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Résumeé

L’ objectif de cette expérience, vise a comprendre |'effet de I'interaction entre les
différentes concentrations de I’ acide salicylique (0 mg/l, 150 mg/l, 200 mg/l, 250 mg/l) sur
les deux variétés de tomate Lesto et Elgon contaminées par deux agents
phytopathogenes :Fus.oxy.lyc.responsable de flétrissement vasculaire et le B. cinerea

responsabl e de pourriture gris.

Afin de déterminer leur tolérance aux stress biotique sous I’ action de I’ acide salicylique et
pour éucider leur comportement physiologiqgue nous avons analysé les parametres
physiologiques chlorophylle a, chlorophylle b et chlorophylle Total et les composants
biochimiques (proline et les sucres soluble).

L'analyse de certains composés physiologique et biochimiques a montré une
augmentation dans le taux de la chlorophylle, sucre et diminution le proline chez les plantes

traitées par rapport aux plantes non traitées.

Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence le réle physiologique de

I’ acide salicylique dans I’amélioration de cescomposants en présence des champignons.

Mots clés. Tomate, Acide salicylique,Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici, Botrytis

cinerea. Chlorophylle, Proline, Sucressoluble.



Abstract

The objective of this experiment is to understand the effect of the interaction between
different concentrations of salicylic acid (Omg/1, 150 mg/1, 200 mg/ |, 250 mg/ |) and the
two varieties. of Lesto and Elgon tomato contaminated with two phytopathogenic agents:

Fus.oxy.lyc. Responsible for vascular wilt and B. cinerearesponsible for gray rot.

In order to determine their tolerance to biotic stress under the action of salicylic acid and
to elucidate their physiologica behavior we analyzed the physiologica parameters
chlorophyll a, chlorophyll b and total chlorophyll and biochemical components (proline and
soluble sugars).

Analysis of some physiological and biochemical compounds showed an increase in the
rate of chlorophyll, sugar and decrease proline in treated plants compared to untreated plants.
In conclusion, the results obtained allowed us to highlight the physiological role of salicylic

acid in the improvement of these components in the presence of fungi.

Keywords: Tomato, Salicylic acid, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Botrytis cinerea.
Chlorophyll, Proline, Soluble sugar.
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| ntroduction

Tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) compte parmi les cultures légumiéres les
plus cultivées du monde, elle occupe la deuxieme place dans la production maraichere aprés
la pomme de terre (Shankara ; Naika, 2005). La production globale de tomates est de 130
millions de tonnes en 2016. En Algérie, la culture de la tomate occupe une place célebre dans
I'économie agricole. La superficie consacrée annuellement a cette culture était de 33 000 ha
soit une production moyenne de 11 millions de quintaux et des rendements moyens d’ environ
311 Qx/ha(MADR 2009).

Cette culture a connu depuis quel ques années un probléme phytosanitaire majeur liées
a des changements dans I’ environnement comme la température, la sécheresse, la salinisation
et au développement des maladies, telles que celles causees par Botrytiscinerea,et fusarium
oxsysporum conduisant non seulement a une diminution de rendement, mais auss a
d’ importantes altérations qualitative du produit.

Les F. oxysporum et B. cinerea sont responsables de deux types de symptomes
distincts : les flétrissements et les pourritures (Williamson et al.,2007). Les deux espéces ont
d ailleurs été classées parmi les champignons phytopathogenes, sur la base de son importance
économique et de son intérét scientifique. Ils provoquent des maladies qui entrainent des
pertes économiquement importantes chez des plantes cultivées aux champs et en serres (Dean
et al., 2012).

Les réponses de défense des plantes peuvent étre induites par certaines composées
chimiques, y compris I’ acide salicylique (Klessing et Mallamy, 1993). L’ acide salicylique a
été trouvé dans les feuilles et les organes reproducteurs des 34 plantes cultivées les plus
importantes. La teneur en acide salicyligue a augmenté de fagon significative chez les plantes
infectées (Raskain, 1992).L’induction de la résistance systémique acquise par L’acide
salicylique exogene est un phénomene connu (Gaffneyet al., 1993) . L’acide salicyligue ou
ces anal ogues présent dans diverses plantes sont considérés actuellement parmi les molécules
bio-contrdle ou des Stimulateur de Défense Naturel (SDN) (AFPP, 2013), (RMT Elicitra,
2013). Son application peut présenter plusieurs avantages en relation avec le développement
des tomates, découlant de son mode d action pour stimuler les mécanismes de défenses
propres ala plante. L’ acide salicyligue est un composé phénolique qui est impliqué alafois
dans la mise en place d'une résistance locale et d’ une résistance générale (RSA) chez les

plantes.



Le présent travail consiste donc a évaluer la réponse de deux variétés de la tomate (Lesto,
Elgon) contaminé par deux agents phytopathogenes Fusarium oxysporum f. sp.
Lycopersiciresponsable de flétrissement vasculaire et Botrytis cinerea responsable de la
pourriture gris est I effet le traitement de I’ acide salicylique a différentes concentrations (0
mg/I.150mg/I, 200mg/l et 250mg/l.)sur les composantes physiologiques (chlorophylle a,
chlorophylle b et chlorophylle totale), et les composantes biochimique (proline, sucre
soluble).
Notre travail est réparti en deux parties.
> Lapremiére partie concerne la étude bibliographique, elle contient trois chapitres : la
plante héte : Tomate (lycopersicum esculentum Mill.), les agents pathogénes, et
I’acide salicylique
» La deuxieme partie concerne I’ é&ude expéimentale, contient deux chapitres,matériel
et méthodes, et résultats et discussion.

Enfin on terminera par une conclusion.









Chapitre | Généralité sur la tomate

La tomate Lycopersicon esculentum Mille a une place importante dans I’ alimentation
humaine puisgu’ elle est consommeée toute |’ année, dans le monde entier. Elle se positionne au
premier rang mondia des fruits cultivés avec une production d’environ 152 millions de
tonnes en 2010 FAO, 2012. Latomate étant le produit le plus consommé et commercialisé au
monde, elle représente également le premier produit agricole consommeé au sein du Marché
d’Intérét National de Rungis. Si I’on se réfere a la définition d'un fruit : produit végétal qui
succede a la fleur aprés fécondation et qui renferme les graines de la plante, la tomate serait
donc bien un fruit (on voit les graines al'intérieur).Latomate est donc biologiquement parlant
un fruit mais un légume culinairement parlant. Aujourd’ hui, la tomate est le premier fruit
produit dans e monde et le deuxiéme légume le plus consommeé, juste derriere la pomme de
terre.(Chaux et Foury ,1994).

|.1.Historique

Les tomates sont originaires des régions andines cotiéres du nord-ouest de I’ Amérique
du sud (Colombien, Equateurs, Pérou). On retrouve ses premieres traces de culture par les
Azteques vers 1400. Ils les avaient déja améliorées par rapport aux formes sauvages. La
tomate arrive en Europe par I'ltalie, on trouve sa trace a partir de 1544. Longtemps
considérée comme toxique, la tomate fait son apparition dans un livre de recette Parisien en
1750. Les premieres variétés potageres apparaissent dans le catalogue Vilmorin de 1778. Aux
USA, dlen’est réhabilitée qu en février 1824 par un article du New York Times. Le premier
hybride F1 est créé en 1946.(Chaux et Foury, 1994).

Le mot « Tomate » est une déformation du mot inca « Tomalt ».Découverte par
Christophe Colomb en Amérique du Sud au XVe siecle aors qu'il pensait avoir trouve la
route des Indes, |la tomate était cultivée par les Incas de la région andine et n’était alors pas
plus grosse que notre tomate cerise.

La premiere domestication de la tomate a gros fruits est vraisemblablement intervenue
dans le Mexique actuel, ou l'ont trouvée les conquérants espagnols lors de la conquéte de
Mexico par Herndn Cortés en 1519(Chaux et Foury, 1994).
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Fig 01. Carte diffusion de latomate dans |le monde(Blancard et al.,2009).

|.2.Nomenclature et Classification de la tomate

L es botanistes modifiérent a plusieurs reprises les noms de genre et d’ espéce attribués a
la tomate. Elle a été classée par Linné en 1753, comme Solanum lycopersicon, d’ autre
botanistes |ui ont attribué différents noms : Solanum lycopersicon, Solanum esculentum,
Lycopersicon licopersicum; c'est finalement Lycopersicon esculentum attribué par Philipe
Mille en 1754, qui a ééretenu. (Munroe et Small,. 1997).

Le nom de genre « Lycopersicon » est gréco-latin, il signifie « péche de loup » et la
partie «esculentum »compl éant le nom de I’ espéce vient du latin et qui signifie« comestible.
Cette comestibilité ne concerne ni le feuillage, ni les jeunes fruits verts car ils contiennent des
alcaloides toxiques (tomatine, solanine). Ces derniers disparaissent des fruits au cours du
marissement (Blancard et al,. 2009).

Cronquist (1981) ; Gaussen et al. (1982) proposerent la classification de la tomate qui est
largement suivie:

e Regne:Plantae.

e Sousreégne: Trachenobionta.

e Embranchement : Magnoliophyta.

e Classe: Magnoliopsida.

e Sous-classe: Asteridae.




Chapitre | Généralité sur la tomate

e Ordre: Solanales.
e Genre: Solanumou lycopersicon.
e Espece: lycopersicon esculentum Mill.
c. Classification génétique
Latomate cultivée est une espece diploide avec 2n = 24 chromosomes, chez
Laquelle il existe de trés nombreux mutants monogeéniques dont certains sont tres Importants
pour la sélection. C'est une plante autogame mais on peut avoir une Proportion de
fécondation croisée par laquelle la plante peut se comporter comme plante alogame
(Bouharmont, 1994).
d. Classfication variétale
Aujourd hui, les variétés sont trés nombreuses. L’ identification des variétés de tomate est
essentiellement basée sur les critéres suivants:
- letype de croissance de la plante,
- le comportement de la plante al’ égard d’ un ravageur ou d’ une mal adie donnés,
- le fruit pour lequel plusieurs caractéristiques sont prises en considération comme : |’ absence
ou la présence de collet vert, la forme, la couleur, le calibre, la capacité de conservation, la
capacité du fruit a se maintenir sur I’ inflorescence a maturité « tomate-grappe », lafermeté de
I’ épicarpe, la qualité gustative, €tc....
» Variétésdéterminées

Dans ce groupe, on trouve des variétés dont la tige émet un nombre donné de
bouquets a fleurs. Mais cette tige principale est terminée par un bouquet a fleurs, comme
d’ailleurs les rameaux anticipés, il en résulte que faute de bourgeon terminal la croissance de
latige s arréte d’ elle-méme. Ce groupe est donc aretenir lorsque I’ on souhaite disposer d’ une
récolte élevée en tonnage, mais dans un éventail de production peu étendu, de 6 a 7 semaines
environ. Elles sont utilisées généralement lors de la culture en plein champs (Laumonnier,
1979).

En Algérie on trouve des variétés fixées (AICHA) et des variétés hybrides. Ces
derniéres sont les plus utilisées, elles contiennent essentiellement: FAROUNA, JUKER,
LUXOR, SUPER RED, TOP 48, TOMALAND, SUZANA, e ZIGANA ZERALDA
(Snoussi, 2010).

» Variétésindéerminées

Ces variétés présentent une tige principale poussant avec régularité et formant un

bouquet & fleurs toutes les trois feuilles généralement. 1l en résulte que la production des
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fruits est prolongée. On peut |’arrété par un pincement du bourgeon terminal a la hauteur
souhaitée. Ce groupe se caractérise par un rendement important qui s étale sur une longue
période (Laumonnier, 1979).

