concentrations de 150 et 300 meq.l pour le génotype
CX206et 5,6 et10,87% pour le génotype Guelma.

Toujours pour le traitement Botrytis-Trichoderma-NaCl, la biomasse de la partie racinaire, est
nettement supérieur a celle observée en conditions de non salinité. En effet, la biomasse fraiche
racinaire augmente de 41.55, 38.87, 29.94 et 38.86% respectivement pour les quatre concentrations
salines prise dans 1’ordre croissant pour le génotype CX206. En outre, cette augmentation est de
30.22, 25, 27.7, et 16.4 % pour le génotype Guelma.

Le traitement Botrytis-Trichoderma-CaCl,, améliore significativement la biomasse fraiche de
la partie aérienne pour le génotype CX206. En effet, & 50 et 100meq.I™ de CaCl,, les augmentations
de la biomasse aérienne s’¢élevent respectivement a 7,84 et 7,03 %.

Ce traitement réduit significativement la biomasse aérienne de la tomate pour le génotype Guelma.
Dans ce cas, I’inhibition de ce parametre est de 0.6 et 6.84% respectivement pour les concentrations

de 150 et 300 meq.I™* par rapport aux conditions de non salinité.

Le méme effet est constate pour le traitement Botrytis-Trichoderma-CaCl, sur la biomasse
fraiche racinaire du génotype Guelma a 100 meq.I™ de CaCl,. Cette constatation est valable pour le
génotype CX206 mais aux concentrations de 50, 100 et 150 meq.I* de CaCl,. En effet, les
pourcentages d’augmentation de ce parametre sont de I’ordre de 9.84, 4.32 et 2.09% respectivement
pour la gamme de salinité allant de 50 & 150 meq.I™ de CaCl,. A contrarion, ce méme paramétre
enregistre une diminution de 9,27 % a 300meq.I* de CaCl, par rapport aux conditions de non

salinité.
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Figure 33- Effet de la salinité sur ’interaction Trichoderma-Botrytis sur la biomasse fraiche des

tomates.

Dans le cas du traitement Botrytis-Trichoderma-NaCl-CaCls, les plantes du génotype CX206,
montrent des augmentations de la biomasse souterraine variant de 46,39 et 38,91% pour la gamme

de salinité allant de 50 & 150meq.I™* par rapport aux conditions de non salinité. Dans le cas du

génotype Guelma, cette augmentation ne concerne que la concentration de 100meq.I™.

Sous les conditions de ce méme traitement, le génotype de Guelma enregitre une
augmentation de sa biomasse fraiche aérienne de plus de 7,63% & 50meq.I™* par rapport aux

conditions de non salinité. Dans la gamme des concentrations allant de 100 & 300 meq.I™, cette
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variété enregistre respectivement des diminutions de sa biomasse aérienne variant de 8,72 a
15,08%.

Enfin pour la biomasse totale, les variations liées au traitementBotrytis-Trichoderma-NaCl-

CacCl,, ne montrent pas des différences significatives par rapport aux conditions de non salinité.

Poids sec

L'effet Botrytis+Trichoderma+NaCl (Fig. 34), provoque une forte réduction de la biomasse
séche au fur et a mesure que la concentration en sel est élevée. Le pourcentage d’inhibition de la
biomasse totale pour CX206 atteint 20.5, 24.96, 26.44 et 38.33 % respectivement a 50, 100 ,150 et
300 meq.I™* de NaCl.

Le traitement de la variété Guelma par les deux champignons simultanément, entraine une
réduction de la biomasse des parties aériennes d’autant plus importante que la concentration en NaCl
est élevée. Cette réduction est de 13.96, 28.76, 26.64 et 25.94% respectivement a 50, 100,150 et 300
meq.I™ par rapport a I’effet combiné Botrytis+Trichoderma sous conditions non salines. Le méme effet
est constaté pour la biomasse séche racinaire a 1’exception toutefois de la concentration 50 meq.I™ pour

laquelle une augmentation de 13.1% est observée.

L’effet Botrytis+Trichoderma+CaCl, réduit significativement biomasse séche aérienne pour
les deux génotypes. Cette réduction est de 31.91 a 51.91% pour CX206 et de 22.94 a 27.97% pour

Guelma, respectivement a 50 et 300 meq.I™ par rapport aux conditions non salines.

Un effet similaire est constaté sur la biomasse séche racinaire a 1’exception des traitements 50
et 150 meq.I™ respectivement pour Guelma et CX206. Dans ce cas, la biomasse séche racinaire
augmente de 2.18 et 5.33 % respectivement pour les deux génotypes guelma et CX206 mais par

rapport au témoin.

L’effet Botrytis+Trichoderma+NaCl+CaCl,, provoque une réduction de la biomasse seche
aérienne. En effet pour CX206, pour les concentrations comprises entre 50 et 300 meq.l™, les
pourcentages de réduction sont de 31.91, 27.82, 30.43 et 39.13 %. La méme situation se présente
pour le génotype Guelma a I’exception de la dose de 300 meq.1™ ou ’inhibition est de 13.96, 23.86
et 25.99 % respectivement & 50, 100 et 150 meq.|™.
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Figure 34- Effet de la salinité sur I’interaction Trichoderma-Botrytis sur la biomasse séche des
tomates.

L’effet Botrytis+Trichoderma+NaCl+CaCl,, provoque une réduction de la biomasse seche
aérienne. En effet pour CX206, pour les concentrations comprises entre 50 et 300 meq.l™, les
pourcentages de réduction sont de 31.91, 27.82, 30.43 et 39.13 %. La méme situation se présente
pour le génotype Guelma a I’exception de la dose de 300 meq.l'1 ou I’inhibition est de 13.96, 23.86
et 25.99 % respectivement & 50, 100 et 150 meq.I™.

Pour la biomasse racinaire séche, 1’effet Botrytis+Trichoderma+NaCl+CaCl, induit une
stimulation significative de 13,71 et 9,72% pour CX206 respectivement & 50 et 100 meq.I". A
contrario, pour les concentrations de 150 et 300 meq.l™, la biomasse séche racinaire diminue de
11,28 et 11,36 % par rapport au régime non salin. La réation du génotype Guelma au méme

traitement, se manifeste par une réduction de ce paramétre de 14,52 et 7,26 % respectivement a 50
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et 150 meq.I™". Néanmoins, & 100 meq.I, une augmentation de 0,5 % est enregistrée par rapport au
régime non salé.

Teneur en eau des plantes

L'effet Botrytis+NaCl +Trichoderma (Fig. 35 a et b), montre que Trichoderma n’affecte pas la
teneur en eau de la cultrure pour les deux génotypes étudiés. Dans ce cas, les résultats sont significatifs.
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Figure 35- Effet de la salinité sur I’interaction Trichoderma-Botrytis mesuré sur la teneur en eau de
la tomate, (a) : variété CX206 et (b) : variété Guelma.

L'effet Botrytis+CaCl,+Trichoderma (Fig. 35 a), montre une augmentation de la teneur en eau
pour CX206. Cette augmentation est de 89,39 % par rapport au traitement
Botrytis+NaCl+Trichoderma. C’est la dose de 300 meq.I™" qui enregistre la plus grande valeur de ce
parametre. Par ailleurs, I’effet du traitement Botrytis+tNaCl+CaCl,+Trichoderma, entraine un effet

similaire a celui de Botrytis+NaCl+Trichoderma.
Discussion

La pourriture grise provoquée par Botrytis cinerea sur plus de 200 espéces végétales est
souvent traitée par voie chimique susceptible d’entrainer des dégradations des ressources
¢daphiques et hydriques et a terme une pollution de I’écosysteme (Rosslenbroich et Stuebler, 2000 ;
Hubert et al., 2005). En plus, la littérature rapporte des cas d’apparition de souches pathogénes
multi-résistantes aux produits fongicides utilisés. Ce cas de figure concerne particulierement
Botrytis cinerea (Yourman et al., 2003), d’ou la nécessit¢ de développer des alternatives

biologiques pour une agriculture durable favorable a la protection de I’environnement.

De nombreuses ¢tudes mettent en évidence I’efficacité de la lutte biologique contre Botrytis.
Ces agents de lutte biologique, sont principalement représentés par des bactéries et des

champignons non pathogenes, capables de confiner ou ralentir le développement de Botrytis.
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L’efficacité de la protection dépend de plusieurs paramétres : les conditions climatiques, le
mode d'application de 1’antagoniste, sa rémanence, sa capacité écologique et son mécanisme
d’action (Elad and Stewart, 2004). Une meilleure connaissance de ces parametres, offre des

perspectives nouvelles et écologiquement avantageuses pour la protection des cultures.

Trichoderma sp constitue 1’agent de biocontrdle le plus utilisé contre les phytopathogeénes. Il
est capable d’entrer en compétition avec les phytopathogeénes et les ravageurs sans pour autant
affecté le fonctionnement normal la plante. En fonction de la situation dans laquelle une plante est
affectée par un phytopathogéne, il est important de faire recours a des souches d’antagonistes

adaptés et performantes pour escompter obtenir une protection efficiente.

