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Introduction générale

Originaire des Andes dans le sud du Pérou et le nord de la Bolivie depuis 5000 ans
av. J-C., la pomme de terre (Solanum tuberosum ssp. Tuberosum L.) était inconnue par la

population européenne, asiatique et africaine jusqu’au 16°™ siécle (Hawkes, 1994).

En 1533, P’espagnol Francisco Pizarro vient de conquérir le Pérou des Incas, il était le
premier européen qui a découvert les papas. C’est ainsi que ce curieux tubercule arrive dans le

sud de I’Espagne et fait alors ses premiers pas en Europe (Hawkes, 1994; Bourget, 2003).

Cette papa devient vite patata en Espagne, potato chez les britanniques et potatis pour les
sué¢dois. En Italie elle se fait appeler taratouffli, elle est la caratoufle en France et kartoffel en
Allemagne. Elle a été nommée pour la premiere fois comme Solanum tuberosum esculentum par
le botaniste suisse Gaspard Bauhin (Bourget, 2003). Depuis, elle s’est rapidement diffusée dans
le monde dans plus de 100 pays sous pratiquement toutes les altitudes et latitudes habitées

(DeFauw et al., 2012).

De nos jours, cette solanacée constitue 1’'une des cultures lIégumicres les plus importantes
dans le monde. Elle est classée en quatriéme position apres le blé, le mais, et le riz avec une
production totale d’environ 368 millions de tonnes (Hawkes, 1994; FAOSTAT, 2014; Low,
2015).

La pomme de terre est un aliment de base pour toute la population mondiale, elle présente
un rapport calories - protéines trés important. En plus de I’amidon et du sucre, la pomme de

terre renferme des fibres, des vitamines et des sels minéraux (Storey, 2007).

De méme, elle est connue par ses utilisations diverses dans I’alimentation animale et
industrielle, et par son importance dans la réduction de la famine et la pauvreté dans le monde
(McGregor, 2007). Ceci a incité I’Organisation des Nations Unies (ONU) de déclarer 1I’année
2008 comme I’année Internationale de la pomme de terre afin de promouvoir le développement
de systémes durables fondés sur une spéculation en tant qu’ aliment du futur et de renforcer la
sensibilisation de I’importance de ce produit en tant qu’aliment des pays en développement
(FAO, 2009).

En 2013, la chine devient le premier producteur mondial de la pomme de terre suivi de
I'Inde, de la Russie, de 1’Ukraine, des Etats unis, et au 14™ rang figure 1’Algérie qui est

considérée comme le premier producteur de cette solanacée en Afrique (FAOSTAT, 2014).
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Introduite en Algérie pour la premiére fois par les Maures andalous au 16 siécle, la
culture de pomme de terre Solanum tuberosum L . occupe une place importante dans I’économie
du pays. Elle est cultivée sur environ 156 176 ha pour une production de 4 673 516 tonnes,
soit un rendement annuel de 29 920 kg/haen moyenne (Meziane, 1991; Ministére de
'Agriculture et du développement rural, 2014). De 1970 & 2009, la consommation algérienne de
la pomme de terre a augmenté largement, passant de 20 a 75 kg par habitant et par an (Chehat,
2008).

I1 existe 3 zones principales de production de pomme de terre en Algérie : le littoral et le
sub littoral, 1'Atlas Tellien et les hautes Plaines et la région du Sud. Ces régions produisent
61%, 17% et 8,2% de la production nationale de pommes de terre respectivement (Institut
Technique des cultures Maraicheres et Industrielles, 2010 et 2013).

Toutefois, cette culture est exposée a plusieurs maladies : fongiques entre autre le mildiou

(Phytophthora infestans) et I’alternaria (Altenaria solani), virales (le virus de I’enroulement de la
pomme de terre PLRV et le virus de la mosaique jaune de la pomme de terre PYMV), et
bactérienne (la pourriture brune de la pomme de terre causée par Ralstonia solanacearum et la
jambe noire provoquée par Erwinia carotovora) (Swiezynski, 1994; Umaerus et Umaerus, 1994;
Valkonen, 2007; Van der Wolf et De Boer, 2007; Olanya et al., 2012, Valkonen et al ., 2015).
A celles-ci s’ajoutent les maladies dues aux ravageurs. C’est le cas de la teigne de la pomme de
terre (Phthorimaea operculella), les larves fil de fer du genre Agriotes, les vers blancs
(Rhizotrogus spp.) et les nématodes, notamment les nématodes a kystes appelés nématodes
dorés de la pomme de terre (NKPT) Globodera pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975 et
G. rostochiensis (Wollenweber, 1923) Behrens, 1975 (Raman et al., 1994; Holliday, 1998;
Weber, 2013).

Ces derniers sont définis comme des organismes nuisibles de quarantaine en raison de
I’ampleur des dégats occasionnés sur les cultures de pomme de terre, essentiellement dans les
zones tempérées (Winslow et Willis, 1972; Mugniery, 1984). Les dommages provoqués par ce
parasite sont difficilement chiffrables notamment par les interactions fréquentes avec d’autres
agents pathogenes (Philips, 1994). A 1’échelle mondiale, ils sont responsable de plus de 12% de
pertes agricoles (Bates et al., 2002).

Les nématodes dorés de la pomme de terre (NKPT) ont d'abord ét¢ introduits en Algérie
avec des tubercules de pommes de terre britanniques infestées vers 1953. Ils ont été signalé dans
de nombreuses régions d'Algérie (Frezal, 1954, Scotto La Massesse, 1961). Depuis cette période,

ces nématodes se sont propagés rapidement pour devenir un facteur limitant majeur dans
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plusieurs localités importantes de production de la pomme de terre, dont Ain Defla, Chlef,
Mascara, Sétif et Tipaza (Institut National de Protection des Végétaux, 2009).

Récemment, une étude menée par Tirchi et al., (2016) dans la région d'Ain Defla (Ouest
de 1'Algérie) a révélé une large distribution des nématodes a kystes des céréales Hetreodera
avenae et H. hordecalis et des nématodes dorés de la pomme de terre Globodera rostochiensis et
G. pallida. Ces mémes auteurs indiquent la présence des G. pallida ou G. rostochiensis

séparément ou avec des populations mixtes.

I1 est tres difficile de contrdler ces ravageurs, compte tenu de leur extréme résistance aux
conditions climatiques défavorables (froid et sécheresse), de leur grande variabilité

physiologique, du fait qu’ils sont telluriques.

De méme, la gestion des nématodes est habituellement basée sur le controle chimique pour
désinfecter le sol. Ces nématicides posent de sérieux problémes pour I’environnement et la santé
humaine (Cayrol et al., 1992). De plus, ils ne sont pas économiquement justifiés dans certains

cas (Janssen et al., 1998; Tjani et al., 2000).

Néanmoins, face aux contraintes posées par les produits phytosanitaires organiques de
synthése, les recherches se sont orientées vers de nouvelles voies alternatives qui consistent a
exploiter les toxines nématicides secrétées par certains microorganismes, et certaines plantes
possédant des avantages écologiques (Cayrol et al, 1992). De méme, I’utilisation des variétés
résistantes présente une méthode de lutte trés prometteuse pour le contrdle de ce nématode

(Philips, 1994).

En effet, l'identification rapide et précise des espeéces est essentielle pour choisir une
stratégie de lutte appropriée contre ces nématodes. Cependant, 1'identification par des caractéres
morphologiques prend beaucoup de temps, et devient plus difficile en raison du nombre

croissant de groupes d'espéces (Rivoal et al., 2003, Donn et al., 2008).

Pour ces raisons, plusieurs techniques moléculaires ont été développées pour
l'identification rapide et exacte des nématodes dorés de la pomme de terre. C’est le cas de la
réaction en chaine polymérase (polymerase chaine reaction PCR). La plupart d'entre elles est
basée sur I'ADN ribosomique (ADNr), comme la région ITS (Vrain et al., 1992; Wendt et al.,
1993; Zijlstra et al., 1995) et 'ADN mitochondrial (ADNmt) comme le géne cytochrome b
(cytb). Les séquences ITS-ADNr peuvent étre utilisées pour identifier plusieurs populations de
nématodes et pour clarifier les relations phylogénétiques entre les différentes populations

(Subbotin et al., 2001).
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Actuellement, peu de données sont disponibles pour permettre de lever le voile sur la
prévalence, et la répartition des nématodes dorés dans toutes les régions a vocation pomme de
terre en Algérie, en particulier ; dans la région sud du pays. Pour cette raison, nous avons choisi
de développer quatre grands axes de recherche :

1) Mener une vaste enquéte sur les Globodera dans différentes régions de production de pomme
de terre en Algérie (Nord, Est, Ouest et Sud) et de déterminer la prévalence, la répartition et le
degré d'infestation dans chaque parcelle.

2) Etablir une cartographie de la répartition de ces nématodes dans toutes les zones étudiées.

3) Evaluer la variabilit¢ moléculaire parmi les populations du nématode doré¢ de la pomme de
terre introduites en Algérie en utilisant I’'ITS, le cytb et le séquengage pour les associations
géographiques.

4) Tester I’effet bionématicide de la bactérie Bacillus sp., et des extraits aqueux de Taxus
baccata (Taxaceae), et de Juniperus phoenicea (Cupressaceae) contre Globodera pallida in

vitro, et in vivo.

Ce manuscrit est organisé en cing chapitres portant les fruits de mes travaux. Le premier
chapitre représente une synthése bibliographique sur les nématodes a kystes de la pomme de
terre Globodera pallida et Globodera rostochiensis. Le second aborde une présentation des
régions étudiées en Algérie. Les trois chapitres suivants rapportent les résultats obtenus pour les
quatre axes cités précédemment. Enfin, ce travail est finalisé par une conclusion générale avec

les perspectives adoptées pour un meilleur contrdle de ces parasites.
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Chapitre I: Synthése bibliographique

1. Généralités sur les nématodes appartenant au genre Globodera

Les nématodes du genre Globodera, appelés communément nématode a kystes de la
pomme de terre, sont les ravageurs les plus redoutables sur les solanacées. Ce genre comporte
deux principales espeéces trés proches qui sont particulierement inféodées a la culture de la
pomme de terre: Globodera rostochiensis (Woll.) (le nématode doré) et Globodera pallida Stone
(Ie nématode blanc) (Franco et al., 1998).

A cause de son potentiel de reproduction et sa capacité de survivre dans des conditions
climatiques défavorables, le nématode a kyste de la pomme de terre cause de lourdes pertes
¢conomiques a plusieurs cultures dans le monde (Turner et Evans, 1998 ; Bélaire, 2005). C’est

pourquoi il est considéré comme parasite de quarantaine dans plusieurs pays (OEPP, 2016).

1.1. Position systématique
La classification des Globodera que nous avons adopté est celle préconisée par Agrios
(2005). Les deux especes de Globodera pallida (stone) et de Globodera rostochiensis
(Wollenweber) appartiennent a :
Embrenchement : Némathelminthes
Phylum: Nematoda
Classe : Secernentae
Ordre : Tylenchida
Sous ordre : Tylenchina
Super famille : 7ylenchoidea
Famille : Heteroderidae
Sous famille: Hetroderinae
Genre: Globodera
Espece: Globodera rostochiensis (Wollenweber, 1923) Behrens, 1975.
Globodera pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975.

Actuellement, le genre Globodera compte une douzaine especes parmi lesquelles on peut
citer : Globodera tabacum sur culture de tabac (Nicotiana tabacum), Globodera achilleae sur
culture de I’achillée millefeuille (Achillea millefolium) et Globodera Mexicana sur culture de

tomate (Fleming et Powers, 1998a; Mugniéry et Philips, 2007).
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1.2. Plantes hotes

Ces endoparasites sédentaires des racines possedent une gamme d’hote tres réduite. Ils
affectent principalement la pomme de terre, mais aussi la tomate, I’aubergine, et autres
solanacées (Agrios, 2005).

Selon Bélaire (2005), ils existent environ 90 especes du genre Solanum qui sont reconnues

comme étant des hotes de ces ravageurs.

Les Globodera peuvent se multiplier également sur des solanacées adventices, telles la
douce-amere Solanum dulcamara L., 1a morelle noire Solanum nigrum L., la jusquiame noire

Hysagamus niger L. et le Datura Datura stramonium L. (Whithead et a/ , 1977).

1.3. Origine et historique de Globodera spp.

Selon Evans et al., (1975), la distribution des deux espéces de nématodes a kystes de la
pomme de terre en Amérique du Sud n’était pas uniforme. En effet, ces auteurs rapportent que
Globodera rostochiensis a prédominé le Sud de la latitude 15.6°S aux Andes péruviennes et
boliviennes, tandis que Globodera pallida s’est trouvée uniquement au Nord de cette ligne
(Figure 1). L’introduction originale des deux especes en Europe était vraisemblablement avant
1850 avec le transport des tubercules de pomme de terre destinés a 1’amélioration de la
résistance au mildiou (Franco et al., 1998 ; Turner et Evans, 1998).

Les Globodera étaient repérés pour la premiere fois en Allemagne a Rostock en 1880, en
Angleterre en 1917, en Irlande et en suéde en 1922 (Evans et Trudgill, 1992).

Ces nématodes ont été propagés par la suite avec la diffusion de la culture de la pomme de
terre dans d’autres régions du monde. La différenciation entre le nématode a kyste de la pomme
de terre, et celui de la betterave a été distinguée pour la premicre fois par Wollenweber (1923)
qui a donné le nom de rostock (en référence a une ville en Allemagne) au kyste de la pomme de
terre : Heterodera rostochiensis. Depuis, les nématodes a kystes ont été longtemps considérés
comme une seule espece : Heterodera rostochiensis (Fleming et Powers, 1998a).

En 1972, Stone décrit une deuxiéme espéce Heterodera pallida dans le sous genre
Globodera. Les distinctions morphologiques et biologiques qui existent entre Heterodera et
Globodera ont incit¢é Behrens (1975) a ¢élever le sous-genre Globodera au rang générique

(Turner et evans, 1998).
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En Algérie, le genre Globodera a été découvert pour la premiere fois en 1953 a maison
carrée suite a I’introduction de semences de pomme de terre d’origine britannique a la fin de la
deuxiéme guerre mondiale (Frezal, 1954). Scotto La Massesse (1961) affirme que 33 communes
dans le littoral algérois étaient infestées par ce nématode a cause des pratiques culturales.

Cette contamination a pris un large spectre dans plusieurs wilayas du pays dont les plus
importantes sont Mascara, Sétif, Ain Defla, Tipaza, et Chlef (Institut National de Protection des

Végétaux, 2009).

1.4. Répartition de Globodera spp.

En 1994, ces nématodes ont été signalé dans tous les continents, avec Globodera
rostochiensis dans 65 pays, alors que Globodera pallida a était reporté uniquement dans 41
(Figure 1, Annexe 1). Cependant, les nématodes a kystes de la pomme de terre sont encore rares
dans d'autres pays comme 1'Amérique du Nord, 1’ Australie, 1’Inde, I'ex-URSS, et probablement
la Chine. D'autres ont apparemment réussi a éradiquer ses faibles infestations (OEPP, 1994).

De plus, ils ont été enregistrés sur le continent africain uniquement en Libye, 1’ Algérie, le
Maroc, la Tunisie, I’Egypte, la Sierra Leone, le Mozambique et 1’Afrique du Sud (Kleynhans,
1998).

Actuellement, la distribution des nématodes a kystes de la pomme de terre Globodera spp.
est lice a celle de la culture de pomme de terre. Elle s’étend a partir des zones tempérées
jusqu'au niveau de la mer et sous les tropiques a des altitudes plus élevées (Heageman et al,
2012).

Cependant, les facteurs responsables sur la répartition géographique de ces deux espeéces
dans le monde sont dus éventuellement a leur origine, aux exigences thermiques, a I’altitude,
et a I’'interaction de ['un d’entre eux avec la plante hote. De méme, ’activité de I’étre humain

peut aussi influencer cette distribution (Franco et al., 1998).
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m Globodera rostochiensis

Figure 1 : Distribution mondiale des nématodes a kystes de la pomme de terre provenant de

leurs centres d’origine dans les Andes (basé sur Jones et Kempton, 1982).
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2. Description des nématodes a kystes Globodera rostochiensis et Globodera pallida

Les nématodes a kystes de la pomme de terre Globodera rostochiensis et Globodera
pallida sont des vers microscopiques étroitement liée morphologiquement et morpho-
métriquement (Figure 2). Ce sont des endoparasites sédentaires des racines, caractérisés par un
dimorphisme sexuel trés prononcé présentant une forme cylindrique, annelée et effilée aux deux
extrémités (Schneider et Mugniéry, 1971; Golden et Ellington, 1972; Mugniéry, 1984; Perry et
Aumann, 1998; OEPP, 2013).

Les juvéniles mobiles de deuxieéme stade sont vermiformes et la longueur du corps varie
de 445 a 510 pum. La partie antérieure est constituée d’un stylet dur qui pique les cellules de la
racine et absorbe la nourriture. Il est relativement large de 19 a 25 um de longueur situé dans la
partie buccale plus fortement sclérifiée (Stone, 1972; Grenier, 2010). Ce stylet est suivi d'un
canal cesophagien aboutissant a un bulbe musculeux puissant permettant sa projection vers
l'avant (Perry et Wharton, 1985). Le corps de ce genre se termine par une queue de 37 a 55 um

de longueur ou la partie hyaline présente une longueur de 21 a 31 um (OEPP, 2013).

La forme générale des males est filiforme ; ils ont 1 mm de longueur environ, caractérisés
par une queue courte et émoussée dans laquelle se trouvent les organes copulateurs (Eisenback,
1998). Les femelles immatures de Globodera rostochiensis sont jaunes ou dorés, celles de
Globodra pallida sont blanches ou créme. A maturité, les femelles des deux especes se gonflent
et deviennent des kystes bruns arrondis d’un diameétre de 450 pum. Ils sont dépourvu du col
terminal, et présentent un petit col saillant (Stone, 1972; Brodie et al., 1993; Fleming et Powers,
1998b; OEPP, 2013). Ces kystes sont résistants et contiennent jusqu'a 1000 ceufs, renfermant
chacun une petite larve repliée sur elle-méme qui peut rester en dormance (latence) pendant

plusieurs années (schneider et Mugniery, 1971).
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Figure 2 : Morphologie des nématodes a kystes de la pomme de terre (NKPT):
Globodera rostochiensis et Globodera pallida (Stone, 1973 citée par OEPP, 2013).

(A) Globodera rostochiensis. A. Juvénile entiére. B. Région de la téte de la juvénile de 2éme stade. C. Partie
latérale de 2éme stade de la juvénile, moitié du corps. D. Région pharyngée de 2éme stade juvénile. E.
Région pharyngée du male. F. Queue du male. G.Région latérale du male, moitié¢ du corps. H. Kyste entier.
I. Téte et cou de la femelle. J. male entier.

(B) Globodera pallida. A. Juvénile entiere. B. Partie antérieure du corps. C. téte. D. Queue. E. Région
latérale, moiti¢ du corps. F. Région latérale de la queue. G. Téte et face au niveau labial. H. Téte et face au

niveau basal.
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3. Cycle des Globodera spp.

Le cycle de développement des Globodera spp. (Figure 3) s’effectue dans le systeme
racinaire de la plante hote. Il est pratiquement identique pour les deux espéces. La phase active
du cycle de vie des nématodes a kystes de la pomme de terre commence lorsque 1’éclosion des
ceufs stimulée par les exsudats racinaires des plantes-hotes (Solanum tubereosum, Lycopersicum
esculentum, Solanum dulcamara) libére des larves de deuxieme stade L, qui constituent le stade
infestant du parasite (Turner et Evans, 1998). Elles quittent les kystes par les ouvertures
naturelles et se déplacent rapidement dans le sol humide (Evans, 1983; Perry, 1997).
Lorsqu’elles rencontrent une racine, elles percent son €corce grace a leurs stylets acérés et
mobiles qu’elles possédent dans la bouche et y pénétrent (Turner et Evans, 1998). L attraction
des juvéniles vers les racines est due probablement aux amphides. Ces derniers sont des organes
sensoriels se trouvant dans la téte de ces nématodes, et peuvent détecter les éléments chimiques
existant dans les exsudats racinaires de la plante hote (Perry, 1998).

Chaque nématode se nourrit au niveau d'un groupe de cellules du péricycle, cortex ou
endoderme, et les transforme en un syncytium (qui peut inclure jusqu'a 200 cellules), ou en une
cellule de transfert qui forme un syncitial. Le nématode demeure a cet endroit jusqu’a la fin de
son développement qui peut durer plus de 3 mois (Turner et Evans, 1998). Il doit passer par deux
stades juvéniles encore L3 et L4 pour devenir un male ou une femelle (Smit et Vamerali, 1998;
Dyakov et Zinovyeva 2007a, Haegeman et al., 2012).

Les Globodera spp. montrent une diapause obligatoire lors de leur premicre phase de
développement. C’est un arrét de développement qui permet aux L, de surmonter des conditions
environnementales défavorables a [’éclosion (Mugniery et Balandras 1984; Perry, 1998;
Palomares- Rius et al., 2015).

Le dernier stade de développement est le stade adulte qui correspond au gonflement des
femelles, qui peuvent traverser la surface des racines, mais elles y restent attachées par le cou et
la téte. Elles sont ensuite fécondées par les males, vermiformes et actifs (Turner et Rowe, 2006;
Chauvin et al., 2008).

Apres l'accouplement, les males meurent et les femelles demeurent sur les racines pendant
que les ceufs se développent a I’intérieur de celles-ci (Evans, 1983; Fleming et Powers, 1998a).
Quand les femelles sont totalement développées, elles meurent. Leur cuticule se transforme en
une enveloppe protectrice pour former le kyste qui présente le mode passif de propagation de ces
nématodes. Il y a environ 1000 ceufs en moyenne par kyste (Blanchard, 2006). A ce moment, les
kystes se détachent de la surface de la racine et se retrouvent dans le sol ou les ceufs éclosent
immédiatement pour attaquer la culture. Ils peuvent rester dormants pour jouer le réle de source

d'inoculum pour les cultures futures. Ils peuvent garder leur pouvoir infectieux pendant de
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nombreuses années en 1’absence de plante héte (Evans et Stone, 1977; Brodie et al., 1993; Marks
et Brodie, 1998). En zones tempérées, ces kystes peuvent rester viables pendant 15 a 20 ans
(Stone, 1972).

Le développement des Globodera est influencé par de nombreux facteurs externes, dont
les plus importants sont: la température, I’humidité, la texture et les propriétés chimiques du sol
(McSorley, 1998; Ebrahimi et al., 2014). En fonction des conditions climatiques, ce parasite
peut avoir une ou deux générations par an (Turner et Evans, 1998).

Ainsi, I’optimum des températures qui favorise 1’éclosion des larves se situe entre 15 et
20° C (schneider et Mugniéry, 1971). Globodera pallida semble étre mieux adapté aux climats
froids avec des températures allant de 10 a 21°C, tandis que Globodera rostochiensis préfere des
températures variant entre 15 et 25°C (Van Riel et Mulder, 1998).

D’apres Franco et al.(1998), le pourcentage d’éclosion des juvéniles aprés huit semaines
montre que les populations de Globodera rostochiensis éclosent mieux a une température qui
dépasse les 20°C. Tandis que la température optimale pour une bonne éclosion des populations
de Globodera pallida est de 10°C.

De méme, 1’éclosion des ceufs est inhibée par la sécheresse et I’humidité du sol. L’aération
du sol est directement liée a la quantité d’eau qu’il contient et la taille des pores (Schneider et
Mugniéry, 1971). En effet, dans un sol saturé d’eau, la baisse de concentration en oxygeéne peut
induire une forme de quiescence des larves (De Guiran, 1971). Ces dernicres sont actives dans
un sol ayant un taux d’humidité de 40% a 60% avec un pH. voisin de la neutralité de 6 (Reddy,
1983; Yepsen, 1984; McSorley, 1998).

La sévérité des attaques des Globodera varie avec le type de sol. Généralement, ce genre
s’adapte a plusieurs textures, et les dégits sont plus accentués en sol léger et poreux,

particulierement les sols sableux (schneider et Mugniéry, 1971; Trudgill et al., 1998).
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Figure 3 : Cycle de vie des nématodes a kystes Globodera spp. (Evans et Stone, 1977).
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4. Symptomatologie, dégat et seuil de nuisibilité

Il est peu probable de faire un diagnostic exacte d’une maladie vermiculaire au seul
examen de I’aspect externe du végétal. Dans tous les cas, il faut confirmer par une analyse
nématologique qui s’avere indispensable.

Les symptomes aériens et souterrains de la plante peuvent étre ainsi décrits :

4.1. Symptomes sur la partie aérienne

Les symptomes ne sont pas spécifiques sur la partie aérienne de la plante et se traduisent
par :
*Une décoloration générale des plantes et une faible croissance en une ou plusieurs zones du
champ appelées « des plages ».
*Une diminution de la vigueur du végétal et une déficience généralisée due a 1’action du
pathogene.
*Un flétrissement et un jaunissement des feuilles.

*Une floraison réduite (Brodie, 1998b; Agrios, 2005; Dyakov et Zinovyeva, 2007a).

4.2. Symptome sur la partie souterraine

Les racines infestées sont trop courtes. On peut voir a I’ceil nu un certain nombre de
femelles fixées sur leur longueurs. Ce nématode cause aussi une dégradation du systéme
racinaire qui se traduit par une déficience minérale de la plante (Hockland, 2002 ; Agrios, 2005).
La taille du tubercule peut étre réduite et la qualit¢ du produit endommagé (Schneider et
Mugniery, 1971 ; Fatemy et Evans, 1986 ; Chauvin et a/., 2008).

Cependant, I’importance des dégats causés par les nématodes dépend d’un grand nombre
de facteurs, comme leurs nombres, la virulence de 1’espéce, la résistance ou la tolérance de la
plante- hote, les facteurs climatiques et le type de sol (Coyne et al., 2010).

Les nématodes a kystes Globodera spp. appartiennent au groupe des endoparasites
sédentaires les plus dangereux. Ils présentent une menace importante sur les cultures, notamment
la culture de la pomme de terre. Les dommages dus a ces nématodes sont plus graves surtout
dans le cas des Globodera pallida a cause du manque des cultivars résistants a cette espeéce
(Whitehead et Turner, 1998).

Etablir la relation entre la population des nématodes avant la culture et le rendement est un
objectif primordial. Il faut souligner I’intérét qu’il ya de prévoir les risques dus aux nématodes
mais aussi le caractére souvent insidieux des attaques aux champs. Selon Scotto La Massesse
(1986), I’incidence de la maladie dépend des densités initiales des populations (p;), elle varie en

fonction des conditions climatiques et édaphiques.
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En revanche, I’évaluation des pertes causées par les nématodes est difficile a établir de
maniere précise. Leur effet dépend de la pathogénie, des conditions du sol, du milieu, ainsi que
I’espece, voir méme la variété du végétal (Phillips et Trudgill, 1998).

Ainsi, la connaissance des seuils de nuisibilité résulte des tests menés dans les conditions
de plein champ, ou encore en pot. Il est estimé a 10 larves de deuxiéme stade L, par gramme de
sol (Mugnicry, 1982). Les dommages sont prévenus chez un cultivar intolérant lorsque la densité
des Globodera est de 2 ceufs/g de sol (Whitehead et Turner, 1998).

Le seuil de nuisibilit¢ de Globodera rostochiensis est estimé a 1-3 ceufs /g de sol en
Norveége (Moxnes et Hausken, 2007).

La gravité des dégats est fortement liée aux nombres d’ceufs du nématode par unité du sol.
On estime une perte de rendement qui varie entre 20% a 70% avec une densité initiale de la
population de 8 et 64 ceufs/g de sol (Evans, 1982 ; Greco et al., 1988).

En Amérique du Sud (le Pérou et la Bolivie), les pertes de rendement des pommes de terre
dues aux Globodera spp. sont estimées de 13.2% a 58%. En Chili une inoculation des cultures
de pomme de terres par des ceufs de Globodera rostochiensis a des densités initiales de 12, 32
et 128 ceufs/g de sol provoque des réductions de rendements de 20%, 50% et 70%
respectivement (Franco et al., 1998).