En Algérie les variétés hybrides sont les plus utilisées citant quelques une :
ACTANA, AGORA, BOND, NEDJMA, TAFNA, TAVIRA, TOUFAN, TYERNO et
ZAHRA (Snoussi, 2010).
|.3. Cycle biologique 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 a4 mois du semis, jusqu’a la derniére récolte (7 a 8 semaines de la graine a
lafleur et 7 29 semaines de lafleur au fruit).

Le cycle de développement d'un plant de tomate peut étre décrit par trois grandes phases
biologiques::
a. la « phase vegétative » qui correspond a la production phrénologique exclusive

d’ organes végétatifs (feuilles et tiges) et comprise entre la levée et I’ apparition de la

premiére inflorescence

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

c. la« phase de maturation » des fruits qui démarre sept a dix jours avant la récolte des
premiers fruits et se termine alarécolte.

|.4.Description botanique de la tomate
|.4.1.Lesystemeracinaire
Forte racine pivotante qui pousse jusqu'a une profondeur de 50 cm ou plus. Laracine
principale produit une haute densité de racines latérales et adventices (Shankar a, 2005).

Figure 02. Systemeracinaire de latomate (Naika et al., 2005).
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1.4.2.Tige
Elles sont vertes, épaisses aux entre-neeuds. Elles disposent de deux types de poils
blanchétres : des poils simples et des poils glanduleux qui contiennent une huile essentielle,
qui donne I'odeur de latomate et |a coloration verte. Elles portent les feuilles, les fleurs et les
fruits. Une tige peut porter de nombreuses ramifications (appelées axillaires) et a une

croissance indéterminée ou déterminée selon les variétés (Kolev, 1976).

Figure 03. Tige detomate (Naika et al, 2005).

1.4.3.Feuillage
Les feuilles sont composées de 5 a 7 folioles principales, longues de 10 a 25cm et
d’un certain nombre de petites folioles intercalaires ovales, un peu dentés sur les bords,
grisétre a la face inférieure. Elles sont souvent repliées en forme de cuilléres ou méme a

bords roulés en dessus. Ces feuilles sont aternées sur latige (Raemaekers, 2001).

Figure 04. Feuille de tomate (Naika et al, 2005).

|.4.4.Fleurs
Les fleurs de la tomate sont des organes bisexués. Elles sont hermaphrodites et
autofécondes et regroupées sur le méme pédoncul e en bouquet |ache en inflorescence formant
des grappes plus ou moins bifurquées de 3 a 8 fleurs chez les variétés fixées
et au-dela chez les hybrides. Le tube du calice est court et velu, comporte 5 sépales, il est
persistant aprés la fécondation et subsiste au sommet du fruit. Androcée comporte 5 étamines
latéraes, les anthéres allongées forment un cdne resserré autour du pistil ; celui-ci est
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constitué de deux carpelles soudés formant un ovaire super biloculaire a 2 loges et a placenta
central. En général la formule florale de la fleur est la suivante : 5 sépales + 5 pétales + 5
étamines + 2 carpelles (Judd et al, 2002).

1. Inflorescences

Figure05. fleur detomate al’anthese(FAO, 2009)

|.4.5.Fruit
Le fruit est une baie plus ou moins grosse, avec épiderme lisse brillant de forme
variable (sphérique, oblongue, allongée), et de couleurs variées (blanches, rose, rouge, jaune,
orange, verte, noire) selon les variétés Renaud, 2003. La paroi de l'ovaire évolue en
péricarpe charnu et délimite des loges. Le placenta constitue la partie centrale du fruit et est a
I'origine des tissus parenchymateux. Le nombre de loges, |'épaisseur du péricarpe et

I'importance du gel sont dépendants des variétés (Grasselly et al, 2000).

i ‘ ‘ ‘ 1-aplati §-cordiform

2-légerement aplati 6-cylindriqu

. . ‘ ‘ 3-arrondi T-pyriforme
] ] 1 8

4-allongé arrondi (ovoide) 8-obovoide

Fig 06. Différentes formes de tomates utilisées pour décrire une variété (descripteur
IPGRI) (In Nicolas, 2010).
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1.4.6.Graines
Nombreuses, en forme de rein ou de poire. Elles sont poilues, beiges, 3 a 5 mm de
long et 2 a 4 mm de large. L’embryon est enroulé dans |’albumen.1000 graines pésent
approximativement 2,5 a 3,5 g (Shankar a, 2005).

| .5.Exigences culturales de latomate
Le Lycopersicum esculentum Mill a des exigences particulieres: sensible au froid,
craint beaucoup le gel, les vents chauds et tres exigeants en température (Polese, 2007).
A. Température
La tomate est exigeante en ce qui concerne les températures dont I’ optimum se situe
entre 13 et 20 °C pendant la nuit et entre 20 et 27° C pendant la journée. Pour obtenir une
bonne production, un écart de 6 a 7°C entre les températures diurnes et les températures
nocturnes est nécessaire ou moment de la floraison (Nyabyenda, 2007).
B. Lumiére
Latomate aime les situations bien ensoleillées, mais elle ne présente pas des exigences
photopériodiques tres marquées. Pendant les quatre a six semaines qui suivent le semi, les
fortes intensités lumineuses encouragent le raccourcissement de I'axe et l'induction de
premier bouquet, surtout a des températures basses. Pendant la floraison, une forte intensité
favorise la pollinisation et régularise la croissance du style. Par contre, I'intensité directe aun
effet nocif sur laqualité du fruit (Chaux et Foury, 1994).
C. Hygrométrie
Les producteurs ont pour défi d optimiser le taux de transpiration des plants tout en
évitant la condensation sur le feuillage. Un taux d’humidité élevé peut causer des problemes
dans les sarres car il favorise I'établissement de nombreux champignons et bactéries
pathogenes. Cependant, un taux d humidité trop faible a cause de I’ arrivée d'air froid et sec
dans la serre en hiver stressera encore plus les plants Elmhirst, 2006. L’ humidité
atmosphérique doit étre de 76% lors de la germination, 75-80% durant I’ é evage des plantes,
70-80% lors du dével oppement des fruits.
D. Sol
La tomate préfére des sols riches en matiére organiques, meublent et profonds, a forte
capacité de rétention en eau, mais bien aérés. Elle tolere modérément
I’acidité du sol ou son optimum est entre 5,5 et 6,8 (Chaux et Foury, 1994 ; Naika et al.,
2005).
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E. Eau
La tomate parait la culture la plus exigeante en eau en particulier apres sa
transplantation, pendant la floraison et enfin lors du développement des fruits (Naika et al.,
2005).
F. Exigenceen éémentsfertilisant
Les besoins de la tomate en fumure différent selon la nature de sol, le climat et la
technique d'irrigation. En général latomate réagit bien avec les engrais organiques combinés
aux engrais minéraux. Trop d’engrais azotés retarde la maturité des fruits. De plus, il favorise
le développement de plusieurs agents pathogenes fongiques (Naika et al., 2005).
|.6.Importance économique de la tomate
a. Danslemonde
Latomate est |’ une des principal es productions |égumiéres dans le monde, et Particulierement
dans les pays tropicaux et les pays du bassin méditerranéen, €elle est cultivée dans plus de 130 pays
sur une surface avoisinante 2,5 millions ha (Blancard, 2009). La production mondiale est estimée a

159.03 millions de tonnes en 201 1cultivé sur une surface d’ environ 4,73 millions Ha (FAO, 2011).

Tableau 01. Les principales productions de tomate au niveau
mondial en 2011 (FAO.2011).

Le Lepays Production | Leclassement | Lepays Production
classement

1 Chine 48.57 8 Brésil 441

2 Inde 16.82 9 Espagne 3.82

3 Etats-Unis 12.62 10 Ouzbékistan 2.58

4 Turquie 11.00 11 Mexique 243

5 Egypte 8.10 12 Russie 2.20

6 Iran 6.82 13 Ukraine 2.11

7 Italie 5.95 14 Tunisie 1.28
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Figure 07. Répartition des exportations de latomate par région (%)
en 2010.(FAO, Avril 2012)

b. Enl’Algérie

La culture de latomate en Algérie se place en seconde position aprés la pomme de
terre. En effet les conditions climatiques des régions productrices de tomate sont trés
favorables pour I’ obtention de bons rendements (Zidani, 2005).

Le tableau suivant montre la variation de la production Algérienne de la tomate
(FAO, 2011).

Tableau 02. Evaluation de la production de latomate en Algérie
pendant(2001-2011).(FAO, 2011)

Année Rendement hg/ Ha Surface cultivée HA
2001 208.518.96 39.830.00
2002 191.705.72 42.510.00
2003 193.985.63 45.730.00
2004 233.695.63 46.729.00
2005 241.641.88 42.354.00
2006 256.784.39 31.005.00
2007 282.540.47 20.079.00
2008 284.532.69 19.655.00
2009 308.352.49 20.789.00
2010 336.412.18 21.350.00
2011 336.170.21 23.500.00
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La tomate occupe une place privilégiée dans le secteur maraicher en Algérie. Elle est
considérée comme une espece prioritaire et classée en troisieme lieu apres la pomme de terre
et I’ oignon.

La production moyenne en 2011 est de 790 mille tonnes avec un rendement moyen de
336 Qx / ha(Snoussi, 2010 ; FAO, 2011).

La superficie totale réservée pour cette culture est de 23500 ha, dont la répartition
géographique est tributaire des conditions climatiques d’ une part et de la vocation des terres
d’ autre part. Les zones réservées pour latomate sont concentrées au niveau :

e Desplainesdu littoral aclimat tempéré: Alger, Tipaza, Bejaia, Oran, Annaba, Skikda.
e Centre: Blida, Ain Djefla, Chlef.
e Le Sud a climat aride (Biskra) : Dans ces régions, les investissements sont tres
importants, du fait du climat qui permet d’avoir des récoltes entre Décembre et Avril
avec des rendements qui peuvent atteindre jusqu’a 750 Qx / ha (Snoussi, 2010).
e Les tomates 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.

Principales Wilayas de production de
tomate sous serre

1%

M bisk
1% 194 iskra

0% 2%

3%
4%

2%

14%

S

M tipaza

B mosta

M tlemcen

M alger

® boumerdes

M ain Defla

Figure 08.Les principal es wilayas de production de tomate sous serre en Alger.
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|.7.Importance nutritionnelle
La tomate est tres prisée pour son intérét alimentaire et sa valeur nutritive. Le fruit est trés

riche en vitamine C, en sucre et en acide organique. Ses teneurs en potassium, en vitamine A,
en B caroténe et sa richesse en pigment lycopene en font un légume a propriétés

anticancéreuses notamment (Blancard et al., 2009).

Tableau 03.Teneurs en caroténoides pour 100g de tomate (Canene-Adams

et al., 2005).
B-caroténe 449 ng
a-carotene 101 pg
L ycopene 25573 pg
Lutein _ zeaxanthin 123 ug
Phytoene 1860 ng
Phytofluene 830 ug

Tableau 04. Composition de latomate fraiche (Cotte, 2000).

Eau (%) | Glucides | Substance azotées Lipides | Cendres

(%) (%) (%) (%)
93 5 095 0,30 0,74

|.8.Principales maladies de la tomate
Un grand nombre des maladies et de ravageurs peuvent attaquer les cultures de tomates

sous abri occasionnant parfois des pertes considérables, les plus importants sont :

11
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[.8.1.Les maladies cryptogamiques

Tableau 05. Les principales maladies fongiques de latomate (Causse, 2000;

Naika et al. 2005).

Maladies Symptémes Causees par
Feutrage gris sur les feuilles et sur lesfruits.
Pourriture
grisedela Botrytiscinerea
tomate
Té&ches noires de taille variables sur les feuilles
Alternariose Colletotrichum-
coccodes
Feutrage blanc sur feuilles.
Oidium Leveillulataurica

12
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Grandes taches brunes sur les feuilles et lestiges.
L8 T
Mildiou Phytophthora
infestans.