Les résultats de la taille, de la biomasse et de la teneur en eau des parties aérienne et
souterraine de la tomate, montrent que la souche de Trichoderma harzianum est capable de protéger
cette culture contre Botrytis cinerea. En effet, cette protection est apparente sur la croissance en
taille et en poids des plants traités par rapport aux témoins malades. Ceci est lié a 1’action de
Trichoderma qui semble exercer un effet stimulateur de la croissance des plants. Les résultats de
Windham et al., (1986), qui concernent 1’addition de T. harzianum aux substrats des cultures de
tomate et de tabac montrent une amélioration du poids de la biomasse séche aérienne et racinaire et
concordent avec nos résultats. Ceci peut étre en partie expliquer par le fait que Trichoderma soit
connu comme productrice de substances antibiotiques et parasite a 1’égard d’autres champignons
(Chang et al. 1986). Des constations similaires sont faites par Elad et al., (2004), sur des plants de
tomate, laitue, poivron, le haricot et tabac. Il a été remarqué, que I’efficacité de la protection des
plantes est assurée sur les parties supérieures bien que les agents antagonistes soient appliqués dans
le sol (De Meyer et al., 1998 ; Elad et al., 2004). Par ailleurs, il est prouvé que la souche T-22 de
Trichoderma est capable d’augmenter le développement des racines du mais et d’autres cultures
(Harman 2000 et 2001 ; Harman et al. 2004). Des recherches plus récentes, montrent que
Trichoderma améliore la croissance du soja, protége la tomate, le piment et d’autres cucurbitacées

contre les phytopathogénes (Verma 2007).

Les travaux de 1’effet stimulateur des conditions salines sur le développement de Botrytis sont
rares. En effet, les résultats de la présente étude, montrent que la bioprotection des tomates contre la
pourriture grise en conditions salines est inhibée. Cependant, ’efficacit¢ de 1’action de T.
harzianum s’est montrée variable contre Botrytis cinerea. Ce qui concorde avec ce que rapporte
Regragui, 2005, sur I’efficacité de Trichoderma qui dépend des facteurs climatiques, de la salinité

du sol et du couple héte-pathogene.
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Ainsi, a travers les résultats de la croissance végétative (en taille et en poids sec), la
salinisation du milieu de culture entraine une modification de 1’action inhibitrice de Trichoderma a
I’encontre de Botrytis. En effet, les pourcentages d’inhibition de la croissance végétative
augmentent au fur et & mesure que la concentration saline augmente. L’effet inhibiteur de
Trichoderma sur Botrytis initialement exacerbé en absence de salinité, manifeste un réle de plus en

plus limité par la concentration croissante de sel.

L’effet des facteurs climatiques est rapporté Blanca et al., (2001), qui montrent que la
suppression de la fusariose du pois-chiche par Pseudomonas fluorescens est observee
exclusivement a 20° et 30°C, températures optimales du développement de la maladie. De méme,
Koéhl&Molhoeck (2003), indiquent que le succes du contrdle biologique de Botrytis cinerea par
I’antagoniste Ulocladiumatrum est conditionné par le potentiel hydrique du sol. L’effet compétitif
de cet antagoniste avec Botrytis est maximal & —7 MPa et diminue avec 1’augmentation du potentiel
hydrique (Regragui 2005). Les enquétes préliminaires de Kredics et al. (2000), prouvent que le
stress salin a des effets néfastes importants sur la croissance, la sporulation et 1’activité antagoniste
de T. harzianum contre Fusarium oxysporum. Regragui et Lahlou (2005), montrent que l'efficacité
des modes d'action antagonistes de Trichoderma contre Verticillium dépend des concentrations

salines utilisées.

Les résultats du poids frais de la tomate, montrent dans le cas de notre travail, un effet
stimulateur de la salinité sur Trichoderma a ’encontre de Botrytis aux concentrations seulement de
50 et 100 meq.I™ de NaCl. La différence de I’effet de ’anatgoniste entre les résultats du poids sec et
frais de la biomasse est rapportée par la littérature. En effet, parmi 29 souches de Trichoderma
isolées en Méditerranée, seulement quelques unes expriment une sensibilité a la salinité. Les autres
expriment soit une tolérance ou méme une amélioration de la croissance a la salinité. Dans des
essais in vitro, ces mémes antagonistes révélent une forte activité antibiotique envers les
phytopathogénes en raison de la production de deux métabolites solubles et volatils non encore
identifiés(Gal-Hemed et al., 2011).

Les résultats de la teneur en eau de la tomate montrent que I’application d’un agent de lutte
biologique a I’encontre de Botrytis cinerea dans des conditions salines peut conduire & une forte
accumulation d’eau par rapport aux plants infectés sous I’effet unique de I’eau déminéralisée. Dans
ce cas, une certaine modification physiologique des tomates est observée suite a I’application des
mélanges de champignons. Ces effets peuvent étre 1iés a la formation d’une molécule d’eau a 1’aide
de différents enzymes tels que la catalase peroxysomale, la peroxyrédoxine, la glutathion

peroxydase ou 1’ascorbate peroxydase.
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11 a été rapporté que lors d’une interaction B. cinerea-tomate, la plante est capable d’exprimer
de nombreuses réactions de défense, dont les plus connues sont la production de composés
renforgant la paroi pectocellulosique, la synthése de phytoalexines et 1’accumulation de FAO. Ces
molécules sont issues du métabolisme basal qui implique des processus cellulaires localisés au
niveau des chloroplastes, peroxysomes et mitochondries mais sont aussi produites lors de la réponse
a différents stress (Apel& Hirt, 2004).

La FAO Ia plus étudiée est le péroxyde d’hydrogene (H207). L’H>0, est capable d’induire
I’expression de nombreux genes de défense (Green et Fluhr, 1995 ; Wu et al., 1997 ; Aziz et al.,
2004). 11 est impliqué dans le renforcement des parois du végétal (Bradley et al., 1992) et est
¢galement susceptible d’inhiber directement la germination des spores de nombreux pathogenes
fongiques (Low et Merida, 1996 ; Lamb et Dixon, 1997). Chez le tabac, il est montré que les FAO
favorisent 1’expansion des lésions causées par I’infection par Botrytis (Asai et Yoshioka, 2009).
Botrytis est capable de produire des formes activées d’oxygene (FAO) telles que le peroxyde
d’hydrogeéne. Celui-ci est produit lors de la germination des conidies et pendant 1’infection

(Choquer et al., 2007).
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Chapitre X - Conséquences biochimiques de I’interaction salinité-

Botrytis cinerea chez la tomate

Introduction

Dans la nature, les relations héte-parasite-environnement sont trés complexes. La réponse des
plantes aux stress abiotique et biotique est la résultante de plusieurs processus physiologiques et
métaboliques d’adaptation de la plante aux contraintes hydriques et nutritionnelles. Dans ce cas, la
plante ¢labore des mécanismes de défense contre les mécanismes d’attaque de 1’agent causal de la
maladie. Dans ce chapitre, nous étudions les conséquences biochimiques liées a la salinité en
relation avec ’infection par Botrytis cinerea chez la tomate. Le but est d’évaluer « in vivo » la
réponse biochimique de la variété¢ de tomate AXIOM F1 a I’action combinée du stress salin et de
Botrytis cinerea. L’analyse porte sur la teneur relative en pigments chlorophylliens des feuilles de la
plante, la teneur en sucres solubles totaux, le taux de protéines totales et la teneur en acides aminés

libres totaux.
Matériel et méthodes

Matériel végétal et fongique

1l s’agit d’une variété de tomate hybride F1 appelée AXIOM F1 disponible sur le marché.

La souche de I’agent pathogene B. cinerea utilisées dans cette étude a été échantillonnée en
2012 a partir de feuilles et tiges de pieds de tomate présentant des symptoémes de pourriture grise.
La souche provient de serres localisées dans le plateau de Mostaganem au nord-ouest d’Algérie.
Cette souche était conservée sous forme de suspension sporale (>10 spores/ml) dans 20 % de

glycérol.

Méthodes

Conduite culturale

Le semis est effectué en pépiniére dans des plateaux alvéolaires remplis de tourbe sous serre a
raison d'une graine par mini-motte a une profondeur de 1 cm. Les plants sont arrosés avec 1I’eau de
robinet jusqu’au stade 3-4 feuilles ou le repiquage est réalisé. Aprés un mois, au stade 3-4 feuilles,
la transplantation est faite dans des pots en plastique de 30 x15 cm de dimensions. Les plantules
sont  repiquées soigneusement a raison d’une plantule par pot puis déposés sous serre. Avant

I’application du stress salin avant 1’aaparition de la premiére fleur, l'irrigation est appliquée avec
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une fréquence de 3 trois a 1’aide de la solution de Hoagland (1938). La dose d’irrigation compte 30
% de la réserve utile (RU) du substrat durant le premier mois et 60% de la RU au second mois

(Annexe I, p...).

Au 57°M jour apres le repiquage, le stress salin et I’inoculation par Botrytis sont appliqués a la
plante. Le dispositif expérimental adopté est celui des blocs complets aléatoires de Fisher avec 3
répétitions. Chaque comprends les 4 traitements en plus du témoin : Cy (témoin sans sel = solution
de Hoagland), C;= 50 meq.I"}, C; = 100 meq.I"*, C3 = 150, C4 = 300 meq.I™ de NaCl.

Méthodes d’analyses

Dosage des pigments chlorophylliens

Les teneurs en chlorophylles a et b et caroténoides sont déterminées selon le protocole de
Lichtenthaler (1987).

Détermination de la teneur en acides aminés libres totaux
Pour le dosage des acides aminés libres, la méthode de Yemm et Cocking (1955) a été utilisée.
Détermination de la teneur des sucres solubles totaux

Les sucres solubles totaux sont dosés en milieu sulfurique avec I’anthrone dont I’absorbance

est mesurée a I’aide d’un spectrophotométre a 625 nm (Cerning-Beroard, 1975).
Teneur en protéines totales

Les protéines solubles sont dosées selon laméthode de Bradford (1976).
Résultats

Les pigments chlorophylliens

Les résultats de la teneur en pigments chlorophylliens sont présentés (Fig. 36), sous la forme
a, b et ab dans des conditions salines. Ils montrent, de maniere générale, une augmentation de ce
paramétre au fur et a mesure que la concentration en NaCl augmente par rapport au témoin. Dans ce
cas, la dose de 300 meq.I™ enregistre une diminution. En effet, la teneur en chlorophylle a indique
une augmentation variant de 42,98 & 28,19 % respectivement pour les doses de 50 et 150 megq.I™.
Pour ces mémes concentrations de NaCl, les augmentations respectives sont de 47,03 et 20,36 %
pour la chlorophylle b et 26,21 et 44,01 % pour la chlorophylle ab.
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Figure 36- Effet de la salinité sur la teneur en chlorophylle de tomate

En absence de sel, les résultats de ce parameétre (Fig.37), montrent que les plantes inoculées
par la suspension des spores de Botrytis cinerea réagissent par une augmentation significative pour
les trois variantes a, b et ab. Le pourcentage d’augmentation est de 14.96, 18.10 et 22.26 %
respectivement pour les chlorophylles a, b et ab.
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Figure 37- Effet de B.cinerea sur la chlorophylle de tomate.