En Russie, la perte de rendement causée par Globodera rostochiensis (R01) varie entre 30
et 80% selon la sensibilité des cultivars et la densité¢ des nématodes dans le sol (Matveeva et al.,
2010).

Enfin, les dégats peuvent étre plus importants du fait que ces nématodes créent des portes
d’entrée pour d’autres agents pathogeénes en synergie, c’est le cas des champignons comme
Verticillium dahlaie et Rhizoctonia solani qui constituent parfois des facteurs limitants d’une
culture donnée (Whitehead, 1983; Whitehead, 1998; Kiani et a/., 2013). De méme la présence de
Globodera spp. joue un role important dans la propagation de certaines bactéries comme
Ralstonia solanacearum (Winslow et Willis, 1972; Evans et al., 1993; Khan, 1993; Turner et
Rowe, 2006 ).
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5. Techniques d’identification des nématodes dorés

La distinction entre Globodera rostochiensis et Globodera pallida et leur séparation des
autres espeéces de Globodera est un élément clé pour la plupart des schémas de gestion de ces
parasites. Parmi les méthodes d’identification de ces nématodes, on peut citer :
5.1. Identification morphologique

Elle se base sur I’observation de la couleur des femelles au cours de son passage du blanc
au jaune chez Globodera rostochiensis ou blanc continu chez Globodera pallida (Fleming et
Powers, 1998a). Les caractéristiques morphologiques et morphométriques des juvéniles de
deuxiéme stade et des kystes (Figure 4) jouent un réle important dans 1’identification de I’espece
(Franco et al., 1998 ; Skantar et al., 2007 et 2011). D’aprés Fleming et powers (1998b), la zone
périnéale révele la différence entre les deux espéces. Les principaux caracteres sont : le nombre
et la forme des stries sur 1’axe anus-vulve, la distance entre I’anus et la vulve, le diamétre de la
fenétre vulvaire, le rapport de Granek (distance vulve anus /diametre de la fenétre vulvaire). Les
caracteres principaux pris en considération pour I’identification des juvéniles de deuxieme stade
sont la longueur du stylet et la forme des boutons basaux du stylet (Baldwin, 1988; Franco et al.,
1998).

Il s’est avéré que cette méthode de diagnostique prend beaucoup de temps et elle est
couteuse (Fleming et Powers, 1998b).
Tableau 1 : Différence entre les deux espéces Globodera rostochensis et Globodera pallida

(Fleming et Powers, 1998Db).

Caracteres d’identifications Globodera rostochiensis Globodera pallida

Surface antérieure plate a
Forme des boutons basaux du Surface antérieure ronde

stylet des J2 concave
Longueur du stylet des J2 21-23(22) 21-26 (>23)
Nombre des stries entre 1’anus et 12:31(>14) 8-20 (<14)
la bordure de fenétre
Diameétre de la fenétre vulvaire 8-20 (<19) 18-21 (>19)
Distance entre I’anus t la 37-77 (>55) 22-67 (<50)
bordure de fenétre
Le rapport de Granek
1.3-9.5 (> 3) 1.2-3.5 (<3)

(distance vulve anus /diamétre de

la fenétre vulvaire).

Les mesures sont en um. entre parenthéses représente la valeur moyenne.
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Globodera Anus Fenestral shelf Vulval basin
Vulval slit
Transfenestral bar
Perineal region Cuticular ridges Fenestra Papillated
crescent

(a) (b)
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Figure 4 : Différentes mensurations prises lors de I’identification morphologique des Globodera

spp.. (a) : localisation de la région périnéale au niveau de kyste de Globodera spp., (b): région périnéale, (c) : forme du

stylet des juvéniles de quatre especes de Globodera (Fleming et Powers, 1998b). (d) : Globodera pallida et Globodera
rostochiensis. Globodera pallida ; A/ larve du deuxiéme stade; B/ terminaison antéricure des juvéniles L,; H/
terminaison antéricure du male. Globodera rostochiensis ; C/ larve du deuxiéme stade, D/ terminaison antéricure des

juvéniles L,, E/ male, F/ terminaison antérieur du male, G/ terminaison de la queue du male (Whitehead, 1998).
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5.2. Identification biochimiques

Les méthodes d’analyses biochimiques ont permis de révéler I’activité des enzymes
hydrolytiques et protéolytiques, ainsi que les exsudats des nématodes depuis plus de 30 ans. La
technique la plus connue repose sur [’utilisation de [I’électrophorése des protéines et la
focalisation iso¢lectrique (IEF). Elle est rapide et ne demande pas trop d’échantillons. Les
protéines sont séparées par un gradient de pH. (Fleming et Powers, 1998b; Dyakov et Zinovyeva,
2007b).

De méme, 1’identification des Globodera spp. est fondée sur la caractérisation des lipides
et I’hydrate de carbone (Subbotin et al., 1999).

Bien que cette méthode ait été utilisée largement et avec succes pour les diagnostics des
nématodes a kystes de la pomme de terre, certains problémes ont été rencontrés. Ceux-ci inclus
I’incapacité de cette technique de résoudre les bandes de diagnostics de trés faible viabilité de
kystes de Globodera. De plus, les contaminations fongiques et bactériennes conduisent a une
détection de protéines qui n’appartiennent pas a ces nématodes (Fleming et Powers, 1998b).

5.3. Identification immunologiques

Les distinctions des protéines des espéces peuvent étre décelées par des méthodes
immunologiques a partir de la technique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSubstrate Assay). Elle
se fait également par la méthode de production de protéines monoclonales et polyclonales qui
reconnaissent de multiples déterminants antigéniques dans les nématodes. Ceux-ci, peuvent étre
utilisées pour détecter I’homologie sérologique (Fleming et Powers, 1998b; Schots et al., 1992 ).

Les tentatives initiales de développement de cette derniere pour les diagnostics des
nématodes visaient a injecter des nématodes ou des extraits de nématodes a des lapins, (Hussey,
1979). Cependant, le niveau de discrimination des espeéces de nématodes et les pathotypes
peuvent continuer a étre médiocre (Fleming et Powers, 1998b).

5.4. Identification moléculaire

Ces méthodes conduisent aux variations génétiques existant au niveau de I’ADN (Fleming
et Powers, 1998b). On distingue :

5.4.1. La PCR (Polymérase Chain Réaction ou Réaction de Polymérisation en Chaine)

C’est une technique qui permet d’amplifier de manic¢re exceptionnelle une région bien
précise de I’ADN. L’extraction de I’ADN de 1’organisme est une phase primordiale qui précede
la PCR, ’ADN extrait doit étre amplifiée par la réaction de polymérisation en chaine (PCR)
(Donn et al., 2008; Huybens, 2009; Tanaka et al., 2012). Chaque cycle de PCR est constitu¢ de
trois étapes: La dénaturation qui consiste a séparer les deux brins de I’ADN pour I’obtention de
I’ADN matrice simple brin. En plus, le tube de réaction contient une polymérase a ADN

(complexe enzymatique permettant la réplication de ’ADN), des désoxyribonucléotides (unité
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de composition de ’ADN, DNTP, A-T-C-G) et du tampon. Ensuite 1I’hybridation et I’élongation
dont des amorces (petit morceau d’ADN dont la séquence est complémentaire a I’extrémité 3’ du
fragment a amplifier) sont ajoutées (Glick et Pasternak, 1998; Nautiyal and Dion, 2008). La
réaction de polymérisation en chaine est réalisée dans un appareil (thermocycleur) qui permet
des variations rapides de températures a des durées programmées (Bakker et a/., 1993; Fleming
et power, 1998b). D’autres méthodes a PCR sont spécifiques pour ces especes. Elles sont basées
sur I’ADNr comme la PCR multiplex développée par Bulman et Marshall (1997), ou développée
par les fragments de RAPD (Fullaondo et al., 1999). De méme, la PCR en temps réel (Real time
PCR) est utilisée pour I’identification et la quantification de ces espéces (Reid et al., 2015).
5.4.1.1. La PCR-ITS-ADNr (Internal transcribed spacer ou la région de I’éspaceur
transcrit interne de I’ADN ribosomique)

C’est une portion d’ADN située entre les génes de la petite et de la grande sous unité de
I’ARN ribosomique. C’est une région non codante, et hautement polymorphe. L’ADN
ribosomique est formé d’une répétition de domaines NTS, ETS, ARN 18S, ITS1, ARN 5.8, ITS2
et ARN 28S, plus ’ARN 5S (Fleming et al., 1993; Powers et al.,1997; Szalanski et al.,1997;
Fleming et Powers, 1998; Skantar et al., 2007). Les séquences de I'ITS ADNr peuvent faciliter
I’identification rapide de la plupart des espéces de nématodes a kystes. Elles sont utilisées
¢galement en relations phylogéniques (Subbotin et al., 2000, 2001; Powers, 2004; Imren et al.,
2015). Cependant, la région ITS est moins conservée que les geénes ribosomiaux que les
flanquent, ce qui permet la construction d’amorce PCR., et la détection de polymorphisme
(Vrain et al.,1992; Wendt et al., 1993; Zijlstra et al., 1995; Thiéry et Mugniéry,1996; Veji et al.,
2002; Madani et a/, 2004).
5.4.1.2. La PCR cytb gene mtDNA (le gene Cytochrome b de I’ADN mitochondrial)

L’ ADN mitochondrial est une petite partie d’ADN située dans les mitochondries, la plus
grande partie d’ADN se trouve au niveau du noyau cellulaire. Il est fortement conservé, ce qui
rend utile 1’étude des relations phylogéniques des organismes. Le géne mitochondrial Cytb est un
excellent marqueur pour 1’é¢tude des variations intra spécifiques. Il permet la détermination de
I’origine de nouvelles populations de Globodera pallida (Picard et al., 2007; Plantard et al.,
2008; Madani et al., 2010).
5.4.1.3. La PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisme ou Polymorphisme
de longueur des fragments de restriction)

Le marqueur RFLP ou polymorphisme de longueur des fragments de restriction repose sur
la digestion enzymatique des ADN par des endonucléases de restrictions en des séquences
courtes spécifiques. Les fragments obtenus sont ensuite séparés selon leur taille par

¢lectrophorese (Orui, 1996 et 1998; Orui et Mezukubo, 1999; Takemoto et al., 2005). Dans le
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cas des nématodes a kystes de la pomme de terre, ’amplification par PCR des régions ITS1 et
ITS2 de I’ADN ribosomique est combinée avec cette technique (PCR-RFLP) pour une meilleure
identification des especes (Thiéry et Mugniéry, 1996; Bulman et Marshall, 1997; Subbotin et al/.,
2000; Uehara, 2005).

En outre, la PCR-RFLP a certaines limites; quelques enzymes sont rares et donc
excessives, parfois la digestion des produits de PCR n’est que partielle, ou de petites différences
entre les produits de digestion rendent 1’analyse difficile (Toumi et al., 2013).
5.4.1.4. Electrophorése d’acides nucléiques

Les fragments d’ADN peuvent étre analysés et séparés suivant leur taille sur un gel
d’agarose ou d’acrylamide. Le mélange contenant ’ADN coupé par des enzymes de restriction
est déposé a I’extrémité d’un gel qui est ensuite soumis a un champ électrique. Le gel est alors
observé sous une lampe a ultraviolet et la taille des fragments est déterminée par comparaison a
un marqueur de taille. Il suffit ensuite de développer un film photographique ordinaire pour voir
apparaitre des signaux (bandes) noirs correspondant aux molécules radioactives (Tagu, 1999;
Boujard et al., 2015).
5.4.1.5. Le Séquencage

Le séquencage de I’ADN consiste a déterminer la succession des nucléotides d’un
fragment d’ADN donné. Cette technique a été utilisée par plusieurs auteurs pour I’étude de la
variabilit¢ génétique inter et intra spécifique chez les nématodes, ainsi que les relations
phylogénétiques entre les différentes espéces y compris les nématodes a galles Meloidogyne sp.,
les nématodes a kystes des céréales Heterodera avenae et de la pomme de terre Globodera spp.
(Thiery et Magniery, 1996; Griffiths et a/., 2006; Madani et al., 2010; Subbotin et al., 2011; Naz
et al.,2012; Baklawa et al., 2015).

6. La lutte contre Globodera spp.

Une fois que le nématode doré infeste le champ, il est pratiquement impossible de
I’éradiquer parceque les capacités de survie de ses ceufs enkystées dans le sol sont supérieures a
vingt ans (Agrios, 2005). De ce fait, il est assez rare que I’emploi d’une seule méthode de lutte
ait ’effet durable satisfaisant. C’est pourquoi il semble plus judicieux de combiner plusieurs
méthodes culturale, biologique et chimique afin de réduire les dégats occasionnés par ce parasite
(Franco et al., 1998).

Les objectifs de la lutte contre les nématodes a kystes de la pomme de terre est de
prévenir a court terme, les pertes significatives de production des tubercules et leurs qualités. A
long terme, le but est de prévenir ’infestation ¢levée des sols a culture successives de pomme de

terre (Whitehead et Turner, 1998).
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6.1. Les mesures prophylactiques

La prophylaxie comprend I’ensemble des précautions a prendre pour €éliminer toute source
de contamination des zones indemnes et de limiter la multiplication du nématode (Turner and
Evans, 1998).

Les nématodes a kystes de la pomme de terre sont inscrits parmi les parasites de
quarantaines. La prévention commence par 1’application des textes réglementaires et par le
contréle des végétaux aux frontiéres pour éviter l'introduction des plants ou de semences
contaminées (Brodie, 1998a). De méme, utiliser des plants sains et des semences certifiées,
planter dans des parcelles indemnes, nettoyer le matériel de travail du sol, les chaussures et les
roues des tracteurs avant et apres 1’utilisation (Hockland, 2010).

En Algérie, les mesures ont été introduites en 1961 afin de régulariser I’importation et le
transport des plants et les produits végétaux qui sont capables de porter des nématodes a kystes
de la pomme de terre. Les sols utilisés par les pépinieres qui cultivent des légumes, ont été
d’abord examinés par les services de la protection des végétaux (Spears, 1968 in Kleynhans,
1998).

6.2. La lutte curative
6.2.1. Les méthodes culturales

La conséquence des pratiques agricoles est la principale cause des dégats dus aux
nématodes. Parmi ces méthodes nous citons :

-La rotation des cultures : Elle a pour but d’introduire dans le systéeme cultural des espéces non
hote. Elle permet la réduction de la population de nématodes chaque année d’environ 30%
(Ritter, 1971 ; Whitehead, 1998). Le pourcentage de diminution des ceufs chaque année varie
entre 20% et 49% (Whitehead et Turner, 1998). De méme, la réduction des ceufs vivants a
I’intérieur des kystes des Globodera devient significative aprés 6 ans de rotation en 1’absence de
la plante hoéte (Hockland, 2010). Ces résultats sont soutenus par les travaux de Phillips et
Trudgill (1998) et Whitehead et Turner (1998) qui confirment une stabilisation d’une densité
initiale de 100 ceufs/g de sol a 8 ceufs/g de sol aprés 4 ans de rotations.

-Les cultures piéges : Elle se base sur I'utilisation d’une plantation de pomme de terre pour
stimuler 1’éclosion des nématodes et I’invasion des racines de pomme de terre. Les larves ne
peuvent pas se nourrir sur les racines et les plantes sont détruites avant que les femelles ne soient
fécondées (Trudgill et al., 1998). Mis a part la pomme de terre, la plante piege la plus utilisée est
la morelle de Balbis Solanum sisymbriifolium (Scholt, 2000; Chauvin et al., 2008 ). Une étude
récente a montré une réduction significative de 99% de la reproduction des Globodera pallida
sur culture de pomme de terre apres I’application de la morelle de Balbis Solanum

sisymbriifolium (Dandurand et Knudsen, 2016). En France, une population de Globodera pallida
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a été réduite de 80% par an grace a la culture des plantes pieges, en particulier la pomme de terre
cultivée (Mugniery et Balandras, 1984).

-Jachere et labour : La jachére empéche le développement des nématodes sans entrainer leur
disparition compléte du sol (Everts et al., 2006). Les labours profonds permettent la diminution
des populations de nématode par dessiccation pendant les périodes seches (Harranger, 1971).

La lutte contre les nématodes en laissant des champs en jachere ou labourés est en relation
avec la rotation des cultures. La dessiccation, la chaleur et I’absence de plantes-hotes réduisent
les populations de nématodes (Cayrol et a/ ., 1992).

En Bolivie, une densité de population de nématode a kystes de la pomme de terre a été
réduite a 0.25 ceufs/g du sol 10 ans apres la derniére culture de pomme de terre, et aucun kyste
n’a été détecté¢ dans le sol aprés 15 ans. De méme, une étude menée en Pérou a confirmé
I’absence totale des kystes dans le sol 5 ans aprés la mise des sols en jachére (Franco et al.,
1998).

Selon Mugniéry et Philips (2007), la récolte de la culture de pomme de terre avant la
maturité de la femelle peut entrainer une énorme diminution de la population des Globodera.

6.2.2. Les Méthodes physiques

Divers procédés physiques sont employés pour lutter contre les Globodera spp, parmi les
plus utilisés, nous citons la solarisation du sol, appelée ¢également chauffage solaire,
recouvrement plastique, paillage plastique, pasteurisation des sols ou encore désinfection solaire
(Jones, 1979 ; Siddiqui , 2005).

La plasticulture est une méthode écologique de désinfection des sols des agents
pathogénes qui attaquent les plantes. Elle est appliquée dans plus de 50 pays principalement
dans les régions chaudes et humides (Gill et a/., 2017). C’est une technique hydrothermique qui
consiste a recouvrir le sol avec un film plastique transparent pendant les périodes d’intenses
radiations solaires pour une durée de 4 a 8 semaines afin d’éliminer les agents pathogeénes
(Katan, 1987). L’efficacité de cette technique dépend de la nature, I’épaisseur et la couleur du
film (Katan, 2000). Le mode d’action de cette technique est d’ordre physique, chimique et
biologique (Stapleton, 2000; Siddiqui, 2005; Wang et al., 2006, Kaskavalci, 2007).

Une diminution de plus de 95% des effectifs de Meloidogyne incognita sur plants d'olivier
(Olea europea) en pépiniere ont été rapportés par Castillo et al., (2003). Ces mémes auteurs
affirment que le sol préalablement infesté par les ceufs et les masses d’ceufs du nématode est mis
en solarisation a des températures allant de 31.7 °C a 47.4 °C pendant 3 semaines.

Selon Siddiqui (2005), la solarisation du sol aboutit a une réduction de 83% a 100% pour

la population de Heterodera sp., et de 95% pour Globodera rostochiensis sur feve (Vicia fabae).
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Ces méthodes ne sont efficaces que lorsqu’elles sont utilisées en espaces restreints tels que
les serres et les pépiniéres. De méme, les colits du plastique et de son installation font de la
solarisation du sol une technique assez colteuse (Cayrol et al., 1992).

6.2.3. La lutte génétique

Elle se caractérise par ’utilisation de cultivars sélectionnés résistants aux nématodes
(Annexe 2). A I’heure actuelle, I’utilisation des variétés résistantes constitue une arme
extrémement importante contre ces nématodes que ce soit en terme d’efficacité économique ou
du respect de I’environnement (Burrows et Jones, 1993; Hooper et Evans, 1993 ; Dale et De
Scurrah, 1998). Les plantes définies comme résistantes sont celles dont 1I’expression des genes
réduit ou prévient le développement du nématode (Trudgill et al., 1998).

Plusieurs especes de pomme de terre cultivée Solanum tuberosum ont été reconnues
comme sources de résistance aux nématodes a kystes. Sur cette optique, il existe 135 cultivars
résistants aux Globodera rostochiensis, et 22 aux Globodera pallida. Chacun de ces cultivars
peut réduire I’infestation de sol en une saison a 80% et en trois ou quatre saisons a 99%
(Whitehead, 1998; Whitehead et Turner, 1998).

Chez la plupart des espéces apparentées a S.tuberosum, différents genes ont été
développés, c’est le cas de gene HI qui a montré une résistance spécifique a Globodera
rostochiensis possédant cingq pathotypes Rol a Ro5 dont deux groupes de virulence Rol-4 et
Ro2-3-5 (Philips, 1994). Ce géne agit lorsque les juvéniles induisent le syncytium, une forte
réaction nécrotique se produit. En conséquence, la larve de deuxiéme stade ne peut pas se
développer, soit elle meurt ou elle devient un male (Mugniéry et Philps, 2007).

Cependant, pour Globodera pallida qui possede 5 pathotypes Rol a Ro5 dont deux
groupes de virulence Rol-4 et Ro2-3-5 est dominé par plusieurs génes et la résistance est
partielle. Vu le manque important des variétés résistantes essentielles pour son contrdle, il est
nécessaire de développer d’autres facteurs génétiques impliqués dans la résistance a Globodera

pallida (Fleming et Powers, 1998a).

Enfin, I'utilisation de ces variétés se heurte souvent a I’apparition des populations
virulentes de nématodes qui arrivent a contourner la résistance qui peut limiter 1’efficacité de ce

moyen (Castagnone —Sereno, 2002).
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6.2.4. Méthodes chimiques

Les moyens employés consistent a désinfecter les sols contaminés a l'aide de nématicides
fumigants dont leur vapeur toxique sature l'atmospheére en remplissant les pores du sol et tuent
les nématodes par asphyxie. L’emploi de ces fumigants est difficile. Ils nécessitent un

appareillage assez complexe et sont utilisés avant la mise en place des cultures (Whitehead et

Turner, 1998).

De plus, les sols sont traités par des nématicides systémiques qui sont représentés par les
carbamates (Aldicarbe, Carbofuran) et les organophosphorés (Ethoprophos, Phenaniphos,
Cadusaphos). Ce sont des traitements réalisés pour protéger les cultures en place. Ils agissent
par ingestion et empéchent la pénétration des nématodes dans les plantes hotes en inhibant la
sécrétion de 1’acétylcholinestérase. Ils ne nécessitent pas de matériels spécialisés et sont faciles a

l'emploi (Eissa, 1971; Whitehead, 1998).

En Angleterre, la multiplication des Globodera rostochiensis dans 76 sols est réduite a
80% a une dose de 5.6 Kg d’oxamyl/ha, alors que la multiplication des Globodera pallida est
réduite seulement a 42% (Whitehead et Turner, 1998).

En France, I’application de I’Ethoprophos avec deux années de cultures piéges conduit a

une réduction moyenne de 98,5% de Globodera pallida (Mugniery et Balandras, 1984).
Les nématicides homologués en Algérie sont représentés en Annexe (3).

En effet, les produits fumigants polluent les nappes phréatiques et laissent des résidus
dangereux pour les consommateurs. C'est ainsi que certains pays d'Europe (Suisse, Hollande,

Allemagne) ont déja interdit I'emploi de ces gaz nématicides (Djian-Caporalino, 1991).

Les nématicides systémiques a leurs tours empoisonnent la séve des plantes en laissant

dans celles-ci des résidus extrémement toxiques.

En conséquence, I'utilisation de ces produits phytosanitaires est remise en question du fait
des problémes qu'ils peuvent présenter au niveau sanitaire ou environnemental (Winslow et

Willis, 1972). De ce fait, il est nécessaire de développer d’autres méthodes de lutte.
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6.2.5. La lutte biologique

La lutte biologique contre les nématodes phytophages se manifeste par ’utilisation des
microorganismes se trouvant en faible quantité dans les sols naturels. Cette approche vient pour
éviter les conséquences dramatiques de 1’utilisation abusive des produits phytosanitaires sur
I’environnement et 1’étre humain. L’incorporation en quantités suffisantes de ces agents dans le
sol favorise leur action spécifique contre les populations de nématodes. Les plus connus et les
plus utilisés sont les champignons nématophages et les bactéries (Djian-Caporalino et Panchaud-

Mattei, 2002).

*Les champignons nématophages
Ils peuvent étre prédateurs ou endoparasites. Parmi ces derniers les plus utilisés contre le

genre Globodera sont:

Paecilomyces lilacinus: ce champignon hyphomycéte détruit les ceufs en pénétrant
directement dans 1’ceuf du nématode aprés formation d’un appressoria. Cette infection est
assurée par la production des leucotoxines, des chitinases et des protéases. Il est trés efficace
contre les genres Globodera et Heterodera (Kiewnick et Sikora, 2006a; Kiewnick et Sikora,

2006b; Chunlong et al., 2014).

Ce champignon (souche 251) a ét¢ commercialisé par la société BIO-AC Technologie et
n’est adapté qu’aux conditions tropicales : températures élevées et pH acides (Richardson et
Grewal; 1993; Djian-Caporalino et Panchaud-Mattei, 2002). Actuellement, il est utilis¢ comme
un nématicide biologique sous le nom commercial de Melecon WG (water dispersible granule

formulation) (Kiewnick et sikora, 2006b).

Pochonia chlamydosporia (=Verticillium chlamydosporium): 11 présente une aptitude
parasitaire limitée aux stades de I’embryogénese. Il a une propriété importante qui réside dans
I’aptitude de former de nombreux chlamydospores qui sont libérés dans les sols. Lorsqu’il se
trouve en conditions favorables, il produit des protéinases ayant une activité nématicide contre
les ceufs et les femelles des nématodes a galles et a kystes (Kerry, 1988; O'flaherty et al., 2003;
Mayer et al., 2004 ; Van Damme et a/. 2005; Manzanilla et a/., 2011).

Arthobotrytis irregularis et Arthrobotrys dactyloides: ces champignons prédateurs et
Hyphomycetes piegent les juvéniles avant leur pénétration dans les racines suite a un processus
de reconnaissance spécifique entre le champignon et le nématode. Ils se caractérisent par leur

capacités a produire des organes de captures tels que les anneaux constricteurs, les boutons
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adhésifs, les réseaux ou encore les spires. Ils doivent étre appliqués avant le semis pour leur
donner le temps nécessaire de coloniser le sol avant I’éclosion des larves (Cayrol et Frankowski,

1979; Mugniéry et Philips, 2007; Kumar et al., 2014).

Le peu de succeés qu’a connu la lutte biologique est due essentiellement a la difficulté
d’application de ces champignons, leur prix, et la diversité des résultats. Il réside également dans
leur sensibilit¢ commerciale, la méconnaissance de 1’écologie de ces organismes et la réceptivité
du sol qui reste tres variable. De ce fait, peu d’applications sont disponibles. Celles qui existent
ne sont utilisées qu’a des situations exceptionnelles (Verderjo —Lucas et al., 2003; Mugniéry et

Philips; 2007).
*Les bactéries

Plus d’une centaine de bactéries ont été identifiées comme ayant un potentiel d’utilisation
en lutte biologique. Ces bactéries appartiennent essentiellement a trois grandes familles qui sont

les Bacillaceae, les Enterobacteriaceae, et les Pseudomonaceae (Starnes et al., 1993).

Pasteuria penetrans est I’espéce qui a fait I'objet d’études de plus en plus poussées contre
certains nématodes comme les Meloidogyne. Sa culture en milieu artificiel n’est pas encore
possible a 1I’échelle industrielle. Son application pratique est limitée a des petites zones telles que
les serres (Djian-Caporalino et Panchaud-Mattei, 2002; Davis et Williamson, 2006; Mugniéry et
Philips; 2007).

D’autres rhizobactéries comme Pseudomonas spp. notamment Pseudomonas aeruginosa et
Pseudomonas fluorescens peuvent diminuer les dommages causés par les Meloidogyne sur
culture de tomate, et les Globodera rostochiensis sur culture de pomme de terre (Cronin et al.,

1997; Siddiqui et Shaukat, 2004; Trifonova et al., 2014).

Reitz et al.,(2000) rapportent que la rhizobactérie Rhizobium etli souche G12 induit une
résistance systémique aux racines de la pomme de terre infestée par les Globodera pallida.
Cependant, la grande spécificité d’action de ces bactéries et leur efficacité dans des conditions
climato-édaphiques bien définies présentent un obstacle pour son utilisation pratique. De méme

leurs applications pratiques a grande échelle ne sont pas encore envisageables.