Jaunissement en forme de V des feuilles de bas en
haut suivi d'un flétrissement avec un |éger
brunissement des vai sseaux apres une coupe.

Verticilliose Verticillium albo-

atrum
Il peut entrainer des Iésions brun rougeétre sur
toutes les parties de la graine germée. Il produit
aussi des chancres situés au collet, et provoque la
ceinturer totalement les plantes (Blancard, 2009).
Rhizoctone Rhizoctoniasolani.

13
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1.8.2. Principaux bactéries attaquant les cultures destomates

Les principales bactéries attaguant |a culture de tomate sont présentées dans | e tableau ci-

dessous :

Tableau 06. Les principales maladies bactérienne de latomate (Causse, 2000; Naika et

al, 2005).

Maladies

Symptomes

Causées par

Chancrebactérien

un flétrissement et un
jaunissement des folioles
dansletiersinférieurs, en
particulier d'un seul coté du
végétale.

Clavibactermichiganensissub.

sp. Michiganensis

Moucheture bactérienne

petites taches nécrotiques

Pseudomonas syringaepv.

qui se forment sur les fruits. Tomato
Parfois observée en plein
_ champs, mais elle affecte
Moelle noire Pseudomonas corrugata

surtout les cultures sous
serre (Blancard et al.,
2009).

Gale bactérienne

Des petites taches
apparaissent sur lesfeuilles
et sur lesfruits. En général,
ces taches sont brunes et 15
arrondies Les feuilles
jaunissent puis tombent et
deslésions elliptiques
apparaissent sur lestiges et
les pétioles. (Naika. et al.,
2005).

Xanthomonascampestrispv.

Vesicatoria.

14




Chapitre | Généralité sur la tomate

|.8.3.Lesmaladiesvirales
Les principales pathologies virales qui touchent la culture de tomate sont présentées
dans le tableau ci-dessous :
Tableau 07 : Principaux virus attaquant les cultures de tomate (Andréset al., 2007 ;
Trottin-Caudal et al., 2011).

Virus Symptomes Moyen de
transmission
CMV ) ) -
(Cucumber Mosaic Virus) Mossiques, Nécroses, Fili Pucerons
formismes
TICV
(Tomato Infections Jaunisses Aleurodes
Chlorosis Virus) (T.vapararior-um)
TMV -
/i Mosaique Verte ou Jaune Machinesou la
(Tobacco Mosaic Virus) main d’ euvre
~ PepMV Mosaiques Contact, opérations
(Pepino Mosix Virus) culturales, graines.
TYLCV Jaunisses, Enroulement foliaire, Aleurodes,
(TomCaLtJ(r)IK/eilrl 8\;\; L eaf Eiliformismes (Bemisiataba-ci)

15
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|. Botrytiscinerea
|.1.Présentation du modéle Botrytis cinerea

Botrytis cinerea est un pathogéne cosmopolite et trés pol yphage qui provogue de grave perte
dans les cultures de nombreux fruits, |égumes et plantes ornementales Schwinn, 1992, et qui
peut étre particulierement plus sévére dans les cultures sous serres Jarvis, 1980. c'est un
phytopathogene aérien qui colonise les débris végétaux (parties de plantes sénescentes ou
mortes), Sy développe vigoureusement, et a partir de cette base contamine les organes verts
et sains (lafon et al., 1970).

De cefait, il est considéré comme un champignon necrotrophe martinez et al.,2005
et saprophyte du sol et des débris végétaux en décomposition melvin et al., 2006.
L’ étymologie de son nom fait référence directement a sa morphologie : « botrytis » signifie
« en forme de grappe », indiquant ainsi la morphologie des conidiospores, et «cinerea»
renvoie alacouleur gris cendrée de la sporulation (walker, 2013).

|.2.Description dela pourrituregrise

Le Botrytis de la tomate est provoqué par un champignon commun a de nombreuses
cultures: Botrytis cinerea. Cette maladie est aussi appelée pourriture grise. Une moisissure
grise s observe alors sur les différents organes de la plante. Ce champignon est un parasite
dit « de faiblesse » et « de blessure » qui S'installe trés souvent quand la tomate est affaiblie
ou a partir d'une blessure de la plante. Ainsi, les techniques de conduite provoquant des
plaies, méme superficielles, telles que le "couchage" des plantes, favorisent les attaques de
botrytis.

La pourriture grise, causée par Botrytis cinerea est I’'une des maladies la plus
redoutable et les plus destructives de la tomate Leroux et al., 1999, ce pathogéne,
responsable de la maladie, est un champignon omniprésent dans I’ environnement (Elad et
al., 2007) et capable de s attaguer a une trés grandes variété de plantes hotes, Il est capable
de se développer aussi bien en saprophyte, sur des débris végétaux, qu'en parasite, aux
dépends d'une plante vivante, (Dubos, 2002)et ainsi, causer la pourriture grise des feuilles,
des pétioles, des tiges et des fruits (Kalogiannis et al., 2006),sous serre et en plein champ,
mais elle est particulierement sévére dans les conditions de lumiére faible et d humidité
élevée des serres (O’ nelll et al.,1997).
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Figure 09. Observation sous microscope de conidiophores de
Botrytis cinerea, portant aleurs extrémités des conidies (Bryon, 2011).

|.3.Historique et taxonomie
Le genre Botrytis a été reconnu pour la premiére fois en 1729 par Pier Antonio

Micheli. Au début, il a éé confondu avec clerotiniaspp. Des précisions ont été apportées
par Smith en 1900 pour que la confusion se dissipe par Whetzel en 1945 Hennebert1973.

Le genre a éé redéfini, définitivement, en 1973 par Hennebert et comprend plus de
20 espéces dont la plupart ont un spectre d’ hétes restreint, comme par exemple B. tulipae
(tulipes), B. fabae (Iégumineuses), B.squamosa (oignons) ; contrairement a B.cinerea qui est
un champignon ubiquiste et trés polyphage ( Elad et al., 2007).

La classification de ce champignon connait une double classification (Ibrahim-
Ghaleb, 1990) :

» Une forme parfaite (téléomorphe), Botryotinia fuckeliana (de Barry) Wetzel. C'est un
Ascomyceéte, de la classe des Discomycétes, de |'ordre des Léotiaes, famille des
Sclerotiniaceae.

» Une forme imparfaite (anamorphe), Botrytis cinereaPers. C'est un Deutéromycete de la
Classe des Hyphomycétes, de I'ordre des Moniliaes, 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.
Botrytis cinerease classe comme suit :

Régne :Fungi
Division : Ascomycota
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Classe : L eotiomycetes
Ordre:Helotiales
Famille :Sclerotiniaceae
Genre :Botrytis

Espece :Botrytis cinerea (Hakim Alilou, 2012).

|.4.Spectres d’héte et I'importance économique

Botrytis cinerea est un champignon polyphage capable d attaguer plus de 230
espéces de Plantes Jarvis, 1980. Il 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, lafraise et le kiwi en production fruitiere, I’ aubergine,
la carotte, la laitue, le concombre, le poivron, la tomate, la courgette en production
l[égumiére ou des plantes ornementales comme la rose, le gerbera ou le cyclamen. Ce
champignon est responsable de lourdes pertes économiques sur de nombreuses cultures
(Gullino, 1992).

Ce champignon est considéré comme un probléme phytosanitaire majeur en
viticulture dans le monde. Les pertes mondiales sont estimées a 2 milliards par ans (Elmer
et Michailides, 2004). En culture sous abris, les risques d attaque par ce champignon
pathogéne est permanent sur tomates, poivron, laitue ou fraise (Jarvis, 1992).

|.4.1.Gammed’héte et symptomes

B. cinerea est un champignon qui a la particularité d’'étre polyphage et ains de
Sattaquer a diverses plantes des que les conditions climatiques lui sont favorables
(Tudzynski et al., 2004).1l affecte de nombreuses productions végétales d'importance
Economique en culture sous serre ou en plein champ et a n'importe quel stade de leur
développement ainsi qu'en péiode de stockage (Elad et al., 1997). B. cinereapeut
S attaquer a une grande variété de plantes hotes. On lui dénombre environ 586 especes.Ce
champignon est responsable de lourdes pertes économiques sur de nombreuses cultures
(Dean et al.,2012).

Sur les cultures de tomate, B. cinerea affecte toute les parties de la plante, Les
attaques de pourriture grise peuvent provoguer une diversité de symptémes (Williamson et
al., 2007), et touche toutes les parties de la plante comprenant les feuilles, tiges et les fruits,
et souvent cause des dégéts tres importants (Eden et al., 1996) :

- Symptomes sur feuilles : Sur les feuilles, B.cinerea peut provoquer des nécroses et

des lésions et laisse apparaitre des taches brunes a I’ extrémité des folioles permettant ainsi
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I”apparition d’'un duvet grisatre sur la feuille. Lors d’une épidémie grave, le feuillage entier
va étre détruit (Elad et al.,1995).

- Symptdmes sur les fruits : I'infection commence & la pointe florale ou au bout du
pédoncule. Une couche de champignon d’'une couleur grise a tendance a se former
rapidement lorsgue les conditions d’ humidité sont élevées. Dans ce cas une pourriture molle
aqueuse va dtérer le fruit (Elhadi, 2012),qui, dans ce cas tombe et sert de source
d’inoculum dans la serre (Elad et al., 1995).Sur les tomates, le pathogene induit également
un symptdome nommé «fantdme», ce type de symptéme est associé au systéme de défense
successif de la plante caractérisé par de petites |ésions nécrotiques, généralement entourées
d'un halo lumineux. Les points fantdmes peuvent étre dispersées dans tout le fruit, affectant
ainsi saqualité (Elad et al.,2007).

- Symptodmes sur tiges : lorsgue la tige est envahit par B.cinerea, le plant meurt
entierement ce qui va engendrer des pertes de rendement (Elad et al., 1995).A ce niveau,
I'infection aura lieu a la faveur d'une blessure, e¢ commence généralement a la base des
pétioles de lafedille (Elhadi, 2012).

- Symptdmes sur fleurs : lorsgu’ une fleure est infectée elle avorte et ne produit pas
de fruit, cette infection, dans certains cas, se développe pour atteindre également la tige
(Elad et al., 1995).

Figure 10.les symptdémes de B. cinerea sur latomate (Agrios, 2005).
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|.5.Cycleinfectieux de B. cinerea

Botrytis cinerea posséde un cycle infectieux sexué et asexué. |l peut produire soit des
spores asexuées (macroconidies) ou sexuées (microconidies), soit du mycélium ou des
sclérotes (Ajouz, 2009). Durant I’ hiver, B. cinerease conserve principa ement sous forme de
sclérotes dans les débris morts de |” héte, la plupart du temps | es feuilles tombées au sol.

Les sclérotes, dans des conditions particulieres, 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,
dével oppement des conidiophores portant des macroconidies (spores asexuées) qui serviront
d’inoculum primaire.