L’effet combiné de la salinité et de Botrytis n’est per¢u qu’a la concentration de 300 meq.l'1

(Fig. 38).
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Figure 38- Effet de I’interaction salinité-Botrytis sur la teneur en chlorophylle de tomate.

L’analyse de la variance (Tableau 6), montre que 1’effet de 1’infection par Botrytis (25,84 %)

est plus important que celui de la salinité (9,78 %). Dans ce cas, 1’effet interaction salinité-Botrytis

n’est pas significatif (p < 0,05).

Tableau-6 parts des variations de la salinité et de 1’infection par Botrytis sur les variations globales
de la teneur en chlorophyllea, b et ab

a b ab

(0) (0) (o)
di | sce | %agede | oop | %agede | oop | %agede
variation variation variation
Effet salinité 4 117607 | 978% | 18,19 | 956% | 306,36 | 9,83%
Effet Botrytis 1| 46532 | 2584% | 5248 | 27.6% | 83034 | 26,65%
Interaction Salinite x|, | 2553 | 40306 | 1071 | 563% | 13812 | 4.43%

Botrytis

résiduelle 20 |1086,27| 60,34% | 1087 | 57.18% | 1839.74 | 59,06%
SCE total 29|1800,24| 100,00% | 190,08 | 100,00% | 3114,56 | 100,00%

Les pigments caroténoides (xanthophylles et carotenes)

NS

La teneur en pigments caroténoides (Fig. 39), semble insensible a I’effet de la salinité

puisqu’elle enregistre des valeurs trés proches de 8 pug.ml™ pour les quatresconcentations de NaCl

(50, 100, 150 et 300 meg.I™.
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Figure 39- Effet de la salinité sur la teneur en pigments caroténoides de la tomate

L’effet de I’infection par Botrytis sur la teneur en caroténoides (Fig. 40), se manifeste par une

augmentation de 2,43% par au témoin.
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Figure 40- Effet de B.cinerea sur la teneur en pigments caroténoides de tomate.

L’effet combiné salinitéxBotrytis (Fig. 41), montre que la salinité diminue la teneur en
caroténoides des plants infectés par Botrytis. La dose de 50 meq.I enregitre une augmentation de ce

parameétre par rapport au témoin (plant sain) contrairement aux autres doses qui indiquent une

diminution.
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Figure 41- Effet de I’interaction salinité-Botrytis sur la teneur en pigments caroténoides de tomate
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L’analyse statistique des résultats de la teneur en caroténoides (Tableau 7), indique une

signification uniquement pour I’effet de 1’infection par Botrytis qui enregistre une part d’effet de

19,68% par rapport aux variations globales.

Tableau7-Analyse de la variance des carrés moyens des résultats du contenu foliaire en pigments

caroténoides (xanthophylles et caroténes)

Source de Variation dl SCE %a_ge_de
variation
Effet salinité 4 2,45 2,25%
Effet Botrytis 1 21,43 19,68%
Interaction Salinité x Botrytis | 4 2,4 2,2%
résiduelle 20 91,6 84,12%
SCE total 29 | 108,88 100,00%

Sucres solubles totaux

NS

NS

La teneur en sucres totaux (Fig. 42), diminue sous 1’effet des doses croissantes de la salinité

par rapport au témoin & I’exception de la dose de 50 meq.I" qui indique une légére augmentation.

1.4

Teneur en sucres solubles
totaux (punoles.g-1)

12 T -
] ;|
0.8 -
0.6 -
0.4 -
0.2 -
0 A : . : .

Temoin 50
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300

Figure 42- Effet de la salinité sur la teneur en sucres solubles totaux de tomate.

L’effet de Botrytis semble diminuer la teneur en sucres solubles totaux (Fig. 43).
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Figure 43- Effet de B.cinerea sur la teneur en en sucres solubles totaux de tomate.

De méme I’effet combiné Botrytis-salinité (Fig. 44), montre des diminutions tres faibles par

rapport au témoin particuliérement pour les doses de 150 et 300 meq.I™.
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Figure 44- Effet de I’interaction salinité-Botrytis sur la teneur en en sucres solubles totaux de
tomate.

Néanmoins, l'analyse de la variance révéle des effets non significatifs pour les trois

traitements : salinité, Botrytis et salinité-Botrytis (Tableau 8).

Tableau 8-Analyse de la variance des résultats de la teneur en sucres solubles totaux

Source de Variation dl SCE %a_ge_de
variation
Effet salinité 4 0,001 0,65%
Effet Botrytis 1 0,005 3,26%
Interaction Salinité-Botrytis 4 0,003 1,96%
résiduelle 20 0,144 94,11%
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Protéines totales

L’influence des doses croissantes de la salinité (Fig. 45), diminue la teneur en protéines
totales de la plante de 0,82 % & 50 meq.I™ et 2,83 % & 100 meq.I™* par rapport au témoin. Ensuite, ce
paramétre augmente de 0,35 % & 150 meq.I™ par rapport & 100 meg.I™. A 300 meq.I™, la teneur en
proteine enregistre une augmentation de 0,38 % par rapport au témoin.

0,62
0.6 T T
_0.58 -
—E'O,Sﬁ .
20.54 -
0,52 1
0:5 L T T T T
100 150 300

Temoin 50

Teneur en protéines totales

Concentrations salins en NaCl(mEq.l-1)
Figure 45- Effet de la salinité sur la teneur en protéines totales de tomate.

L’effet de I’infection par Botrytis sur la teneur en proteines totales (Fig. 46), montre une

décroissance de 0,49 % par rapport au temoin. Ce qui est insignifiant.
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Figure 46- Effet de B.cinerea sur la teneur en protéines totales de tomate.

L’influence combinée de la salinité¢ et de Botrytis (Fig. 47), diminue progressivement la
teneur en protéines totales de la plante respectivement & 50, 100 et 150 meq.I™* par rapport au
témoin. A 300 meq.I" ce paramétre subit un accroissement de 2,13 % par rapport a celui de 150

meq.I™. Pour cette derniére dose saline, la teneur en protéine totale demeure inférieure au témoin.
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Figure 47- Effet de I’interaction salinité-Botrytis sur la teneur en protéines totales de tomate.

L’analyse de la variance des données de la teneur en protines totales (Tableau 9), indique un
effet significatif pour la salinité¢ et non significatif pour I’infection par Botrytis et 1’interation
Botrytis-salinite.

Tableau 9-Analyse de la variance des carrés moyens des résultats du contenu foliaire en
protéines totales

Source de Variation dl SCE %age_de
variation
Effet salinité 4 0,005 45,54% *
Effet Botrytis 1 0,003 27,27% NS
Interaction Salinité x Botrytis 4 0,001 9,09% NS
résiduelle 20 0,002 18,18%

Acides aminés totaux libres

L’évolution de la teneur en acides aminés totaux libres sous 1’effet de NaCl (Fig. 48), montre
une augmentation de 27,24 et 3,32 % respectivement & 50 et 300 méq.I™ par rapport au témoin. En

revanche, elle indique une diminution de 2,99 et 7,31 % respectivement & 100 et 150 meq.I™.

L’analyse de la variance des résultats obtenus (Tableau 10) révele que 1’application de la

salinité ne provoquent aucune action notable sur la teneur en acides aminés totaux libres (p=0,543).
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Figure 48- Effet de la salinité sur la teneur en acides aminés totaux libres de tomate.

L’effet de Botrytis sur la teneur en acides aminés totaux libres (Fig. 49), entraine une augmentation
de 11,76% par rapport au témoin.
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Figure 49- Effet de B.cinerea sur la teneur en acides aminés totaux libres de la tomate.

L’effet interaction salinité-Botrytis sur la teneur en acides aminés totaux libres (Fig. 50),
diminue de 13.95, 21.26, 5.32 et 1 % respectivement pour les doses de 50, 100, 150 et 200 meq.I™.

L’analyse des variances des résultats de la teneur en acides aminés totaux libres (Tableau
10), montre que 1’effet de Botrytis est significatif contrairement aux deux autres effets de la salinité

et de I’interaction.
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Figure 50- Effet de I’interaction salinité-Botrytis sur la teneur en acides aminés totaux libres de tomate

Tableau 10-Analyse de la variance des carrés moyens des résultats du contenu foliaire en acides
aminés totaux libres

Source de Variation DL SCE % de variation
Effet salinité 4 0,003 2,97% NS
Effet Botrytis 1 0,016 15,84% *
Interaction Salinité x Botrytis 4 0,004 3,96% NS
résiduelle 20 0,078 77,22%

Discussion

Les résultats obtenus dans ce chapitre, montrent que la variété AXIOM F1 réagit a la salinité
par une augmentation des teneurs en pigments chlorophylliens (a, b et ab) par rapport au témoin.
Ceci est en accord avec les observations de Terry et Waldrow (1984), qui dévoilent que pour des
concentrations inférieures & 200 et 300 meq.I* de NaCl, la photosynthése par unité de surface
foliaire n’est pas affectée. Raj et al., (1993), rapportent des réactions de deux variétés de blé tendre
différentes vis-a-vis de la salinité. L’une semble trés sensible contrairement a 1’autre d’apparence
plus tolérante. La teneur total en chlorophylle de la variété tolérante augmente significativement
suite au stress salin, avec une augmentation aussi bien de la chlorophylle (a) que la chlorophylle (b),
alors que chez la variété sensible, il n y a pas de variations significatives. L’apport de NaCl a 50 et
100 meq.l'1 stimule respectivement la biosynthése de la chlorophylle a et b d’une variété de Gombo

(Abelmoschus esculentus L.) (Asma. A et al 2015).