De nos jours, I’agent biologique le plus prometteur est probablement la bactérie ou
I’actinomycete Bacillus spp. avec ses différentes especes : Bacillus thuringiensis, B.cereus,
B.sphaericus, B. anthracis, B.subtilis, B.pasterii, B.pumilus (Crickmore et al., 1998; Kerry,
2000; Kloepper et al., 2004; Mugniéry et Philips; 2007).
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Bacillus sp. est un endoparasite obligatoire dont les spores disséminées dans le sol se
fixent sur la cuticule des nématodes comme les Globodera, les Pratylenchus et aussi les

Meloidogyne (Richardson et Grewal, 1993; Mugniéry et Philips; 2007).

Selon Siddiqui et al. (2000), les bactéries diminuent ’infection des nématodes soit en
agissant comme concurrents pour 1’espace ou 1’habitat dans ou sur les racines, soit par la mort
directe des nématodes par les métabolites nématoxiques. La caractéristique la plus importante de
cette bactérie se trouve dans sa capacit¢ de produire des endospores dans des conditions

défavorables (Kloepper et al., 2004).

Selon Bravo et al.(2011), Bacillus thuringiensis (BT) est une bactérie a gram” qui produit
des protéines insecticides (Cry et Cyt toxines) durant sa phase de sporulation pour tuer ses hotes
larvaires de certains insectes (Lépidopteres, Dipteres et Coléopteres). De plus, cette bactérie

s’est avérée tres active contre les nématodes grace a ses protéines cristallines (Wei et al., 2003).

Giannakou et al. (2004) affirme que 1’application d’un bio-nématicide a base de la souche
Bacillus firmus a une dose de 70 g /m” supprime significativement le nombre des juvéniles de

Meloidogyne spp. a la fin de la saison de culture.

Enfin, cette bactérie ouvre de grands horizons sur 1’utilisation d’une alternative naturelle

pour une gestion efficace de ces nématodes.

* Substances naturelles ou extraits végétaux et huiles essentielles

Malgré la recherche de 1’effet nématicide des engrais verts et des bio-fumigants contre les
nématodes a kystes de la pomme de terre en soit a ses débuts, cela ne ’empéche pas de

contribuer a un programme global de controle durable (Hockland, 2010).

D’apres Kadioglu et Yanar (2004), les plantes sont capables de synthétiser plusieurs
milliers de substances chimiques pour se protéger contre les maladies et les organismes
nuisibles. Ces produits peuvent étre exploités pour I’élaboration de biopesticides qui seront

bénéfiques non seulement pour I’environnement, mais également pour la santé humaine.

Jusqu'a présent, plus de 200 espéces de plantes, appartenant a 80 familles différentes sont
¢tudiées pour leurs propriétés nématicides (Cayrol et al., 1992). Elles sont utilisées comme
engrais verts dans les assolements, ou sous forme de broyats, d'amendements incorporés au sol,
ou bien comme huile essentielle. Ces végétaux peuvent agir de différentes manicres, soit par
effet nématostatique tels que : le sésame Sesanum indicum (Pedaliaceae) et le gombo
Abelmoschus esculentus (Malvaceae) qui exsudent des amino-acides provoquant ainsi la
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paralysie des larves de Meloidogyne (Djian- Caporalino et Panchaud-Mattei, 2002). Ou bien
comme inhibiteur de 1’éclosion des ceufs comme 1’éragrostide : Eragrostis curvula (Poaceae) qui
a un effet ovicide sur les Meloidogyne, ou en empoisonnant les nématodes et provoquant la

mort, ¢’est le cas du coriandre Coriandrum sativum (Apiaceae) (Djian-Caporalino et al., 2005).

De nombreux travaux ont montré I’efficacité des extraits de plusieurs plantes appartenant a
plusieurs familles botaniques vis-a-vis des nématodes phytophages et particuliérement des
Meloidogyne comme les Asteraceae (Tagetes spp., Artemisia spp.), les Zygophyllaceae
(Peganum harmala), les Fabaceae (Crotalaria spp), les Meliaceae (Melia azedarach ,
Azadirachta indica ), les Lamiaceae ( Origanum spp, Ocimum basilicum)(Wang et al., 2003; El
Allagui et al., 2006; Sellami et Mezerket, 2006).

En plus de ces extraits, des études plus poussées ont permis 1’identification des composés
volatiles appelés huiles essentielles qui possedent des activités pesticides vis-a-vis de nombreux
bio-agresseurs. A cet effet, les travaux de Oka et al. (2000) signalent 1’efficacité des huiles du
Thym et de I’Origan qui inhibent I’éclosion de larves L, de deuxiéme stade de Meloidogyne

javanica a une concentration de 1000 ul/L.

En effet, les plantes peuvent étre toxiques et trés riches en huiles essentielles. Cette
derniére contient une dizaine de composés parmi lesquels les alcaloides, les diterpenes, les acides
gras, les glycosinolates, les isothiocyannates, les phénols les sesquiterpénes et les thienyls
(Gommers, 1981; Chitwood, 2002; Sellami et al., 2010a). Ces composés sont trés connus pour

leur activité nématicide.

En plus de I’effet nématicide, certaines huiles et extraits testés possédent une activité
insecticide (Khalfi et a/, 2008), fongicide (Dwivedi et al., 2015), bactéricide (El haras et al.,
2013), herbicide (Singh et al., 2005) et antioxydante (Khalighi-Sigaroodiet al., 2012).

Des ¢études récentes citent l'activité nématicide des algues qui agissent d’une maniére
similaire que les plantes nématicides. Ainsi, la combinaison de trois algues bleues ou
cyanophycées (Anabena oryzae, Nostoc calciola, Spirulina spp.) utilisées comme amendement

organique possedent un effet nématicide sur les Meloidogyne incognita (Stoll, 2002).

De méme, des travaux de recherches ont permis I’isolement et la caractérisation de
certains principes actifs, c’est le cas de la serpentine extraite de la pervanche de Madagascar
efficace contre les Meloidogyne. Les glucosinates et leurs dérivés de la famille des Brasicacées
interviennent également dans la réduction des nématodes (Djian-Caporalino et al., 2001; Lord et

al., 2011).
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6.2.6. La lutte intégrée

Selon Whitehead et Turner (1998), I’utilisation fréquente d’un nématicide non fumigant
peut conduire a une dégradation plus rapide des Globodera dans le sol. Ces nématicides
conduisent également a une sélection des Globodera pallida qui sont moins controlées que les
Globodera rostochiensis. En effet, le controle intégré est facile a atteindre pour les Globodera
rostochiensis que pour les Globodera pallida. Ces derniéres déclinent plus lentement sous
cultures non hotes. De méme, il ya peu de cultivars qui résistent d’'une maniére partielle a cette
espece. S’ajoute a cela, les nématicides granulaires qui ont montré une faible efficacité pour
contrdler la multiplication des Globodera pallida.

De ce fait, la combinaison de différentes stratégies de lutte est généralement employée
pour un contrdle durable des populations des nématodes et pour les maintenir & un niveau assez
bas pour que les dégats occasionnés soient économiquement tolérables (Whitehead, 1998). A cet
¢gard, certaines recherches témoignent 1’efficacité de 1’association de quelques cultivars
résistants et des nématicides fumigants et non fumigants a réduire les populations des deux
especes de Globodera, ce qui rendait leur contrdle intégré plus réussi (Phillips et Trudgill, 1998).

Néanmoins, des études récentes indiquent que 1’amendement des sols déja mis en jachere,
par un champignon Plectosphaerella cucmerinaa entraine une diminution de 64% de la
population de Globodera pallida sur culture de pomme de terre (Dandurand et Knudsen, 2016).

De plus, Umamaheswari et al.,(2012) affirment que la combinaison de 1’amendement
organique de tourteau de neem avec le champignon Trichodera virida provoque une faible
multiplication des Globodera dans le sol. De méme, cette application enregistre une croissance
significative de la pomme de terre, et une élévation considérable des rendements (18.44 t/ha).

Toutefois, le développement récent de nouvelles technologies comme les différentes
techniques d’identification et d’évaluation des nématodes, les variétés résistantes et les agents
biologiques antagonistes sont attendues pour améliorer la précision des diagnostics et surmonter
les risques des problémes potentiels. Ils ont donné ainsi une stratégie de contrdle plus efficace
des nématodes (Agrios, 2005).

C’est dans ce contexte que nous nous sommes focalisés dans notre étude sur
I’échantillonnage et 1’identification de différentes populations des nématodes a kystes de la

pomme de terre Globodera spp. en provenance de différentes régions de I’ Algérie.

31



CHAPITRE II

PRESENTATION DES SITES D' EXPERIMENTATION



I1. Présentation des sites d’expérimentation

Deuxieme Partie : Partie expérimentale

Chapitre II : Présentation des sites d’expérimentation

Objectif

L'objectif de notre travail consiste a étudier la distribution, la prévalence, le degré
d’infestation et la densité des Globodera spp. dans la wilaya d’Alger, de Ain Defla, de Blida, de
Bouira, de Boumerdes, de Chlef, de Skikda, de Tipaza, de Tlemcen, de Béchar et d’El Oued
(Oued Souf). 11 est suivi d’une identification moléculaire des espéces inféodées a la culture de la
pomme de terre. Les caractéristiques de chaque région sont énoncées dans les paragraphes

suivants.

1. Les caractéristiques des régions d’étude
1.1. La wilaya d’Alger

Elle est limitée géographiquement au nord par la Mer méditerrané, la wilaya de Blida au
sud, la wilaya de Boumerdés a 1’est, et enfin par la wilaya de Tipaza a I’ouest. Notre étude a été
menée dans les régions de Zeralda, Staoueli, H’rawa et Rouiba (Figure 5). La capitale de
I’ Algérie se caractérise par un climat méditerranéen ou les étés sont chauds et secs et les hivers
sont doux et pluvieux et parfois enneigés. Les températures hivernales varient entre 12.3° et
24.8° avec une moyenne de 33°C en juillet. La wilaya d’Alger recoit des quantités annuelles de
précipitations variant en moyenne entre 600 et 800 mm, le mois de Décembre est le mois le plus
arrosé, alors que le mois le plus sec est celui d’Aolt (Office National de Météorologie, 2017).
Le total des terres (surfaces des terres agricoles utilisées SAU) dans la wilaya d’Alger est de
37 209 hectares pour une superficie totale de la wilaya de 80 922 hectares. Les principales
productions végétales sont les agrumes, les fruits, les oliviers, les céréales, le maraichage, la
tomate industrielle et la pomme de terre. Cette derniére s’étend sur une superficie de 1 944 ha,
la production est de 733 325 gx avec un rendement de 377.2 qx/ha (Ministére de 1’ Agriculture et
du Développement Rural, 2014).
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Figure 5 : Régions étudiées au niveau de la wilaya d’Alger

(http:///www. maps. google. dz)
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1.2. La wilaya de Boumerdes

C’est une wilaya cotiere du centre du pays avec 100 km de profile littoral. Elle est située
dans le nord du pays a 45 km a I’est de la capitale Alger et a 52 km a 1’ouest de Tizi-Ouzou. Elle
est limitée géographiquement au nord par la Méditerranée, la wilaya de Bouira au sud, la wilaya
de Tizi Ouzou a I’est, et enfin par les wilayas d’Alger et de Blida a 1’ouest (Figure 6). Notre
¢tude a ¢t¢ menée dans les régions de Cap Janet, Mandoura, et Lagata. Cette wilaya est
caractérisée par un climat méditerranéen a hivers froids et humides, et étés chauds et secs. La
Wilaya est considérée parmi les régions les plus arrosées au niveau national. La pluviométrie est
irréguliere et varie entre 500 et 1300 mm/an, alors que les amplitudes thermiques annuelles sont
en générale faibles caractérisées par une période chaude qui s’étale de Juin a Septembre. Les
températures moyennes sont de 18°C dont Juillet est le mois le plus chaud avec 32,7°C, tandis
que le mois de Janvier est le plus froid avec 6,6°C (Office National de Météorologie, 2014). La
wilaya dispose d’une forte potentialité agricole qui s’étend sur une superficie totale de 99 592 ha
soit 68% de la superficie totale de la wilaya qui est occupée par les Céréales, les fourrages,
I’arboriculture et le maraichage, en particulier ; la pomme de terre. Cette derniére s’étale sur une
superficie de 3 812 ha avec une production de 1 157 115 gx pour un rendement de 303.5 gx/ha
(Agence Nationale de développement de I’Investissement, 2013 ; Ministere de 1’Agriculture et

du Développement Rural, 2014).
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Figure 6 : Régions étudiées au niveau de la wilaya de Boumerdés

(http:///www. maps. google. dz)
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1.3. La wilaya de Bouira

Cette région est limitée au nord et au nord-est par les wilayas de Tizi-Ouzou, Bejaia et la
chaine montagneuse du Djurdjura, au sud-est par la chaine montagneuse des Bibans et la wilaya
de Bordj Bou Arreridj, au sud-ouest par les montagnes de Dirah et la wilaya de M'Sila, et enfin a
I’ouest par les wilayas de Médéa et de Blida (Figure 7). Notre étude a ét¢ menée dans la région
de Ain Bessam. La wilaya de Bouira est caractérisée par un climat continental, froid et pluvieux
en hiver, chaud et sec en été. Les précipitations sont faibles et irrégulieres de 1’ordre de 450 a
500 mm/an. Le mois de Décembre est le mois le plus pluvieux avec une pluviométrie moyenne
de 148 mm, tandis que le mois de Juillet s'avere le plus sec avec une pluviométrie de 2 mm. La
température annuelle moyenne de cette Wilaya est de 18°C, la minimale est de 5.3°C enregistrée
au cours du mois de Décembre, alors que la température maximale (35.7°C) est celle du mois
d’Aoit (Office Nationale de Météorologie, 2015). La wilaya de Bouira est connue par sa
vocation principalement agricole ; la superficie Agricole Utile (SAU) est estimée a 190 060 ha
(42.67% de la superficie de la wilaya) qui est a prédominance céréalicre, ol€icole et maraicheres
spécialement au périmetre de M’cheddallah et les aribs (Ain Bessem). La superficie occupée par
la pomme de terre est évaluée a 5 522 ha, avec une production de 1 760 499 gx pour un
rendement de 318.8 gx/ha (Agence National de Développement de I’Investissement, 2013;
Ministére de 1’ Agriculture et du Développement Rural, 2014).

Figure 7: Région étudiée au niveau de la wilaya de Bouira

(http:///www. maps. google. dz)
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1.4. La wilaya de Blida

Elle se trouve au nord du pays dans le Tell central au contact de 1’Atlas Blidéen et de la
Mitidja. Elle est délimitée au nord par les wilayas d’ Alger et de Tipaza, a ’est par les wilayas de
Boumerdés et de Bouira et au sud par les wilayas de Médéa et de Ain Defla. Notre étude a été
menée dans les régions de Mouzaia, El Affroun, Meftahl, Meftah2, et Mefteh3 (Figure 8). La
ville des roses est dotée d’un climat méditerranéen propice a 1’agriculture. La pluviométrie est
généralement plus importante dans les montagnes que dans la plaine. Les précipitations sont trop
fortes en mois de Décembre, Janvier, et Février. Quant aux températures annuelles moyennes,
elles varient entre 15°C et 21° C. Le mois le plus chaud est celui d’Aotut (29°C), alors que le
mois le plus froid est celui de Janvier (9°C) (Office National de Météorologie, 2014). Cette
wilaya est reconnue par sa vocation purement agricole avec une Superficie Agricole Totale
(SAT) qui s’¢leve a 67 700 ha, et une superficie agricole utile (SAU) qui atteint 56 474 ha, ce qui
représente 83.42% de la SAT. Elle se compose principalement de la plaine de la Mitidja ou ony
trouve des agrumes, des arbres fruitiers, des cultures fourrageres, de la céréaliculture, des
cultures maraicheres, de la viticulture, des cultures industrielles et de I’apiculture. Notons que la
zone de I’Atlas Blidéen et le piémont sont caractérisées pas des conditions favorables au
développement agricole. La culture de la pomme de terre s’étend sur une superficie de 836 ha, la
production est de 492 800 gx et le rendement est de 589,5 gqx/ha (Agence Nationale de
Développement de 1’Investissement, 2013 ; Ministere de 1’Agriculture et du Développement

Rural, 2014).
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Figure 8: Régions étudiées au niveau de la wilaya de Blida

(http:///www. maps. google. dz)
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1.5. La wilaya de Tipaza

Elle est située au Nord du Tell central a 68 km de 1’Ouest de la capitale Alger. Elle est
limitée géographiquement par la mer Méditerranée au nord, la wilaya d’Alger a I’est, la wilaya
de Blida au sud-est, la wilaya d’Ain Defla au sud et la wilaya de Chlef a 1’ouest (Figure 9). La
présence de la mer, des reliefs du Chenoua et du Dahra donnent un paysage particulier d’intérét
agricole et touristique en méme temps. Notre étude a été menée dans les régions de Hajout,
Bourkika, Bousmail, et Douaouda. Les précipitations moyennes enregistrées font ressortir une
pluviométrie moyenne annuelle de 600 mm, la température varie entre 33°C pour les mois
chauds de 1’été (juillet et Aout) a 5.7°C pour les mois les plus froids de I’hiver (Janvier et
Février) (Agence Nationale de développement de 1’Investissement, 2013 ; Office National de
Meétéorologie, 2014). La surface agricole utile (SAU) est de 64 772 ha sur un potentiel de
72 929 ha. On distingue trois grandes zones agro-climatiques : le Sahel dont la vocation est
maraichére, la Mitidja qui constitue le berceau d’une agriculture intensive, et la zone
montagneuse qui est constituée par les monts de Dahra, le Zaccar et celui de Chenoua favorables
a D’arboriculture rustique, ainsi qu’a I’élevage. Le maraichage présente 14 623 ha soit 22.6% de
la surface agricole utile. La culture de la pomme de terre s’étend sur une superficie de 3 971 ha,
la production est de 1 035 470 gx et le rendement est de 260.8 qx/ha (Ministére de 1’ Agriculture
et du Développement Rural, 2014).
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Figure 9: Régions étudiées au niveau de la wilaya de Tipaza

(http:///www. maps. google. dz)
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1.6. La wilaya de Ain Defla

Elle est située au nord de 1I’Algérie a 145 Km au sud-ouest de la capitale du pays. Elle est
limitée par les wilayas de Tipaza au nord, de Chlef a 1'ouest, de Médéa et Blida au nord-est et de
Tissemsilt au sud (Figure 10). Notre étude a ét¢ menée dans les communes de M’khatria, Beni
Neghlene, et Khemis Miliana. Le territoire de la wilaya est modelé selon sa configuration
géographique avec les Monts du Dahra-Zaccar, les Monts de 1’Ouarsenis et la plaine de Cheliff.
Cette région se caractérise par un climat méditerranéen semi-aride avec un caractére de
continentalit¢ marqué par des écarts de températures entre les mois de Janvier et AoGt. Un hiver
froid et des gelées fréquentes allant du mois de Novembre au mois de Mai ; période durant
laquelle elle recoit une pluviométrie de 1'ordre de 500 a 600 mm/an. La texture de ses sols varient
entre les sols limono-argileux, argilo-limoneux et sablo-limoneux (Agence national de
I’Investissement, 2013; Direction des Services Agricoles, 2014). Elle recouvre une superficie
agricole totale (SAT) de 235 611 ha soit 51.8% de la superficie totale de la wilaya et une
superficie agricole utile (SAU) de 181 676 ha soit 77.1% de la SAT ou les cultures maraicheres
présentent une zone importante de production de la pomme de terre (Agence national de
Développement de 1’Investissement, 2013). Cette derniere s’étend sur une superficie de
24 525 ha, une production de 7 290 260 gx pour un rendement de 297.3 qx/ha (Ministére de
I’ Agriculture et du Développement Rural, 2014).

Figure 10: Régions étudi¢es au niveau de la wilaya de Ain Defla

(http:///www. maps. google. dz)
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1.7. La wilaya de Chlef

Elle est située dans le Tell occidental a 200 km a I’ouest d’Alger a mi-distance entre Alger
et Oran. Elle est limitée géographiquement au nord par la Mer méditerranée, la wilaya de
Tissemsilt au sud, les wilayas de Ain Defla et de Tipaza a I’est et enfin par les wilayas de
Mostaganem et de Relizane a I’ouest (Figure 11). La wilaya de Chlef est formée par quatre
ensembles géographiques, une cote Méditerranéenne s’étendant sur 120 km, la chaine de Dahra
au nord, les monts de 1’Ouarsenis au sud et la vallée du Chéliff entre les deux ensembles
montagneux. Notre étude a ét¢ menée dans les régions de Oued Fodda et de Oum Drou. Cette
région est caractérisée par un climat méditerranéen sub-humide dans la partie du nord et un
climat continental au sud, froid en hiver et chaud en été. C’est I’une des régions les plus chaudes
d’Algérie. La pluviosité est marquée par une grande variabilité, le cumul annuel est de 404.85
mm. La température moyenne annuelle de cette wilaya est de 1’ordre de 20.5°C. Le mois le plus
chaud est celui de Juillet avec une moyenne de 44.8°C. Tandis que le mois le plus froid
correspond a celui de Janvier avec une moyenne de 1 °C, ce qui entraine une durée de période
séche de six mois et dix jours. De plus, le type du sol de cette région est argilo-limoneux
(Agence de Bassin Hydographique Cheliff-zahrez, 2003 ; Office National de Météorologie,
2017). La surface agricole utile (SAU) est de ’ordre de 203.230 ha soit 77% de la superficie de
terre agricole totale (SAT) cultivée en céréales, légumes secs, agrumes, et aux cultures
maraicheres. La culture de la pomme de terre s’étend sur une superficie de 4 601 ha, la
production est de 1 827 260 gx et le rendement est de 397.1 gx/ha. Elle contient un massif
forestier formé particulierement par le chéne liege et le chéne vert (Direction des Services
Agricoles, 2008; Agence National de Développement de I’Investissement, 2008 et 2013;
Ministére de 1’ Agriculture et du Développement Rural, 2014).

Figure 11: Régions étudiées au niveau de la wilaya de Chlef

(http:///www. maps. google. dz)
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1.8. La wilaya de Tlemcen

La wilaya de Tlemcen est située sur le littoral nord-ouest du pays et occupe 1’Oranie
occidentale. Elle est limitée par la Mer Méditerranée au nord, la wilaya de Ain T’émouchent a
I’est, la wilaya de Sidi Bel Abbes a I’est—sud- Est, la wilaya de Saida au sud, et le Maroc a
I’ouest (Figure 12). Notre étude a ét¢é menée dans la commune de Sabra. Son climat
méditerranéen repose sur 1’opposition entre un hiver océanique ou la wilaya est ouverte aux
dépressions maritimes et un état désertique qui provoque la remontée d’une chaleur persistante
durant toute la saison. Cette région recoit une pluviométrie de 1’ordre de 251.20 mm /an. La
température moyenne annuelle est de 18.5°C. La période seéche est de 7 mois (d’Avril a
Octobre). Le mois le plus chaud est celui de Juillet avec une moyenne de I'ordre de 42.9°C.
Cependant le mois le plus froid correspond a celui de Janvier avec une moyenne de 0°C (Office
Nationale de Météorologie, 2017). Tlemcen est une wilaya agricole par excellence ; elle s’étend
sur une superficie agricole totale (SAT) de 537 274 ha dont la surface agricole utile (SAU) est de
350 285 ha soit 65.20% de la superficie agricole totale consacrée a la production céréalicre, le
maraichage, la production viticole, les agrumes, les fourrages et la production de la pomme de
terre. Cette dernicre s’étend sur une superficie de 6 196 ha, la production est de 1775 100 gx,
alors que le rendement est de 286,5 qx/ha (Agence National de Développement de
I’Investissement, 2013; Ministere de 1’Agriculture et du Développement Rural, 2014 ; Direction

des Services Agricoles, 2016).

Figure 12: Région étudiée au niveau de la wilaya de Tlemcen

(http:///www. maps. google. dz)
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1.9. La wilaya de Skikda

Elle est située au nord-est du pays, dans le nord Constantinois sur sa facade maritime. Elle
est limitée par la mer Méditerranée au nord, les wilayas de Constantine, de Mila et de Guelma
au sud, la wilaya de Jijel a I’ouest, et la wilaya d’ Annaba a 1’est. Notre étude a ét¢ menée dans la
commune d’El Harrouche (Figurel3). Cette wilaya représente la zone la plus humide de
I’Algérie, aprés le Djebel Babor. Elle appartient aux domaines bioclimatiques humides et
subhumides, le climat est a variante douce et tempérée au niveau du littoral et froid a I’intérieur.
Les précipitations enregistrées font ressortir une pluviométrie moyenne annuelle comprise entre
1000 et 1500 mm/an, la température moyenne annuelle est de 20.4°C. Le mois le plus chaud
est celui de Juillet, avec une moyenne de l'ordre de 29 °C. Cependant le mois le plus froid
correspond a celui de Janvier avec une moyenne de 11.1°C (Agence national de Développement
de I’Investissement, 2013; Office Nationale de Météorologie, 2017). La superficie agricole totale
(SAT) s’¢leve a 193 179 ha dont 131 879 de superficie agricole utile (SAU) consacrée aux
cultures herbacées, a I’arboriculture, au vignoble et aux cultures maraicheres (Agence Nationale
de Développement de I’investissement, 2014). La culture de la pomme de terre dans la wilaya de
Skikda s’étend sur une superficie de 5 085 ha, et une production de 1176 798 gx avec un

rendement de 231,4 qx/ha (Ministeére de I’ Agriculture et du Développement Rural, 2014).

Figure 13: Région étudiée au niveau de la wilaya de Skikda

(http:///www. maps. google. dz)
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1.10. La wilaya de Béchar

Elle est considérée comme la plus grande wilaya du Sud —ouest algérien, située dans
I’ouest du Sahara Algérien. Elle correspond a une partie de I’ancien département de la Saoura.
La wilaya de Béchar est limitée au nord par la wilaya de Nadma, I’est par la wilaya d’El Bayadh,
au sud par les wilayas d’Adrar et de Tindouf, a I’ouest par le Maroc (Figure 14). Notre étude a
été menée dans la commune d’El Abadella. La wilaya de Béchar est caractérisée par un climat
de type désertique continental. Les précipitations moyennes annuelles enregistrées sont de
107.95 mm, alors que les températures moyennes annuelles sont de 22.5°C. Le mois de Juillet
est le plus chaud avec 44.2°C, et le mois de Janvier s’avere le plus froid avec 0.6°C (Office
National de Météorologie, 2017). Cette région dispose d’une superficie agricole totale estimée a
environ 1.383.420 ha et une superficie agricole utile (SAU) estimée a 30 000 ha. Elle présente
toutes les caractéristiques d’une agriculture saharienne. Elle est destinée a la production des
céréales, des oliviers, des cultures maraichéres particuliérement la culture de la pomme de terre
avec une superficie qui varie del49 ha et une production qui dépasse les 33 487 gx pour un
rendement de 224.7 qx/ha (Agence National de Développement de I’Investissement, 2013;
Ministére de I’Agriculture et du Développement Rural, 2014 ; Observatoire des Filicres

Agricoles et Agroalimentaires, 2014).
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Figure 14 : Région étudiée au niveau de la wilaya de Béchar

(http:///www. maps. google. dz)
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1.11. La wilaya d’El Oued

Elle est située au sud-est de 1’ Algérie et au nord-est du Sahara Algérien. Elle est délimitée
au nord par les wilayas de Tebessa et de Khenchela, au nord et au nord-ouest par la wilaya de
Biskra, au sud et au sud-est par la wilaya de Ouragla, a ’est par la Tunisie et a 1’ouest par la
wilaya de Djelfa (Figure 15). Le relief de cette wilaya comporte deux régions sableuses (région
de Souf et de I’Erg), et une autre sous forme de plateaux rocheux qui est la région de Oued
Righ. Notre étude a été menée dans la ville aux mille coupoles Oued Souf, mais plus
spécialement dans les communes de Trifaoui (Trifaouil et Trifaoui2), et de Hassi Khelifa
(Hassi khelifal et Hassi khelifa2). Cette région aride recoit une pluviométrie de l'ordre de 50.04
mm/an (Office National de Météorologie, 2016). Elle est caractérisée par des températures
annuelles moyennes de l'ordre de 23.3°C avec une moyenne annuelle maximale de 30.1°C et une
minimale enregistrée de 16.4°C. La température varie entre 48°C pour le mois le plus chaud de
I’été (juin) a 0.6°C pour les mois les plus froids (janvier) (Office National de Météorologie,
2017). La superficie agricole totale de cette région miraculeuse est de ’ordre de 1 591 869 ha,
alors que la zone agricole exploitée est de 76.400 ha destinée a la production des graminacées,
des fourrages, du tabac, des palmiers et des cultures de plein champ y compris la pomme de terre
(Agence National de Développement de I’Investissement, 2013). La culture de ce 1égume est en
surproduction dans la vallée de Souf. Elle assure 25% de la production nationale équivalent a
11 725 000 gx, la superficie consacrée a ce légume est ’ordre de 35 000 ha, alors que le
rendement est de 335 gqx/ha. Environ 4 millions de gx de la pomme de terre de cette wilaya est
exportée vers huit pays du monde a savoir : les Emirats Arabes Unis, 1’ Arabie Saoudite, le Qatar,
la Tunisie, la Russie, I’Espagne, I’Italie et la France (Agence National de Développement de

I’Investissement, 2014 ; El bouyahiaoui, 2016).