Les macroconidies libérées seront principalement propagées al’ aide du vent et de 14
lapluie, ce qui sera considéré d’inoculum secondaire. Le mycélium de B. cinerea peut aussi
se conserver dans les débris de I’ hdte durant I” 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 senescentes puis se propage sur les fruits adjacents en

développement (Williamson et al., 2007).
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Figure 11. Cycle biologique de B. cinerea (Agrios, 2005).

|.6.Lesfacteursinfluencant le développement de B. cinerea
De nombreux facteurs dans les systémes de production en serre peuvent influencer le
dével oppement de B.cinerea.
|.6.1.Facteursabiotiques
1.6.1.1. Latempérature
B. cinerea peut prospérer dans une gamme de température alant de 12 a 30°C. La
température joue, donc, un réle trés important sur le comportement de ce pathogéne, surtout
sur la vitesse de croissance du mycélium et la formation des sclérotes (Dik et Wubben,
2007). La vitesse de croissance augmente proportionnellement a la température. Pour un
développement optimal du champignon, les températures doivent s étendre de 20 a 30°C
(Shiraishi et al., 1970 ; Ajouz, 2009). B. cinerea représente, donc, toujours une menace
potentielle dans les cultures de serre a cause des conditions climatiques qui y régnent (Dik,
2007).
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[.6.1.2.L"humidité
L'humidité relative (HR) est un facteur environnemental crucial pour B. cinerea
(Lafon et Bulit, 1970). Le développement de ce pathogéne est favorisé par un taux
d’humidité éevé (Hygrométrie atmosphérique de 80 a 90%) (Corbez, 1994).
.6.1.3.Lalumiéreet le pH
B. cinerea est accommodant, il semble étre tolérant vis-a-vis des variations du pH, et
peut se développer a des valeurs de pH neutres, [égerement acides a Iégerement acalins.
Quant a la lumiére, elle favorise la germination et pourrait contribuer a la pénétration du
champignon dans I'héte (Lafon et Bulit, 1970). La lumiére, surtout UV augmente la
sporulation de B. cinerea (Dik et Wubben, 2007), tandis que |’ irradiation de lalumiere bleu
et violette inhibe la croissance de son mycélium (Nicot et al., 1996).
1.6.1.4. Exigences nutritives
Pour mieux se développer, B.cinerea nécessite la présence d'une source exogene de
nutriment, que ce soit pour la germination des spores, |e dével oppement du mycélium, ou la
formation des appressoria (Li et al., 2004). La présence du carbone est nécessaire a la
germination (Blakeman, 1975). Quant a |’ azote, sa présence dans le sol avec un taux élevé
stimule le développement des plants de tomate et réduit I'incidence de l'infection par B.
cinerea (Verhoeff, 1968).
[.6.1.5.L irrigation
Dans les cultures denses telle que celle de la tomate, I'incidence de la moisissure
grise peut ére plus élevée. Le systeme dirrigation de la tomate a éé démontré pour
influencer I'apparition et le développement de la moisissure grise sur les tiges. Lorsque
I'irrigation a été effectuée du lever au coucher du solell I'incidence de la maadie était
beaucoup plus é evée que dans un régime avec la méme quantité d'irrigation appliquéde 1 a
2 heures apres le lever du solell jusgu'a 1 ou 2 heures avant le coucher du soleil (Dik et
Wubben, 2007).
Des études ont montré que le type d'irrigation peut influer le développement de la
pourriture grise. Dans la production de tomate sous serre, le systéme d'irrigation goutte a
goutte peut remplacer le systéme traditionnel a la rigole ce qui permettra d' avoir un effet

bénéfique dans le contrdle de B. cinerea(Aissat et al.,2008).
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|.6.2.Facteursbiotiques
|.6.2.1.Etat physiologique de la plante héte
L’infection par B. cinerea est favorisée par la présence d’'une porte d’entrée, d’une
blessure sur la plante héte, ou encore la présence de tissus faibles tels que les pétales des
fleurs (Jarvis, 1977). Comme il se peut que le champignon pénétre dans la plante par le
biais des ouvertures naturelles telles que les stomates (Wei, 1995).
I1. Fusarium oxysporum agent du flétrissement vasculaire
Latomate (lycopersicum esculentum) est sujette a deux maladies fusariennes :
» Laflétrissure fusarienne classique (Fusarium wilt) causée par Fusarium oxysporum
f.sp .lycopersici (Snyder et Hans, 2003).
» La pourriture des racines et du collet (Fusarium crown and root rot) causee par
Fusarium oxysporum f.sp.radicis-lycopersici Jarvis et shoemaker (katan etal.,
1997).
I1.1.Généralités sur le Fusarium oxysporum

Le genre Fusarium a été découvert par Link en 1809. Les champignons du genre
Fusarium regroupe un grand nombre d’ espéces peuvent aussi étre responsables des maladies
connu sous le terme de fusariose telle que | es flétrissements vascul aires et |es pourritures des
racines et/ou du collet (Gordon, 1965).

Le genre Fusarium est économiquement trés important et doit étre considéré comme
un faisceau d'espéces trés diversifiées du point de vue morphologique, chacune de ces
espéces est représentée dans la nature par une majorité de souches saprophytes ou de
parasites regroupant des formes plus ou moins spécialisées et douées d une véritable
virulence. Il regroupe de nombreuses especes phytopathogene susceptibles d’ attaquer un
grand nombre de plantes (Fravel et al., 2003). Certaines especes ont un nombre restreint
d’ hétes tels que F. graminearum (Goswami et Kistler 2004) et d autres tels que F.
oxysporum et F. moniliforme en attaquent plusieurs (Bezuidenhout et al. 1988 ;Nelson et
al. 1983).

Fusarium oxysporum (Schlecht). Snyder et Hansen (Snyder et Hansen, 1940) est
I’ espece la plus répandue. Elle comporte des formes phytopathogenes les plus fréquentes et
les plus importantes de la microflore fongique des sols cultivés (Baayen et al., 2000).
F.oxysporum est un complexe d'espéces ubiquistes comprenant de nombreuses formes
spéciaes (f. sp.) Responsables de diverses maadies, la principale étant le flétrissement
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vasculaire caractérise par un flétrissement des plantes di a |'envahissement des vaisseaux du
xyleme par le pathogéne (Dean et al., 2012).
I1.2. Position taxonomique

Les nombreuses controverses dans les études taxonomiques du genre Fusarium ont
peu concerné |’ espece F.oxysporum. En effet, (Snyder et Hansen, 1940) ont montré que les
différences morphologique décrits par (Wollenweber et Reinking, 1935) pour distinguer
plusieurs espéce dans la section Elegans n’ éaient que des variations culturales d une méme
espéce, appelée F.oxysporum. La plupart du systéme taxonomique proposé ultérieurement
ont maintenu F.oxysporum comme espéce unique dans la section Elegans. La seule
controverse qui subsiste concerne la position taxonomique de F .redolens, considérée
comme une espece (Wollenweber et Reinking ,1935) ou comme une variété de
F.oxysporum (Booth,1971) . Cependant, des données Récentes tendent a définir F.redolens
comme une espéece a part entiére (Baayen et al ., 1997).

[1.3. Position systématique

Le systéme Saccardo de classification des champignons imparfaits « fungi imperfecti »
(Henni, 1998) classe Fusarium comme sulit :
Embranchement : Thallophyte.

Classe : Deutéromycete.
Famille : Tuberculariacée.

Genre :Fusarium.

Espéce : oxysporum.

I1.4. BiologiedeF. oxysporum

Les F. oxysporum ont une origine tellurique, ce qui explique leur forte présence au
niveau du sol, d’ ou pres de 40-70% de |a population fusarienne tellurique totale sont des F.
oxysporum(Smith, 1965). Ces derniers, ménent une vie en saprophyte en absence de la
plante héte (Blancard, 1997). Il s'agit en effet de parasites des climats tempérés, présentant
une croissance optimale a des températures comprises entre 25°C et 30°C (Blancard, 1997).

Ces champignons se trouvent le plus souvent dans le sol, sous forme de spores
résistantes (Chlamydospores) 18 (Alabouvette etal., 1993) qui en contacte de I’héte,
Sadhérent au niveau des racines de la plante et germent a I’ extérieur, une partie du
mycélium pénetre al’intérieur des racines et se ramifie au niveau des cellules épidermiques.

Ce pathogene a la capacité de franchir les barrieres rigides de la plante héte gréce aux
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enzymes hydrolytiques qu’il possede (Beckman et Roberts, 1995), ou par l'intermédiaire
de blessures naturelles ou accidentelles.).

Le parasite s'installe dans les vaisseaux du xylene (tissu conducteur) entrainant une
coloration brune de la plante. Lorsgue le champignon se développe, il produit trois types de
spores asexuées qui assurent sa dissemination.

Les microconidies sont uni- ou bicellulaires , de petite taille (8-10 um), ovoides et
non septées, sont produites abondamment et regroupées en «fausse-téte» sur des phialides
portées par le mycélium (Agrios, 2005; Nelson et al., 1983). Les macroconidies sont plus
grosses (jusgu’a 45 um), en forme de fuseau et multiseptées, en bouquets sur des phialides
terminales portées par des conidiophores (Agrios, 2005 ; Burgess, 1981).

Les Chlamydospores sont des spores rondes d’ une ou deux cellules, entourées d’ une
paroi épaisse plus ou moins pigmentée. Elles sont observées au milieu des hyphes ou en
position terminale, souvent en forme de paires, quelques fois en triplets et rarement en
forme rassemblée (Agrios, 2005; Nelson et al., 1983). Ces caractéristiques permettent
I’identification de F. oxysporum au microscope (L eslie et Summer€ll, 2006).

Les Chlamydospores restent dormantes et immobiles jusqu'a la stimulation de la
germination par des substrats organiques ou exsudats racinaires. Suite a la germination, il y
aformation d’'un mycélium. Si les conditions sont favorables, e thalle produit des conidies
(Beckman et Roberts, 1995; Agrios, 2005).

La pénétration directe dans les cellules épidermiques serait possible. Ce champignon
produit de nombreuses micro- et macroconidies, voire des Chlamydospores sur et dans les
tissus colonisés. Sa dissemination peut avoir lieu par les courants d'air les et le matériel

agricole, ainsi que par les éclaboussures d'eau.
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Figure 12. Morphologie du Fusarium oxysporum(L eslie et Summer ell, 2006)

A —B:Macroconidies ; C — D: Microconidies ; E — F: Conidiophores et microconidies

26



Chapitre1 L es agents pathogenes

Figue 13. Cycle généra de la maladie flétrissement vasculaire causee par F.
oxysporum .f.sp. lycopersici chez latomate (Agrios, 2005).

1-conidies, Chlamydospores ou mycélium vivant dansle sol ;
2-germination des spores ;
3-pénétration du tube germinatif al’intérieur desracines;
4-invasion des vaisseaux par les conidies et /ou mycélium ;
5-production de gamme al’intérieur des vaisseaux ;
6-flétrissement et mort de la plante ;
7-sporodochies ou mycélium produisant des conidies.
[11. Moyennes de lutte contre les agents pathogenes
Les méthodes de lutte appliquées pour le contrble des fusarioses et pourriture grise
sont généralement limitées. Comme ¢’ est le cas pour I’ ensemble des maladies parasitaires, il
n'existe actuellement aucun moyen réellement efficace pour contréler totalement ces
mal adies.les mesures de contréle demeurent dans leur globalité d’ ordre préventif (Rouxel et

al.,1979).
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[11.1.Lutte culturale
Selon Bernard et Bugaret (2002) la prophylaxie en matiére de protection des
végétaux représente I’ ensemble des mesures pouvant étre conseillées afin de prévenir ou
défavoriser I'installation d’un organisme nuisible et son développement dommageable sur
un territoire déterminé.
a) Pour lutter contre B. cinerea, certaines mesures sont preéconisées :

» L’espacement des plantes, influence le micro climat dans la culture et I’ é&endue des
contacts directe entre les plantes (Dik et wubben, 2007).

» L’effeuillage dans les cultures de légumes, peuvent réduire |’ infection par B. cinerea
dans les cultures sous serres, |’ effeuillage au ras de la tige sans laisser de fragments de
pétioles, diminue significativement I’ incidence des chancres de la tige, méme sous une
pression élevée de lamaladie.

» Une aération optimale des abris est essentielle, notamment en période de temps
couvert et humide, afin de diminuer I’ hygrométrie ainsi que la présence d’ eau libre sur
les plantes (Baptista etal.,2012).