Pour notre cas, la solution & 300 meqg.I™™ de NaCl provoque une diminution des teneurs en
pigments chlorophylliens (a, b et ab) chez la variété AXIOM F1. Ce qui montre une certaine

sensibilité des pigments chlorophylliens aux hautes valeurs du stress salin. Ces résultats confirment
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ceux de Nieves et al (1991), qui montrent que la réduction de la teneur foliaire en chlorophylle a

peut étre liée a la forte concentration du chlore et /ou du sodium.

La diminution de la teneur en chlorophylle sous ’effet de la salinité est rapportée par de
nombreux auteurs. Cela peut étre attribué aux contraintes salines qui se manifestent par une
diminution du CO, dans les chloroplastes et une décroissance de la conductance stomatique (Del
Zoppo et al, 1999 ; Gama et al., 2007). Dans ce cas le Cl-, présent en grande quantité dans le
milieu, entraine une dégradation de la chlorophylle et 1’apparition de chlorose a la périphérie des
feuilles. Cette toxicité est différente de celle causée par le Na* qui provoque une réduction des
teneurs en K* et Ca®*. Ce qui réduit activité photosynthétique via la diminution de la conductance
stomatique.

Par ailleurs, l'augmentation de la teneur en MDA foliaire, indicateur d'une dégradation
oxydative des lipides membranaires, peut étre expliquée par la dégradation lipidique qui elle-méme
entraine une perturbation des membranes thylacoidales et une perte de [lintégrité des
chloroplastes suivie d’une diminution de l'activité photosynthétique (Benhassaine-Kesri et al,
2002). Une autre these rapportée par Zheng et al. (2009), explique 1’augmentation du MDA par une
réduction de I'activité des enzymes antioxydants notamment le SOD et le catalase. Cela entraine une
accumulation des ROS (especes réactives a l'oxygene), telles que O;, H,O, et OH au niveau
des tissus de la plante en faveur de de I'oxydation des lipides membranaires.

Pour revenir aux résultats de la présente étude, I’infection par Botrytis des pigments
chlorophylliens de type a, b et ab, semblent stimulés. Ceci exprime une certaine résistance de la
tomate a I’infection. En effet, Ouhibi (2015), révele que la quantité de chlorophylle rapportée a
I’unité de surface foliaire augmente avec le temps dans les feuilles inoculées avec Sclerotinia minor
mais reste stable dans cellesinoculées avec Botrytis cinerea. Ce qui conforme I’augmentation ou la

stabilisation de la teneur en chlorophylle dans notre cas.

La chlorophylle pourrait participer a la résistance en limitant le développement du
champignon. Dans le cas Botrytis cinerea, se présente 1’hypothése de la présence de mécanismes de

résistance aux toxines qu’elle produit.

Le taux de caroténoides de la plante a subit une forte stimulation sous I’effet de la salinité. 11
est important de rapeler que les caroténoides, en tant que metabolites secondaires assurent des
fonctions variées et en particulier le role antioxydant (De Pascale et al, 2001). L’implication des
caroténoides dans la réponse des cultures au stress salin est signalée dans plusieurs travaux (Charles
et al, 2008 a). En effet, la synthése de composés antioxydants tels que les vitamines C et E, des
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flavonoides et des caroténoides induits par les EAO (especes activées de 1’oxygene), contribue a
renforcer la protection cellulaire durant le stress (Larson, 1995). 1l est donc mis en évidence que lors
d’un stress oxydatif généré par les contraintes de salinité du milieu, I’augmentation de la production
de ROS est accompagnée d'une stimulation de la production de nombreux antioxydants non
enzymatiques tels que les caroténoides et les composés phénoliques (Allende et al, 2003). Ouhibi
(2015), releve une accumulation excessive des caroténoides dans les feuilles des plantes inoculées
par Botrytis 24 heures aprés 1’inoculation. Souvent, la détection de la présence de microbes par les
plantes, incitent ces derniéres a produire naturellement des ROS et des RNS (Reactive Nitrogen
Species) dans les mitochondries, les chloroplastes et les peroxysomes (Grob et al., 2013). En plus
de leur activité antimicrobienne, les ROS sont impliqués aussi dans l'induction de I'expression de
genes d’autodéfense. Parmi les mécanismes d’autodéfense de la plante, on peut citer:
hypersensibilité (HR), la résistance systémique acquise (SAR), la production de phytoalexines et le
dépo6t de callose (Agrios, 2004). Le terme phytoalexine regroupe 1’ensemble des métabolites
secondaires hétérogénes, de faible masse moléculaire qui ont des effets antimicrobiens sur une
grande variété de pathogénes. Ils sont de ce fait, considérés comme des marqueurs moléculaires de

résistance a la maladie (Ahuja et al., 2012).

A travers les résultats de cette étude, au stade de préfloraison, le NaCl ne provoque pas de
modifications notables sur la teneur en sucres solubles totaux dans les feuilles. Dans ce cas, la

différence entre les plants sains et ceux infectés n’est pas significative.

Pour les protéines totales au sein des feuilles de la plante étudiée, nos résultats indiquent une
diminution aux doses de 50, 100, 150 meq.I" de NaCl. Néanmoins, la dose de 300 megq.I™
enregistre une augmentation de ce parameétre. En effet, Hamdia et al. (2004) et Fariba et Ali akbar.
(2005), rapportent une augmentation de la teneur en protéines totales solubles dans les tiges et dans
les feuilles pour la variété d’Isfahani de tomate contrairement & celle de Shirazy suite a
I’accroissement de la salinité du milieu. Pour la variété Datura stramonium, la concentration des
protéines totales solubles décroit avec 1’augmentation des concentrations salines (Ali, 1991). Les
résultats rapportés par Abdel Haleem (2007), sur Vignaradiata L., variété «Wilczek », montrent
une décroissance significative de la teneur en protéines totales solubles sous des conditions de
salinité du milieu. Dans les mémes conditions, une accumulation des protéines totales solubles a eté
verifiée chez Nicotiana rustica et Anacardium occidentale et Sorghum bicolor (Oliveira et al.,
2006).

La paroi des cellules racinaires possede une grande capacité d’échange cationique. Le premier

effet de la présence de sels dans la solution du sol est soit une inhibition, soit une stimulation de
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I’absorption des cations par les racines. Ceci est de nature a causer des changements importants du
métabolisme de la plante (déficience en éléments : K*, Ca™"...). Dans ce cas, la génération de ROS
sous ’effet de la salinité, entraine une peroxydation des lipides du plasmalemme. Il en découle une

fuite sévere suivie d’une destruction de certaines protéines membranaires.

Les résultats obtenus dans le présent travail, montrent une stimulation de la production
protéique aux fortes concentrations salines. Cet effet s’accorde avec les travaux d’Agastian et al.,
(2000), qui notent que les teneurs en proteines chez les cultivars de mlrier augmentent pour les
faibles doses de NaCl et diminuent aux fortes doses. Ashraf al., (1995), ont démontré que les
teneurs en protéines foliaires demeurent inchangées selon qu’il s’agisse de variétés tolérantes ou
sensibles de tournesol a la salinité. Plusieurs autres auteurs, s'accordent sur la diminution de la
teneur en protéines solubles en réponse a la salinité. Les plantes présentent plusieurs mécanismes de
défense résultant d’une multitude de changements biochimiques vis-a-vis de 1’agent pathogene. Ces
mécanismes incluent I’accumulation de métabolites de défense tels que les protéines PR, les
peroxidases, les phenylalanines ammonialyases, les polyphenolsoxidases, les chalcone synthases et
les phytoalexines (Ramamoorthy et al., 2001). En effet, il a été démontré que la luzerne synthétise
des phytoalexines de type médicarpines suite a son préinoculation par Sinorhizobium (Dakora et al.,
1993). Les protéines PR peuvent également étre produites lors de la mise en place de mécanismes
de défense en réponse aux stress abiotiques tels que les blessures, le froid, le sel ou les UV
(Hammond-Kosack& Jones, 1996 ; Van Loon et al., 2006). Ils jouent un réle important dans la
stabilité des protéines membranaires et dans l’ajustement osmotique (Hasegawa et al., 2000,

Svensson 2001, Ashraf et Foolad, 2007).

La synthése de ces différents métabolites PR est réalisée par I’action combinée d’une série de
protéines de type SOS (saltoverly sensitive). Parmi les SOS, SOS1 se présente comme un antiport
Na*/H" localisé au niveau de la membrane plasmique. Il joue un réle primordial dans I’exclusion du
sodium vers le milieu extérieur (SHI et al. 2000 ; Zhu 2003 ; Mahajan et al. 2008). Le SOS2 et
SOS3 assurent conjointement la régulation de ’activité de SOS1 mais également celle de ’antiport
vacuolaire NHX1 (Liu et al. 2000 ; Zhu 2002). Les formes actives d’oxygéene, telles que H2O,, O,
et OH, sont produites au cours de processus cellulaires de fagon plus accrue sous I’effet de stress
abiotiques, notamment la salinité (Logan, 2005;Brosche et al. 2010). Elles sont accumulées en
faibles quantités et peuvent servir de signal pour induire ’expression de genes de réponse et de

défense cellulaires (Parent et al. 2008).