Figure 15: Régions étudiées au niveau de la wilaya d’El Oued

(http:///www. maps. google. dz)
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I11. Prévalence et infestation des Globodera dans quelques wilayas de I’ Algérie

Chapitre III : Prévalence et infestation des nématodes a Kystes de la pomme de terre

du genre Globodera dans quelques wilayas de I’ Algérie

Objectifs de I’étude

L’objectif de cette ¢tude est de mener une vaste enquéte sur les Globodera dans les
wilayas de production de pomme de terre en Algérie (Nord, Est, Ouest et Sud). Il permet
¢galement d’évaluer la prévalence, la distribution géographique, le degré d’infestation, et la
diversité des nématodes a kystes de la pomme de terre dans chaque région. Ce travail est suivi
par 1’¢établissement d’une cartographie de la répartition de ces parasites dans toutes les zones
¢tudiées. Les analyses nématologiques ont été effectuées aux laboratoires de la nématologie a

I’ENSA, et a 'institut espagnol d’agriculture durable.

1. Matériels et Méthodes
1.1. Choix des sites

L’étude a été conduite dans 30 sites a travers 25 communes situées au centre, a 1’est et a
I’ouest, puis du nord au sud de 1I’Algérie. Elles sont de la wilaya d’Alger (Staoueli , Zeralda 1,
Zeralda 2, H’rawa, et Rouiba), de Boumerdés (Cap janet, Mandoura, et Lagata), de Blida (El
Afroun, Mouzaia, Meftehl, Mefteh2, et Mefteh3), de Tipaza (Hajout, Bourkika, Bousmail, et
Douaouda), de Chlef (Oued Fodda, et Oum Drou), de Ain Defla ( Mkhatria, Beni neghlane, et
Khemis Meliana), de Skikda (El Harrouche), de Tlemcen (Sabra), de Bouira (Ain bessam), de
Béchar (Abadella), et de EL Oued « Oued Souf » (Trifaoui 1,Trifaoui 2, Hassi khelifal, et Hassi
khelifa 2).

Le choix des sites est basé sur la distribution cardinale. De méme, les communes étudiées
sont a vocation pomme de terre et figurent parmi les régions les plus productrices de ce légume

dans ces wilayas. Les données relatives aux sites prospectés sont synthétisées dans le tableau 2.
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Tableau 2: Coordonnées géographiques des sites étudiées.
Wilayas d’étude | Régions villes Coordonnées Latitude Longitude | Altitude
géographiques (m) (m) (m)
Staoueli 36°45°5.943” N 36,7516507 | 2 .888179 45
2° 53’ 17,446”E
Zeralda pl 36°41°40,613°N 36.694615 | 2 .827796 30
2°49° 40,066
, Zeralda p2 36°41°40,613°N 36.694615 | 2 .827796 30
Alger Li 2°49° 40,066E
H’'Rawa 36°46° 6.297 N 36,768416 | 3 .308678 23
3°18°31.24” E
Rouiba 36°43° 33.273°N 36.,725909 | 3.288546 22
3°17718,763” E
Cap Jinet 36°52°40”N 36.877778 3,720556 21
3°43°14” E
) _ Mandoura 36°49°0.001°N 36 816667 | 3,666667 38
Boumerdés Li 3°40°0.001 “°E
Lagata 36°46 “45,465°N 36.779296 | 3.672465 91
3°40° 20 ,873"'E
El affroun 36°26°25,789°N 36,440497 2.609004 184
2°36’ 32,415
Mouzaia 36°28° 17,053°N 36.471399 2.678509 104
2°40° 42,633 E
. . Meftahl 36°37°11.234°N 36.619787 3228198 101
Blida Li 3°13°41.513” E
Mefiah2 36°37°11.234°N 36.619787 3228198 101
3°13°41.513” E
Mefiah3 36°37°11.234°N 36.619787 3228198 101
3°13°41.513” E
Hajout 36°30°44 787N 36512441 2414128 87
2°24°50,859"E
Bourkika 36°29°9.094°N 36.485859 2.509891 94
2°30°35.609 “E
Tipaza Li Bou ismail 36°38'17.517° N 36.638199 | 2.703358 0-118
2°42°12,087” E
Douaouda 36°40°42.889”°N 36.67858 2797263 71
2°47°50.148”" E
Oucd fodda 36°11°55.82°N 36.198839 1.549921 151
1°32°59.715”°E
Chlef = Oum Drou 36°12°1.8327 N 36200509 1.414483 115
1°24°52.137”E
Mkhatria 36°20°40.76"N 36.344656 1.958801 686
1°57°31.682 F
. Beni neghlane 36°16°41°N 36.278056 1.957778 266
Ain defla TA 1°57°28°° E
KhemisMeliana 36°15°12.699°N 36.253527 2213829 278
2°12°49.784
. . El harrouche 36°39°20.531°N 36.655703 6.84046 112
Skikda Li 6°50°25.656”"E
Sabra 34°49°40.893°N 34.828026 | -1.528125 811
Tlemcen TA 1°31°41.2517°0
. Ain Bessam 36°24°0.858”N 36.400238 37232 531
Bouira TA 3°43°23.521’E
Béch SA Abadla 31°0°36.825"°N 31.010229 | -2.743142 780
cchar 2°44°353117°0
Trifaouil 33°25°10.753"°N 33.419654 6.935674 71
6°56°8.426”E
Trifaoui2 33°25°10.753"°N 33.419654 6.935674 71
6°56°8.426
El Oued SA Hassikhelifa 1 33°3336.455°N 33.560126 6.99072 51
(Oued Souf) 6°59°26.59” E
HassiKhelifa 2 33°33°36.455°N 33560126 6.99072 51
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1.2. Analyse nématologique

L’analyse nématologique comprend plusieurs étapes: [’observation des symptomes
d’attaque des nématodes (Figures 16 et 17), I’échantillonnage du sol, I’extraction des kystes, puis
la récupération et le comptage des kystes, enfin 1’estimation de la densité¢ des nématodes. Cette
analyse est accompagnée par une analyse physico-chimique du sol avec une identification

moléculaire des nématodes.

Figure 16: Plages causées par les Figure 17: Symptomes aériens causés par
Globodera au champ (Original) les Globodera sur un plant de la pomme de
terre (Original)

1.3. Echantillonnage du sol

Trente échantillons ont été collectés selon le modele systématique basé sur la méthode de
zigzag (Figure 18) (Coyne et al., 2010) dans différentes régions de culture de la pomme de terre
en Algérie durant la compagne 2013- 2016. Les échantillons sont prélevés a la fin ou apres la
récolte de la pomme de terre (Figures 19, 20 et 21) dans le Littoral, le Sub-littoral, I’ Atlas tellien
et le Sud du pays. Les sites sont localisés dans 11 wilayas a savoir : Alger, Blida, Tipaza,
Boumerdés, Chlef, Ain Defla, Skikda, Tlemcen, Bouira, Béchar et El Oued. Chaque échantillon
est obtenu a I’aide d’une binette ou tariere a une profondeur de 10-20 cm sur une parcelle
d’environ un hectare. De nombreuses prises élémentaires sont effectuées et rassemblées en un

seul échantillon global a raison de 6 kg par parcelle.

En effet, I’échantillonnage doit s’effectuer en plusieurs parties de la parcelle afin d’assurer
une représentativité suffisante de la méthodologie appliquée. Si les surfaces sont grandes, il faut

les diviser en parcelles ¢lémentaires. Cette technique nous permet d’avoir des résultats
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significatifs concernant 1’état de distribution des nématodes a kystes dans une parcelle donnée.
Les échantillons collectés sont placés par la suite dans des sachets en plastiques dans lesquels
sont mentionnés la date du prélevement, le lieu, le numéro de la parcelle, le précédent cultural et
la variété de la pomme de terre. Au laboratoire de nématologie (ENSA), chaque échantillon est
séché a D’air libre puis divisé en 12 sous échantillons de 500g (Figures 22, 23, 24, 25), puis

conserve au réfrigérateur a 4°C jusqu'a I’extraction des nématodes.
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Figure 18: Méthode d’¢échantillonnage en Zigzag appliquée au niveau des parcelles prospectées

(Coyne et al., 2010).

!) = Prise élémentaire
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o o T

Figure 19: Parcelle de la Figure 20: Parcelle de la Figure 21: Parcelle de la
pomme de terre en fin de pomme de terre a la fin de la pomme de terre apres la
culture (Original) récolte (Original) récolte (Original)

Figure 22: Sachets en plastiques étiquetées Figure 23: Séchage du sol a I’air libre
contenant du sol (Original) (Original)
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Figure 24: Pesée du sol séché (Original) Figure 25: Sous échantillons contenant
500 g de sol (Original)

1.4. Extraction des nématodes et comptage
1.4.1. Extraction des nématodes

Les kystes sont extraits du sol a I’aide de I’appareil de Fenwick (Fenwick, 1940) dont le
principe est basé sur la densité du kyste par rapport a celle de I’eau (la flottation des kystes)
(Figure 26). La densité des kystes pleins et humides de Globodera est supérieure a 1.08 et
inférieure a 1.18. Les échantillons nécessitent un séchage au préalable du sol contenant les kystes
(Nakachia et Jacqemont, 1971). Aprés homogénéisation de I’échantillon global du sol, 500 g de
sol sont séchés a I’air libre puis versés dans une passoire de 1 mm de maille. Les particules de
sol seront entrainées par un jet d’eau dans le corps de I’appareil. La passoire retient les gros
¢léments alors que les kystes et les particules fines sont entrainés dans le récipient ou ils flottent

et débordent a travers la gouttiére de I’appareil dans un tamis de 250 um (Figures 27, 28).

Le refus du tamis sera récupéré grace a un jet d’eau d’une pissette sur un papier filtre tapissant
un entonnoir porté par un erlenmeyer pour égoutter et sécher a I’air libre pendant 48 h environ

(Figures 29, 30, 31).
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P

Figure 26: Composition de I’appareil de Fenwick (Original)
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Figure 28: Refus du tamis Figure 29: Récupération du

(Original) refus sur un papier filtre

Figure 27: Extraction des
Globodera a partir du sol (Original)

Figure 30: Papier filtre contenant Figure 31: Séchage du
la mati¢re organique et les kystes  refus a ’air libre (Original)
(Original)

1.4.2. Récupération des kystes et comptage
1.4.2.1. Récupération des kystes

Une fois séché, le papier filtre contenant les kystes est conservé dans une boite de Pétri.
Les kystes sont séparés des débris du sol et de la matiere organique, puis récupérés avec un
pinceau ou une épingle sous loupe binoculaire (Figure 32). Les kystes obtenus sont mis par la
suite dans une boite de Pétri tapissée de papier filtre et qui porte une étiquette portant I’origine

des kystes (région), la date de I’extraction et le jour de leur récupération.
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1.4.2.2. Comptage des Kystes vides et pleins

Les kystes sont ensuite triés en kystes vides et kystes pleins puis comptés. Les kystes
pleins ont un aspect turgescent avec une couleur varie entre le marron foncé a claire, alors que
les kystes vides ont une couleur claire, transparente qui indique I’absence d’ceufs avec un aspect
ridé de la cuticule (Figures 33, 34, 35 et 36). De méme, nous pouvons procéder a I’écrasement
des kystes afin de s’assurer si les kystes sont pleins ou vides (Figures 37 et 38). Les kystes
remplis d’ceufs et les larves de deuxieéme stade L2 sont sélectionnés et conservés a sec a 4°C

dans des tubes étiquetés pour 1’identification moléculaire.

4

Figure 33: Aspect d’un kyste plein de
Globodera spp. (G: 6.3x 6x 10) (Original)

Figure 32: Récupération des kystes de

Globodera spp. sous une loupe binoculaire
(Original)

Figure 34: Aspect d’un kyste vide de
Globodera spp. (G: 6.3x 6x 10) (Original)
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Figure 35: Boites de Pétri contenant les kystes Figure 36: Boites de Pétri de différentes
vides et pleins de Globodera spp.(Original) parcelles a kystes vides et pleins (Original)

KV : Kystes vides ; KP : Kystes pleins

1.4.2.3. Dénombrement des ceufs et des larves L,

A Taide d’une pipette en plastique, on prend 10 kystes pleins de chaque tube
correspondant a chaque région étudiée. Les ceufs et les juvéniles sont libérés a partir des kystes
en utilisant un homogénéisateur du tissu (Figure 39) composé d’un pilon de verre et d’un tube
homogénéisateur. Par la suite, on met le contenu dépourvu des cuticules des kystes dans une
boite en plastique, puis nous ajoutons de 1’eau distillée jusqu'a atteindre 100 ml de volume.
Avec une nouvelle pipette, on prend 1 ml de ce contenu et on le dépose dans une lame a
comptage de Peter a 1 ml (Peter’s 1 ml counting slide) (Figure 40). Le dénombrement des ceufs

et des larves se fait sous loupe binoculaire avec un compteur a main (Figure 41).

Cette opération nous permet de connaitre le nombre des larves et des ceufs dans un ml de la
solution diluée. Donc le nombre total est compté pour 100 ml de la solution diluée qui
correspond a 10 kystes écrasé. Par la suite, nous aurons le nombre des larves et des ceufs dans un
kyste pour chaque échantillon. Cette analyse effectuée au laboratoire de la nématologie a

I’institut espagnol d’agriculture durable est répétée deux fois a raison de deux réplications.

57



II1. Prévalence et infestation des Globodera dans quelques wilavas de I’ Algérie

Figure 37: Kyste écrasé libérant des larves Figure 38: Larves L, et ceufs de
L, et des ceufs de Globodera spp. vu sous Globodera spp. vus sous M.O
M.O (G: 6.3x 8x10) (Original) (G: 6.3x12x10) (Original)

Figure 40: Lame de Peter pour comptage

des nématodes (Original)

Figure 39: Homogénéisateur des

tissus (Original)
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Figure 41: Dénombrement des ceufs et des
larves sous loupe binoculaire (Original)

1.5. Effet des caractéristiques physiques de certains sols étudiés sur les nématodes de la

pomme de terre Globodera spp.

Objectif :
Les analyses pédologiques permettent une quantification des propriétés et des
caractéristiques des sols étudiées, ainsi que leurs influences sur 1’existence, la densité et la

distribution des Globodera.

1.5.1. Matériels et Méthodes :

Selon Mathiew et Pieltain (2003), la prise d’un échantillon de sol doit étre effectuée d’une
fagon représentative et correcte en suivant un certain nombre de régles afin d’obtenir des
résultats satisfaisants. Pour cela, nous avons prélevé 12 échantillons provenant de douze régions
de différents wilayas d’Algérie (Alger, Blida, Boumerdées, Tipaza, Béchar et E1 Oued) qui ont
paru positivement infestés par les nématodes a kystes de la pomme de terre a une profondeur qui
varie de 20 a 30 cm selon le model en zigzag. Les échantillons collectés sont séchés a 1’air libre

et tamisés a 2 mm.
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Cette étape est préliminaire pour effectuer les analyses physiques du sol. Ces derniers ont été
réalisés au niveau des laboratoires des départements de science du sol et de la production
végétale de ’ENSA et de BNEDER (Bureau National d’étude pour le Développement Rural) de

Chéraga a raison de 3 répétitions pour chaque échantillon.

1.5.2. L’analyse physique du sol

A noter que toutes les analyses physico-chimiques des sols étudiés (30 régions) dans notre
travail ont été effectuées (le pH. Sol-eau 1/2.5, ’humidité du sol HR%, la conductivité électrique
CE H,O (ds/m), la capacité d’échange cationique CEC (meq/100g), le calcaire total CACO3%,
le carbone organique C%, la mati¢re organique totale MO%, le phosphore total P,Os (ppm),
I’azote total (Nt%), le rapport C/N, et ’analyse granulométrique a 5 fractions). Seulement les
résultats relatifs a I’analyse physique du sol qui est présentée par la granulométrie et la texture du

sol seront exposés dans cette these.

1.5.2.1. La granulométrie (analyse mécanique) :

Elle permet de connaitre sous une forme pondérale le pourcentage des différentes fractions
de particules minérales inférieures a 2 mm, selon des classes de grosseur d’apres les normes de
I’association Internationale de la Science du Sol (AISS) (Tableau 3). De méme, elle détermine la
répartition statique des particules d’un échantillon dans ces différentes classes granulométriques
par la destruction de la matiére organique qui joue un role de ciment entre les particules et la
dispersion de ces derniéres par une solution alcaline (Mathiew et Pieltain, 1998). Aussi, la
granulométrie vise a établir la texture du sol, elle exprime la teneur en argile (A), en limon fin

(LF), en limon grossier (LG), en sable fin (SF) et en sable grossier (SG) dans le sol.

1.5.2.1.1. Mode opératoire :

L’analyse granulométrique a pour but de caractériser la taille des particules minérales
contenues dans la terre fine. De ce fait, la méthode utilisée au cours de cette étude est celle de la
sédimentation avec des prélévements a la pipette de Robinson (Figure 42). Cette méthode repose
sur la loi de Stockes qui indique que la vitesse de chute d’une particule sphérique tombant
librement dans un fluide est proportionnelle au carré de son rayon et a sa densité (Baize, 2000).
En effet, I’échantillon doit passer par 4 étapes : I’attaque a froid, I’attaque a chaud, 1’agitation, la

dispersion et le prélévement.
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L’attaque a froid (Figure 43) consiste a mettre la terre séchée dans un bécher, ajouter 15 ml de
peroxyde d’hydrogéne H,O, a 30% et laisser reposer 24 h afin de détruire la matiére organique.
Par la suite, 1’échantillon est porté¢ au bain de sable pour une attaque a chaud (Figure 44) en
effectuant des jets d’eau distillée H,0 autour de la paroi pour faire descendre la mousse. Nous
ajoutons quelques gouttes d’H,O, pour s’assurer que ’échantillon reste liquide, la réaction est
terminée quand celui-ci devient sec. La partie minérale restante est traitée par une solution
d’hexamétaphosphate de sodium (N,PO3)¢ a 4% et du carbonate de sodium NA,CO3 a 1% pour
assurer une bonne dispersion des particules. Ensuite, nous agitons 1’échantillon dans une allonge
pleine d'eau (1 litre), la sédimentation s’effectue sous la seule action de la gravité. Nous
réalisons trois prélévements successifs afin de récupérer les argiles, le limon fin et grossier.

Pour reprendre les deux catégories de sable fin et grossier, le contenu de 1’allonge d’eau est versé
dans les tamis de 50 et 200 microns successivement. Enfin, les différentes classes récupérées par
prélevement a la pipette ou par tamisage sont séchées a 105°C pendant 24 heures dans des
creusets en porcelaine, qui seront ensuite pesé€s apres refroidissement (Mathiew et Pieltain,
1998).

Une analyse granulométrique est considérée comme valable lorsque la somme des fractions
constitutives de I’échantillon est comprise entre 95 et 101 % (sable grossier (SG) + sable fin (SF)

+ limon grossier (LG) + limon fin (LF) + argile (A) + Matiére organique).

Tableau 3: Classes granulométriques des différents constituants minéraux de la terre Fine

(Baize, 2000).

Dimensions en

0-2 2-20 20-50 50-200 200-2000
micrometres
Limon grossier
Limon (ou
Classes Argile (ou sable tres Sable fin Sable grossier
limon fin)

fin)
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Figure 42: Pipette de Figure 43: Attaque a froid Figure 44: Attaque a chaud
Robinson (Original) (Original) (Original)

1.5.2.2. Détermination de la texture :
La représentation graphique des résultats de I’analyse granulométrique est représentée en

coordonnées tri-linéaires : le triangle textural (Figure 45).

1.5.2.2.1. - Le diagramme texturale

C’est un triangle dont ces trois cOtés représentent respectivement I’argile, le limon et le
sable. Chaque c6té porte les variations des taux de ces derniers qui sont de 0 a 100 pour cent.
Chaque échantillon qui est présenté par un tiré¢ correspond au pourcentage de chaque fraction
(argile, limon, sable). Le point d’intersection entre ces trois lignes sera situ¢ dans I’'une des
subdivisions du triangle. En se référant au diagramme des textures, sur lequel est mentionné le
nom de chaque subdivision, nous déterminons la nature ou la texture de notre sol (USDA, 1986 ;
Mathiew et Pieltain, 1998). La plasticité, la rigidité, la perméabilité, et la fertilité du sol peuvent

étre en relation directe avec la texture dans une région géographique donnée.
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Figure 45: Diagramme de classification détaillé de la
texture (USDA, 1986).

1.6. Analyse des données

Les données sont analysées selon Norton (1978) et Wolfgong (1991). La prévalence des

populations de nématodes est basée sur trois facteurs :

a) La densité de la population exprimée par la moyenne des nématodes dans 100

3
cm” du sol.

b) La fréquence des especes de nématodes qui est déterminée par la relation entre
le nombre des échantillons qui contient le nématode divisé sur le nombre total des échantillons

puis multiplié par 100.

c) Le dégrée d’infestation qui est égale au nombre des larves L, et des ceufs par
g du sol est calculé comme la moyenne des kystes pleins dans tous les sous-échantillons de
chaque région multipliée par la moyenne des larves et des ceufs pour chaque kyste de la méme

région et divisée par 500 g (le poids de notre sous échantillon).
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1.7. Analyse statistique des résultats

Le traitement des analyses statistiques a été effectué¢ a 1’aide du logiciel XLSTAT 2010.
Nous avons réalisé une analyse de la variance ANOVA entre les divers variables étudiées afin de
mettre en évidence la différence existante entre eux.

2. Résultats et discussion
2.1. Résultats
2.1.1. Fréquence de ’infestation des Globodera spp.

L’état d’infestation des parcelles de pomme de terre par ce nématode varie d’une région a
une autre, tandis que certaines sont indemnes de Globodera spp. En effet, les nématodes a kystes
de la pomme de terre ont été trouvés dans douze des trente localités échantillonnées en Algérie
avec une prévalence générale de 40% (tableau 4). La fréquence moyenne de 1’infestation dans
les régions du Nord (Mefteh 2, Lagata, Mandoura, H’rawa, Bousmail, Douaouda et Staoueli)
¢tait de 23.33 %. Alors que ce taux était de 16.67% dans le Sud de I'Algérie (Al Abadella,
Trifaoui 1, Trifaoui 2, Hassi khelifa 1 et Hassi Khelifa 2). De méme, tous les sous échantillons
(12 sous échantillons) analysés au niveau de chaque parcelle infestée présentent un pourcentage
d’infestation de 100%.

Enfin, I’absence total des kystes de ce nématode (Tableau 5) est relevée dans les
communes de la willaya de Chlef (Oued Fodda, Oum Drou), d’Ain Defla (Mkhatria, Beni
Neghlane, Khemis Meliana), de Bouira (Ain Bessam), de Skikda (El Harrouche), de Tlemcen
(Sabra), d’Alger (Zeraldal, Zeralda 2 et Rouiba), de Boumerdés (Cap Jinet), de Blida (EIl
Afroun, Mouzaia, Meftah 1 et Meftah 3), et de Tipaza (Hajout et Bourkika).

Tableau 4: Taux d’infestation des Gobodera spp. dans les régions infestées.

Sites Regions Altitude | Variété Nombre Fréquence Fréquence
(m) de la | d’échantillons | d’infestation% | d’infestation%
pomme (500¢) Par région Nord /Sud
de terre
Alger Staoueli 45 Spunta 12 100
H’Rawa 23 Désirée 12 100
Boumerdés Mandoura 38 Désirée 12 100
Lagata 91 Désirée 12 100 23.33
Blida Meftah2 101 Timate 12 100
Tipaza Bousmail 118 Désirée 12 100
Douaouda 71 Désirée 12 100
Béchar Al Abadella 780 Désirée 12 100
El Oued Trifaouil 71 Spunta 12 100
(OuedSouf) ™ rifa0ui 2 71 Spunta 12 100 16.67
Hassikhelifal 51 Bartina 12 100
HassiKhelifa2 51 Spunta 12 100
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Tableau 5: Infestation des parcelles de pomme de terre par les Globodera.

P’ Algéri

Wilayas d’étude Régions villes Nombre Nombre Nombre Pourcentage Pourcentage
d’échantillons moyen de moyen de (%) de (%) de
(500¢g) Kystes Kystes Kkystes vides kystes pleins
vides/500g | pleins /500g
de sol de sol
Alger Li Staoueli 12 362,83 57,50 86,32 13,68
Zeralda pl 12 00 00 00 00
Zeralda p2 12 00 00 00 00
H’rawa 12 289,08 16,92 94,00 6,00
Rouiba 12 00 00 00 00
Boumerdés Li Cap Jinet 12 00 00 00 00
Mandoura 12 91,42 13,75 86,93 13,07
Lagata 12 146 15,33 90,50 9,50
Blida Li El affroun 12 00 00 00 00
Mouzaia 12 00 00 00 00
Meftahl 12 00 00 00 00
Meftah2 12 99,83 12,00 89,27 10,73
Meftah3 12 00 00 00 00
Tipaza Li Hajout 12 00 00 00 00
Bourkika 12 00 00 00 00
Bousmail 12 220,42 29,00 88,37 11,63
Douaouda 12 260,83 15,83 94,28 5,72
Chlef TA Oued Fodda 12 00 00 00 00
Oum Drou 12 00 00 00 00
Ain defla TA Mkhatria 12 00 00 00 00
Beni neghlane 12 00 00 00 00
khemisMeliana 12 00 00 00 00
Skikda Li El harrouche 12 00 00 00 00
Telemcen TA Sabra 12 00 00 00 00
Bouira TA Ain Bessam 12 00 00 00 00
Béchar SA Abadla 12 36,58 32,00 53,34 46,66
El Oued SA Trifaouil 12 11,50 42,33 21,36 78,64
(Oued Souf)
Trifaoui2 12 19,25 49,75 27,9 72,1
Hassi Khelifa 1 12 9,58 66,75 12,55 87,45
Hassi Khelifa 2 12 7,75 52,58 12,85 87,15
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2.1.2. Dénombrement et pourcentage des Kystes pleins et vides de Globodera spp.

Les résultats concernant 1’état d’infestation des parcelles de pomme de terre dans les
régions infestées sont consignés dans le tableau 5 et la figure 46.

L’analyse des échantillons infestés au cours de notre expérimentation révele que le nombre
des kystes vides sont trés abondant par rapport aux kystes pleins dans les régions Nord avec une
valeur minimale de 91.42 kystes vides/500 g de sol dans la commune de Mandoura (wilaya de
Boumerdés) et une valeur maximale de 362.83 kystes vides/500 g de sol dans la commune de
Staoueli (wilaya d’Alger). Les nombres moyens des kystes pleins varient entre 12 kystes
plein/500g de sol dans la région de Meftah 2 (wilaya de Blida) et 57.50 kystes plein/500g de sol
dans la région de Staoueli (wilaya d’Alger). Par contre, le nombre des kystes vides est inférieur
a ceux des kystes pleins au sud du pays ou il varie de 7.75 a 19.25 kystes vides/500g de sol dans
la région de Hassi khelifa 2 et Trifaoui 2, et de 42.33 a 66.75 kystes pleins/500g de sol pour
Trifaoui let Hassi Khelifa 1 (wilaya de Oued Souf). En revanche, dans la wilaya de Béchar ou
les prospections ont été réalisées dans la commune d’Al Abadella, nous avons remarqué que le
nombre moyen des kystes vides (36.58 kystes/500 g de sol) sont presque identiques a ceux des
kystes pleins (32 kystes/500g de sol). Les pourcentages des kystes pleins les plus élevés sont
enregistrés aux régions du Sud, ils atteignent leurs extrémes a la commune de Hassi khelifa 1
avec 87,45%. Au nord du pays, la commune de Staoueli marque un pourcentage moins élevé de

kystes pleins avec 13.68% (Figure 47).