» D’autre part, (Aissat etal., 2008), ont démontré que I'irrigation par goutte a goutte
réduit considérablement le dével oppement de pourriture sur tige de tomate.

b) Pour lutter contre Fusarium oxysporum, certaines mesures sont preéconisees :

> Elle consiste a éviter les conditions qui favorisent lamaladie : un sol Iéger et acide. Un
manque dazote et de calcium.des températures élevées supé&ieure a 28 °C
(température optimale de développement du Fusarium oxysporum) et un manque de
lumiére (Barna et al., 1983).

» Laméthode de prévention la plus courante est |e chaulage afin de maintenir le pH entre
6.4 et 7 (Scott, 1923).

» Des chercheurs Taiwanais Sun et Huang (1985) ont mis au point un amendement
organique et minéral qui permet de contrbler efficacement diverses especes de

Fusarium.
[11.2.Lutte chimique

La lutte chimique se définie par I'utilisation de fongicides pour détruire, affaiblir ou
réprimer le champignon. Actuellement, les fongicides restent des outils indispensables pour
lutter contre B. cinerea en pré- et post-récolte et assurer une production suffisante (L er oux,

2007). Plusieurs fongicides appartenant a différentes classes chimiques sont actuellement
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disponibles pour la gestion de la pourriture grise, principalement des benzimidazoles et des

Dicarboximides et |e triazole pour lafusariose (Hamoir et al, 2001).

On observe des résistances a la mgjorité des familles de fongicides utilisées contre B.

cinerea (Couder chet, 2003; Leroux, 2004). L’ apparition de résistance dans les populations

de champignons (Hmouni etal., 2003), le colt élevé des fongicides, leurs effets sur

I”environnement et leur incompatibilité avec |’ agriculture durable ont fait que leur utilisation

est devenue de plus en plus interdite et I'intérét pour d’ autres aternatives a ains augmenté

(Mouriaet al., 2013).

[11.3.Lutte génétique

Elle consiste a introduire des genes de résistance au niveau des plantes appelées plantes

transgénique. Ces sont responsables de la synthése de protéines capables d’'éliminer le

parasite (Smahi, 2008).

Cependant, cette technique fut inefficace car elle a été a |’ origine de |’ apparition de races

plus virulentes (Henni ,1998).

[11.4.Lutteintégrée

Cest la combinaison de toutes les techniques précédentes afin de lutter contre les

phytopathogenes pour une longue durée. Ces méthodes ne sont efficaces que si I’on a une

meilleure connaissance des mécanismes qui sont a I’ origine des interactions entre la plante

et I’ agent pathogene (Corbaz, 1990).

[11.5. Lutte biologique
La lutte biologique peut étre définie comme étant |’ utilisation d’ organismes vivants
pour supprimer un ravageur pathogéne sans avoir des effets néfastes pour la plante. Ces

agents naturel s sont réunis sous le concept de biopesticides (L epoivr e, 2003).

Le principe de la lutte biologique est basée sur I'exploitation par I'hnomme et a son
profit d'une relation naturelle entre deux étres vivants :

e La cible (de la protection) est un organisme indésirable, pathogéne ou ravageur d'une
plante cultivée, mauvaise herbe, etc. (Hamrouche et Kabouche, 2014).

e L'agent de protection (ou auxiliaire dans le cas des ravageurs) est un organisme différent,
le plus souvent un parasite (ou parasitoide), un prédateur ou un agent pathogéne du
premier, qui le tue a plus ou moins breve échéance, éventuellement en sen nourrissant,
ou tout au moins qui limite son développement (Hamrouch et Kabouche, 2014).

De nombreux travaux se sont intéressés a |’ étude des agents de |utte biologique pour

surmonter les problemes de résistance associés aux fongicides, un grande nombre de
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bactéries et champignon antagonistes de B.cinerea ont ains été mis en évidence mais les
résultats les plus établis ont été obtenus avec des Trichoderma spp (Caron etal.,2002;
Bardin et al., 2008).

Parmi les microorgani smes expérimentés avec succes, al’ égard des maladies d’ origine
tellurique, les Pseudomonas spp fluorescents et les fusarium non pathogene qui occupent
une place de choix (Armstrong, 1981 ; Rouxel etal.,1979).

Aujourd’ hui, il a éé démontré que des souches de F oxysporum non pathogénes pour
une espece végétale peuvent entrer en compétition pour les nutriments ou la colonisation
racinaire avec des souches de F. oxysporum pathogenes (Alabouvette etal., 1998 ). Aing,
I’activité infectieuse des formes spéciales de F. oxysporum peut-étre limitée par cette

compétition.
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|. L’ acide salicylique

C’est un compose phénoligue issu de la voie des phénylpropanoides, il est un constituant
de I'aspirine (acide acétylsalicylique), en moindres quantités. Il est utilise comme
conservateur alimentaire et comme un antiseptique, s'il est ingéré en grandes quantités, il peut
étre toxique pour les étres vivants, cette aspirine biologique interne a la plante déclencherait la
production de protéines de défense capable de détruire les agresseurs. (Raskin et al.,1987).

Il s'agit d'une sorte de réaction de défense «immunitaire» végétale. Les entreprises de I’ agro-
alimentaire cherchent a exploiter cette propriété en développant des produits a base d acide
salicylique capables de stimuler les défenses naturelles des plantes utilisées dans les
exploitations agricoles (Hopkins, 2003). Selon le méme auteur, I’ acide salicylique est présent
chez tous les végétaux mais ses plus fortes teneurs se rencontrent dans les tissus producteurs
de chaleur et ceux qui sont |I’objet d'attagues parasitaires. |l parait impliqué dans plusieurs
processus physiologiques.

|.1.Historique
L’ acide salicylique est une molécule clé dans la signalisation des réactions de défense chez les
plantes .Sa découverte en 1828 quand Johann Buchner aisolé, a partir de|”écorce de saule, le
glucoside d"acool salicylique. Le nom del’acide sadlicylique (AS) a éé donné par Raffaele
Pirlaen 1838 et ¢’ est en 1874 en Allemagne que la premiére production commerciale du AS
synthétique a débutée, son dérivé I’ acide acétylsalicylique a été introduit sous le nom
commercia d aspirine en 1898.

Depuis la découverte en 1990 de la production de I’ acide salicylique lors de I’ établissement
de larésistance systémique chez le concombre et |e tabac, beaucoup d’ efforts ont été déployés
pour éucider le réle de cette molécule dans cette résistance (M étraux et al., 1990 ; Malamy
et al., 1990 ; Raskin, 1992 ; Delaney et al., 1994). Chez le tabac, il a é&é montré que les
mémes genes activés dans la réaction de défense contre le virus de la mosaique de tabac
(TMV) sont exprimés par application du AS (Ward et al., 1991). Par la suite, I'acide
salicylique a éé reconnu comme molécule de signalisation dans la défense des plantes contre
divers agents pathogénes (Enyedi et al., 1992 ; Gaffney et al., 1993).

[1. Importance et rble del’ acide salicylique chez les plantes

L’ASa été identifié dans 36 plantes qui appartiennent a des groupes taxonomiques différents.
Chez leriz, le soja et I"orge le niveau d acide salicylique est d’environ 1 mg/g de matiére
fraiche. L’AS exerce un rdle dans des phénomenes physiologiques comme la photosynthese,

la floraison, la perméabilité de la membrane, la production de chaleur, la croissance et
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développement des plantes, et les interactions plantes — pathogenes (Hayat et al.,2007,
Raskin, 1992).

L’accumulation de L’ AS en réponse au stress implique alafois sa biosynthése et sa libération
a partir de composés conjugués. La diminution d’AS libre suite au pic d augmentation peut
étre due a la formation de 2-O-B-D-glucoside, la formation d’esters glucosides, la formation
de méthyle salicylate volatile et la dégradation d’ AS(Vasyukova et Ozer etskovskaya 2007).
L’AS appligué de maniére exogene semble étre transporté depuis les sites de son application
initiale vers d autres tissus de la plante pour y induire une réponse a distance (Raskin, 1992).

[11.Biosynthese del’acide salicylique

Chimiquement, I’AS appartient a un groupe de composés phénoliques qui possédent un
anneau aromatique et un groupe hydroxyle. C'est une petite molécule de 138,1g de poids
moléculaire, peu soluble dans I'eau, soluble dans des solvants organiques. Deux voies de
biosynthese du AS ont éé décrites (figureld). La voie des shikimate-phénylpropanoids
(Shah, 2003).

Elle commence par la conversion de la phényla anine en acide trans-cinnamique par la PAL
(phényalanine ammoniayase). L’acide trans-cinnamique donne I'AS apres une chaine de
réactions produisant I’acide benzoique qui en subissant une hydroxylation au niveau du
carbone 2 donne I’ acide salicylique (Nicole et al., 1998). Cette derniére étape est cataysee
par la cytochrome P450 monooxygénase appelée aussi |’acide benzoique hydroxylase
(BA2H) dont I’ activité est induite par I’ application de I’ acide benzoique ou par les agents
pathogenes (Leon et al., 1995). L’étape limitant de la production du AS est celle entre
I’acide trans-cinnamique et I’acide benzoique (Nicole et al., 1998). Le mécanisme de
production de I’ acide benzoique a partir de I’ acide trans-cinnamiqgue est inconnu. |l pourrait

s agir d une hydroxylation rappelant la 3 oxydation des acides gras. Cette suggestion est
soutenue par des études faites (ICS) et I’isochorismate pyruvate lyase (IPL) (Vasyukova et
Ozeretskovskaya, 2007).
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Figure 14. Représentation simplifiée des voies de biosynthése de |’ acide salicylique
(Leeet al., 1995).

Les enzymes responsables des transformations sont indiquées en bleu. Les plantes NahG
expriment le salicylate hydroxylase qui dégrade I'AS en catéchol. ICS, Isochorismate
synthéase; PAL, phénylalanine ammonialyase; BA2H, I'acide benzoique 2-hydroxylase;

| PL, Isochorismate pyruvate lyase.

La premiere enzyme catalyse la conversion du chorismate en isochorismate, et la
deuxiéme la conversion de ce dernier en AS. L’ expression des genes bactériens ICS et IPL
dans des plantes de tabac et d’ Arabidopsis a engendré une accumulation de AS et une
amélioration de la résistance contre les agents pathogenes (Clerivet et al.,1996). Cette voie

S est aussi avérée active chez la Tomate (Clerivet et al.,1996).
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V. Structure del’acide salicylique

Dans la plante, I'acide sdlicylique se retrouve principalement dans les espaces
intercellulaires sous une forme libre ou liée a un sucre hydrolysable (Hennig et al., 1993).

Cependant, un mutant sid2 (AS induction déficient) a été identifié, il a été montré que la
voie de I’isochorismate est une source majeure de SA lors de la SAR chez A. thaliana: SID2
code une isochorismate synthéase, indispensable a I’accumulation de AS en réponse a un
agent pathogene (Hennig et al., 1993).

Acide sulfocalicylique ACidE amino salicyique  acid pydro

Figurel5. Structure moléculaire de |’ acide salicylique et de ses analogues
Utilisés pour les études fonctionnelles (Hennig et al., 1993).

V. L acidesalicylique et larésistance aux pathogénes

Les interaction plante — agent pathogene, le AS peut étre un activateur de défenses et ces

concentrations endogenes peuvent augmenter considérablement (Yalpani et al.,1991;
Malamy et al.,1990). Il permettant a la plante de résister aux bactéries, virus ou
champignons microscopiques qui I'attaquent ; cette fonction a é&é mise en évidence chez la
plante Voodoo (Arum lilies) (Raskin et al., 1987).