Dans ce chapitre, nos résultats montrent que I’inoculation des plantes par Botrytis induit une

accumulation des acides aminés libres totaux. Cette accumulation peut étre liée a une optimisation
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de I’expression des geénes impliqués dans les réponses de défense et plus particulierement lors du
contact plante-Botrytis. Ceci s’apparente a une activation plus rapide des systemes de détoxification
des protéines et leur dégradation sous 1’effet des protéases sécrétées par le champignon. Clémentine
(2014), montre que ce processus biochimique vise uniquement la production de nouvelles protéines
fongiques. Les acides amines issus de la dégradation des protéines sont métabolisés en glutamate et
en ammonium via des réactions de transamination et de déamination (Buchanan-Wollaston, 1997 ;
Masclaux et al., 2001). En effet, les carbohydrates, protéines, acides aminés, lipides, lignines,
tannins et pigments peuvent étre dégradés en composés plus simples et tres réactifs par des
réactions enzymatiques microbiennes puis polymérisés et condensés pour former les composés

aromatiques et aliphatiques que sont les substances humiques (Stevenson, 1985).

B. cinerea possede pas moins de 252 protéases réparties en 60 familles réunies en 7 classes. Il
s’agit des protéases aspartiques, glutamiques, des protéases a cystéine, a sérine et a thréonine, ainsi
que des métalloprotéases (Clémentine, 2014). Des travaux menés par Hathou et al.,(1997), montrent
que les tomates infectées par des champignons pathogéne, principalement Alternaria spp. ont un

taux d’acides aminés aromatiques plus €élevés par rapport aux fruits sains.

Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons étudié les réponses biochimiques de la tomate sous les effets
combinés de stress biotique et abiotique en ’occurrence la salinité et Botrytis. En effet, la réponse
de la culture est exprimée a travers plusieurs paramétres: les pigments chlorophylliens, les

protéines totales, les sucres solubles totaux et les acides aminés libres totaux.

La salinité et/ou Botrytis induit une augmentation des pigments chlorophylliens a, b et ab. Ces
résultats suggerent que Botrytis a eu un effet de stimulation du pouvoir de résistance systémique
chez la tomate. Associée a la salinité, I’infection par Botrytis semble insignifiante. Il est important
de noter que parmi les cing paramétres biochimiques analysés, seule la teneur en pigments
caroténoides enregistra une augmentation et sous 1’effet de I’infection par Botrytis. Dans ce cas,

I’effet de la salinité est non significatif.

En revanche, le sel semble diminuer 1’activité des protéines totales des feuilles de la tomate.

Dans cette situation, le pouvoir d’autodéfense de la culture vis-a-vis de Botrytis ne répond pas.

Les variations de la teneur en sucres solubles totaux sous les effets de la salinité et de Botrytis

sont non significatives.
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Les variations de la teneur en acides aminés seraient associées vraisemblablement & une
dégradation des protéines intracellulaires produite par Botrytis. Ainsi, le pathogene aurait sécrété
des protéases en mesure de degrader in vivo les protéines PR en acides aminés identifiés dans les
cellules hote. Parallélement, ce processus de dégradation des protéines PR n’a pas été affecté par les

doses croissantes de la salinité du milieu.
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Chapitre XI — Synthése des discussions

Les cultures sont confrontées a de nombreuses contraintes qui affectent aussi bien le
rendement que la qualité des fruits. Les stress abiotiques de secheresse et de salinité qui
caractérisent les régions arides et semi-arides sont des facteurs supplémentaires qui peuvent
amplifier et/ou réduire les maladies fongiques par un effet direct sur la plante et/ou le pathogéne
(Ayres, 1984). La salinité est I’une des plus importantes contraintes environnementales qui limite la
croissance et le développement des cultures (Munns et al., 1995; Chougui et al., 2004). Ces
contraintes dépendent a la fois, du stade de développement de I’espece, du génotype et de la durée
de I’exposition aux stress.

La culture de tomate représente le groupe de légume le plus important du marché national.
Elle est cultivée aussi bien dans les zones littorales que les régions du sud de I’Algérie (Adrar,
Biskra, EI Oued ..). En effet, cette culture est confrontée a des contraintes biotiques et abiotiques
croissantes. La salinité se présente comme étant la contrainte la plus importante qui affecte aussi
bien le rendement que le calibre des fruits. L’ effet de la salinité peut également constituer un facteur
d’amplification de la sensibilit¢ des tomates aux maladies d’origine fongique principalement la
fusariose (Standaert, 1978), la verticilliose (Afailal 1987, Besri, 1990) et la pourriture racinaire due
a Phytophthora parasitica (Swiecki& Mac Donald, 1991).

Si les travaux sur la lutte chimique et biologique contre Botrytis sont relativement nombreux,
ceux liés a Dl'interaction des effets de la salinité et de I’infection par Botrytis sont rares. C’est
pourquoi, la présente étude se présente comme une contribution a 1’étude des actions combinées de
la salinité et du pathogéne sur la croissance et le développement de la tomate. Dans ce sens, nous
avons abordé en premier, les effets de la salinité sur la plante hote et sur 1’agent pathogene
séparément. Par la suite, nous avons étudié les effets de 1’interaction salinité-Botrytis sur les
paramétres physiologiques et biochimiques de la plante.

L'étude in vitro d’une collection d'isolats de B. cinerea montre que l’augmentation de la
salinité du milieu affecte la croissance mycélienne en fonction de la nature du sel mis en jeu. En
effet, a de fortes concentrations en NaCl (300 meq.l'1), I'inhibition de la croissance mycélienne
demeure insuffisante a I’¢élimination de 1’agent pathogéne. Néanmoins, le CaCl, se démarque par
une action inhibitrice de la croissance mycélienne qui se manifeste a 150 meq.l?! et devient
maximum a 300 meq.l"l. A cette derniére concentration, prés de 70 % de 1’effet du pathogene est
éliminé (Boumaaza et al., 2015%).

Parall¢lement a la croissance mycélienne, I’effet de NaCl entraine un nombre cinq fois plus

important de spores qu’en conditions non salines. Benyahyia (1998), a montré que lacroissance et la
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production de sporanges chez Phytophthora citrophthora et Phytophthora parasitica sont
exacerbées par la présence de NaCl dans le sol et dans les eaux d’irrigation.

Par ailleurs, I’augmentation de la salinité affecte la germination des conidies de Botrytis. Dans
ce cas, I’inhibition par CaCl, semble plus importante que celle engendrée par NaCl. Dés lors,
I’inhibition du pouvoir germinatif du pathogéne varie de 66,67 a 81,71 % (50 a 300 meq.1™) et
57,34 a 77 % respectivement pour CaCl;, et NaCl. Selon Cunningham et al., (1994), I'augmentation
de la concentration de CaCl, (25-175 mM) provoque une diminution de la germination et de la
croissance des conidies in vitro de Botrytis cinerea et de Penicillium expansum.

Les resultats jadis discutés concernent des essais réalises in vitro. Il est important de les
vérifier dans des conditions in vivo et voir si la salinité favorise la reproduction de 1’agent
pathogene. Pour cela, nous avons étudié 1’effet de Botrytis cinerea sur le comportement de la plante
hote dans des conditions salines. Il est connu que la réponse des plantes aux stress abiotiques génere
des processus complexes impliquant de nombreux changements morphologiques, physiologiques,
biochimiques et moléculaires.

Sur le plan morphologique, les résultats révelent un effet inhibiteur de la salinité sur la
germination de la tomate se traduisant par une forte diminution du taux et de la vitesse de
germination finale.

Par ailleurs, la présence de NaCl dans ’eau d’irrigation réduit significativement la croissance
végétative de la plante proportionnellement a la concentration saline. Ceci concerne aussi bien le
poids frais des parties aérienne et souterraine de la culture que leurs poids sec. Les observations de
Babas (1985), sur les variétés Vémone et Carmello ainsi que celles d’Amor (1991) sur trois autres
variétés de tomate collectées dans les régions présahariennes marocaines, montrent une baisse de la
croissance sous ’effet de la salinité du milieu. D’autres travaux (Ashraf et Rasul ,2006), indiquent
que la salinité réduit la biomasse fraiche et séche de la plante ainsi que les protéines et les
carbohydrates contenus dans la partie foliaire et la longueur des bourgeons et racines. Cette
réduction concerne aussi le développement des cosses, le rendement de la semence et les
composantes du rendement. Il a été également remarqué une réduction de la densité des stomates
(Omami, 2005). La réduction de la croissance de I’appareil végétatif aérien exprime la capacité
d’adaptation nécessaire a la survie des plantes exposées a un stress abiotique (Zhu, 2001).

A la lecture des résultats concernant I'effet des concentrations de CaCl,, il apparait évident
que l'incorporation de fortes concentrations de sel n'a pas eu d'effet significatif sur la croissance de
tomate. Ces resultats obtenus ne correspondent pas a I’hypothése qui suggere que le calcium

supplémentaire améliore les effets négatifs du NaCl (Silva et al., 2003).
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D’un point de vue physiologique, I’effet de la salinité du milieu sur la plante est essentiellement
variable avec la concentration saline. Dans cette étude, nous avons constaté que 1’effet du NaCl entraine
une diminution de la teneur en eau de la plante. Ces résultats sont confirmés par plusieurs travaux. En
effet, le stress salin, induit des changements au niveau du statut hydrique de la plante (Asegawa et al.,
2010), réduit la teneur en eau relative des feuilles (Albouchi et al., 2003), diminue la transpiration
(Rengasamy, 2006) et I’absorption hydrique des racines (Snoussi et al., 2004). Ces manifestations peuvent
étre également liées au phénomeéne d’ajustement osmotique, caractérisé par la diminution du potentiel
hydrique. Il s’ensuit qu’une augmentation brutale de la salinité se traduit par une réduction immédiate de
la croissance foliaire. Celle-ci est associée a une baisse de la turgescence, elle-méme liée a la diminution

du gradient du potentiel hydrique entre les tissus de la plante et la solution du sol.