En effet, ’analyse de la variance de I’effet des régions infestées sur le nombre des kystes
par 500 g de sol montre une différence trés hautement significative (<0,001) entre ces régions

(Tableau 6).

Tableau 6: Analyse de la variance du nombre de kystes pleins et vides des Globodera spp./500g
de sol entre les différentes régions infestées.

Source DDL | Somme des carrés | Moyennes des carrés F de Fisher Pr>F
Modéle 11 1928899,806 175354,528 86,344 <0,0001
Résidus 132 268076,167 2030,880

Total 143 2196975,972
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Le test de NEWMAN-KEULS fait ressortir huit groupes homogenes (A, B, BC, C, D, E,
EF, et F) (Tableau 7). Le premier groupe renferme la région de Staoueli, le deuxiéme groupe
comporte la région de H’Rawa, le groupe BC correspond a la région de Douaouda, le Groupe C
comprend la région de Bousmail, le groupe D renferme la région de Lagata, le groupe E contient
la région de Meftah, le groupe EF englobe les régions de Mandoura et les régions du Sud Hassi

khelifa 1, Hassi khelifa 2, Trifaoui 2 et Al abadella, et enfin le groupe F renferme la région de

Trifaoui 1.

Tableau 7: Classement des groupes homogenes des moyennes de 1’ensemble de kystes vide et

pleins entre les différentes régions infestées (Test de Newman-Keuls).

Modalité Moyenne estimée Groupe
Staoueli 420,333 A
H’Rawa 306,000 B

Douaouada 276,667 BC

Bousmail 249,417 C

Lagta 161,333 D
Meftah 111,833 E
Madoura 105,167
Hassi Khelifa 1 76,333 EF
Trifaoui 2 69,000
Al Abadella 68,583
Hassi Khelifa 2 60,333
Trifaoui 1 53,833 F
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2.1.3. La densité des kystes pleins des Globodera spp. dans les régions infestées.

Selon les résultats mentionnés dans le tableau 8 et la figure 48, les Globodera spp. ont été
trouvés avec une densité moyenne de 4,60 kystes pleins par 100 cm’ de sol au nord de I’ Algérie,
allant de 2.4 kystes/100 cm® (Meftah 2) a 11,5 kystes/100 cm® de sol (Staoueli), alors que les
régions du Sud (Al Abadella, Trifaoui 1, Trifaoui 2, Hassi khelifa 1 et Hassi Khelifa 2) ont
montré des valeurs supérieures avec une densité moyenne de 9.76 kystes pleins par 100 cm’ de
sol, allant de 6,4 kystes/100 cm® (Al Abadella) a 13,4 kystes/100 cm® de sol (Hassi Khaliffa 1).
Nous notons aussi que les densités moyennes les plus élevées des kystes pleins sont enregistrées
dans les communes de la wilaya d’El Oued (Oud Souf) ou la région de Hassi Khalifal (13.4
kystes/100 cm® de sol) est classée en téte de celles-ci, suivie de la wilaya d’Alger (Staoueli) avec
11.5 kystes/100 cm® de sol. De méme, ces densités sont moyennement importantes dans la
wilaya de Béchar (Al Abadella) o 6.4 kystes/100 cm® de sol sont collectés, et de la wilaya de
Tipaza (Bousmail) avec seulement 5.8 kystes/100 cm® de sol. La densité moyenne la plus faible
est observée dans la wilaya de Blida (Meftah 2) a une valeur égale a 2.4 kystes/100 cm’ de sol.
Enfin, des densités identiques moins importantes de kystes pleins sont recensées dans les wilayas
d’Alger (H’Rawa), de Tipaza (Douaouda), et de Boumerdes (Mandoura et Lagata) avec 3.4, 3.16

et 3 kystes/100 cm’ de sol respectivement.

Tableau 8: Densité des kystes pleins et degré d’infestation des Gobodera spp. dans les régions

infestées.
. i s Degré d’infestation | Kystes par
Sites Localités Al?;:;de X;ﬁ:::;gieﬁe (ID) Juvéniles + 100
P ceufs/g de sol cm’ de sol
Staoueli 45 Spunta 43.7 11.5
Alger —
H’Rawa 23 Désirée 18.19 34
Mandoura 38 Désirée 18.15
Boumerdes —
Lagata 91 Désirée 30.81
Blida Meftah2 101 Timate 12.19 2.4
. Bousmail 118 Désirée 19.95 5.8
Tipaza —
Douaouda 71 Désirée 10.70 3.16
Béchar Al Abadella 780 Désirée 72.83 6.4
Trifaouil 71 Spunta 67.62 8.4
El Oued Trifaoui 2 71 Spunta 93.5 10
(OuedSouf)  |Hassikhelifal| 51 Bartina 98.22 13.4
HassiKhelifa2 51 Spunta 98 10.6
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Les résultats de ’analyse de la variance sur la densité des kystes pleins par 100 cm’ de sol

dans les régions infestées ont montré une différence trés hautement significative (<0,001)

(Tableau 9).

Tableau 9: Analyse de la variance de la densité des kystes pleins des Globodera /100 cm’ de sol
dans les différentes régions infestées.

Source DDL | Somme des carrés | Moyennes des carrés F de Fisher Pr>F
Modéle 11 2006,174 182,379 32,815 <0,0001
Résidus 132 733,623 5,558

Total 143 2739,798

Le test de NEWMAN-KEULS (Tableau 10) fait ressortir six groupes homogenes (A, AB,

BC, C, D, et E). Le groupe A renferme la région de Hassi khelifa 1, le groupe AB comporte la

région de Staoueli, le groupe BC rassemble la région de Hassi khelifa 2 et de Trifaoui 2, le

groupe C comprend la région de Trifaoui 1, le groupe D renferme la région d’Al abadella et de

Bousmail. Enfin, le groupe E réunit la région de H’Rawa, de Douaouda, de Lagata, de Mandoura

et de Meftah.

Tableau 10: Classement des groupes homogénes des moyennes de la densité des kystes pleins

entre les différentes régions infestées (Test de Newman-Keuls).

Modalité Moyenne estimée Groupe
Hassi Khelifa 1 13,350 A
Staoueli 11,500 AB
Hassi Khelifa 2 10,517 BC
Trifaoui 2 9,950
Trifaoui 1 8,467
Al Abadella 6,400 D
Bousmail 5,800
H’Rawa 3,383
Douaouda 3,167 E
Lagata 3,067
Mandoura 2,750
Meftah 2 2,400
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Figure 48 : Moyenne des densités des kystes pleins en fonction des régions étudiées

2.1.4. Degré d’infestation des régions étudiées par Globodera spp.

Les résultats cités dans le tableau 8 et la figure 49 indiquent que les régions du Sud sont
fortement infestées par les Globodera spp. En effet, les degrés d’infestation les plus élevés sont
enregistrés dans la wilaya d’El Oued (Oued Souf) ou ils exposent un maximum de 98,22
juvéniles et ceufs par g de sol dans la région de Hassi Khelifa 1, et un minimum de 67,62
juvéniles et ceufs par g de sol dans la région de Trifaoui 1. De plus, la wilaya de Béchar
représentée par la commune d’Al Abadella s’est avérée trés infestée par ces nématodes avec
72.83 juvéniles et ceufs par g de sol. En revanche, ces degrés sont moyennement élevés dans les
régions du Nord ou il varie de 10,7 juvéniles et ceufs par g de sol a Tipaza (commune de
Douaouda) a 43,7 juvéniles et ceufs par g de sol a Alger (commune de Staoueli). Cependant, ces
degrés indiquent que toutes les régions infestées ont dépassées le seuil de nuisibilité qui est

¢valué a 10 larves /g de sol (Mugniery, 1982).
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L’analyse de la variance sur les degrés d’infestations des régions étudiées par Globodera

spp.indique une différence trés hautement significative (<0,001) (Tableau 11).

Tableau 11: Analyse de la variance des degrés d’infestations de sol par Globodera spp. entre
les différentes régions infestées.

Source DDL

Somme des carrés

Moyennes des carrés

F de Fisher Pr>F

Modéle 11 162235,180 14748,653 63,426 <0,0001
Résidus 132 30694,515 232,534
Total 143 192929,695

Le test de NEWMAN-KEULS (Tableau 12) fait ressortir six groupes homogenes (A, B,

C, D, DE, et E). Le premier groupe rassemble la région de Hassi khelifa 1, Hassi khelifa 2,

Trifaoui 2, le groupe B réunit la région d’Al Abadella et Trifaoui 1, le groupe C comprend la

région de Staoueli. Le groupe D regroupe la région de Lagata, le groupe DE englobe la région de

Bousmail, de Mandoura et de H’Rawa. Enfin, le groupe E comprend la région de Meftah 2 et de

Douaouda.

Tableau 12: Classement des groupes homogeénes des moyennes des degrés d’infestations entre

les différentes régions prospectées (Test de Newman-Keuls).

Modalité Moyenne estimée Groupe
Hassi Khelifa 1 98,220
A
Hassi Khelifa 2 98,050
Trifaoui 2 93,503
Al Abadella 72,832 .
Trifaoui 1 67,621
Staoueli 43,700 C
Lagata 30,810 D
Bousmail 19,952
H’Rawa 1 8, 1 9 DE
Mandoura 18,150
Meftah 2 12,192 -
Douaouda 10,703
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Figure 49 : Moyennes des degrés d’infestations des Globodera spp. en fonction des régions
¢tudiées

2.1.6. L analyse physique des sols infestés :

Les résultats de la granulométrie des sols infestés par les Globodera ont montré une
dominance spécifique de la fraction limoneuse dans les régions Nord (Mefteh 2, Lagata,
Mandoura, H’rawa, Bousmail, Douaouda et Staoueli), et une fraction sableuse dans les régions

Sud du pays (Al Abadella, Trifaoui 1, Trifaoui 2, Hassi khelifa 1 et Hassi Khelifa 2).
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2.2. Discussion et conclusion

Les nématodes a kystes de la pomme de terre NKPT ont, dans de nombreux aspects de leur
biologie, démontré une capacité remarquable a coloniser, s'adapter et a survivre dans de
nouveaux environnements a travers le monde (Turner et Evans, 1998). En effet, le kyste est une
unité écologique qui forme avec la coquille de I’ceuf une treés grande protection aux juvéniles non
¢éclos contre les agents pathogenes en contribuant a la capacité de celles-ci a rester inactives.
Elles peuvent survivre pendant des périodes de dessiccations et de gelée. Des ceufs viables ont

¢té trouvés dans des sols 14 ans aprées la derniere saison de croissance de I'hote (Storey, 1984).

En fait, notre étude menée dans 30 régions de I’Algérie a montré que les Globodera spp.
sont largement présents dans 12 localités appartenant au Nord et au Sud du pays avec un taux
d’infestation égale a 100%. Dans le présent travail nous avons enregistré une différence
hautement significative entre les régions infestées avec un gradient descendant du Nord au Sud.
Franco et al. (1998) déclarent que la longueur du jour, Paltitude, la température, la pluviométrie
et leur interaction avec la pomme de terre hote, sont les facteurs responsables de la distribution
des Globodera a travers les différents aires géographiques de la culture de pomme de terre.

S’ajoutent a ceux- ci les vents et I’activité humaine qui peuvent influencer cette diffusion.

De méme, les pourcentages des kystes vides de Globodera spp. étaient trés importants par
rapport a ceux des kystes pleins dans les régions du Nord. Ceci est probablement di a la forte
compétition envers un choix phénotypique sexuel male, ce qui induit a un blocage de
développement des larves et une réduction des kystes néoformés. De plus, dans un climat
tempéré, la diapause des kystes des Globodera n’est pas effectuée, ce qui conduit a une tres
haute éclosion des larves et des déclins au niveau des taux des kystes d’environ 30% par an en
absence de la plante hote (Evans et Stone, 1977; Foot, 1978; Marshall, 1998). C’est pour ces
raisons que les kystes pleins vont se vider, ou peuvent contenir un nombre assez faible des ceufs.
En revanche, les taux des kystes pleins dépassent amplement ceux des kystes vides dans le sud
du pays dans lequel la région de Hassi Khelifa 1 (wilaya de Oued Souf) a présenté la densité la
plus élevée avec une moyenne de 13.4 kystes pleins par 100 cm’® de sol. Cela est probablement
li¢ a la monoculture de la pomme de terre et son intensification (deux fois par an), mais
¢galement l'utilisation des cultivars résistants par les agriculteurs (Bartina et Spunta) qui sont

sensibles a certaines pathotypes de nématodes a kystes de la pomme de terre.
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Les recherches indiquent que les nématodes a kystes de la pomme de terre peuvent causer
des pertes de rendement remarquables en fonction de la densité de la population. Des densités de
3-24 kystes /100g de sol ont été associées a des pertes de 20-30% de rendement total, tandis
qu’avec des populations qui dépassent 25 kystes/100 g de sol, les pertes de rendements peuvent
arriver jusqu'a 80-90% (Marks et Rojancovski, 1998). Franco et a/.(1998) rapporte que la densité
de la population des Globodera qui varie de 1 a 700 kystes/g de sol dépend principalement de la

fréquence de la culture et du type de sol.

De plus, le degré d'infestation le plus €élevé de Globodera spp. a été enregistré dans le Sud
représenté par Hassi khelifal a Oued Souf avec 98,22 juvéniles /g de sol par rapport au nord du
pays dans lequel Staoueli a Alger a marqué un degré d'infestation égale a 43,7 juvéniles /g de sol.
Ceci indique que les zones du sud sont fortement infestées par ce nématode par rapport aux
régions du nord du pays. Mais l'abondance de Globodera spp. est plus importante dans le nord
que dans le sud (7 régions au nord par rapport & 5 au sud). De méme tous les degrés
d’infestations des parcelles étudiées ont dépassé le seuil de nuisibilité évalué a 10 L,/g de sol
(Mugniéery, 1982). En effet, le choix des cultivars de pomme de terre joue un réle important dans
la propagation de ces parasites. La variété Spunta s’est avérée sensible a ces nématodes (Greco et
al., 2007). De méme, a des niveaux d'infestation élevés, le cultivar sensible et intolérant Désirée
présentait un début de croissance moyenne, mais ensuite elle a montré une sénescence accélérée

sévere (Van Riel et Mulder, 1998).

Norton (1989) a signalé¢ que le but de nombreuses investigations de nématodes est de
déterminer pourquoi une espéce donnée est limitée a certaines zones. La distribution de certaines
especes de nématodes dépend des facteurs abiotiques du sol, notamment Il'influence de

l'environnement, la température et la texture du sol.

De nombreuses espéces de nématodes peuvent survivre dans des conditions abiotiques
extrémes a une température du sol trés basse ou élevée (MCSorley, 2003, Treonis et wall, 2005).
Block et al. (2010), signalent que la température est un facteur majeur qui influence beaucoup
d’aspects de cycle de vie des nématodes a kystes de pomme de terre tel que le taux d’éclosion, le
développement au sein de la plante hote, et le potentiel d’initier et de compléter une seconde
génération dans la méme saison de culture. Ces mémes auteurs affirment que les Globodera spp.

peuvent éclore sur une large gamme de températures moyennes qui varie entre 13°C et 29° C.
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L’analyse physique des sols des parcelles infestées révele une dominance des textures
limoneuses au Nord, et des textures sableuse au sud du pays. En fait, les nématodes a kyste
comme Heterodera spp.et Globodera spp. vivent dans tous les types de sols, mais leurs attaques
sont plus redoutées dans les sols légers (Williams et Siddiqui, 1972, Caubel et al., 1980).
L'éclosion et le mouvement des Globodera vers les racines se reproduisent le plus rapidement
dans les sols sablonneux. Ces résultats démontrent que les cultures pratiquées sur ces sols soient
les plus susceptibles pour subir les dommages les plus importants (Trudgill et al., 1998). De
méme, Hlaoua et a/.(2010) ont déclaré que ce genre est retrouvé dans des zones a production de

pomme de terre a fraction limoneuse.

Toutefois, l'aération dans le sol est régulée par l'espace interstitiel, 'humidité, la
profondeur et la température. La plupart des sols sont treés hétérogenes, permettant une diversité
d'organismes, y compris les nématodes. Lorsque les précipitations sont irrégulicres, 1'espace des
pores fluctue grandement. Ceci, a son tour, affecte le développement des nématodes. Les
extrémes de l'oxygene et du dioxyde de carbone régissent sans doute sur la présence de certains
nématodes du sol et des plantes. De telles influences peuvent commencer tot dans la vie d'un

nématode (Norton et al., 1978).

Cependant, 1I’absence des kystes de Globodera dans certaines régions comme la willaya
de Chlef (Oued Fodda, Oum Drou), d’Ain Defla (Mkhatria, Beni Neghlane, Khemis Meliana),
de Bouira (Ain Bessam), de Skikda (El Harrouche), de Tlemcen (Sabra), d’Alger (Zeraldal,
Zeralda 2 et Rouiba), de Boumerdes (Cap Jinet), de Blida (El Afroun, Mouzaia, Meftah 1 et
Meftah 3), et de Tipaza (Hajout et Bourkika) peut étre attribué a la distribution des nématodes
qui est irréguliere et trées mal répartie. Elle peut se justifier par une rotation équilibrée car les
surfaces réservées a la pomme de terre sont associées aux surfaces des céréales. Ce qui donne la

possibilité d’éviter de mettre en place la plante hote (Pomme de terre) une fois sur quatre.

Malgré cela, la non détection de kystes de ce genre pendant les analyses de sol dans les
zones d’études ne peut pas exclure sa présence. En effet, 1’Institut National de Protection des
Végétaux (2009) a confirmé I’infestation des sols de plusieurs wilayas du pays par ces
nématodes y compris Ain Defla, Tipaza, et Chlef. De méme, les travaux de Tirchi et al., (2016)

rapporte la présence des Globodera dans la région d'Ain Defla.
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Enfin, nos résultats concordent avec ceux de Hancock (1996), qui a mentionné que lorsque
seulement un site a été échantillonné et qu'une infestation a été trouvée, cela n'indique pas que
toutes les terres de ce producteur étaient infestées. De méme, lorsque aucune infestation n'a été
trouvée, cela ne signifie pas que toutes les terres du producteur étaient exemptes de nématodes

dorés de la pomme de terre.

A la lumiére du précédent argumentaire, une étude a grande échelle est nécessaire afin
d’identifier les différentes especes de Globodera trouvées dans les régions infestées, et de

développer une méthode de lutte appropriée contre ces bioagresseurs.

A présent, des nouvelles stratégies de contrdle des nématodes a kystes de la pomme de
terre sont améliorées, basées essentiellement sur I'utilisation de produits biologiques, et des
variétés résistantes. Ces dernieres posent un vrai débat a cause de la résistance partielle de
certains cultivars de pomme de terre au Globodera pallida. De ce fait, les chercheurs mettent
I’accent sur la nécessité de combiner plusieurs méthodes de lutte afin de bien controler et réduire

les pertes gigantesques occasionnées par ces parasites.
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Chapitre IV : Caractérisation moléculaire des populations de nématodes a Kkystes de

la pomme de terre en provenance de différentes régions de I’Algérie

Objectifs

L’objectif de notre étude est d’identifier les populations de nématode a kystes introduites
en Algérie par ['utilisation de quelques techniques de la biologie moléculaire notamment
la spécifique PCR, I'ITS ADNr, le cytochrome b (cyt b) géne de I’ADNmt, et le séquencgage.
Cette étude est complétée par une détermination phylogénétique des populations de Globodera
rostochiensis et de Globodera pallida de 1’Algérie, et leur association géographique avec
d’autres régions. Ces analyses ont été effectuées au laboratoire de la nématologie a I’institut

espagnol d’agriculture durable.

1. Matériels et méthodes

1.1. Matériel biologique

Douze populations de nématodes a kystes de la pomme de terre (NKPT) recensées au
cours de notre recherche sont soumises a I’analyse moléculaire. Ces populations appartiennent
aux régions suivantes : la wilaya d’Alger (Staoueli et H’rawa), de Boumerdés (Mandoura et
Lagata), de Blida (Mefteh 2), de Tipaza (Bousmail et Douaouda), de Béchar (Abadella), et d’El
Oued «Oued Souf» (Trifaouil, Trifaoui2, Hassi khelifal, et Hassi khelifa2). Les

caractéristiques de ces parcelles étudiées sont présentées dans le tableau 2, chapitre 2.

1.2. Choix des marqueurs moléculaires

Pour une analyse par PCR, il faut connaitre au préalable la séquence d’un segment de
I’ADN spécifique a I’organisme que 1’on recherche. Il est essentiel de choisir des marqueurs de
grande qualité ainsi que la taille du produit d’amplification et les amorces essentielles a cette
réaction. Dans notre étude, nous avons choisis différents marqueurs moléculaires, c’est le cas de
la région ITS de I’ADN ribosomique (Figure 50), et le cytochrome b géne de 1I’ADN
mitochondrial (Figure 51) qui interviennent dans la distinction de différences existantes entre les

différentes espéces, et dans les relations phylogénétiques.
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En effet, ’ADN ribosomique est constitué des cistrons qui sont des unités répétées

composées d’une région non codante ETS, de la petite et de la grande sous unité ribosomique (le
gene 18 S et le gene 28 S), de deux régions internes transcrites : ITS1 et ITS2. Entre ces
derniéres se trouve le géne 5.8 S. De méme, le géne cyt b de I’ADNmt est un excellent marqueur

pour I’identification et la phylogénie des Globodera pallida.

65 ETS 18 TS 585 1182 28

s

Figure 50: Structure de I’unité répétitive (cistron) d’ADN ribosomique montrant
la position des régions amplifié¢es (Fleming et powers, 1998b)

Figure 51: Position du gene cytochrome b et les amorces utilisées dans le génome
mitochondrial (Madani et al., 2010).

a: Position du ¢yt b dans I’ADNmt ; b: position de I’amorce de cy? b.
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1.3. Extraction d’ADN

L'ADN a été extrait a partir de chaque kyste individuel, avec au minimum cing kystes
par région infestée ont ét¢ identifiés par des techniques moléculaires. Chaque kyste a été écrasé
et des juvéniles ont été coupées et fragmentées avec une lame de scalpel sous un stéréo
microscope en utilisant une lame en verre contenant une goutte de solution tampon d’extraction
(buffer lyse). Cette destruction permet la libération de I’ADN génomique dans la goutte du
buffer lyse. Les nématodes coupés a partir de chaque kyste sont transférés individuellement a
I’aide d’une pipette dans un tube Eppendorf de 0.5 ml contenant 20 pl de tampon d'extraction de
nématodes (Thomas et al., 1997). Cette opération est répétée pour chaque kyste. Pour éviter les
contaminations de I’ADN, les lames et les scalpels doivent étre changés a chaque manipulation.
Enfin, environ 2 pl de protéinase K (600 pg/ml) ont été ajoutés a chaque tube, et ont été incubés
pendant 1 h a 65 ° C, suivis de 95 ° C pendant 10 min. Cette méthode d’extraction de I’ADN est

identique pour tous les types des PCR utilisés dans notre étude.

1.4. Réactions PCR (Polymerase Chain Reaction)
1.4.1.. La PCR spécifique
1.4.1.1. Principe de la PCR

La PCR spécifique est une technique utilisée pour l'identification des nématodes dorés de
la pomme de terre (NKPT) in vitro. Elle est capable d’amplifier en millions de fois des
séquences cibles présentes dans un échantillon d’ADN a partir d’une faible quantité d’acide
nucléiques (séquence spécifique d’ADN) et d’amorces spécifiques (Tableau 13) constitués

d’oligonucléotides de 15 a 30 nucléotides.

Apres la dénaturation qui consiste a dissocier les deux brins de I’ADN matrice, les
amorces sens et anti sens commencent a s’hybrider a cet ADN. La phase d’¢longation permet
aux polymérases de synthétiser le brin complémentaire de leur ADN matrice a partir des ANTPs
libre présents dans le milieu réactionnel. Le protocole de PCR se fait en plusieurs cycles
successifs avec plusieurs séquences amplifiées qui seront facilement détectables par

¢lectrophorese sur gel d’agarose.
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1.4.1.2. Méthode

Nous avons utilisé cette technique pour dupliquer le géne 18S de I’ADNr et la région
transcrite interne ITS1 a 1’aide d’une amorce universelle : le ITSS5, et deux amorces spécifiques :

le PITSp pour Globodera pallida et le PITSt3 pour G. rostochiensis.

Ce test a été effectué dans un volume final de 25 pL de réaction. Deux microlitres de
l'extrait d'ADN ont été utilisés pour chaque réaction de PCR comme décrit dans Bullman et

Marshall (1997):

H20 17.105 pl
Buffer 2.5 ul
Mgcl2 1 pl
dNTP 0.4 pul

Les amorces 1.875 ul

TAQ 0.12 pl
ADN 2 ul
Total 25ul

Le témoin négatif (I’eau) et les témoins positifs (G.pallida et G. rostochiensis fournis par
le Dr Blok, James Hutton Institute) ont été inclus. Les tubes a produits utilisés et ceux qui
renferment le mélange sont mis dans une boite qui contient de la glace pour éviter toute réaction
d’hybridation et d’¢longation. Toutes les amorces de PCR utilisées dans cette étude sont listées

dans le tableau 13.

Les microtubes contenant le mélange réactionnel sont mis dans la machine a PCR
(thermocycleur). L’amplification par PCR a été soumise a des variations de températures rapide
a 35 cycles grace au thermocycleur qui est programmé pour une initiale dénaturation de I’ADN
pendant 2 minutes a 94°C, 35 cycles de 30 Secondes a 94°C pour une dénaturation compléte,
suivie par une phase d’hybridation pendant 30 secondes a 60°C. Enfin, I’élongation est produite

a 72°C pendant 30 secondes et prendra fin aprés 5 minutes a 72°C.
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1.4.2. La région de I’éspaceur transcrit interne de ’ADNr (Internal transcribed spacer

regions ITS)
1.4.2.1. Principe de ’ITS

Ce test permet d’identifier les nématodes a kyste de la pomme de terre et de réaliser des
relations phylogénétiques. La région ITS ADNTr est moins conservée par rapport aux autres qui la

limitent ce qui lui permet d’étre facilement amplifiée par la technique de la PCR.

1.4.2.2. Méthode
L'amplification du fragment de I’ITS ADNr a été effectuée en utilisant les amorces TWS81

et AB28 (Tableau 13) comme décrit dans Joyce et al., (1994).

Ce test a été effectué¢ dans un volume final de 25 pL de réaction. Environ 1.25 microlitres

de I'extrait d'ADN ont été utilisés pour chaque réaction de PCR. :

H20 18.55 ul
Buffer 2.5 ul

Mgcl2 0.75 ul
dNTPs 0.25 pul

Les amorces 1.5 pl

TAQ 0.2 pl
ADN 1.25 pl
Total 25 ul

Le profil d’amplification pour ITS ADNr consistait a une étape de préchauffage pendant
5 min a 94°C, suivi de six cycles de 94°C pendant 1 min, de 55°C pendant 1 min, de 72°C
pendant 1 min, et de 28 autres cycles a 94 °C pendant 1 min, de 57°C pendant 45 s, de 72 °C

pendant 1 min, et une extension finale a 68°C pendant 5 min.
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1.4.3. Le géne Cytochrome b de I’ADN mitochondrial ADNmt (PCR cyth gene mtDNA)
1.4.3.1. Principe de cyt b géne de ’ADNmt

Cet essai permet 1’étude des variations intra-spécifiques, ce géne est fortement conservé ce

qui rend possible I’identification des especes de Globodera pallida et de connaitre leurs origines.