Le AS interviendrait aussi comme molécule de signalisation susceptible de migrer dans les
vaisseaux de la plante, et conférer une immunité a distance aux tissus de la plante dans la
SAR (Raskin, 1992, Chen et al,. 1993), son niveau endogéne augmente en réponse a une
infection pathogéne (50 a 70% prés du site d'infection, et 10 & 20% a distance du site
d'infection (M étraux et al.,2002). Selon, (Mandal et al. 2009), |le prétraitement racinaire

ou foliaire avec I’ AS chez la tomate avant |"inoculation avec F. oxysporum f.sp. lycopersici
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(FOL) induisait les génes codant |a phénylal anine ammonialyase et la peroxydase 5.9 et 4.7
fois plus que chez les plantes témoins. Il existe divers signaux systémiques qui vont donc
déclencher la SA.R, ces messagers sont |'acide salicylique, les protéines PR, I'acide

jasmonique, Les phytoalexines et enfin I’ é&hylene.

En effet, ces molécules semblent jouer un réle trés important dans les processus de mise en
place de la SAR, ce dernier entré s exprimait au niveau de la plante. L implication du AS
dans I'immunité des plantes contre la pathogenecite est liee a 3 fonctions (Vasyukova et
Ozeretskovskaya, 2007): Le AS est impliqué dans larégulation de I'immunité induite de la
plante. C'est une molécule mobile capable d’intervenir dans la chaine de perception,
amplification et transmission de I'information quand une cellule de la plante est attaquée par
un agent pathogéene; ceci mene a |"expression de génes de défense responsables de la

protection structurale et fonctionnelle (Vasyukova et al.,1999).

Organismeas pathogér
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Figurel6.Schémas présentant e réle de I’ AS dans I’ induction
Systémigue acquise (SAR).(Vasyukova et al., 1999).
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L’AS est impligué avec le peroxyde d hydrogene, oxyde de nitrogene et d' autres
composés dans la fonction de plusieurs systémes signal, et les unifie vers un réseau
d’interactions régulatrices. Les catalases, ascorbate peroxydases, aconitases et certaines
MAP kinases (SIPK). sont considérés comme des récepteurs d' AS (Cao et al., 1994).

Il semble que le mécanisme d action d’ AS soit déterminé par sa capacité de lier des
enzymes, ce qui mene alaformation de radicaux phénol impliqués dans la peroxydation des
lipides. Les produits de la peroxydation de lipides pourraient activer |"expression de genes
de défense (Farmer et al,.1998).

La capacité du AS d'inhiber |"activité de la catalase (enzyme qui détoxifie le peroxyde
d"hydrogene) mene a une augmentation des taux de peroxyde d”hydrogene in vivo et induit un
choc oxydatif aux sites de | attaque par le pathogéne ou du traitement avec un éliciter (Chen
et al., 1993). Des similarités structurales entre SA et H202 sont a la base de la liaison et
inhibition de la catalase par I’ AS.

VI.Moded’action d’AS

Différents niveaux dintervention d'AS ont éé décrits (Vasyukova et
Ozeretskovskaya, 2007) :
- L’ASactive |"expression des génes intervenant dans la défense des plantes (Vasyukova
et al.,1999). Plusieurs PR protéines « pathogens related proteins » induites par le AS ont des
activités antimicrobiennes, ¢'est le cas des chitinases et de la 3 1-3 glucanase (Mauch et
al.,1988). D’ autres appartiennent a la famille des PR-1, elles ont une activité inhibitrice de
la croissance mycélienne (Niderman et al., 1995).
- L’AS aussi la capacité de lier des enzymes comme les catalases, les ascorbates
peroxydases et les aconitases (Cao et al, 1994).
- Lacapacité d AS d'inhiber |a catalase (enzyme qui détoxifie le peroxyde d hydrogene)
pourrait prolonger la demi vie de H202 et conduirait a I’amplification du stress oxydatif
(burst oxydatif) a I’origine du déclenchement des réactions de la défense locale (Chen et
al.,1993; Levineet al., 1994).
- L’AS interviendrait aussi comme molécule de signalisation susceptible de migrer dans les
vaisseaux de la plante, et conférer une immunité a distance aux tissus de la plante dans la
SAR (Raskin, 1992). Cependant, il a é&é rapporté que le AS ne serait pas le signal mobile de
la SAR mais qu'il est nécessaire pour son établissement (Vernooij et al.,1994). D’ autres
molécules notamment |’ acide jasmonique et |’ éthylene interviendraient dans la signalisation

aboutissant aux réactions de défense.
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|. Matériel utilisé
[.1.Matériel végétal
La tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) est une espéce de plantes herbacées de la
famille des Solanacées. Deux variétés de tomate industrielle sont utilisées dans notre
expérimentation Elgon (hybride F1) et Lesto (hybride F1), dont quelques caractéristiques sont

énumérées dans | e tableau.

Figurel7 .Les deux variétés de latomate (Photo per sonnelle, 2019).

Tableau 08 .Caractéristiques des deux variétés de tomate utilisées

Cultivars Caractéristiques
Plante vigoureuse a croissance déterminée, Maturité précoce 70 jours,

Lesto Trés bonne fermeté, Treés productive.
Résistance: Verticillium, F1: Fusarium 1, F2: Fusarium 2, N:

nématode.

Elgon Variété rustique a croissance déterming, graine sélectionnée et ligne
Premium avec résistance au Fusarium, Verticillium et Stemphylium.

|.2. Agents phytopathogenes
Les isolats des champignons Fusariumoxysporum.sp. lycopersiciet Botrytis cinerea
utilisés dans cette étude ont été obtenus a partir des racines, des tiges, des feuilles et collet
de tomate présentant des symptdmes d'attaques qui €tait isolé au niveau de laboratoire de
I''NRAA — Constantine 2018.

40



Chapitre | Matériel et Méthodes

Figure 18 .Aspect macroscopique (A) Fusarium oxysporumf.sp. lycopersici et (B)
Botrytis cinerea.(Photo per sonnel, 2018).
1.3. lesol
Le sol utilisé dans notre expérimentation a éé prélevé au niveau de centre universitaire
Mila
Le sol a subi un séchage et tamisage (5mm de diamétre) de facon a obtenir une
granulométrie ni trop fine ni trop grosse.
|.4.Condition d’expérimentation
L’ expérimentation a été réalisée au niveau de centre université de Mila durant I’année
2018/2019sous serre.

une désinfection de la semence a été réalisee selon latechnique de Messiaen et al.,
(1991), elles sont désinfectées au préalable par un trempage dans I’alcool a 70% pendant
Imin puis rincées abondamment a I'eau ditillée stérile afin d’éiminer les restes de
pesticides utilisés en traitement de semences (Benhamou et al., 1997), puis dans une
solution de hypochlorite de sodium a2% pendent 10 min, puis rincées quatre foisal’ eau
distillée stérile et séchées par un papier filtre.
Elles sont déposées sur du papier filtre humide dans des boites de Pétri araison de 8-10
graines/boite. Ces derniéres sont maintenues a |’ étuve a la température de 25 °C pendant 7
jours car la germination.

L e semi a été réalise dans les gobelets contenant de la tourbe désinfectée.

La transplantation des plantules est réalisée dans pots en plastique de 15.5 cm de hauteur et de

18 cm de diametre et d' une contenance de 1.4 kg, et leur fond a été recouvert d' une couche de gravier

de 1cm d épaisseur, pour assurer un bon drainage. Ensuite les pots ont été remplis par le substrat (2/3

41



Chapitre | Matériel et Méthodes

sol +1/3tourbe) et dans chague pot on mettre une plantule avec un arrosage quotidien durant la période
d’ expérimentation.
|.5. Dispositif expérimental

Le dispositif (Figure 19) de notre travail comprendra 72 plantes de deux variété de tomate

infecté par deux maladies (Fus.oxy.lyc et Bot.cinerea) traité avec trois concentrations d’ AS.

» Trois concentrations déférentes phytohormone Acide salicyligue (150, 200 et 250mg /1)
avec trois répétitions.

» Trois concentrations déférentes phytohormone Acide salicylique (150, 200 et 250mg/l) +
deux agents phytopathogéenes avec trois répétitions.

> Trois répétitions deux agents phytopathogenes.

> Troisrépétitions de témoin.
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Fus .oxy. lyc Fus.oxy.lyc  Fus.oxy.lyc Fus.oxy. lyc Bot + AS3 Bot +AS2 Bot +AS1 Bot AS3 AS2 AS1
+AS 1 +AS 2 +AS3
V 1: Lesto
Fus .oxy. lyc Fus.oxy.lyc  Fus.oxy.lyc Fus.oxy. lyc Bot + AS3 Bot +AS2 Bot +AS1 Bot AS3 AS2 AS1

+AS 1 +AS 2 +AS3

N _

—

V2: Elgon

Figure 19 . Le dispositif expérimental pour les deux variétés de tomate .

[.6. Préparation del'inoculum fongique

Inoculation technique utilisée par |’ étude de I’ effet de la maladie pour ce faire, on doit
contaminer les plants de tomates utilisées a I’aide d'une solution contaminant de la
maladie.

Apres une culture monospore, Fus.oxy.lyc.et B. cinerea a éé ensemencé sur un
milieu PDA gélose en boite de pétri et incubé a 25°C jusgu’ au remplissage de la boite de
Pétri (7 jours) les cultures obtenues sont raclées délicatement de maniére aseptique en
utilisant 5 ml de I’ eau physiologique stérile.

Les suspensions de conidies ont été filtrées a travers une couche de papier filtre et
ajustées par I'eau physiologique stérile, & une concentration de 2-3 x 10° spores / ml
correspondant a une absorption de 0,15 a 0,17 lorsqu'un spectrophotometre réglé a 530 nm
était utilisé.une quantité de 20 ml a été appliquée dans chaque pot.
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|.7. Préparation dela solution d’acide salicylique
Nous avons préparé une solution standard d'acide salicylique a une concentration
de 1g /I.En préparant la solution mére en dissolvant 1 g de poudre d’hormone végétale dans
1000 ml d'eau distillée En aussi peu que possible de NaOH et pris de lui certaines quantités
15,20 et 25 ml pour obtenir les concentrations suivantes 150 ,200 250 mg/I la concentration 0

mg/l utilisé comme témoain.

150 mg/l
250 mg/l
200 mg/I

Figure 20.Les différentes concentrations de I’ acide salicylique.
(Photo personnelle, 2019).

| .8.Par amétr es physiologiques
|.8.2.Dosage des pigments chlorophylliens

L'extraction et le dosage de chlorophylle ont été réalisés selon la méthode décrite par
(Inskeep et Bloom,1985). Extraction des pigments chlorophylliens est effectuée dans
I'acétone a 80%. 1g de matiére fraiche, issue de chague traitement, sont broyés dans 10 ml
d'acétone 80%, avec une pincée de carbonate de magnésium et 5g de sulfate de sodium
anhydre, Le broyat obtenu est ensuite filtré. Le dosage est effectué par 0,5 ml de filtrat avec
4.5 d acétone 80%.L es mesures de DO sont faites au spectrophotometre alongueurs d’ ondes
de I’ ordre de 663nm pour la chlorophylle aet 645 nm pour la chlorophylle b.
La détermination des teneurs réalisée selon les formules :
Chl a (ng/lg MF) = 12,7x DO (662) — 2,59x DO (645) x V/(1000x MF) .
Chl b (ng/g MF) = 22,9 x DO (645) — 4, 68 x DO (662) x V/ (1000x MF).
Chl (a+b) (ng/g MF) = Chl a+ Chl b.
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V : volume solution extraite et MF |a masse de matiére fraiche de | échantillon.

Figure 21 .dosage de chlorophylle (Photo personnéelle, 2019).

|.9.Parametres biochimiques
1.9.1. Extraction et dosage dela proline

L'extraction et le dosage de la proline ont été réalisés selon la méthode décrite par
Bates et al. (1973). 100 mg d'échantillons foliaires et des racines issus de chaque traitement
sont broyés dans 2 ml d'une solution de méthanol 40 % puis porter au bain marie 85 degré
pendant une heure.