Dans ce cas aussi, les résultats révelent que I’influence de CaCl, sur la teneur en eau de la

plante aux différents concentrations indique le méme effet que les traitements de NaCl.

D’un point de vue biochimique, la culture de tomate exprime une certaine résistance a un
stress salin modéré de 50 & 150 meq.I™. Cette résistance est liée a I’augmentation des teneurs en
pigments chlorophylliens. Il s’agit d’une adaptation de la plante au stress salin. Ces résultats
rejoignent ceux de Sharaf et al (1990) sur la tomate et Dali et al. (1997) sur le piment qui ont
indiqué qu’une salinité modérée augmente la quantité de chlorophylle totale.

Contrairement aux concentrations modérées, les fortes doses de NaCl (300 meq.l™)
provoquent une diminution des pigments chlorophylliens qui se manifeste par une sensibilité de la
plante au stress salin. La diminution de la teneur en chlorophylle comme conséquence de
I’accroissement de la concentration saline du milieu est rapportée par Ranjbar et al., (2000). Ceci
peut étre lié a la dégradation de la chlorophylle et/ou a la réduction du taux de sa syntheése.

Le stress salin diminue 1’accumulation des protéines dans la partie foliaire de la plante
particuliérement pour les concentrations modérées de 50 et 150 meq.I* de NaCl. En effet, les
résultats rapportés par Abdel Haleem (2007) sur une variété de vigne (Wilczek), montrent une
décroissance significative de la teneur en proteines totales solubles sous stress salin. Cependant, aux
fortes doses de NaCl (300 meq.I™), la concentration en protéines totales foliaires augmente. Ce qui
concorde avec les travaux rapportés par Hamdia et al (2004). Selon cet auteur, 1’accroissement de la
salinité augmente la teneur en protéines totales solubles dans les tiges et les feuilles pour deux
cultivars de tomate.

En ce qui concerne les facteurs morpho-physiologiques de la tomate, les influences

respectives de la salinité et de Botrytis n’entrainent pas d’effet cumulatif sur I’influence de
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I’interaction salinité-Botrytis pour les trois paramétres mesures : la taille de la plante, sa biomasse et
sa teneur en eau.

Dans un premier temps, discutons 1’effet unique de Botrytis sur les trois parameétres considérés.
Dans le cas de la taille aérienne de la plante, un déficit est observé pour la variété Guelma au
moment ou la variété CX206 ne subit pas de variations significatives. Ce qui permet d’affirmer que
le degré d’infection par Botrytis dépend de la sensibilité de la variété de I’espéce affectée. Ce qui
dégage une possible voie biologique de sélection variétale pour 1’obtention de cultivar tolérant a
Botrytis.

L’effet de Botrytis sur la biomasse fraiche et séche entraine une diminution de la biomasse
fraiche et seche pour les deux génotypes de tomate étudiés. Regragui (2005), trouve les mémes
résultats pour la tomate infecté par le Verticillium. Dans ce cas, la teneur en eau de la plante ne
subit pas des changements significatifs sous 1’effet de I’infection par Botrytis.

Sous I’effet combiné de la salinité et de Botrytis cinerea, il convient de remarquer que la

plante réagit par :

une faible croissance de la tige des plants de la variété CX206
— une réduction cumulée plus importante de la taille de la tige de la variété Guelma
— une diminution cumulée qui demeure sensiblement faible et qui s’accroit lentement
- une stimulation de la biomasse fraiche par rapport aux plants non infectés soumis a la
méme salinité mais sensiblement faible par rapport au témoin.
— une inhibition de la teneur en eau par rapport au témoin.

Il est important de rappeler que l’infection de la plante hote par 1’agent pathogene est
soumise aux facteurs de l’environnement. Parmi ces facteurs, les plus importants sont: la
température, 1’humidité et I’insolation. Mais pour des conditions environnementales données,
I"agent pathogéne est capable de reconnaitre la plante hote gréce a certains facteurs qu’elle porte
(Thordal-Christensen 2003), et ensuite de modifier son métabolisme pour fournir les conditions
favorables a sa pathogeénicité (Chang et al. 2004). En conséquence, la plante réagit par le biais
d’une série de changements morphologiques, physiologiques, biochimiques et moléculaires en
fonction de son espéce et de sa variété. Selon les variétés, cette réaction peut s’exprimer par un
développement ou une régression de 1’appareil foliaire (Beye&Lafay, 1985). Androusse (2006), a
montré que la croissance racinaire des plantules est réduite en moyenne de plus de 50% par rapport
au témoin sous ’effet de I’inoculation par Pythium.

Nous rappelons que la salinité affecte la biologie de lI'agent pathogéne et peut dans beaucoup
de cas exacerber sa pathogénicité au point d’envahir les tissus de la plante. Cette approche est

abordée dans notre cas in vitro et in vivo.
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In vitro, nous avons remarqué que la salinité du milieu stimule le développement du
pathogéne (Boumaaza et al., 2015%). En effet in vivo, Besri (1981%), remarque une forte diminution
de la résistance de plusieurs variétés de tomate aux races 1 et 2 de Verticilium dahliae sous
I’influence d’une irrigation avec des eaux salines.

La colonisation des plantes par 1’agent pathogéne en présence de salinité est étudiée par
plusieurs auteurs notamment: Mac Donald (1984) sur le couple Phytophthora cryptogea-
Chrysanthemum, de Afailal (1987) sur le couple Verticillium-tomate et Benyahia (1998) sur le
couple Phytophthora parasitica-agrumes. Ces auteurs montrent que 1’augmentation de la salinité du
milieu favorise une colonisation plus intense des plantes par 1’agent pathogéne. Dans ce cas, la
salinité semble diminuer la tolérance des cultures pour un large éventail de champignons.

C’est pourquoi, malgré la sélection de variétés de tomate tolérantes a Botrytis cinerea, ce
dernier continu a provoquer des dégats considérables particulierement en conditions de culture sous
serre. En effet, I’infection de la plante par le pathogéne est soumise a plusieurs facteurs 1iés soit a la
plante hote, soit au parasite lui-méme (Notteghem et al., 1979), ou encore liés a I’interaction entre
la plante, les nutriments et I’especes pathogene. Cette interaction est trés complexe et n'est pas
completement comprise & ce jour (Anderson, 2002). Dans ce cas, la qualité de 1’eau d’irrigation
joue un role non négligeable par rapport a cette interaction qu’il faut prendre en compte. En effet,
suite aux irrigations successives, une accumulation de sels dans la solution du sol accroit la

croissance du mycélium du parasite dans les tissus de la plante via la circulation de la seve.

Pour revenir a la sensibilité ou la tolérance de la tomate, il est important de noter qu’il existe
une similitude entre les effets propres de la salinité, ceuxpropres de I’infection par Botrytis et ceux
liés a I’interaction salinité-Botrytis. Néanmoins, pour certains paramétres étudiés, nous constatons
des effets opposeés tels que la biomasse séche et la teneur en eau de la plante. Dans notre cas, la
combinaison salinité-Botrytis se manifeste par une diminution dela biomasse séche. Ceci est la
conséquence au fait que le parasite recherche les conditions favorables a son alimentation a partir de
la plante hote (Yoder and Whalen, 1975). Les nutriments sont nécessaires a la germination des
spores, au développement du mycélium et a la formation des appressoria (Li et al., 2004). Dans ce
sens, Blakeman (1975), avait évoqué la nécessité de la présence a la fois de carbone et d’azote pour
la germination des spores du champignon. En effet, pour survivre dans la plante, le pathogene
développe des mécanismes qui lui permettent de surmonter ou d’inactiver les défenses préformées
et dégrade la paroi (Gohre et Robatzek, 2008). La sécrétion d’enzymes de dégradation des
polymeéres par I’agent pathogeéne (enzymes pectolytiques, cellulases, xylanases, protéases ...) lui

permet de pénétrer la paroi de la plante hote.
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Les résultats du comportement biochimique de la tomate en réaction a I’effet unique de
Botrytis montrent :

- une augmentation des pigments chlorophylliens totaux et des pigments
caroténoides. Cette thése déja confirmée par Ouhibi (2015), montre que la
chlorophylle est susceptible de contribuer a la résistance de la plante héte contre
Botrytis en limitant le développement de ce dernier. Par ailleurs, les caroténoides sont
connus en tant que métabolites secondaires pouvant assurer des fonctions variées dans
la plante dont particulierement le role antioxydant (De Pascale etal., 2001).
L’hypothése du déclenchement de mécanismes de résistance aux toxines produites par
Botrytis n’est pas a écarter comme une autre maniere d’expliquer la relation entre le
taux de pigments chlorophylliens et caroténoidaux et la résistance de la plante
infectée. L’implication des pigments chlorophylliens et notamment des caroténoides
dans les réponses aux stress a été signalée par plusieurs auteurs (Charles et al, 2008?
et Larson, 1995).

- une modification de la teneur en acides aminés vraisemblablement associée a

une action profonde sur la dégradation des protéines intracellulaires.

Toujours sur le plan biochimique, la combinaison salinité-Botrytis ne modifie pas la réaction
de la plante comme on vient de voir avec les effets propres de la salinité et de Botrytis.