1.4.3.2. Méthode

L’INRA cytbL et I'INRA cytbR sont deux amorces spécifiques pour le géne cyt b de
I’ADNm de G. pallida (Tableau 13) qui ont ét¢ utilisées pour amplifier un fragment de 872 pb
tel que décrit dans Picard et al. (2007).

Ce test a été effectué¢ dans un volume final de 25 pL de réaction. Un microlitre de 1'extrait

d'ADN ont été utilisés pour chaque réaction de PCR :

H20 17.3 ul
Buffer 2.5 ul
Mgcl2 1.5 pul
dNTPs 0.5 pul

Les amorces 2 pl

TAQ 0.2 ul
ADN I ul
Total 25 ul

Le geéne cyt b de I’ADNmt a été amplifié a I’aide d’un profil thermique de 94° C pendant
5 min pour une initiale dénaturation, suivi par 38 cycles a 94°C pendant 45 s, de 58°C pendant

30 s, de 68° C pendant 1 min, et une extension finale a 68°C pendant 5 min.
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Tableau 13: Liste des amorces utilisées pour les différentes amplifications.

Code de Séquence (5'-3") Région amplifiée Source
I’amorce
18S rDNA géne et la .
ITSS 5'-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3' ) White et al. (1990)
région ITS1
18S rDNA géne et la
PITSp4 5'-ACAACAGCAATCGTCGAG-3' ) Bulman& Marshall (1997)
région ITS1
Bulman& Marshall (1997)
PITSr3 5'-AGCGCAGACATGCCGCAA-3"' 18S rDNA géne et la
région ITS1
TWS8I 5'-GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3' ITS Joyce et al. (1994)
Howlett et al. (1992)
AB28 5-ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3"' ITS
Picard et al. (2007)
INRAcytbL 5'-GGGTGTGGCCTTGTTATTTC-3"' cytb de mtDNA
INRAcytR 5'-ACCAGCTAAAACCCCATCCT-3"' cytb de mtDNA Picard et al. (2007)

1.5. Electrophoreése, purification des produits PCR et séquencage

Apres I’amplification, les produits de PCR ont été séparés par électrophorese dans des gels
d'agarose tamponnés au Tris-Borate-EDTA (TBE) a 1% avec du bromure d'é¢thidium.
L’¢électrophorése permet de séparer des particules en fonction de leurs charges €lectriques et de
leurs tailles. Les molécules d’ADN chargées négativement sont attirées vers 1’anode au travers
d’un réseau solide non mobile (gel en agarose). Ce réseau permet de retenir les molécules en
fonction de leur taille, les plus petites gagnent plus rapidement I’anode que les grandes. Plus le
réseau est dense, mieux les molécules de petites tailles seront séparées (Huybens et al., 2009).

Apres I’¢lectrophorese, les bandes apparus sur le gel d’agarose ont été visualisées avec un
¢éclairage UV et des moyens de photo-détecteurs. Ils sont représentés graphiquement avec un

appareil photo.

1.6. Séquencage et analyse des séquences

Les produits d'amplification purifiés résultants ont été exécutés sur un séquenceur multi-
capillaire ADN (analyseur génétique modele 3130 XL, Applied Biosystems, Foster City, CA,
Etats-Unis), en utilisant le Big Dye Terminator Sequencing Kit v.3.1 (Applied Biosystems), aux
installations (laboratoire) de séquencage Stab Vida (Caparica, Portugal). Par la suite, les
séquences seront éditées, analysées et comparés avec d’autres résultats de Gen Bank (banque de
données).
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1.7. Identification, diversité moléculaire et analyse phylogénétique

Les ITS de I’ADNr et les séquences du géne cytb de I’ADNmt de différents nématodes a
kystes appartenant a GenBank ont été utilisés pour la reconstruction phylogénétique. Les taxons
de hors groupe ont été choisis pour chaque ensemble de données selon Madani et al. (2010). Les
alignements multiples des différents genes ont été réalisés en utilisant 1'algorithme Q-INS-i de
MAFFT v.7.205 (Katoh et Standley, 2013). Les alignements de séquence ont été édités
manuellement a 1'aide de BioEdit (Hall, 1999).

La similitude de pourcentage entre les séquences a été calculée a 1’aide de la matrice
d'identit¢ de séquence inBioEdit. Des analyses phylogénétiques des ensembles de données
séquentielles ont été effectuées en fonction de l'inférence bayésienne (BI) a 1'aide de MrBayes
3.1.2 (Ronquist et Huelsenbeck, 2003).

Le meilleur modele d'évolution de 'ADN a été obtenu en utilisant Jmodel Test v.2.1.7
(Darriba et al., 2012) avec le critere d'information Akaike (AIC). Le modele pris en charge par
Akaike, la fréquence de base, la proportion des sites invariables, les parameétres de forme de
distribution gamma et les taux de substitution dans I'AIC ont ensuite été utilisés dans des
analyses phylogénétiques.

L'analyse de BI des sites invariables associés a un modele de distribution en forme de
gamma (GTR + I + G) ont été utilisés pour l'ensemble de données ITS. De méme, un modéle de
transition de sites invariables et un mod¢le de distribution en forme de gamma (TIM1 + I + G)
ont été choisis pour analyser des donnés de Cyt b géne de I’ADNmt. Ceux- ci ont été exécutés
avec quatre chaines pour 1 x 10° générations respectivement.

Les chaines de Markov ont été échantillonnées a des intervalles de 100 générations. Deux
séries ont été réalisées pour chaque analyse. Aprés avoir éliminé les échantillons de combustion
et évalué¢ la convergence, les échantillons restants ont été retenus pour d'autres analyses. Les
topologies ont été utilisées pour générer un arbre de consensus de la régle majoritaire de 50%.
Les probabilités postérieures bayésiennes (BPP) sont données sur des clades appropriés. Les
arbres de toutes les analyses ont été visualisés en utilisant la version de logiciel FigTree v.1.42

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/ figtree /).
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2. Résultats et discussion
2.1. Résultats

2.1.1. Identification et diversité des nématodes a kyste de la pomme de terre

Les nématodes a kyste de la pomme de terre (NKPT) ont été détectés et identifiés dans six
wilayas de 1'Algérie (Alger, Boumerdes, Blida, Tipaza, Béchar et El Oued) représentées par

Douze localités.

Aucun mélange des deux especes n'a été trouvé dans aucune des localités positives.
L’espece Globodera pallida a été distribuée dans la région Nord de 1'Algérie (Alger, Blida,
Tipaza et Boumerdes). Alors que dans les régions Sud (El Oued et Béchar), seulement la

population de G.rostochiensis était dominante.

L’amplification par la PCR spécifique de la région ITSI et du 18 rDNA de Globodera
rostochiensis et de G.pallida a produit des fragments uniques de 434 bp et 265 bp
respectivement (Figure 52).
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Figure 52: Produit d’amplification de I’ADNr de Globodera pallida et de
Globodera rostochiensis (Original)

G.rost : Globodera rostochiensis/ G.pall. : Globodera pallida/ M : marqueur
moléculaire 100 bp. Témoins/ 1 :Heterodera sp. /| 2 :G.rostochiensis/
3 : G.pallida/ 4 : eau.
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IV. Caractérisation moléculaire des Globodera de différentes régions de I’Algérie

La PCR spécifique nous a permis de tracer une cartographie concernant la distribution de

ces deux espeéces dans les douze wilayas ¢étudiées qui sont représentées par trente régions a

travers le territoire algérien (Figure 53).

% Negative samples

L G.rostochiensis

" Gpallida

Bechar
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Figure 53: Carte de I’ Algérie montrant la distribution des Globodera rostochiensis et des

Globodera pallida dans les différents sites étudiés (Original)
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L'amplification de I'I'TS ADNr de G. pallida et G. rostochiensis a donné un fragment
unique d'environ 1100 pb (Figure 54), et 'amplification correspondant au géne cytb de I’ADNmt
de G. pallida a montré un seul fragment d'environ 1000 pb. Aucune diversité intraspécifique de
séquence n’a été trouvée parmi les six séquences de I'ITS ADNr de G.rostochiensis
(de KY513118 a KY513123) obtenues dans cette étude. De méme, la diversité intraspécifique
de I'ADNr de ITS de G. pallida (Tableaul4) était trés faible et varie de 0,0 a 0,2%
(de KY513111 a KY513117) (Tableau 14).

1100 bp

Figure 54: Produit d’amplification du gene de I’ITS ADNr de Globodera
pallida et de Globodera rostochiensis (Original)

M : marqueur moléculaire 100 bp.
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Les résultats de BLAST ont montré que les séquences de I'ITS ADNr de G. pallida et
de G.rostochiensis correspondaient bien a d'autres séquences de ces espéces déposées dans
GenBank. La diversité de séquence intraspécifique a été de 0,0 a 1,8% et de 0,2 a 0,9%

respectivement pour Globodera pallida et G. rostochiensis.

Huit nouvelles séquences de cytb géne de Globodera pallida ont été obtenues dans la
présente étude (de KY513124 a KYS513131) et aucune diversité intraspécifique de séquence n’a
été trouvée (Tableau 14). Bien que des valeurs élevées de la diversité des séquences intra-
spécifiques soient fréquentes parmi d’autres séquences de G.pallida déposées dans GenBank ou
les valeurs sont de 0.0% a 11.0% avec les valeurs les plus élevées correspondant aux séquences

Sud américaines.

872 bp

Figure 55: Produit d’amplification du cyt b géne de ’ADNmt de
Globodera pallida (Original)

Témoin : eau/ M : marqueur moléculaire 100 bp.
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Tableau 14: Codes et Origines des Globodera utilisés dans notre étude.

Coordonnées Altitude Code d‘f la Potato Accessions de
- - population GenBank
géographiques
Sites Regions L’espéce de Le
° (m) némgtode cultivar i cytb
Alger Staoueli  36°45°5.943’N 45  Globodera AC150 Spunta KY513117KY513131
2°53°17,446’E pallida
H’Rawa  36°46°6.297’N 23 G.pallida AC146 Désirée KYS513113KY513129
3°18°31.24”E KY513116KY513130
Boumerdés Mandoura 36°49°0.001’N 38  G.pallida AC121 Désirée KYS513112KY513126
3°40°0.001’E
Lagata  36°46°45,465’N 91  G.pallida AC132 Désirée KYS13115KY513128
3°40°20,873°E
Blida Meftah2  36°37°11.234’N 101  G.pallida ACI125 Timate KY513114KY513127
3°13°41.513E
Tipaza Bousmail 36°38°17.517°N 118 G.pallida AC114 Désirée KYS513111KY513124
2°42°12,087E
Douaouda 36°40°42.889’N 71  G.pallida AC116 Désirée * KY513125
2°47°50.148’E
Bechar Al Abadella 31°0°36.825’N 780 Globodera AC136 Désirée KY513118 -
2°44°353117°W rostochiensis
El Oued Trifaouil 33°25°10.753’N 71  G.rostochiensis AC167 Spunta KY513121 -
(OuedSouf) 6°56°8.426"°E
Trifaoui 2 33°25°10.753’N 71  G.rostochiensis AC160 Spunta KY513122 -
6°56°8.426"°E KY513123
Hassikhelifal 33°33°36.455’N 51  G.rostochiensis AC140 Bartina KY513119 -
6°59°26.59°E
HassiKhelifa2 33°33°36.455’N 51  G.rostochiensis AC157 Spunta KY513120 -
6°59°26.59°E

(-) Non obtenu
(*) Population séquencée mais non disposée au niveau de la base des données GenBank a cause de sa haute
ressemblance avec les autres.

2.1.2. Analyse phylogénétique des Globodera

La regle de la majorité a 50% regroupe des arbres phylogénétiques générés a partir de
I’ITS ADNr et les alignements partiels du géne cytb de I’ADNmt sont présentés aux figures 56 et
57. L'arbre BI (inférence bayésienne) de la reégle de la majorité a 50% de 1’alignement multiple
comprenant 212 séquences de I’'ITS ADNr et 928 pb de long, a montré deux clades majeurs
hautement soutenus (BPP = 100) séparant les deux espéces G. pallida et G. rostochiensis (Figure
56). Les especes identifiées comme G. pallida occupent une position supérieure dans l'arbre et

ont montré une topologie similaire a celle du géne cytb de I’ADNmt (Figure 57).
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En effet, les populations de G.pallida de 'ITS ADNr (KY513124 a KY513131) sont

toutes classées dans le premier groupe avec d’autres populations ayant des origines du Royaume-

Uni, du Canada, d’Europe, du Pérou, et des Etats Unis d’Amérique (USA).

Les séquences ITS-ADNr du Pérou et du Chili ont tendance a regrouper deux sous-clades
différents, dont I'un n'est pas bien soutenu, mais certaines séquences du Royaume-Uni et une
autre adhésion de 1’ Algérie (LT159838) appartenant a GenBank sont regroupées dans ces sous-

clades.

De méme, le deuxiéme groupe de cet arbre est construit par les souches algériennes de
G. rostochiensis (de KY513118 a KY513123), du Canada, du Royaume-Uni, du Pérou, des
Etats Unis d’Amérique (USA), et d’Europe.

D'autre part, cinq séquences du Pérou se sont regroupées en dehors de ces sous-clades avec
des séquences du monde entier. Ces séquences de G. rostochiensis ont occupé une position
basale dans l'arbre formant un clade majeur unique (PP = 86), tout sous-clade a été montré mais
pas bien soutenu (figure 56). Une seule adhésion pour G.rostochiensis (GU084809, Bolivie) s’est

regroupée separement.

L'arbre BI du gene cytb de ’ADNmt du consensus de la régle de la majorité¢ a 50% d'un
alignement édit¢ multiple de G. pallida basé sur un alignement modifi¢é multiple comprenant 56
séquences et 1020 caractéres totaux a montré trois clades majeurs clairement séparés (PP = 1,00)
(figure 57). Le Clade I a regroupé toutes les séquences du gene cytb de I’ADNmt des populations
de Globodera pallida de 1'Algérie (de KY513124 a KY513131) correspondant aux régions de
Bousmail, de Douaouda, de Mandora, de Meftah, de Legata, de Staoueli et de deux nouvelles
séquences de H’rawa accompagné de séquences de I'Europe, du Canada, des Etats-Unis et de
4 adhésions GenBank du Pérou (AY851639, AY851647, AY851648, AY851641). Clade II et III

ont ét¢ formés par le reste des séquences du Pérou.
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Figure 56: Arbre consensuel bayésienne a 50% de la majorité de 'ITS ADNr décrivant les relations évolutives

entre différentes populations géographiques de NKPT. Alignement sous le modéle GTR+1+G. Des probabilités

postérieures supérieures a 70% sont données pour les clades appropriés. Les séquences nouvellement obtenues
dans cette étude sont en gras (Original).
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Figure 57 : Arbre consensuel bayésienne a 50% de la majorité du géne cytb ADNmt décrivant les
relations évolutives entre différentes populations géographiques de Globodera pallida. Alignement sous
le modele TIM1+1+G. Des probabilités postérieures supérieures a 70% sont données pour les clades
appropriés. Les séquences nouvellement obtenues dans cette étude sont en gras (Original).
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2.2. Discussion et conclusion

Notre travail fournit de nouvelles informations originales et précieuses sur la répartition et
la fréquence des nématodes a kyste de la pomme de terre (NKPT) en Algérie. En effet, c’est la
premicre fois dans notre pays qu’on a réussi a tracer une cartographie sur une large échelle
concernant la distribution des nématodes a kyste de la pomme de terre dans trente localités
(Nord, Sud, Est et Ouest). Ils sont réparties a travers onze wilayas de I’ Algérie, tandis que Tirchi
et al.(2016) ont caractérisé et identifi¢ des populations de Globodera appartenant uniquement a

la wilaya de Ain Defla.

Cependant, notre enquéte a indiqué la présence des NKPT dans des échantillons de six
wilayas et douze localités dont Staoueli, Mandoura, Lagata, H'rawa, Meftah2, Bousmail,

Douaouda, Al Abadella, Trifaouil, Trifaoui2, Hassi Khelifal et Hassi Khelifa2.

Cette recherche a montré une séparation claire dans la répartition géographique entre
G. pallida et G. rostochiensis. La premicre étant plus répandue dans les régions du Nord, alors

que la derniere était dominante dans le Sud du pays.

De méme, cette étude augmente notre connaissance de la prévalence, de la distribution et
de la diversité moléculaire des NKPT en Algérie concernant des études récentes centrées sur

cing localités du nord de la province d'Ain Defla seulement (Tirchi et al., 2016).

C’est intéressant dans notre cas, méme en identifiant plus de 5 kystes par localité, seule une
population d'une seule espece par localité a été trouvée, alors que Tirchi et al. (2016) ont détecté
des populations mixtes basées principalement sur des mesures morphométriques tel que le ratio

de Granek.

Deux explications principales pourraient étre plausibles pour cette répartition: i) la
tolérance majeure de G. rostochiensis a des températures plus élevées se développe dans les
régions tempérées de I'Algérie, tandis que G. pallida pourrait se reproduire mieux a des
températures plus basses dans les régions du Nord (Kaczmarek et al., 2014); et ii) l'utilisation
répétée de cultivars résistants a G. rostochiensis ('Spunta' et 'Bartina') dans la région du Sud. En
effet, Jones (1979) affirme que la répartition et la prédominance de l'une des deux especes
dépend de la sensibilit¢ ou de la résistance des pommes de terre cultivées en rotations

successives.
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Méme en utilisant des cultivars résistants, les régions du Sud ont montré des niveaux

d'infestation plus ¢élevés que le Nord, ce qui pourrait résulter d'une sélection de types de
pathotypes résistants a ces cultivars, probablement en raison de la monoculture de pommes de
terre. Ces cultivars de résistance, 'Spunta’ et 'Bartina' sont sensibles 8 PCN Rol et Pa2 et Pa3

respectivement, et aux autres pathotypes dans une moindre mesure (https://www.hzpc.com).

La faible diversit¢ moléculaire et leur association avec les populations européennes de
NKPT suggerent que les populations algériennes sont probablement introduites d’Europe
vraisemblablement par la pomme de terre infestée en quelques introductions. Ce résultat est
différent de la variabilité importante trouvée par Tirchi et al. (2016) dans la région ITS, en
utilisant pour séquencer des produits de PCR clonés. Par contre, Kleynhans (1998) signale que
Frézal a annoncé en 1954 que 1’espece Globodera rostochiensis est probablement rentrée en

Algérie par le biais des semences de la pomme de terre en provenance d’Angleterre durant le

début de 1940.

En effet, notre aboutissement est en harmonie avec pylypenko et a/.(2008) qui ont
découvert que deux populations ukrainiennes apparaissaient trés similaires a d’autres populations

européennes en termes de leur virulence et au niveau de la séquence partielle du cytochrome b.

Madani et a/.(2010) ont déclaré que I’analyse phylogénétique et celle de la séquence des
genes cytb de ’ADNmt et de I’'ITS ADNr basée sur ’inférence bayésienne ont révélé que la

souche canadienne de G.pallida est presque identique a 1’européenne et a I’américaine.

Dans notre étude, les séquences dépurées étaient basées sur le séquencage direct de PCR,
n'obtenant que les haplotypes majoritaires présents dans les génomes. Le clonage et le
séquencage des produits de PCR pourraient montrer une plus grande variabilité intra-individuelle
en raison de la variation intra-génomique dans les répétitions ribosomales, alors que dans notre
cas, seule la répétition majoritaire a €té séquencée. En fait, il a ét¢ démontré que ce locus est
affecté¢ par le processus d'évolution concertée, qui est une force homogénéisante dans les

répétitions de ' ADNr dans un génome (Dover, 1982).

Les résultats de cette enquéte ont révélé la prévalence différentielle et la distribution de
G.rostochiensis et G.pallida dans les zones de production de pommes de terre en Algérie, ainsi

que l'identification moléculaire et leur relation phylogénétique avec les populations européennes.
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La forte infestation des nématodes dorés de la pomme de terre (NKPT) dans certaines

régions, méme en utilisant des cultivars résistants, fait de cette espéce une grave menace pour la
production de pommes de terre, en particulier dans le sud du pays. Ce qui est considéré
aujourd'hui parmi les premieres zones de production de pommes de terre en Algérie. Pour cette
raison, il faut souligner l'identification correcte des especes de nématodes afin de trouver les
méthodes de contrdle les plus appropriées. Ils devraient utiliser les méthodes de production de
cultures naturelles de sécurité comme cultivars, rotations et controles biologiques résistants a
l'aide de bactéries, de champignons et d'extraits végétaux. Des études supplémentaires sur ces
nématodes de régions plus variables et plus informatives, en particulier dans le Sahara algérien,
sont nécessaires pour permettre la construction d'une image plus compléte de la distribution de

nématodes a kystes associés a la culture de la pomme de terre en Algérie.
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CHAPITRE V

EVALUATION DE L' EFFICACITE DE BACILLUS SP. ET DES EXTRAITS AQUEUX

DE CERTAINES PLANTES CONTRE GLOBODERA PALLIDA



V. Effet nématicide des extraits aqueux et de Bacillus sp. sur Globodera pallida

Chapitre V: Evaluation de I'efficacité de Bacillus sp. et des extraits aqueux de
certaines plantes contre Globodera pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975

(Nematoda : Heteroderidae)

Objectif

L'objectif de notre travail consiste a déterminer l'effet nématicide de quelques extraits
obtenus a partir des plantes. Il s’agit de 1I’if commun Taxus baccata (Taxaceae), et de genévrier
de Phénicie Juniperus phoenicea (Cupressaceae). A ceux-ci s’ajoute un bionématicide
a base de bactérie Bacillus sp. (le NOVI- BIOTEC 7996). Les observations sont faites in vitro
sur la mortalit¢ des larves du deuxieme stade (L,) des nématodes de la pomme de terre
Globodera pallida, et sur le potentiel d’éclosion des ceufs. L’activité nématicide est également
testée sur le développement de ces parasites sur une culture de pomme de terre (Solanum

tuberosum) in vivo.

1. Matériels et méthodes

1.1. Matériel biologique
1.1.1. Le nématode : kystes et larves

Le matériel biologique utilis¢é au cours de notre expérimentation est I'espece
Globodera pallida identifiée antérieurement par des procédés moléculaires (PCR, ITS rDNA et
Cytb gene de mtDNA) dans le chapitre IV. Les kystes de cette espéce sont collectés durant la
campagne 2013-2016. Ils sont extraits a partir du sol naturellement infesté de la région de
Staoueli par la méthode de Fenwick (Fenwick, 1940). Ces derniers sont stockés quatre mois au
minimum a une température équivalente a 4° C avant leur utilisation (Figure 58). De méme,
les larves L, ont été¢ mises a éclore en trempant des kystes de Globodera pallida dans de 1’eau
distillée pendant 48 H a une température de 20 =1 °C, suivi par une période d’incubation de
7 jours dans les exsudats racinaires de la pomme de terre. Les kystes sont gardés a 1’obscurité

afin de stimuler I’éclosion.
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V. Effet nématicide des extraits aqueux et de Bacillus sp. sur Globodera pallida

Figure 58 : kystes de Globodera pallida
mise a éclore (Original)

1.1.2. La composition du produit nématicide NOVI-BIOTEC 7996

C’est un bionématicide vivant composé d’un mélange de deux souches bactériennes
compatibles a savoir : Bacillus thuringiensis (de 20 a 50%) et Bacillus sphaericus (de 50 a
80%). Cette suspension a une action ovicide synergique sur les différents groupes de nématodes
phytoparasites. Ce produit est appliqué avant ou aprés la culture de pomme de terre a raison de
10 ml de produit par m*. A partir de cette dose, plusieurs dilutions sont effectuées afin de les

utiliser dans notre étude (Figure 59).

Figure 59 : Suspension
bactérienne (Original)
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V. Effet nématicide des extraits aqueux et de Bacillus sp. sur Globodera pallida

1.2. Matériel végétal
1.2.1. Origine des plantes

Les plantes testées au cours de notre expérimentation appartiennent a deux familles: Les
Taxaceae (Taxacées) représentée par I’'if commun (Taxus baccata), et les Cupressaceae
(Cupressinées) représentée par le Genévrier de Phénicie (Juniperus phoenicea) en provenance du

parc National de Chréa (Figure 60).

Figure 60: Les plantes broyées utilisées dans notre étude
(Original)

1.2.2. Caractéristiques des plantes étudiées
a) L’if commun (Figure 61)

L’If commun ou Taxus baccata L. (Taxous en Arabe) est une espéce non résineuse de la
Famille des Taxaceae (ifs) (Taxales, Taxopsida). Taxus vient du nom latin « hyfe » ou bien tissu
car on confectionne des v€tements a partir de ses fibres de bois, ou bien « taxis » allusion a la
disposition tres réguliere des feuilles sur les rameaux de la plante. Le nom d’espéece baccata lui a
¢té donné a cause de sa semence entouré d’une enveloppe rouge en forme de baie (Guide illustré
de la flore algérienne, 2009). C’est un arbre a croissance lente qui peut atteindre 20 m de
hauteur, dioique a tronc unique ou multiple, & écorce écailleuse, brun rougeatre, a branches
nombreuses et étalées. Les feuilles en aiguilles aplaties et molles, sont disposées presque dans un
plan (subdistique) sur des rameaux verts striés par des pétioles foliaires. La face supérieure est
d’un vert trés foncé, la face inférieure présente deux bandelettes stomatiques vert jaunatres. Les

fleurs minuscules, dioiques apparaissent entre le mois d’Avril et Mai. Les males en chatons et les
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V. Effet nématicide des extraits aqueux et de Bacillus sp. sur Globodera pallida

femelles isolées le long des rameaux. L’ovule, solitaire et dress¢, conduit a une graine noire,
entourée d’une coupe charnue, rouge, ouverte au sommet (I’arille). La semence est toxique et son
ingestion peut étre mortelle (Couplan et Styner, 1994; Bruneton, 2005; Augereau, 2008). Ce
conifere est treés répandu dans le bassin méditerranéen, 1’Europe, le Moyen-Orient, et I’ Afrique
du Nord. Il est présent de maniere ponctuelle dans les foréts algériennes (1’Atlas Blidéen, le
Djurdjura, les Babors et les Aures) ou elle peut étre trouvée jusqu’a 1500 m. Sa longévité peut
dépasser les 1000 ans (Bruneton, 2005; Guide illustré de la flore algérienne, 2009; FAO, 2012).
L’ivaie (peuplements d’ifs), dont la toxicit¢ pour ’Homme et les animaux domestiques est
connue depuis la plus haute Antiquité, fournissent trois molécules diterpéniques antitumorales
(contre les cancers); la paclitaxel, le docétaxel et le cabazitaxel, plus d’autres composés comme
le taxol, le taxine, le baccatine III et dérivé (Bruneton et Poupon, 2016). De méme sa décoction
fut parfois utilisée comme abortif, ce qui donna lieu @ de nombreux et fatals empoisonnements. 11
engendre des troubles digestifs, nerveux, respiratoires, et cardiovasculaires pouvant entrainer la
mort. Toutes les parties de 1I’if sont mortelles a dose relativement faible, la sensibilité a 1’if varie
selon I’espéce animale, la dose mortelle pour un bovin s’établit a 0.36-0.7g/kg et de 0.4 g/kg
chez une chevre (Couplan et Styner, 1994; Bruneton, 2005).