Le dosage de la proline est réalisé en goutant a 1 ml du d'extrait 1 ml d'acide
acétique, 25mg ninhydride et 1ml de mélange (12ml d'eau distillé, 30ml d’ acide acétique et
8 ml acide ortho phosphorique). Les tubes sont incubé pendant 30 min a 100 degré dans un
bain-marie.4 ml de toluene sont gjoutés a chaque tube, puis la densité optique des tubes est
lue 2528 nm.

La courbe d' étalonnage est obtenue grace a un mélange (acide acétique, eau distillée,
acide ortho phosphorique et ninhydrine), |I'équation permettant I’ obtention de la courbe
d’ étalonnage.
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Figure 22. Dosage de proline (Photo personnelle, 2019).

1.9.2.Extraction et dosage des sucres soluble

Les sucres solubles totaux (saccharose, glucose, fructose, leurs dérivés méthyles et
les polysaccharides) sont dosés par la méthode de (Dubois et al, 1956).100mg de MF de
tomate est mélangé a 3ml d éhanol a 80%. On laisse le tout a une température ambiante
pendant 48h, ensuite I’ éthanol est évaporé a l’aide d’un bain marie a 60 C°, puis on gjoute
20ml d’ eau distillée au résidu sec. Dans un tube a essai contenant 2 ml de I’ extrait obtenu on
met 4ml de réactif d anthrone ensuite il est placé au bain marie a 62C° pendant 8min (la
solution vire aors légérement au bleu vert) aprés refroidissement dans un bain de glace le
tube est mis au repos a |’ obscurité pendant 30min, lalecture est faite au spectrophotométre a
585 nm (M ehdi et al, 2006).

Laquantification se fait d’ aprés I’ équation de la courbe d’ étalonnage suivante :

Y=ax+b (ng/g de MS). Qui fait du glucose un standard et les teneurs en sucres solubles sont

exprimées finalement en g/100g MS. (Sassi et al, 2012).
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Figure 23.Dosage de sucre soluble(Photo personnelle, 2019).
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Apres sept jours de I'inoculation, les symptémes de la maladie sont apparus sur les
feuilles des plantules inocul ées (figure24).

Figure 24 : Traitement avec différentes concentrations de |’ 'acide
salicylique contre | es agents phytopathogénes(Photo personnelle, 2019).
Fus. :Fusarium.oxysporum .f.sp. lycopersici et Bot. :Botrytis Cinerea
AS;: 150 mg/l, AS; : 200 mg/l et AS;z: 250 mg/l).

Le comportement des deux variétés de tomate Lesto et Elgon visavis de
I"infection par Fus. oxy. lyc, et B. Cinerea. Et traitée avec des différentes concentrations de
AS (0 mg/l, 150 mg/l, 200 mg/l, 250 mg/l) est analysé par une étude physiologique (taux de
chlorophylle, (a),(b) et total et biochimique (teneur en proline et sucres solubles).Ces
parametres ont été mesureés et quantifiés sur des feuilles saines et des feuilles infectées.
|.1.Evolution desteneursen proline (ug/100 mg MF)
c. Chezlavariéélesto
Outre son réle dans |e métabolisme primaire en tant que constituant des protéines, la proline
est I’un des solutés compatibles le plus fréguemment accumulé en réponse a des intensités au

stress biotique et joue un réle important dans la tolérance des plantes (Ben Rejeb et al., 2012).
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C’est pourquoi nous avons été ameneés a doser les taux de proline chez les variétés de
tomate a la suite de leur infection par la fusariose et pourriture gris et effet AS sur cette
maladies. Les résultats de lafigure (25) montrent que :

La forte accumulation de la tenure de proline influence de Bot.Cinerea.etFus .oxy. lyc. (de
33.33 ug/100 mg MF chez le Bot.cinerea .Et de 29.33 pug/ 100 mg MF chez le Fus .oxy. lyc)
en comparaison avec les plante sain (22.66 pg/100 mg MF ) ,néanmoins ces teneur ont éé
effectué variablement par conter une diminution sous I’ effet des déférent concentration de
I’ acide salicylique (150 mg/l ,200 mg/l ,250 mg/l) sur les plantes non contaminé, tandis que en
remargue la teneur de proline chez Bot.cinerea.(26.47 pg/150 mg) traité par |’ acide au niveau
de la concentration 250 mg /I est diminué par rapport a la plante contaminé non traité, au
contraire chez le Fus .oxy. lyc de 30ug/100 mg/l MF au niveau AS = 150 mg/l.

40 HFusoxylyc H®B.cinerea
35 - I I
© 1 L I
ST 30 I
°> 25 - -+
Qo
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RS Tl 11 II 11
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TS TC TS+AS TS+AS TS+ASTC+ASTC+ASTC+AS
150 mg/l 200 mg/l 250 mg/I 150 mg/I 200 mg/l 250 mg/l
Traitements

Figure 25. Evolution des teneurs en proline (ug/100 mg MF) chez la variétéLesto
Contaminé par Fus.oxy.lycetB.cinerea.

d. ChezlavariétéElgon
Selon la figure(26). Chez les témoins le taux de proline était de 19.41 ug / 100 mg de
MF, mais il a augmenté chez les plantes non traitées et contaminés par le Fus .oxy. lyc a
33.52 pg/ 100 mg de MF et chez le Bot.cinerea de 28.82 ug / 100 mg de MF. Le traitement
a l'acide sdlicylique a entrainé une diminution de la proline chez les plantes non

contaminées atteignent 10.58 pg / 100 mg MF par rapport aux témoins.
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Par ailleurs |’ application des concentrations en acide salicylique et spécifiquement la
concentration 250 mg/l chez les plantes contaminées par Bot. ont enregistrés une forte
diminution lateneur en proline a2.64 pg /100 mg MF et 20.58 g /100 mg chez les plantes
contaminées par le Fus.oxy. lyc au niveau de AS = 150 mg /I.

M Fus.oxy.lyc EB.cinerea
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20 4 11 I
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Teneursen proline
(ug/100mg MF)
H
H
H
H

TS TC TS+AS TS+AS TS+ASTC+ASTC+ASTC+AS
150 mg/l 200 mg/l 250 mg/l 150 mg/l 200 mg/l 250 mg/l

Traitements

Figure 26. Evolution des teneurs en proline (ug/100 mg MF) chez la variété Elgon

Contaminé par Fus.oxy.lycetB.cinerea.

|.2. Evolution desteneursen sucre soluble (ug /200 mg MF)
A. ChezlavariétéLesto
Les résultats concernant |’effet de L'inoculation sur la teneur en sucres solubles des
feuilles infectées et des feuilles saines sont exposés dans lafigure (27).Lafigure montrell y a
une accumulation considérable des sucres solubles chez les plantes saines traitées par I'AS =
150 mg /I estimé de 70.66 pg/ 100 mg MF.

Les résultats indiquent également que la variété Lesto aréagi positivement a l’infection en
accumulant les sucres solubles dans les plantes contaminées et traitées. Ou lavaeur dela
proline atteint a 33.33pg /100 mg MF chez les plantes contaminées par Bot. et 29.33 ug /100
mg MF chez les plantes contaminées par Fus.oxy.lyc. Comparé au témoin de 22.66 g /100
mg MF.
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Figure 27. Evolution des teneurs en sucre soluble (ug/100 mg) MF chez la
variété Lestocontaminée par Fus.oxy. lyc et.B.cinerea.

e. Chezlavariété Elgon

L’infection a provoqué pour les deux variétés une augmentation de la teneur en sucres
solubles chez les plantes contaminées par Bot. cinerea de 40 ug/100 mg MF et 32.66 g /100
mg MF chez les plantes contaminées par Fus.oxy.lyc. En comparaison avec les plantes
saines considérées comme témoins (29.33 pg /100 mg MF).Nous avons également enregistré
une diminution |égére de la valeur du proline chez les plante contaminées et les plante
contaminées plus traitées al'acide salicylique sauf |es plantes contaminées par Fus.oxy.lyc et
traitées al'AS =150 mg /I nous avons enregistré une augmentation |égere estimé de 32.13 g
/100 mg MF.
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Figure28 .Evolution des teneurs en sucre soluble (ug/100 mg) MF chez la variété Elgon Contaminé
par Fus.oxy.lycet laB.cinerea.

|.3. Influence de I'acide salicylique sur le taux de la chlorophylle chez les

deux variétés contaminées par Fus.oxy.lyc.et B.cinerea

A. chezlavariétéLesto
Les résultats obtenus (Figure 29) montrent qu'il y a une augmentation des niveaux de

chlorophylle total e a été observée dans les plantes contaminés et traités avec acide salicylique
ou il a atteint la plus valeur estimé a 102,5 mg /g chez les plantes contaminés par de
Fus.oxy.lyc.et traitement avec de l'acide salicyliqgue = 200 mg/l par rapport les plantes
contaminés de 83,83 mg/ |. Tandis que les plantes saines traitées a |’ acide salicylique =150
mg /| atteint de 98,19 mg/I.

Lavaleur la plus élevée de chlorophylle a é&té trouvée chez des plantes saines traitées
avec de I'acide salicyliqgue = 150 mg / | de 98,19 mg / |, suivie d'une concentration en AS =
250 mg/ L de 97,868 mg/ L par rapport aux plantes contaminees.

Les teneurs en CHIb sont plus élevées chez les plantes contaminées et traitées par |'acide

salicylique surtout AS = 200 mg/l a atteint de 38,8mg/I par rapport le témoin de 26,713mg/l.
Tandis queles plantes contaminées par |e Bot.cinereala valeur la plus élevée de chlorophylle
a été observée chez des plantes sains et traitées a l'acide salicylique = 150mg/l de 98,19
mg/l ensuit I'AS = 250mg /I de 97,868 mg/l comparativement avec les plantes contaminées
de 89,78mg/| et le témoin de 88,838mg/ |.
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Mais en générd, il n'y a pas de différences significatives entre les traitements.
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G.chez lavariété Elgon
Selon lafigure(30) chez les plantes sain latenure en chlorophylle total e atteint de 104.18
mg /g MF). Mais il diminué chez les plants sain traité et les plantes contaminé par Bot.
cinerea et Fus.oxy. lyc, lavaleur la plus diminuée est enregistré chez les plantes contaminé
par Bot traité par I'AS = 150 mg/l (67.05 mg/g MF). Et chez les plants contaminés
parFus.oxy. lyc traité par I'AS=250mg /I est 71.92 mg /g MF.

Concernent la chlorophylle a lavaleur la plus élevé été trouvé chez les plants sain
estimé 36.86 mg/g MF est diminuent chez les plants contaminé par Bot. cinerea (32.85mg
MF) et les plants contaminé par Fus.oxy. lyc (26.64 mg MF), La valeur la plus diminué
chez les plants contaminé par Bot traité avec de I'AS = 150 mg/g de 16.52 mg MF.
Comparativement avec les plantes contaminé par Fus.oxy. lyctraité al’AS = 200 mg/l de
18.57 mg/g. et les plants sain traité avec de I'AS =200 mg/l de 18.62 mg/g MF.

Pour la chlorophylle b chez les plants sain la valeur estimé 66.53 mg/g MF est
diminuent chez les plants contaminé par Bot. cinerea (56.65 mg/g MF) et les plants
contaminé par Fus.oxy. lyc (56.84 mg/g MF). la valeur la plus diminuent chez les plants
sain traité par I'AS = 150 mg/l (51.92 mg/g MF).Tandis que chez les plants contaminé par
Bot. cinerea le taux le plus diminué atteint de 52.85 mg/g MF ala concentration 200 mg de
I’AS. Mais chez les plantes contaminée par Fus.oxy. lyc estimé 52.01 mg MF a la

concentration 150 mg de I’ AS.