La lutte contre B. cinerea repose principalement sur 1’utilisation de fongicides. Leur efficacité
est variable selon le produit lui-méme,son mode d'application, sa rémanence,sa fréquence d’apport
et les stades de la plante durant lesquels il est apporté (Jorgensen et al., 1999). Le contr6le chimique
de la pourriture grise est une pratique relativement ancienne en Algérie. A 1’état actuel, les
fongicidesutilisésdans le monde ne garantissent pas une efficacité totale contre B. cinerea. Souvent,
I’utilisation de produits inadaptés aux conditions des zones arides et semi arides, caractérisés par la
présence de secheresse et de salinité, affecte profondément leur efficacité. Ce phénomene constitue
en lui-méme, unecontrainte importante pour les programmes de lutte contre les pathogénes. A ce
titre, intervient l'intérét et la pertinence d’une ouverture sur d’autres méthodes alternatives a la lutte
chimique contre ce champignon. L’utilisation de variétés résistantes associé a la lutte biologique,
s’averent une alternative incontournable et permet d’étudier les interactions plantes/pathogenes avec

une stratégie adaptée aux zones arides et semi arides.

Beaucoup de travaux rapportent une efficacité avérée de certains microorganismes pour
inhiber le développement de B. cinerea. Cependant, 1’essentiel de ces travaux sont effectués en

conditions controlées au laboratoire (Jacobsen, 2006). C’est pourquoi, 1’efficacité de ces

138



microorganismes n’est pas durable sur le terrain ou les conditions de I’environnement sont

beaucoup plus fluctuantes.

Parmi les microorganismes les plus-en vue a I’encontre de Botrytis cinerea, se trouve
Trichoderma harzianum que nous avons étudié dans des conditions soumises au phénomene de
salinisation. Bien que les travaux soit relativement rares sur Trichoderma harzianum en conditions
arides et semi arides, il est connu que 1’efficacité de ce dernier dans la protection des cultures reste

fortement dépendante des facteurs de I’environnement (Harman et al., 1981; Blanca et al., 2001).

Les résultats montrent que la souche de Trichoderma harzianum est capable de protéger la
tomate contre B. cinerea. En effet, la pulvérisation de cet antagoniste sur les feuilles de tomate se
traduit par une réduction significative de leur infection. Ceci est observé sur la croissance des plants
traités qui dans certains cas est supérieure au témoin malade.

Les résultats de la présente étude sont de méme nature que ceux rapportés par Elad et al.
(2004), qui montrent que Trichoderma harzianum induit une résistance contre B. cinerea chez la
tomate, la laitue, le poivron, le haricot et le tabac. Ces résultats sont comparables a ceux obtenus
par (Windham et al., 1986), qui montrent que la biomasse seche des racines et des parties aériennes
de tomate et de tabac est améliorée.

Il est prouvé que la souche T-22 de Trichoderma est capable d’augmenter le développement
des racines chez le mais et chez d’autres plantes (Harman et al. 2004). Des données récentes
indiquent que I’action de Trichoderma améliore la croissance de la tomate et du piment et les
protége contre les phytopathogenes (Verma, 2007). En effet,T. harzianum a été connu comme
producteur de substances antibiotiques et parasite d’autres champignons qui cause la fonte des
semis et la pourriture des racines (Chang et al. 1986). Le parasitisme de cette espéce, par exemple,
est défini par la sécrétion d’un type d’enzyme dégradant les parois de Sclérotique rolfsii,
Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea et Pythium ultimum (Viterbo et al., 2002).

En plus de son effet inhibiteur des phytopathogenes, T. harzianum établis une colonisation
robuste et durable au niveau des surfaces racinaires et pénétre jusqu’a 1’épiderme, ce qui améliore la
croissance racinaire, la productivité, la résistance au stress abiotique et 1’assimilation et 1’utilisation
des nutriments (Harman et al. 2004). La fixation de Trichoderma sur les racines des plantes favorise
I’absorption et la concentration de quelques éléments nutritifs (cuivre, fer, phosphore, manganése et
le sodium) a partir de la solution du sol (Yedidia et al. 2001). Cette augmentation de 1’absorption
racinaire indique une amélioration du mécanisme actif d’absorption des éléments nutritifs.

Dans le cas de la présente étude, l'effet stimulateur de la salinité a I’encontre de B. cinerea est

observé sur le poids frais relatif aux concentrations respectives de 50 et 100 meq.I* de NaCl.
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L’application d’un agent de lutte biologique a 1’encontre de Botrytis cinerea dans des conditions
salines peut conduire a une accumulation de teneur en eau des plants sains ayant été exposés
uniquement a 1’eau déminéralisée. Ces effets peuvent étre li€s a la formation d’une molécule d’eau
par l’action de différents enzymes comme la catalase peroxisomiale, la peroxyrédoxine, la
glutathion peroxydase ou par une ascorbate peroxydase.

Ainsi, I’addition de chlorure de sodium dans le milieu de culture a entrainé une modification
de I’action inhibitrice de T. harzianum. Ainsi, le sel semble favoriser leur pouvoir antagoniste a
I’encontre de Botrytis cinerea. Puisque les pourcentages d'inhibition de la croissance mycélienne de
Botrytis cinerea par des métabolites volatils ont été stimulés in vitro par des concentrations élevees
de NaCl 94,70 et 90,85% pour CaCl, par rapport au témoin.

Regragui et Lahlou (2005), montrent que l'efficacité des modes d'action antagonistes de
Trichoderma contre Verticillium dépend des concentrations salines utilisées. Ainsi, la compétition
de I'antagonisme est légérement affectée par la concentration saline de 6 g.I™.

En outre, les enquétes préliminaires de Kredics et al. (2000) prouvent que le stress salin a des
effets néfastes importants sur la croissance, la sporulation et 1’activité antagoniste de T.
harzianum contre Fusarium oxysporum.

Les présents résultats peuvent servir aux travaux ultérieurs destinés a élaborer des plans
spécifiques de gestion des propriétés du sol et de la qualité de 1’eau d’irrigation pour une meilleure

production de la tomate et sa protection efficace contre la pourriture grise.
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Conclusion générale

La production des cultures est souvent soumise a des attaques par plusieurs agents pathogénes
provoquant des maladies qui affectent le développement et la croissance des plantes et se
répercutent sur leurs rendements. La plupart de ces agents pathogenes développent des relations
specifiques avec les plantes hétes en fonction des conditions environnementales. Dés lors, la
compréhension des processus de contamination et d’installation de la pourriture grise sur les plantes
hoétes en I’occurrence la tomate doit prendre en compte les trois composantes impliquées dans ces
processus : I’agent pathogene, la plante héte et les conditions du milieu. Dans les régions arides et
semi arides, les conditions du milieu constituent le facteur le plus important étant donné ses
répercussions sur l’interaction hote-pathogeéne. Dans ces régions, le comportement de 1’agent

pathogene, Botrytis cinerea, s’avére extrémement sensible aux effets de la salinité du sol.

Dans cette étude, nous avons abordé I’effet de la salinité sur la culture de tomate conduite
sous serre et sur Botrytis. Dans ce cas, la tomate n’est pas seulement soumise aux effets isolés de la
salinité et de Botrytis mais aussi a ’effet de leur combinaison qui a travers plusieurs paramétres

morphologiques, physiologiques et biochimiques étudiés montra des différences.

Cette étude indique, en premier lieu, que le chlorure de sodium affecte la germination des
graines de la tomate et son développement végétatif. Dans les zones arides et semi arides, le
phénomene de salinisation est trés souvent li¢ a la qualité de ’eau d’irrigation. En effet, cette
derniére entraine I’accumulation de sels dans la solution du sol qui par la suite sont transférés aux

organes aériens de la plante par les racines.

La croissance mycélienne et la reproduction de Botrytis a lieu dans le sol ou les sels sont
accumulés. C’est pourquoi, nous avons étudié 1’effet de la salinité sur le comportement de B.cinerea
in vitro. Ce qui a permis de mettre en évidence une stimulation de la croissance mycélienne et de la

reproduction de ce pathogene sous I’effet de la salinité.

Les résultats obtenus dans des conditions controlées d’étude de parametres écophysiologiques
et biochimiques a permis de conclure que l'irrigation des plants de tomate avec des eaux en
concentration croissante de NaCl favorise en conséquence le developpement du pathogéne. Par la
suite, I’étude de l’interaction entre la salinité et B.cinerea a montré des perturbations liées au
développement foliaire exprimées par des diminutions en taille et en biomasse. Ces perturbations
pourraient étre expliquées par une plus grande sensibilité de la plante a I’interaction qu’aux effets

isolés.
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Par ailleurs, 1’étude de la lutte biologique contre la pourriture grise de la tomate a I’aide de
Trichoderma harzianum semble étre une alternative a I’emploi des fongicides. Cet antagoniste peut
stimuler le pouvoir d’autodéfense des plantes, ce qui provoque une résistance de la plante contre les

agents pathogenes.

Ainsi, les résultats de la présente étude confirment que T. harzianum exprime un pouvoir
antagoniste in vitro et in vivo vis-a-vis de B. cinerea. De plus, cet isolat stimule les mécanismes de
défenses de la plante par une induction locale et systémique. Les résultats montrent aussi que la

taille et la biomasse des plants traités sont pour certains cassupérieures au plant malade.

Dans ce contexte, 1’efficacité de 1’agent de lutte biologique, Trichoderma harzianum peut étre
mise en évidence dans des conditions salines. La, I'effet de stimulation engendré par la salinité a
I’encontre de B. cinerea se manifeste, a des concentrations relativement faibles en NaCl, pour le

poids frais et la teneur en eau des plants.

A la lumiére des données expérimentales obtenues, il apparait important d’étendre les
résultats au terrain par des mesures qui permettent d’assurer un milieu favorable au développement
des cultures. Ces mesures doivent prendre en compte non seulement I’étude, comme pratiquée
habituellement, de la tolérance des variétés a la salinité mais également I'effet de cette derniere sur

le développement des principales maladies des cultures

Perspectives

Une question qui se pose est de savoir si des isolats de B.cinerea ayant acquis un haut niveau
de résistance a la salinité.lls sont en outre capables de sporuler in vitro et donc de produire des
descendants conidiens.Ce phénomene a par exemple été observé chez le champignon filamentaux;
P.infestans, Verticilium album atrum, fusarium sp. Dans ce cas, la résistance a la salinité avait

induit un fort colt adaptatif.