Figure 61: Taxus baccata L. (Original)
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V. Effet nématicide des extraits aqueux et de Bacillus sp. sur Globodera pallida

b) Le Genévrier de Phénicie (Figure 62)

Le Genévrier de Phénicie ou Juniperus phoenicea L. (Genévrier de Lycie, rouge, ou Cade
endormi, et en arabe Araar) est une espece de a famille des Cupressaceae. Juniperus vient du
nom celtique qui signifie « apre » allusion a la saveur des fruits de la plante. Il désigne le genre
qui comprend environ une cinquantaine d’especes d’arbustes ou arbres persistants a la croissance
lente. Le nom d’espéce phoenicea tait référence au phenix « rouge pourpre » qui est la couleur
des fruits rouges sur les arbres femelles. C’est un Arbrisseau ou arbuste atteignant 6 a 8§ m, a
port en fuseau trouvé dans les régions montagneuses. Cette espece est caractérisée par un tronc
dont I’écorce s’exfoliant en longue laniéres. Les feuilles ovales et sillonnées sur le dos qui sont
écailleuses, et étroitement imbriquées sur 4-6 rangs. Les fleurs apparaissent en fin de février et
début avril sont minuscules dont les males et les femelles sont sur des pieds différents. Les cones
(pseudo- fruit) sur les arbres femelles sont globuleux, de 5 a 7 mm de diamétre, charnus,
et rougeatres a maturité¢ (Couplan et Styner, 1994). Le genévrier rouge est largement répandue en
Me¢diterranéen, en Afrique du Nord jusqu’a I’Arabie Saoudite et les iles Canaries. En Algérie,
elle compose la principale couverture végétale dans les montagnes des Aures, 1’ Atlas saharien.
Elle se trouve aussi dans 1’Atlas Blidéen jusqu’’a 1800 m d’altitude (Lebreton et Pérez de Paz,
2001). Le Cade contient majoritairement des carbures monoterpéniques, sesquiterpéniques,
flavonoides et des diterpénes (Couplan et Styner, 1994). Juniperus phoenicea est une espéce
toxique, chose qui la differe de Juniperus oxycedrus qui est comestible. Elle est utilisée en
médecine traditionnelle comme abortif, et pour soigner le diabéte, les diarrhées, les verres
intestinaux, et le thumatisme sous forme de décoction. Tandis que la poudre des fruits séchés
peut guérir les ulcérations de la peau et les abces. De méme, elle est utilisée en cosmétique et en

parfumerie (Couplan et Styner, 1994 ; Bruneton et Poupon, 2016).

Figure 62: Juniperus phoenicea L. (Original)
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V. Effet nématicide des extraits aqueux et de Bacillus sp. sur Globodera pallida

1.2.3. Préparation des exsudats racinaires de la pomme de terre (Figures 63)

Les exsudats racinaires sont préparés a partir des racines de pomme de terre, variété
Désirée agées de 4 a 5 semaines. La sélection de ce cultivar est due a sa sensibilité au nématode
du genre G. pallida (Evans et Haydock, 2000). Environ 20 g de ces racines sont broyés dans un
mortier. Le broyat est filtré (filtre Wattman) pour éliminer tous les débris végétaux existants.
Les exsudats collectés sont ensuite complétés par 1500 ml d’eau distillée. Ils sont conservés

dans des bouteilles en plastiques a 4°C, puis gardés a I’obscurité en vue de leur utilisation

c

Figure 63: Préparation des exsudats racinaires de la pomme de terre (Original)

ultérieure.

(a): racine de pomme de terre variété Désirée. (b): racine de pomme de terre broyée dans un mortier.
(c): broyat filtré. (d): exsudats racinaires complétés par ’eau distillée.

1.2.4. Extraction de la solution biologique a partir des feuilles (Figure 64, 65)

Plusieurs méthodes sont utilisées pour 1’extraction des végétaux, soit a partir de 1’eau, soit
a partir de ’alcool. Celle que nous avons utilisée est une modification de la méthode standard
préconisée par Sasanelli et Di Vito (1991). Elle consiste a faire broyer apres séchage pendant
7 a 10 jours en couche mince, a 1’air libre et a I’abri du soleil des feuilles des plantes a tester. Les
poudres sont macérées dans de 1’eau distillée a raison de 25 g pour 150 ml pendant 24 heures.
Les solutions obtenues sont filtrées a travers un tissu de tulle, puis a travers un papier Wattman,
ensuite centrifugées a raison de 12000 tours/minutes pendant 5 minutes pour obtenir une solution
claire dans laquelle les kystes et les larves écloses seront visibles. Elles constituent la solution

standard « S » ou la solution biologique a partir de laquelle des dilutions ont été réalisées.
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V. Effet nématicide des extraits aqueux et de Bacillus sp. sur Globodera pallida

Figure 64: Extraction de la solution Figure 65: Extraction de la solution
biologique & travers un tissu de tulle biologique a travers le papier Wattman
(Original) (Original)

1.3. Effet de différents extraits aqueux et de Bacillus sp .sur la mortalité des larves L, de

Globodera pallida (Figure 66, 67)

Ce test nous permettra de montrer 1’efficacité des plantes testées sur la mortalité des larves
de Globodera pallida. Un inoculum de 100 larves L, écloses de Globodera pallida est placé
dans des boites quadrillées de 5 cm de diamétre avec 5 ml de chaque solution des extraits
foliaires a des concentrations de 10.4, 20.8, 41.7, 83.5 et 167 mg/ml, et a des concentrations de
6.25,12.5, 25, 50 et 100 ul/ml pour les solutions de la suspension bactérienne (le bionématicide).
Pour chaque traitement, nous avons réalisé 5 répétitions. Le taux de mortalité¢ est déterminé apres
24, 48 et 72 heures. Le comptage des larves mortes a été fait a I’aide d’un compteur sous une
loupe binoculaire. L’effet de ces extraits foliaires est comparé aux témoins représentés par I’eau
distillée, et les exsudats racinaires de pomme de terre (ERP). Le dispositif est gardé en obscurité
a une température de 20 £1°C. Toute larve qui est immobile au toucher par la pointe de 1’aiguille
est considérée comme morte. En plus de cette observation initiale de la mortalité, on rajoute de
I’eau distillée a ces solutions biologiques et on les laisse pendant 24 H. Cette durée nous permet

de confirmer si les larves sont mortes ou non.
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Les résultats sont exprimés en pourcentage de mortalité selon la formule suivante :

Nombre de nématodes morts
Le pourcentage de mortalité % = x 100

Nombre total de nématodes

Figure 66: Test des différents extraits foliaires sur la
mortalité des larves L, de Globodera pallida (Original)

Figure 67: Test des différentes dilutions du produit nématicide
sur la mortalité des larves L, de Globodera pallida (Original)
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V. Effet nématicide des extraits aqueux et de Bacillus sp. sur Globodera pallida

1.4. Effet des différents extraits aqueux et de Bacillus sp. sur P’éclosion des larves de

Globodera pallida (Figures 68, 69, 70, 71)

Ce test nous permet de déterminer I’action des différents extraits aqueux testés sur
I’éclosion des ceufs de Globodera pallida. Des kystes de Globodera pallida sont trompés dans
de I’eau distillée pendant 48 H, puis 5 kystes pleins par éclosoir sont exposés pendant deux
semaines a 5 ml de chaque solution obtenue a partir des plantes testées a des concentrations de
10.4, 20.8, 41.7, 83.5 et 167 mg/ml, et a des concentrations de 6.25, 12.5, 25, 50 et 100 pl/ml
pour les solutions de suspension bactérienne (le bionématicide Novi-Bio). L’eau distillée et les
exsudats racinaires de la pomme de terre (ERP) sont considérés comme témoins. Durant cette
période, les extraits des plantes et les témoins sont contrdlés pour la présence des larves écloses.
Par la suite, les €closoirs contenant les kystes sont transférés dans des exsudats racinaires de la
pomme de terre pendant 6 semaines. Le dispositif est gardé en obscurité a une température de 20
+1 °C. Pour chaque traitement, nous avons réalisé 05 répétitions. Le comptage des larves écloses

a été effectué apreés chaque semaine sous loupe binoculaire.

Nous avons procédé a I’écrasement des kystes aprés 6 semaines d’incubation afin de compter le
nombre de larves non écloses. Nous avons calculé le nombre total du contenu des kystes, et le

pourcentage de 1’éclosion. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’inhibition de 1I’éclosion.

Figure 68: Eclosoirs contenant 5 kystes (Original)
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Figure 69: Test de différents extraits foliaires sur I’éclosion
des ceufs de Globodera pallida (Original)

Figure 70: Test de différentes dilutions du produit biocide
sur 1’éclosion des ceufs de Globodera pallida (Original)

Figure 71: Transfert et immersion des kystes dans les
exsudats racinaires de pomme de terre (Original)

108
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1.5. Effet des extraits foliaires de Taxus baccata, de Juniperus phoeniceae, et de Bacillus sp.

sur le développement de Globodera pallida sur pomme de terre
1.5.1. Matériels et méthodes
1. Matériel végétal

Nous rappelons que la variété Désirée a été retenue pour notre essai en raison de sa

sensibilité aux Globodera pallida. Elle est également utilisée par les agriculteurs (Figure 72).

Figure 72: Pomme de terre Variété
Désirée (Original)

2. Matériel biologique

La population de Globodera pallida utilisée lors de notre essai est celle obtenue a partir

des échantillons en provenant des sols infestés de la région de Staoueli.
1.5.2. Mode opératoire

L'essai a été réalisé dans des pots en plastique d’une capacité de 250 g remplis avec du

terreau stérilisé.
1. Préparation des plantules

Environ 5 kg de la pomme de terre « variété Désirée » sont conservés dans un local bien
aéré, et éclairci afin de stimuler la germination des tubercules pour faciliter la manipulation lors

de la plantation.
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2. Repiquage

Des bourgeons germés de 10 mm de diamétre sont récupérés a partir des tubercules de
pomme de terre. IIs ont été repiqués a raison d’un seul bourgeon par pot pour le traitement apres
plantation. En ce qui concerne le traitement avant plantation, et le traitement avant et apres
plantation, le repiquage a été réalisé dix jours apres l'application du traitement. Les pots ont été

couverts avec un film plastique pour les deux derniers traitements.
3. Inoculation

Quelques jours apres le repiquage des bourgeons, et I’apparition des premicres émissions
racinaires, les plantules ont été inoculées par les kystes de Globodera pallida a raison de
10 kystes enveloppés dans un petit sac en tulle, attachés a un fil et enfouie au milieu du sol a une

profondeur de 6 cm par pot (Figure 73).

Figure 73: Préparation et enfouissement des sacs a kystes de Globodera pallida

4. Traitement

Une semaine apres l'inoculation, 5 ml des extraits foliaires de Taxus baccata et de
Juniperus phoenicea a la concentration 167 mg/ml, ainsi que de la suspension bactérienne aux
concentrations 44.2, 88.4 et 176.9 ul/ml ont été appliqués pour chaque traitement a raison de
5 répétitions au niveau de chaque pot (Figures 74, 75, 76, 77, 78). 1l est a noter que la dose

recommandée en plein champ du produit nématicide est de 10 ml de produit par m”.
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Figure 74: Dilutions de la Figure 75: Dilutions des extraits
suspension bactérienne (Original) foliaires (Original)

Figure 76: Traitement avant Figure 77: Couverture des pots avec
plantation (Original) un filme en plastique (Original)
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Figure 78: Inoculation et traitement
apres plantation (Original)

1.5. 3. Dispositif expérimental (Figures 79, 80)

Le dispositif expérimental est un bloc aléatoire complet comprenant les traitements

suivants:
*Traitement avant plantation:

-Traitement avant plantation par la solution biologique de Taxus baccata a une concentration de

167 mg/ml.

-Traitement avant plantation par la solution biologique de Juniperus phoenicea a une

concentration de 167 mg/ml.

-Traitement avant plantation par la suspension bactérienne a Bacillus sp. a une concentration

(S/2) de 44.2 ul/ml.

-Traitement avant plantation par la suspension bactérienne a Bacillus sp. a une concentration

(S) de 88.4 pl/ml.

-Traitement avant plantation par la suspension bactérienne a Bacillus sp. a une concentration

(2S) de 176.9 ul/ml.
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*Traitement apres plantation

-Traitement aprés plantation par la solution biologique de Taxus baccata a une concentration de

167 mg/ml.

-Traitement aprés plantation par la solution biologique de Juniperus phoenicea a une

concentration de 167 mg/ml.

-Traitement apres plantation par la suspension bactérienne a Bacillus sp. a une concentration de

44.2 ul/ml.

-Traitement apres plantation par la suspension bactérienne a Bacillus sp. a une concentration de

88.4 ul/ml.

-Traitement apres plantation par la suspension bactérienne a Bacillus sp. a une concentration de

176.9 pl/ml.
*Traitement avant et aprés plantation

-Traitement avant et aprés plantation par la solution biologique de Taxus baccata a une

concentration de 167 mg/ml.

-Traitement avant et aprés plantation par la solution biologique de Juniperus phoenicea a une

concentration de 167 mg/ml.

-Traitement avant et aprés plantation par la suspension bactérienne a Bacillus sp. a une

concentration de 44.2 pl/ml.

-Traitement avant et aprés plantation par la suspension bactérienne a Bacillus sp. a une

concentration de 88.4 pl/ml.

-Traitement avant et aprés plantation par la suspension bactérienne a Bacillus sp. a une

concentration de 176.9 ul/ml.
Le témoin

-Le témoin est composé de la culture de la pomme de terre + les kystes des nématodes. En effet,

5 témoins ont été installés pour chaque traitement.

Enfin, nous avons réalisé 5 répétitions pour chaque traitement, soit un total de 90 pots.
Ces pots ont ¢ét¢ disposés en bloc aléatoire complet dans une serre, et arrosés régulierement

pendant 90 jours.
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*Les paramétres retenus pour 1'évaluation de 1'efficacité des extraits aqueux et de Bacillus

sp. vis-a-vis de Globodera pallida

Dans le présent travail, nous avons visé a déterminer le poids frais des racines de pomme
de terre pour chaque traitement. De méme, le nombre des kystes de Globodera pallida dans le
sol a été calculé trois mois apres la mise en place de I’essai selon la méthode d'extraction du sol.
Cette ¢étude est également accompagnée par 1’évaluation du nombre de femelles sur les racines

de pomme de terre apres la méme période.

Figure 79: Dispositif expérimental de 1’essai (Original)
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Blocl Bloc 2 Bloc 3 Blac 4 Bloc 5
T1 C8 C4 T1 9
c8 15 €9 T1 T1
c5 C9 C5 C8 T1
c7 T1 C2 c5 9
T5 C8 C6 C8 c4
Cé cé Cc1 T1 C6
Cc2 c7 T6 c3 T7
T5 T1 T4 c4 C5
C3 T1 C1 T3 C2
T3 T7 T4 T1 T6
C1 C3 T1 c7 9
T6 Ca C3 T3 T2
c3 T2 cé Cc2 c7
c4 C5 T7 T1 T5
T7 T3 C7 T4 C1
15 Cc2 T1 T2 T6
T3 T1 T7 T4 T2
T1 T2 T4 T6 C1

Figure 80: Dispositif expérimental de I’essai. T1: Témoins, T2 : Traitement 167
mg/ml Taxus baccata avant plantation, T3: Traitement 167 mg/ml Juniperus phoenicea avant plantation, T4:Traitement 167
mg/ml Taxus baccata aprés plantation, TS: Traitement 167 mg/ml Juniperus phoenicea pres plantation, , T6: Traitement 167
mg/ml Taxus baccata avant et aprés plantation, T7: Traitement 167 mg/ml Juniperus phoenicea avant et apres plantation,
Cl:Traitement  bionématicide S avant plantation, C2:Traitement bionématicide S/2 avant plantation, C3 :Traitement
bionématicide 2S avant plantation, C4:Traitement bionématcide S apres plantation, CS:Traitement bionématcide S/2 apres
plantation, C6 :Traitement bionématcide 2S aprés plantation, C7:Traitement bionématcide S avant et aprés plantation ,
C8:Traitement bionématcide S/2 avant et aprés plantation, C9 :Traitement bionématcide 2S avant et aprés plantation.

En jaune : pots couverts, En blanc: pots non couverts.
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1.5.4. Analyses nématologiques
a) Extraction des nématodes a partir du sol

Apres mélange et homogénéisation des échantillons du sol, 250g de sol sont séchés a

I’air libre. L’extraction des kystes se fait par la technique de Fenwick (Fenwick, 1940).
b) Comptage

Apres extraction du sol, le comptage des kystes se fait sous loupe binoculaire a I'aide d'un

compteur.
1.6. Tests phyto-chimiques préliminaires (ou Screening phytochimique)

Le but de ce test est de connaitre la composition des métabolites secondaires des plantes

testées au cours de notre étude.

Les tests sont effectués dans le laboratoire du groupe Saidal (service huiles essentielles),

soit sur la poudre de broyat, soit sur un infusé (Pharmacopée Russe, 1991).
1.6.1. Préparation de l'infusé

Environ 20 g de poudre sont mis a infuser dans 100 ml d'eau distillée, puis sont portés a

¢bullition pendant 15 mn. Apres filtration, le filtrat est ajusté & 100 ml d'eau distillée.
1.6.2. Préparation des réactifs
La préparation des réactifs utilisés au cours de cette étude est mentionnée en annexe 4.
1.6.3. Identification des principaux métabolites secondaires des plantes testées.
A- Identification des Anthocyanes
Trois procédés sont utilisés pour la mise en évidence de ces composés :

1. Nous ajoutons quelques gouttes d'acide chlorhydrique a 5 ml de I’infusé, la réaction

donne une coloration rouge en présence d'anthocyane.

2. Nous portons a ébullition 1g de poudre dans 10 ml d'éthanol pendant 10 minutes.
Apres filtration nous ajoutons le zinc métallique et quelques gouttes d’acide chlorhydrique. La

réaction vire au rouge en présence d'anthocyane.
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3. Nous ajoutons quelques gouttes d'ammoniaque 1/2 a 5 ml de I’infusé, la réaction donne

une coloration bleue en présence d'anthocyane.
B-Identification des leuco-anthocyanes

Nous additionnons 2 g de poudre a 20 ml d'un mélange de propanol / acide chlorhydrique
(1/1). Ces composées sont portés au bain marie bouillant pendant quelques minutes. Une

coloration rouge se développe en présence des leuco-anthocyanes.
C- Identification des tanins

Quelques gouttes d'une solution de chlorure ferrique a 5% sont ajoutées a Sml de 1’infusé,

la réaction donne une coloration bleue noire en présence des tanins.
1. Tanins catéchétiques

Nous mélangeons 15 ml de I'infusé avec 7 ml de réactif de stiasny, la réaction donne une

coloration rouge en présence des tanins catéchétiques.
2. Tanins galliques

Apres filtration et saturation du filtrat par l'acétate de sodium, quelques gouttes de
chlorure ferriques sont ajoutées, la réaction donne une coloration bleue foncée en présence des

tanins galliques.
D- Identification des flavonoides

La réaction cyanhydrique ou l'essai de chinoda lors de la réduction des flavonols,
flavonones et flavones par le magnésium métallique en présence de l'acide chlorhydrique donne

une coloration rouge orangé en présence de flavonoides.

A 5 ml de l'infusé, nous additionnons 5 ml d'acide chlorhydrique, un copeau de
magnésium et 1 ml d'alcool isobutanol, la réaction devient rouge orangée en présence de

flavonoides.
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E- Identification des quinones
Nous avons deux types de quinone :
1. Quinone libres

Nous mettons en contact 2 g de poudre végétale humectée avec 2 ml d'acide
chlorhydrique pendant 3 heures dans 20 ml de chloroforme. Ce test est réalisé sur le filtrat de ce
mélange grace a 5 ml d'ammoniaque (1/2) comme réactif. La réaction vire au rouge en présence

des quinones libres.
2. Quinone combinées

A 2 g de poudre végétale, nous additionnons 5 ml d'acide sulfurique 2 N porté a reflux
pendant 2 heures, la solution extractive est filtrée, puis épuisée par 20 ml de chloroforme. La
solution chloroformique est évaporée a sec puis reprise par I'ammoniaque. La méme réaction est

obtenue qu’avec les quinones libres.
F- Identification des saponosides
Leur présence est détectée par 2 procédés:

a) Deux éprouvettes sont utilisées : nous introduisons dans la premi¢re 5 ml de d'acide
chlorhydrique a 0.1 N, et dans la deuxiéme 5 ml de I’hydroxyde de sodium a 0.1 N. Nous
ajoutons dans chacune deux a trois gouttes de l'infusé, la formation des mousses indique la

présence des saponosides.

b) Nous ajoutons a 02 ml de I’infusé quelques gouttes d'acétate de plomb, la formation

d'un précipité blanc révele la présence des saponosides.
G- Identification des alcaloides

Nous mettons a macération 5 g de poudre végétale humectée avec 20 ml d'ammoniaque
(1/2) pendant 24 heures dans 50 ml d'un mélange éther chloroforme (3/1). Le filtrat est épuisé
par de l'acide chlorhydrique 2N. Des réactions de précipitation sont effectuées sur la solution

chlorhydrique. En présence d'alcaloides, le réactif de Dragendroff donne un précipité rouge.
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H- Identification des glucosides

Dans 02 g de poudre végétale, nous ajoutons quelques gouttes d’acide sulfurique. La

formation d'une coloration rouge brique, ensuite violette indique la présence des glucosides.
I- Identification des coumarines

Nous introduisons 02 g de poudre dans 20 ml d'alcool éthylique, et nous les portons a
¢bullition pendant 15 minutes a reflux. Aprés refroidissement, nous filtrons cet extrait. Nous
ajoutons a 3 ou 5 ml de filtrat, 10 gouttes de la solution alcoolique de I’hydroxyde de potassium
a 10%, et quelques gouttes d'acide chlorhydrique a 10% jusqu'a obtention d'un milieu faiblement

acide. L'apparition d'un trouble indique la présence des coumarines.
2. Résultats et discussions
2.1. Résultats

L’efficacité d’un produit biocide est évaluée par la mortalit¢ d’une population donnée.
Pour chaque extrait aqueux, le pourcentage moyen de mortalité¢ est calculé. Sachant que dans
toute population, il existe une mortalité naturelle qui vient s’ajouter a la mortalité provoquée par
un produit toxique. De ce fait, les pourcentages de mortalité doivent &tre exprimés en

pourcentage de mortalité corrigée selon la formule de Schneider-Orelli :

M2 - Ml
Pourcentage de mortalité corrigée MC %= —— x 100
100 - M1
M1 : pourcentage de mortalité observée dans le témoin.
M2: pourcentage de mortalité observée dans la population traitée.

MC: pourcentage de mortalité corrigée.

Pour étudier la DL50 d'un produit, on procéde a une transformation des résultats obtenus

au cours de notre essai en probits (Cavelier, 1975).
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Les résultats obtenus dans nos différents essais sont présentés sous forme de droites de
régression tracées avec les logarithmes des doses. L’efficacité des extraits aqueux et de la

suspension bactérienne testée est effectuée en déterminant:
-La DL 50 de la mortalité : ¢’est la dose l1étale de 50% de la population traitée.
-la TL50 de la mortalité : c’est le temps 1étal a partir duquel meurt 50% de la population traitée.

2.1.1. Effet des extraits aqueux et de la suspension bactérienne sur la mortalité de

Globodera pallida

Les résultats consignés dans le tableau 15, et illustrés dans les figures 81, 82, et 83
montrent que les extraits aqueux des plantes testées Taxus baccata, Juniperus phoenicea, et la
suspension bactérienne des Bacillus (Bacillus turingiensis et B. sphaericus) présentent une
activit¢ nématicide a l'égard de Globodera pallida. Cette activité augmente lorsque la

concentration et la période de 1'exposition augmentent.

En effet, 2 une dose plus élevée (167 mg/ml) et aprés 72 heures de traitement, les
pourcentages de mortalité corrigée sont de 1’ordre de 86.51% pour I’extrait aqueux de Juniperus
phoenicea, et atteint 92.97% pour celui de Taxus baccata. Apres cette méme période, et a une
dose optimale (100 pl/ml) de Bacillus sp., le taux de mortalité de Globodera pallida s’éleve a
96%.

Aux doses moyennes (41.7 mg/ml et 83.5 mg/ml) et aprés 72 heures de traitement, ces
pourcentages dépassent 40% et 50% de mortalité chez Juniperus phoenicea et Taxus baccata.
De plus, les Bacillus sp. présentent un taux de mortalit¢ de 52% et 74% apres 48 heures

d'exposition aux doses 25 et 50 ul/ml.

Enfin, aux faibles concentrations des extraits (10.4 mg/ml et 20.8 mg/ml), les taux de
mortalité des juvéniles sont inférieurs a 50% apres 72 heures de traitement. Ces mémes résultats

sont observés pour les Bacillus sp aux concentrations 6.25 et 12.5 pl/ml.

Pour les témoins, la majorité des larves est restée vivante; seulement 2.27% a 6.4%
étaient inactives pour I’eau distillée, et de 8.53% a 14.47% pour les extraits racinaires de la

pomme de terre (ERP).
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Il est a signaler que toutes les doses ont montré une mortalité nettement supérieure a celle
des témoins. Ce qui laisse supposer que toutes les doses exceptée la dose 10.4 mg/ml

et 20.8 mg/ml des extraits aqueux de Taxus baccata ont eu un effet nématicide.

Pour Juniperus phoenicea, cette activité nématicide n’est remarquable qu’a partir de la
dose de 83.5 mg/ml et 167 mg/ml. L’effet toxique des Bacillus sp. sur les juvéniles de G. pallida

est observe a partir des concentrations 25, 50 et 100 pl/ml.

De méme, I’analyse de la variance de I’effet des différents traitements sur le la mortalité
des larves L, de Globodera pallida selon le test de Newman-Keuls, montre qu'il ya une
différence significative entre Taxus baccata, Juniperus phoenicea et les Bacillus apres 72 heures
d’exposition aux différentes doses testées. Ces traitements appartiennent aux groupes A, B, et C

(Annexes 5).
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Tableau 15: Effet des extraits aqueux des plantes et de la solution bactérienne testés sur la
mortalité des larves (L,) de Globodera pallida.

Traitements testées et période Pourcentage de mortalité corrigée (%) Probits
d’exposition
Doses (mg/ml) Doses (mg/ml)
104 20.8 41.7 83.5 167 104 | 20.8 | 41.7 | 835 167
Taxacea:Taxus baccata
24H 22" 28.54 | 44 57.73 | 7647 | 423 | 444 | 485 | 5.19 5.73
48H 22.35 | 2995 | 46.08 | 64.75 | 84.56 | 425 | 447 | 491 | 538 6.02
72H 2529 | 3724 | 53.86 | 72.6 9297 | 435 | 468 | 5.09 | 5.6 6.45
Cupressaceae : Juniperus phoenicea
24H 15.72 | 25.55 | 3821 | 489 66.6 399 | 435 | 471 | 496 543
48H 1791 | 28.11 | 40.36 | 53.51 74.6 4.07 | 444 | 476 | 5.09 5.66
72H 19.3 31.86 | 4488 | 61.86 | 86.51 | 4.14 | 452 | 486 | 5.27 6.11
Doses (ul/ml) Doses (ul/ml)

La bactérie : Bacillus sp. 625 | 125 |25 |50 | 100 |625 12525 |50 | 100
24H

17.36 | 33.18 | 4395 | 6637 | 87.25 | 4.07 | 458 | 484 | 543 6.16
48H

21.75 | 3634 | 52.77 | 74.53 | 89.81 | 421 | 4.66 | 5.07 | 5.66 6.26
72H

27.69 | 39.67 | 62.2 87.79 | 96 441 | 474 | 532 | 6.16 6.82
Témoin : Exsudats de pomme de terre
24H 8.53 - ) ) ) ) . . ) )
48H 12.86 - ) . ) ) ) ) ) .
72H 14.47 - ) ) ) ] ) ) ) )
Témoin : Eau distillée
24H 2.27 - . _ ) . . . ) .
48H 4.33 - - - - - - - - -
72H

6.4 B - - - - - - - -

*Chaque chiffre représente la moyenne de trois répétitions.

*Chaque traitement était accompagné par ses propres témoins (eau distillée et exsudats racinaires

de la pomme de terre PRD). Les chiffres des deux témoins représentent la moyenne générale des

trois témoins de chaque traitement.
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L’efficacité de différents extraits aqueux, et de la suspension bactérienne Bacillus sp. a été

¢galement évaluée par les DL50 représentées par les droites de régressions (tableau 16 ; figures
81, 82, et 83).

L'analyse des DL50 apres 72 heures de traitement montre que la DL50 de Taxus baccata
est inférieure avec une dose de 30.2 mg/ml. Les taux de mortalité obtenus dépassent les 50%

(Tableau 16).