Mais en géné&d, il n'y a pas de différences significatives entre les traitements
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Figure 30. Effet de I'acide salicylique sur latenure de lachlorophylle (a b et totale.)
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Discussion

Notre étude a été menée sur les deux variétés de la tomate Lycopersicon esculentum
Mill (Elgon et Lesto) contaminé par Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici et Botrytis
cinerea pendant 7 jours qui a été exposées a différents traitements de I’ acide salicylique (0
mg/l .150 mg/Il. 200 mg/I. 250 mg/l).

L'acide salicylique est considéré comme |'une des hormones végétales ( Raskin,
1992 ) qui jouent un réle important dans la réduction des dommages causes par les
pathogénes comme le champignon. De plus, I'AS est un facteur important provoquant la

résistance acquise systémique (SAR) contre les différents agents pathogenes (Nie, 2006).

Plusieurs études ont démontré que I'AS peut stimuler |es résistances chez des plantes
telles que pois chiche (Bassa et al., 2016) ou ils ont montré que le traitement différent de
(AS) éait efficace dans la résistance Fusarium oxysporum et de réduire l'incidence de la
maladie. Aussi chez I'Arabidopsis (Malamy et Klessing, 1992) et ceci parce que I'AS
pourrait stimuler un groupe de génes responsables des mécanismes de résistance chez les
plantes (Staskawicz et al., 1995) .

La synthese de la chlorophylle diminue ou sa dégradation accélére, en causant la
dégénérescence des chloroplastes en présence des agents pathogenes (Huang, 2005).

Nos résultats confirment ceux ElI Tayb (2005), Yildirim et al (2008), Huang
(2005), ils ont signalé que I’ application de forte doses de I’ AS contribuent a I’ augmentation
de la photosynthése et du taux de chlorophylle.

L’ acide salicylique c'est |e composants principale qui responsable de |’ augmentation
delavaleur de chlorophylle ne le laisse pas diminué méme ¢’ est la plantes stressé.

Le taux des sucres augmente considérablement chez les plantes soumises aux

différents types de stress, cela a été vérifié par (Chungyang., 2001).

Nos résultats de la présente étude étaient une augmentation dans la teneur en sucres

solubles chez les deux variétés de tomate en fonction de la concentration de I’ AS.

Donc Les sucres solubles ont un double réle chez les plantes, ils participent aux
événements métaboliques et agissent comme signaux moléculaires pour la régulation des
différents génes, en particulier ceux qui sont impliqgués dans la photosynthese, le
métabolisme du saccharose et de la synthése d'osmolyte (Rosa et al., 2009).
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D’apres Waldren et al. (1974) ont montré que la proline ne s accumule, de maniere
significative, que lorsgue les plantes sont sevérement stressées (Ouinten, 1989).11 est établi
gue la proline est certainement un des osmolyte son accumulation chez les plantes stressées
aune fonction de protection (Verbruggen, Her mans, 2008).

Les résultats que nous avons obtenus montrent que les concentrations de I'AS
provoguent une diminution des teneurs en proline chez latomate.

Donc On peut dire que la variété Lesto est plus résistant aux maladies que lavariété

Elgon.
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Conclusion

La tomate est exposee aux attaques de plusieurs bioagresseurs qui peuvent diminuer
la qualité et le rendement de cette culture. Les champignons constituent les principaux
agents parmi ceux-ci Fusarium oxysporumf. sp. lycopersici et Botrytis cinerea.

L'acide salicylique est un régulateur de croissance endogéne. Lorsqu'il est appliqué
a des plants de tomate en concentration similaire a celle utilisée dans le cas d'hormones
exogenes, il provoque des effets protecteurs contre les maladies fongiques une ou plusieurs
réactions biochimiques modifiant le métabolisme, les constituants et le comportement des

plantes ou stimulent leur croissance.

Notre modeste travail portant sur |’ étude la réponse de deux variétés de tomate
contaminée par deux agents phytopathogéne Fus.oxy.lyc. Responsable de flétrissement
vasculaire et Bot.cinerea responsable de pourriture gris et déterminer |’ effet les déférentes
concentrations de I’ acide salicylique (0 mg/l, 150 mg/l, 200 mg/l, 250 mg/l) sur les quelques
paramétres physiologiques a savoir (chlorophylle a, b et total) et quelques paramétres

biochimique (proline, sucres soluble).

Les parametres étudiés (chlorophylles, proline et sucres soluble) ont montré une

fluctuation des données.

Teneurs en chlorophylles variable sous I'effet des maladies ; tolérance chez les

plantes contaminées combinée al’ acide salicylique.

Les paramétres biochimiques mesures traduisent également une tolérance au niveau

des traitements:

*La synthese de la proline est améliorée sous les traitements associés a I’AS par
rapport aux plantes de témoins et contaminées, et d’ autre part, I’accumulation baisse en
comparaison avec les plantes contaminées par les agents phytopathogénes.

*L”accumul ation des sucres solubles au niveau des feuilles de la plante semble agir

al’addition de I’ acide salicylique dans le milieu de culture.
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Annexel
Les compositions de milieu de culture PDA (Potato Dextrose Agar) pH 5,6 + 0,2.
Autoclavagel20°C / 20min.

Composants Quantités
Pomme deterre 2009
D-Glucose 2049
Agar 2049
Eau distillée 1000 mi

Annexell : Lesmatériels utilisés

% Appareillages

L' étuve. Agitateur magnétique

Spectrophotométre.

Bain - Marie



% Verrerie

-Fioles, tubes a s, entonnoirs, pipettes pasteur, bécher, spatule.
-Burette graduée.

-Boites de pétri.

-Verres amontre.

-Erlenmeyer.

Annexelll : les solvants utilisés
-Ethanol.

-Méthanol.

-Acide sulfurique.

-Phénal.

-Acétone.

-Méthanol.

- Acide acétique.

% Lesparamétres physiologiques et biochimiques mesuré:

Dosage de chlorophylle (photo personnelle 2019)



Dosage de sucre soluble (photo personnelle 2019)



» Evolution des teneurs en proline ( ug/100 mg MF) chez la varitié
lesto

Fus.oxy.lyc B.cinerea
TS 0,33 0,33
TC 0,55 0,58
TS + AS 100 mg/I 0,3 0,3
TS + AS 150 mg/I 0,32 0,32
TS + AS 200 mg/I 0,3 0,3
TC + AS 100 mg/I 0,51 0,6
TC + AS 150 mg/I 0,61 0,5
TC + AS 200 mg/I 0,58 0,45

» Evolution desteneursen proline ( ug/100 mg MF) chez lavaritié

Elgon
Fus.oxy.lyc B.cinerea

TS 19,41 19,41

TC 33,52 28,82
TS + AS 150 mg/I 10,58 10,58
TS + AS 200 mg/I 17,05 17,05
TS + AS 250 mg/I 17,05 17,05
TC +AS 150 mg/I 20,58 34,11
TC + AS 200 mg/I 32,94 29,41
TC + AS 250 mg/| 34,7 2,64

» Evolution desteneursen sucre soluble ( ug/100 mg MF) chez la

varitié Elgon
Fus.oxy.lyc B.cinerea

TS 29,33 29,33

TC 32,66 40
TS+ AS 150 mg/l 28 28
TS+ AS 200 mg/l 25,33 25,33
TS+ AS 250 mg/l 28 28
TC+ AS 150 mg/l 32,13 28
TC + AS 200 mg/l 28 24
TC+ AS 250 my/l 22,66 20,26




» Evolution desteneursen sucre soluble ( ug/100 mg MF) chez la varitié Elgon

Fus.oxy.lyc B.cinerea

TS 29,33 29,33

TC 32,66 40
TS+ AS 150 myg/l 28 28
TS+ AS 200 myg/l 25,33 25,33
TS+AS 250 mg/l 28 28
TC+AS 150 mg/l 32,13 28
TC + AS 200 mg/l 28 24
TC + AS 250 mg/I 22,66 20,26

» Effet de I'acidesalicylique sur la Fus.oxy.lyc sur letaux dela

chlorophylle chezlavariétéLesto

Chlorophylletotale | Chlorophylle A| Chlorophylle B
TS 88,838 26,713 62,21
TC 92,56 33,76 58,992
TS+ AS 150 mg/l 98,19 32,67 65,58
TS+ AS 200 mg/l 81,007 24,124 57,039
TS+ AS 250 mg/l 97,868 30,24 65,89
TC+ AS 150 mg/l 92,542 31,25 61,196
TC + AS 200 mg/I 102,606 38,8 63,911
TC + AS 250 mg/l 93,68 32,368 61,318

» Effet de I'acidesalicylique sur la B.cinerea sur letaux dela

chlorophylle chezlavariétéLesto

Chlorophylle totale Chlorophylle A Chlorophylle B
TS 88,838 26,713 62,21
TC 89,7873333 29,417 60,37
TS+ AS 150 myg/l 98,19 32,67 65,58
TS+ AS 200 myg/l 81,007 24,124 57,039
TS+AS 250 mg/l 97,868 30,24 65,89
TC+ AS 150 mg/l 89,139 27,172 61,967
TC + AS 200 mg/l 76,2596667 22,88 53,37
TC + AS 250 mg/l 88,769 27,13 61,63




Annexe |V : Courbed’éalonnage
1. Courbed’éalonnagedelaproline
La courbe d’ étalonnage est préparée par pesée 0,129 de proline gusté a 100 ml de
méthanol a 80%. Dans des tubes a essais préparer une gamme d’ étalonnage allant de 15 a
120 pg.ml-1.

Tube 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentration | O 15 30 45 60 75 90 120
pg.mi-1

0 0.197 | 0.306 |0.698 |[0.971 |1.725 |1.621 |1.976
Densité optique

2,5

y =0,017x
R2=0,937

Densité optique (DO)

O T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Proline g/ml-1
Courbe d'éalonnage dela proline

2. Courbed’étalonnage des sucres soluble
La courbe d étalonnage est préparée par pesée 0,01 g de glucose gjuster a 100 ml
d’ éthanol a 80%. Dans des tubes a essais préparer une gamme d’ éalonnage allant de 20 a
100 pg.ml-1.



Tube 2 3 4 5 6
Concentration
20 40 60 80 100
pg.ml-1
Densité optique 0,265 | 0,542 | 1,082 | 1,133 1,501
— y = 0,015x
Q R2=0,974
3
g
5
‘O
80
o
a}
0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Glucose pg/ml

courbe d'etalonage des sucres solubles




Annéeuniversitaire: 2018/2019 Présenté par : BELGHORZE Nihad
MEDJRAB Warda

Effet del’acide salicylique sur quelques composantes physico-biochimique chez deux
variétés detomate contaminées par Fusaruim oxysperium f. sp. lycopersici et Botrytis

cinerea.

Résumé

L’ objectif de cette expérience, vise a comprendre |'effet de I'interaction entre les
différentes concentrations de I’acide salicylique (0 mg/l, 150 mg/l, 200 mg/l, 250 mg/l)
sous les deux variétés de tomate Lesto et Elgon contaminées par deux agents
phytopathogenes : Fus.oxy.lyc. Responsable de flétrissement vasculaire et le B. cinerea
responsable de pourriture gris.

Afin de déterminer leur tolérance aux stress biotique sous I’ action de |’ acide salicylique
et pour éucider leur comportement physiologique nous avons analyse les parameétres
physiologiques chlorophylle a, chlorophylle b et chlorophylle Total et les composants
biochimiques (proline et les sucres soluble).

L’analyse de certains composés physiologique et biochimiques a montré une
augmentation dans le taux de la chlorophylle, sucre et diminution le proline chez les
plantes traitées par rapport aux plantes non traitées.
les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence le réle physiologique de |’ acide

salicylique dansI’améioration de ces composants en présence des champignons.

Mots clés. Tomate, Acide salicylique, Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, Botrytis

cinerea. Chlorophylle, Proline, Sucre soluble.
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