Les deux stress appliqués sur la culture de tomate se contredisent. Il est alors possible que les
comportements écologiques, physiologiques et biochimiques de tomate envers la salinité
ouB.cinerea différent d’un isolat a I’autre et d’une variété a 1’autre. Il serait donc intéressant de
répéter les tests en fonction des concentrations salines et de collecte sur plusieurs isolats et de les

comparer.

La salinité et B.cinerea ont le pouvoir d’inhiber un grand nombre de métabolismes. Nous
pourrions tester d’autres molécules produits par la plante, comme par exemple, les hormones, les
enzymes, les polyphénols et les nutriments. Ainsi, nous pourrions identifier les principales

molécules de signalisation impliquée dans les voies de réponse permettrait donc de déterminer le
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type de résistance (locale ou systémique). L’étude des réponses mises en place dans les autres
organes (racines et tiges) permettrait de déterminer si les réponses de défense different suivant

I’organe considéré.

L’utilisation répétée de fongicides peut induire une résistance de Botrytis cinerea. Le
développement de biopesticides non polluants ne peut étre réalisé que par une étude plus
approfondie. De la méme facon, 1’état physiologique et les conditions de culture des plantes jouent
un réle important dans le bon déroulement des phénomenes de résistance induite. Il s’agira donc de
déterminer 1’effet de la salinité sur I’expression de la bio-protection des cultures contre la pourriture

grise par des agents antagonistes.
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ANNEXE

Annexe |

La solution nutritive de HOAGLAND (1938) diluée au 1/1000°™ ou F= 1000

Produit Composition Poids en g/l
Nitrate de potassium KNO; 191.90
Nitrate de calcium (NOs), Ca 4H,0 129.80
Nitrate d’ Ammonium NO; NH, 210
Sulfate de magnésium S0O,Mg 7H,0 61.5
Phosphate monopotassique PO,H,K 54.40
Hydrogenophosphate di-potassium PO,K,H 3H,0 34.23
Chlorure de manganése Cl,Mn 4H,0 1.80
Sulfate de cuivre Cu SO,5H,0 0.176
Sulfate de zinc Zn SO, 7H,0 0.219
Acide borique H;BO; 2.861
Molybdate d’ammonium MO; O,4 (NH4)7H,0 0.285
Complexe ferrique EDTA ferrique CioH12FEN,NaOg 0.050
Annexe 11

Meéthode de calcul de la capacité de rétention

L’arrosage des plantes est réalisé en tenant compte de la capacité de rétention du substrat

calculé de la maniére suivante :

Nous avons déposé (P1) g de tourbe dans un petit pot en plastique perforé a sa base, le tout
est posé dans une boite de pétri, ensuite 1’eau est versée dans le pot jusqu’a saturation, ce dernier est
déposé sur la paillasse pour décantation ; au bout de 24h, le pot et le sol sont pesés, le poids est égal
a (P2)

Annexe 111
Tampon phosphate (pH 5 a 8)

Solution 1 : 9,46 g de sodium hydrogénophosphate (ou disodium hydrogénophosphate dodecahydré
ou sodium phosphate dibasique ou sodium phosphate disodique : Na,HPO,4, 12H,0) dans 1000 ml

d’eau distillée

Solution 2 : 9,06 g de potassium phosphate monopotassique (ou potassium dihydrogénophosphate

ou potassium phosphate monobasique : KH,PO,4) dans 1000 ml d’eau distillée

» Prendre un grand bécher (1000 ml). Y verser environ 1000 ml de la solution de potassium

phosphate (solution2)
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» Mettre le bécher sur un agitateur magnétique
Utiliser un pHmeétre précis. Le pH doit étre proche de 4,5

Ajouter goutte a goutte la solution de sodium hydrogénophosphate (solution 1) jusqu’a I’obtention

dupH?7.
Annexe 1V
Tampon citrate a 160 mM (pH a 4,6)
Le tampon citrate a 160 mM est préparé comme suite :

Préparer la solution 1 de phosphate disodium a 160 mM : dissoudre 22,71 g de phosphate

disodium (Na;HPO,) dans I’eau distillée puis compléter le volume par I’eau distillée a 1000 ml.

Préparer la solution 2 de I’acide citrique a 160 mM : dissoudre 33,63 g de I’acide citrique

(CsHgO7, H20) dans I’eau distillée puis compléter le volume par I’eau distillée a 1000 ml.

Prendre un grand bécher (1000 ml) puis verser environ 500 ml de la solution de 1’acide citrique

(solution2).
Mettre le bécher sur un agitateur magnétique.

Ajouter goutte a goutte la solution de phosphate disodium (solution 1) jusqu’a I’obtention du

pH désiré (pH=4,6) a I’aide d’un pH metre.
Annexe V
Détermination de la teneur en chlorophylles

L’extraction est réalisée a froid par 25 ml d’acétone pour environ 1 g de maticre fraiche
foliaire. Aprés 10 min de centrifugation a 5000 g, a 4°C, une mesure de I’absorbance A est
effectuée a 470, 662 et 645 nm a I’aide d’un spectrophotométre Shimadzu (UV-1605). Les teneurs
en pigments, exprimeées en pg.ml-1, sont calculées a partir des équations suivantes :

Ca=11, 24 A662 — 2, 04 A645

Cb =20, 13 A645 - 4, 19 A662

Cx +c=1000 A470-1,90 Ca—63,14 Cb

(Caet Cb : Concentration en chlorophylles a et b ; Cx + ¢ : Concentration en caroténoides).

Annexe VI

Détermination de la teneur en acides aminés libres totaux

Extraction
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Environ 1 g de maticre fraiche foliaire est mélangé a 7 ml d’eau distillée dans un tube en
verre. Les tubes, bouchés par une bille d’agate, sont placés dans un bain-marie bouillant (100°C)
pendant une heure. Apres refroidissement dans de la glace, le mélange est broyé au Potter. Puis
centrifugé a 5000 g pendant 10 min, a 4°C. Le culot subit une deuxiéme extraction avec 7 ml d’eau
distillée (une heure au bain-marie & 100°C) puis le mélange est centrifugé a 5000 g pendant 10 min

et a 4°C. Les deux surnageants sont récupérés et filtrés sur un papier filtre.
Dosage

Une partie aliquote de I’extrait (200 pl) est mélangée a 500 pl de tampon citrate (160 mM,
pH 4,6 ajusté avec HCI 25 %). Apres homogeénéisation au vortex, 1 ml du mélange réactionnel
ninhydrine-acide ascorbique est ajouté au broyat. Les tubes sont agités vigoureusement, bouchés par
une bille d’agate et placés au bain-marie bouillant & 100°C pendant 20 min. Apres refroidissement
dans de la glace pilée, 3 ml d’éthanol a 70 % sont ajoutés et I’ensemble est agité vigoureusement.
L’absorbance est mesurée a 570 nm.La solution de ninhydrine (54 mM : 0,575 g de ninhydrine dans
60 ml d’éthanol a 70 %) est préparée extemporanément et additionnée de 2 ml d’acide ascorbique
(1%, p/v). La réaction se déroule dans un milieu tamponné a pH 4,6. Une courbe d’étalonnage est
réalisée a partir d’une solution mére de leucine a 5 mM préparée dans ’eau distillée pour des
valeurs comprises entre 0 et 200 nmoles de leucine. Les résultats seront exprimés en pmoles

d’équivalents leucine.g M.F.

Annexe VII

Détermination de la teneur des sucres solubles totaux
Extraction

Environ 1 g de maticre fraiche foliaire est mélangé avec 7 ml d’eau distillée dans un tube en
verre. Les tubes sont bouchés par une bille d’agate puis placés dans un bain-marie bouillant (100°C)
pendant une heure. Apres refroidissement des tubes dans de la glace, le mélange est broyé au Potter
et centrifugé a 5000 g pendant 10 min, a 4°C. Le culot subit une deuxiéme extraction avec 7 ml
d’eau distillée (une heure au bain-marie a 100°C) puis le mélange est centrifuge a 5000 g pendant

10 min et a 4°C. Les deux surnageants sont mélangés et filtrés sur un papier filtre.
111.3.2. Dosage

Une partie de I’extrait (500 upl) sont ajoutés 5 ml de réactif a [’anthrone préparé
extemporanément (92 mg d’anthrone et 92 mg de thiourée sont dissous dans 100 ml d’acide
sulfurique a 70 %). Aprés agitation au vortex, les tubes bouchés par des billes d’agate sont placés
dans un bain-marie bouillant pendant 10 min. Aprés refroidissement dans de la glace pilée,
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I’absorbance est mesurée a 625 nm. Une gamme d’étalonnage est réalisée a partir d’une solution
meére de glucose, avec des teneurs comprises entre 0 et 400 nmoles. Les résultats sont exprimés en

umoles d’équivalents glucose.g-1 M.F.

Annexe VIII

Détermination dela teneur en protéines totales
Extraction

Environ 1 g de matiére fraiche est mélangé a 10 ml de tampon d’extraction (tampon phosphate
0.06M pH 7) D’extraction se fait a froid (mortier dans un glace pilée). Puis centrifugé a 5000 g
pendant 15 min, a 4°C.

Dosage

Prendre 1 ml d’échantillon a doser et ajouter 2 ml de réactif de Bradford, apres 2 min du
développement de la réaction, la densité optique est lu a 595 nm. Un courbe étalon est réalisé a
partir d’une solution mére de sérum albumine préparée dans 1’eau distillée pour des valeurs

comprises entre 10 & 100 pug.ml™. Les résultats sont exprimés en pg protéine. ml™.
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