La DL50 de Juniperus phoenicea est égale a 42.95 mg/ml, elle se situe entre les doses
41.7 et 83.5 mg/ml. En revanche, la DL50 obtenue avec Bacillus sp. est égale a 14.6 ul/ml, elle

se situe entre les doses testées 12.5 et 25 ul/ml.

Les DL50 obtenues révelent que parmi les traitements étudiés, Bacillus sp. est la plus
toxique sur les larves de Globodera pallida avec une DL50 égale a 14.6 ul/ml, suivies de
I’extrait aqueux de Taxus baccata avec une DL50 égale a 30.2 mg/ml. Par contre,

Juniperus phoenicea montre une efficacité moyenne avec une DL50 égale a 42.95 mg/ml.

Tableau 16: Résultats des DL50 pour la mortalité des larves de Globodera pallida apres 72
heures d'exposition.

Plantes testées DL 50 aprés 72 H
Taxus baccata 30.2 mg/ml
Juniperus phoenicea 42.95 mg/ml
Bacillus sp. 14.6 ul/ml
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pourcentages de mortalité en probit

y =1,6992x + 2,482
R*=0,963

y=1,4769x + 2,614
R*=0,9725

y =1,2446x + 2,8723
R?=0,9797

®24H
W48 H
72 H

T T T T T T 1

1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40
Log doses

1,00

Figure 81: Droite de régression des probits a différentes doses utilisées dans 1’extrait

aqueux de Taxus baccata sur les larves (L,) de Globodera pallida.

Pourcentages de mortalité en probits

y =1,5565x + 2,4591
R*=0,9593

y=1,2711x+ 2,7453
R*>=0,9859

y=1,1583x + 2,812

R? = 0,9931
i ®24H
W48 H
| 72 H
1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40
Log doses

Figure 82: Droite de régression des probits a différentes doses utilisées dans 1’extrait

aqueux de Juniperus phoenicea sur les larves (L,) de Globodera pallida.
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y =2,08x + 8,818 10+ 8
R?=0,979 9 I B
y=1,7x+ 7,892 ’a
R? =0,9928 8 - g
y=1,676x + 7,698 )
2 71 =
R? = 0,974 =
6 =
=]
£
®24H g
W48 H a
31 8
72 H =
2+ &8
=
=
) T T T T 1 o
=

-2,50 -2,00 -1,50 -1,00 -0,50 0,00

Log doses

Figure 83: Droite de régression des probits a différentes doses utilisées dans la suspension de

Bacillus sp.sur les larves (L,) de Globodera pallida.

*La ligne pointillée horizontale représente le point d’intersection avec chaque courbe qui donne la DL50.
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La régression du logarithme du temps en fonction des probits permet de déterminer les
TL50 de deux plantes a la concentration 167 mg/ml, et de la bactérie utilisées a la dose de
100 pl/ml (Tableau 17). Nous avons noté que les deux plantes testées ainsi que la bactérie sont
dotées d’un effet choc intéressant. L’effet de choc est la mortalit¢ provoquée durant laquelle,
il y a 50% de population en moins de 24 heures. Pour Taxus baccata, le TL50 (le temps 1étal)
obtenu est de 7 heures et 56 minutes, alors que l'extrait de Juniperus phenicea provoque 50% de
mortalité apres 12 heures et 32 minutes. En revanche, ce méme taux est enregistré apres 3 heures
et 19 minutes seulement pour la suspension bactériennes de Bacillus sp. Enfin, nous pouvons
dire que ’effet choc le plus élevé est enregistré chez les Bacillus, suivi de Taxus bacatta et de

Juniperus phoenicea avec une mortalité enregistrée en moins de 24 heures (figures 84, 85 et 86).

Tableau 17: Résultats des TL50 pour la mortalit¢ des larves de Globodera pallida dans
167 mg/ml des extrais aqueux, et 100 ul/ml de la suspension bactérienne.

Plantes testées TL 50 (heures)

Taxus baccata (167 mg/ml) 7 heures et 56 minutes
Juniperus phoenicea (167 mg/ml) 12 heures et 32 minutes
Bacillus sp .(100 pl/ml) 3 heures et 19 minutes

126




V. Effet nématicide des extraits aqueux et de Bacillus sp. sur Globodera pallida

7 - y =1,4503x + 3,6888
Z R2=0,933
- p—
.g y = 0,8348x + 4,0213
a 6 - R?=0,9635
= / y=0,4703x + 4,1789
o B R? = 0,8254
2 0,825
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Figure 84: Efficacité de I’extrait aqueux de Taxus baccata par rapport aux temps utilisés
sur les larves L, de Globodera pallida.
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Figure 85: Efficacité de I’extrait aqueux de Juniperus phoenicea par rapport aux temps
utilisés sur les larves L, de Globodera pallida.
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Figure 86: Efficacité de la suspension bactérienne de Bacillus sp.par rapport aux temps
utilisés sur les larves L, de Globodera pallida.
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2.1.2. Effet de prétraitement des extraits aqueux et de la suspension bactérienne sur
1I'éclosion des Globodera pallida
Le suivi de I’évolution de I’éclosion des kystes de G. pallida incubés dans les
différentes solutions, 1’eau distillée et les exsudats racinaires de la pomme de terre, nous a
permis d’établir le total d’éclosion au bout de 6 semaines sous forme de courbes cumulatives

(Figures 87, 88, 89).

Ces résultats nous permettent de constater que la courbe cumulative des exsudats
racinaires de la pomme de terre est différente de celle de I’eau distillée, et de ceux des

extraits foliaires des différentes plantes, et de la suspension bactérienne.

L’analyse des courbes des différents extraits aqueux, et de la suspension bactérienne a
permis de mettre en évidence que le total d’éclosion est inversement proportionnel a la
concentration. Les solutions testées présentent relativement un nombre de larves éclos faible

par rapport au témoin.

Ces données ont été confirmées par la comparaison de moyennes du nombre de larves
¢éclos des différents traitements en utilisant le test de Dunette (Annexes 6). Tous les extraits
foliaires testés, ainsi que la suspension bactérienne ont montré une différence hautement

significative par rapport au témoin.

Cependant, les résultats représentant les pourcentages d’inhibition de 1’éclosion des
larves (L) de G. pallida aprés 6 semaines d’incubation dans des différents traitements testés
sont consignés dans le Tableau 18. Nous relevons que les taux d'inhibition de I'éclosion

augmentent en fonction des doses testées.

Le taux d’inhibition le plus élevé a été noté avec la suspension bactérienne Bacillus sp.
aux concentrations 25, 50, et 100 pl/ml avec 61.84%, 68.26% et 77.32%. Aux faibles
concentrations (6.25 et 12.5 ul/ml), les Bacillus expriment un pourcentage d’inhibition peu
négligeable variant entre 35.79% et 48%. De méme, aux fortes doses (167 mg/ml), le taux le
plus élevé est noté chez 1’extrait de Taxus baccata avec 76.58%, suivi de celui de Juniperus

phoenicea avec 65.32%.

Aux doses moyennes 41.7 mg/ml et 83.5 mg/ml, le pourcentage d’inhibition le plus
¢levé est relevé chez l'extrait de I’if commun (de 60.26% a 67.53%), suivi de celui du
Genévrier de Phénicie (de 51.89% a 59.42%). Aux faibles concentrations (20.8 mg/ml et 10.4

mg/ml), ces extraits manifestent un taux d'inhibition nettement inférieur a 50%.
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Cependant, le test de Newman-Keuls ne montre aucune différence significative entre
les Bacillus (aux doses 50 et 100), et I’if commun (aux doses 83.5 mg/ml et 167 mg/ml) qui
appartiennent au méme groupe B. Ce groupe s’est avéré hautement significatif par rapport au
Genévrier qui appartient au groupe A. Par contre aux concentrations (6.25, 12.5 et 25 pl/ml),
les Bacillus appartiennent au groupe C, alors que les variables if commun et Genévrier (aux

doses 10.4 mg/ml, 20.8 mg/ml et 41.7 mg/ml) appartiennent aux groupes B et A (Annexe 6).
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Tableau 18: Effet des extraits aqueux des plantes et de la suspension bactérienne testés sur

I'éclosion de Globodera pallida.

Plantes testées

Pourcentage des larves éclos apres 6

Pourcentage d'inhibition de

semaines I'éclosion
Doses (mg/ml) Doses (mg/ml)
10.4 20.8 41.7 83.5 167 104 | 20.8 | 41.7 | 83.5 167
Taxacea:
67.47 | 54.16 |39.74 | 3247 | 23.42 | 3253|4584 | 60.26 | 67.53 | 76.58
Taxus baccata
Cupressaceae :
70.05 61.05 | 48.11 | 40.58 | 34.68 | 29.95 | 38.95 | 51.89 | 59.42 | 65.32
Juniperus phoenicea
Doses (ul/ml) Doses (ul/ml)
6.25 12.5 25 50 100 6.25 | 12.5 25 50 100
La bactérie :
Bacillus sp.
64.21 52.00 | 38.16 | 31.74 | 22.68 | 35.79 | 48.00 | 61.84 | 68.26 | 77.32
Témoin :
Exsudats de pomme de 70.79
terre
4.74

Témoin : Eau distillée

*Chaque chiffre représente la moyenne de cinq répétitions.

*Chaque traitement était accompagné par ses propres témoins (eau distillée et exsudats racinaires de

pomme de terre PRD). Les chiffres des deux témoins représentent la moyenne générale des trois témoins

de chaque traitement.
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Figure 87: Pourcentage de larves éclos de Globodera pallida dans 1’extrait aqueux

de Taxus baccata
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Figure 88: Pourcentage de larves éclos de Globodera pallida dans I’extrait aqueux

de Juniperus phoenicea
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Figure 89: Pourcentage de larves éclos de Globodera pallida dans la suspension bactérienne
a Bacillus sp.

*La ligne pointillée verticale distingue [’éclosion dans les solutions d’essai (0-2 semaines)
des 6 semaines suivantes de I’éclosion dans les exsudats racinaires de pomme de terre (2-8 semaines).
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2.1.3. Les Métabolites secondaires des extraits aqueux (Screening chimique)

D'aprés les résultats obtenus dans le tableau 19, nous notons que les principaux composés
communs existant dans les extraits aqueux de Taxus baccata, et de Juniperus phoenicea sont les
leuco-anthocyanes, les tanins, les tanins galliques, les coumarines, et les saponosides. S’ajoutent
a ceux-ci, les flavonoides et les alcaloides qui sont fortement représentés chez 1’extrait foliaire de
Taxus baccata, tandis qu’ils sont en quantité notable chez Juniperus phoenicea. De méme, nous
signalons la présence des quinones combinées qui sont tres riche chez le Genévrier, alors qu’ils
sont plus ou moins riches chez I’if. Toutefois, les anthocyanes, les tanins catachétiques, les

glucosides, et les quinones libres sont absents chez les deux especes.

Tableau 19: Métabolites secondaires existant au niveau de plantes testées.

Composés chimiques Taxus baccata Juniperus phoenicea
Anthocyanes - -
leuco-anthocyanes +++ -+

Tanins catachétiques - -

Tanins galliques -+ -t
Tanins +++ +++
Coumarines +++ +++
Glucosides - -
Saponosides +++ -+

Quinones libres - -

Quinone combiné ++ +++
Flavonoides +++ ++
Alcaloides -+ ++

-: Absence / +: Moyennement riche /++: Plus ou moins riche / +++: Trés riche.
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2.1.4. Effet de la suspension bactérienne et des extraits aqueux sur le développement de

Globodera pallida sur pomme de terre

L’objectif de cet essai consiste a étudier in vivo l'efficacité de la suspension bactérienne
Bacillus sp., et des extrais aqueux (Taxus baccata et Juniperus phoenicea) sur le nombre de

kystes, des femelles et sur la croissance des racines de la pomme de terre.

1. Effet de la suspension bactérienne et des extraits aqueux sur le nombre de kystes dans le

sol (Figure 90)

Les résultats de I’effet de la solution bactérienne et des extraits aqueux sur le nombre

moyen des kystes de G. pallida dans le sol sont consignés dans le tableau 20.

L’utilisation de la solution bactérienne avant plantation pour les trois concentrations
testées (44.2, 88.4 et 176.9 ul/ml) montre que le nombre moyen de kystes est de 5.2, 4.4 et 4.2
kystes par 250 g de sol. Dans le cas des extraits aqueux de Taxus baccata et de Juniperus
phoenicea, le nombre moyen des kystes a la dose 167 mg/ml est de 4.6 et 5.4 kystes par 250 g

de sol.

Apres plantation, ce nombre est légerement plus élevé et atteint 5.6, 4.8, et 4.4 kystes par
250 g de sol pour les concentrations bactériennes 44.2, 88.4 et 176.9 ul/ml. De méme, a la dose
167 mg/ml, les kystes traités par Taxus baccata et Juniperus phoenicea sont plus nombreux (de

5.4 a 6 kystes par 250 g de sol) que ceux traités par la solution bactérienne.

Par contre, nous avons relevé que le nombre moyen de kystes dans le sol est faible au
traitement avant et apres plantation (traitement combing). Aux doses bactériennes 44.2, 88.4 et
176.9 pl/ml, ce nombre est de I’ordre de 4.8, 3.8, et 3.6 kystes par 250 g de sol. Il atteint 4.4 et
4.82 kystes par 250 g de sol pour les extraits aqueux de Taxus baccata et de Juniperus phoenicea
a la méme dose (167 mg/ml). Toutefois, les kystes de Globodera pallida les plus élevés ont été

enregistrés dans le témoin, ils sont de 24 par 250 g de sol en moyenne.

En effet, les résultats montrent que la combinaison des deux traitements avant et apres
plantation (traitement combiné) est la plus efficace, suivis du traitement préventif (avant

plantation), et ensuite le traitement curatif (Apres plantation).
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De plus, le traitement bionématicide a base de bactériec B.T a révélé une efficacité
importante par rapport a ceux des extraits aqueux. La concentration 176.9 ul/ml de ce produit
s’est montré la plus efficace, suivie des concentrations 88.4 et 44.2 ul/ml avec des pourcentages
de diminution des kystes de 64, 62 et 52%. De méme, a la dose 167 mg/ml, I’extrait foliaire de
Taxus baccata manifeste une toxicité plus élevée que celle de Jumiperus phoenicea. lls
présentent des taux de réductions des kystes de 56 et 51.8%. Enfin, I’analyse de la variance de
I’effet des différents traitements sur le nombre des kystes de Globodera pallida par 250 g de sol
montre une différence hautement significative (<0,001) entre ces traitements (Tableau 21). De
plus, l'analyse de la variance basée sur le test de Dunett montre qu'il y a une différence
hautement significative entre les différents traitements par rapport au témoin (Annexe 7). De
méme, le classement des moyennes des kystes de ce nématode par 250 g de sol selon le test de

Newman-Keuls nous indique qu'il y'a 2 groupes homogenes par rapport au témoin (Tableau 22).

Figure 90: Formation de kystes dans le sol
traité par Taxus baccata (G : x20) (Original)
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Tableau 20: Effet des différents traitements testés sur le nombre de kystes de Globodera pallida

dans le sol.
Nombre moyen de kystes dans le sol Taux de réduction des kystes (%)
(250¢ de sol)
%=100- (Pf/Pi *100)
. Taxus | Juniperus Taxus | Juniperus
Traitements Bacillus sp. Bacillus sp.
baccata | phoenicea baccata | phoenicea
et doses utilisés
Doses (mg/ml) Doses (ul/ml) Doses (mg/ml) Doses (ul/ml)
167 167 88.4 | 44.2 | 176.9 167 167 88.4 | 44.2 | 1769
Avant plantation 4.6 5.4 44 52| 42 54 46 56 | 48 | 58
Apreés plantation 54 6 48| 56| 44 46 40 52 | 44 | 56
Avant et aprés
4.4 4.82 3.8148 | 3.6 56 51.8 62 | 52 | 64
plantation
Témoin 24

*Chaque chiffre représente la moyenne de cinq répétitions.
* Pf: Population finale / Pi : population initiale.

*Chaque traitement était accompagné par ses propres témoins (eau distillée). Le chiffre de témoin

représente la moyenne générale des cing témoins de chaque traitement.
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Tableau 21 : Analyse de la variance des kystes de Globodera pallida par 250 g de sol entre les

différents traitements testés.

Source DDL Somme' des Moyenn?s des F de Fisher | Pr>F
carrés carrés
Traitement AVP 5 1391,600 278,320 141,519 <0,0001
Traitement APP 5 1635,067 327,013 125,774 <0,0001
Traitement AVP+APP 5 1626,015 325,203 259,747 <0,0001
Résidus AVP 24 47,200 1,967
Résidus APP 24 62,400 2,600
Résidus AVP+APP 24 30,048 1,252
Total AVP 29 1438,800
Total APP 29 1697,467
Total AVP+APP 29 1656,063

Tableau 22: Classement des groupes homogenes des moyennes des kystes de Globodera pallida

par 250 g de sol des différents traitements par rapport au Témoin (Test de Newman-Keuls).

Moyennes Moyennes Moyennes Groupes
Modalité estimées Avant | estimées Aprés | estimées homo l(‘:nes

plantation (AVP) | plantation (APP) (AVP+APP) g

Témoin 23,000 25,000 24,000 A
Juniperus phoenicea (167 mg/ml) 5,400 6,000 4,820
Bacillus sp.(44.2 ul/ml) 5,200 5,600 4,800

B
Taxus baccata(167 mg/ml) 4,600 5,400 4,400
Bacillus sp.(88.4 ul/ml) 4,400 4,800 3,800
Bacillus sp.(176.9 pl/ml) 4,200 4,400 3,600
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2. Effet de la suspension bactérienne et des extraits aqueux sur le nombre de femelles sur

les racines de la pomme de terre (Figure 91, 92, 93)

L'analyse nématologique des sols des différents traitements nous a permis de déterminer
le nombre moyen des femelles par racine de pomme de terre (tableau 23). Avant plantation,
l'utilisation des extraits aqueux de Taxus baccata et de Juniperus phoenicea a la dose 167 mg/ml
indique un nombre moyen de 15 et 18.5 femelles par racine. De méme, 1’application du
bionématicide avant plantation pour les trois concentrations testées (44.2, 88.4 et 176.9 ul/ml)

montre que le nombre moyen de femelles est de 16, 14.8 et 14 femelles par racine.

Apres plantation, ce nombre augmente pour tous les traitements testés. Il varie de 18
a 20 femelles par racine pour la concentration 167 mg/ml de Taxus baccata et de Junipeus
phoenicea. Dans le cas de bionématicide, le nombre moyen des femelles aux concentrations
testées (176.9 et 88.4 ul/ml) est enregistré a 14.6 et 16 femelles par racine. Il atteint 16.2
femelles par racine pour la dose 44.2 ul/ml. Par contre, les effectifs de Globodera pallida les plus

¢levés ont été enregistrés dans le témoin, ils sont de 33 femelles par racine de pomme de terre.

En revanche, nous avons remarqué que les nombres moyens des femelles sur les racines du
traitement combiné (avant et apres plantation) sont les plus faibles par rapport au témoin, et aux
autres traitements (préventif et curatif). Ils varient entre 14.6 et 16.1 femelles par racines a la
dose 167 mg/ml de Taxus baccata et de Juniperus phoenicea. Tandis que 1’application des trois
doses de Bacillus sp. (44.2, 88.4 et 176.9 ul/ml) marque les nombres de femelles le plus bas avec

15.8,13.4 et 13 femelle/racine de pomme de terre.

Enfin, les résultats témoignent 1’efficacité de 1’association des deux traitements avant
et apres plantation (traitement combiné). Les pourcentages de diminution sont de 60.61%, 59.4%
et 52.13% aux concentrations bactériennes 176.9, 88.4 et 44.2 ul/ml, suivies de ceux des extraits
aqueux de Taxus baccata et de Juniperus phoenicea a la dose 167 mg/ml. Ces derniers

présentent des taux de réductions des femelles de 55.76 et 51.22%.

En effet, I’analyse de la variance de ’effet des différents traitements sur le nombre des
femelles de Globodera pallida par racine de pomme de terre montre une différence hautement
significative (<0,001) entre ces traitements (Tableau 24). De méme, cette différence est
confirmée par rapport au témoin en utilisant le test de Dunett (Annexe 7). De plus, le classement
des moyennes des femelles de ce nématode par racine selon le test de Newman-Keuls, nous

indique qu'il y'a plusieurs groupe homogenes par rapport au témoin (Tableau 25).
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Tableau 23: Effet de différents traitements testés sur le nombre de femelles de Globodera

pallida sur les racines de la pomme de terre.

Nombre moyen de femelles sur les
racines de la pomme de terre

Taux de réduction des femelles (%) par

rapport au témoin

Traitements Taxus | Juniperus Taxus | Juniperus
. Bacillus sp. ) Bacillus sp.
ot doses baccata | phoenicea baccata | phoenicea
utilisés
Doses (mg/ml) Doses (ul/ml) Doses (mg/ml) Doses (ul/ml)
167 167 884 | 442 | 1769 167 167 88.4 44.2 176.9
Avant
15 18.5 148 | 16 14 54.55 43.94 55.16 | 51.52 | 57.58
plantation
Apres
18 20 16 | 162 | 14.6 | 45.46 394 51.52 | 50.91 | 55.76
plantation
Avant et
apreés 14.6 16.1 134 | 158 | 13 55.76 51.22 59.4 | 52.13 | 60.61
plantation
Témoin 33

*Chaque chiffre représente la moyenne de cinq répétitions

*Chaque traitement était accompagné par ses propres témoins (eau distillée). Le chiffre de

témoin représente la moyenne générale des cinq témoins de chaque traitement.
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Figure 91: Début de la formation de femelles au
niveau de racine de la pomme de terre du Témoin
(G : x20) (Original)

Figure 92: Formation des femelles sur Figure 93: Mort de la femelle et
racine de pomme de terre (G : x20) formation d’un kyste (G : x20)
(Original) (Original)
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Tableau 24 : Analyse de la variance des femelles de Globodera pallida sur les racines entre les

différents traitements testés.

Source DDL Somme des Moyennes des F de Fisher | Pr>F
carrés carrés
Traitement AVP 5 1313,375 262,675 140,468 <0,0001
Traitement APP 5 1054,700 210,940 83,266 <0,0001
Traitement AVP+APP 5 1577,642 315,528 179,874 <0,0001
Résidus AVP 24 44,880 1,870
Résidus APP 24 60,800 2,533
Résidus AVP+APP 24 42,100 1,754
Total AVP 29 1358,255
Total APP 29 1115,500
Total AVP+APP 29 1619,742

Tableau 25: Classement des groupes homogeénes des moyennes des femelles de Globodera

pallida par racine de pomme de terre des différents traitements par rapport au Témoin (Test de

Newman-Keuls).

M Moyennes
oyennes .y N Moyennes
M err . Groupes |estimées aprés| Groupes . Groupes
odalite estimées avant homogénes| plantation |homogénes estimees homogénes
plantation (AVP) g P (APP) BENES| AVP+APP) g
Témoin 33,000 A 32,200 A 33,800 A
Juniperus phoenicea (167 mg/ml) 18,500 B 20,000 B 16,100
Bacillus sp. (44.2 pl/ml) 16,000 16,200 CD 15,800 B
Taxus baccata (167 mg/ml) 15,000 C 18,000 BC 14,600 BC
Bacillus sp.(88.4 ul/ml) 14,800 16,000 CD 13,400
Bacillus sp.(176.9 ul/ml) 14,000 14,600 D 13,000 c
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3. Effet de la suspension bactérienne et des extraits aqueux sur le poids frais du systéme

racinaire (Figure 94, 95, 96)

L'efficacité des extraits aqueux, et de la suspension bactérienne a été ¢galement estimée

sur le poids frais de la racine de pomme de terre. Les résultats sont reportés dans le tableau 26.

En effet, les valeurs obtenues au traitement avant plantation montrent une augmentation
des poids aux concentrations bactériennes 44.2, 88.4 et 176.9 ul/ml, elles sont de 17.8 g, 18 g
et 18.2 g. Ces dernieres sont suivies de celles des extraits aqueux (7Taxus baccata et Juniperus

phoenicea) a la dose 167 mg/ml avec 17.92 get 17.6 g.

Apres plantation, nous remarquons que la moyenne des poids traités par Bacillus sp. est
légerement faible a ceux trouvés dans le traitement avant plantation. Aux concentrations 44.2,
88.4 et 176.9 ul/ml, les poids enregistrés sont de ’ordre de 17.4 g, 17.6 g et 18.12 g. Chez Taxus
baccata et Juniperus phoenicea, ces valeurs sont approximativement similaires a celles du
traitement avant plantation, et a celles des doses bactériennes (44.2 et 88.4 ul/ml) du méme
traitement, ils varient de 17.58 g et 17.3 g. Enfin, le témoin enregistre le poids le plus bas avec

16.53 g seulement.

Cependant, les poids de traitement combiné demeurent les plus €levés par rapport au
témoin, et aux traitements cités antérieurement. Les moyennes marquées pour les doses de la
solution bactérienne (44.2, 88.4 et 176.9 ul/ml) sont de I’ordre de 18 g, 18.2 get 18.4 g. Dans le
cas des traitements a base des extraits aqueux, nous notons une similarité des poids traités par
Bacillus sp. et Taxus baccata. Par contre, a la dose 167 mg/ml, ces poids sont plus élevés a ceux

de Juniperus phoenicea, avec des valeurs allant de 17.8 ga 18.1 g.

D'aprés le méme tableau, nous relevons que les valeurs moyennes des poids des racines
obtenues sont plus importantes au niveau du traitement combiné (avant et aprés plantation). En
effet, les trois doses de bionématicide marquent une augmentation moyenne de 9 a 11%. En
revanche, a la dose 167 mg/ml, le traitement avec l’extrait aqueux de I’if commun et de

Genévrier aboutit 2 une augmentation négligeable de 7 a 9%.
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L’analyse de la variance de I’effet des différents traitements sur le poids frais du systéme

racinaire de la pomme de terre montre une différence non significative entre ces traitements

(Tableau 27). D’apres le test de Dunett, tous les traitements présentent une différence non

significative par rapport au témoin, excepté les traitements avant plantation et le traitement

combiné aux concentrations bactériennes 88.4 et 176.9 ul/ml (Annexe 7). La comparaison des

traitements par rapport au témoin selon le test de Newman-Keul a révélé la présence d’un seul

groupe homogéne A (Tableau 28).

Tableau 26: Effet de différents traitements testés sur le poids frais du systéme racinaire de la

pomme de terre.

Poids moyen des racines de pomme de terre (g)

Traitements Taxus baccata Juniperus phoenicea Bacillus sp.
et doses utilisés
Doses (mg/ml) Doses (ul/ml)

167 167 88.4 | 44.2 | 176.9

Avant plantation 17.92 17.6 18 | 17.8 | 18.2
Aprés plantation 17.58 17.3 17.6 | 17.4 | 18.12
Avant et aprés plantation 18.1 17.8 182 | 18 18.4

Témoin 16.53

*Chaque chiffre représente la moyenne de cinq répétitions

*Chaque traitement était accompagné par ses propres témoins (eau distillée). Le chiffre de

témoin représente la moyenne générale des cinq témoins de chaque traitement.
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Tableau 27: Analyse de la variance de poids frais du systéme racinaire par plant de pomme de

terre entre les différents traitements testés.

Source DDL Somme’ des Moyenn?s des F de Fisher | Pr>F
carrés carrés
Traitement AVP 5 13,100 2,620 2,433 0,064
Traitement APP 5 6,171 1,234 1,036 0,419
Traitement AVP+APP 5 8,042 1,608 2,166 0,092
Résidus AVP 24 25,848 1,077
Résidus APP 24 28,596 1,192
Résidus AVP+APP 24 17,820 0,742
Total AVP 29 38,948
Total APP 29 34,767
Total AVP+APP 29 25,862

Tableau 28: Classement des groupes homogenes des moyennes de poids frais du systéme

racinaire par plant de pomme de terre des différents traitements par rapport au Témoin (Test de

Newman-Keuls).

Moyennes estimées Moyennes Moyennes
oy . . \ . Groupes
Modalité avant plantation | estimées apreés estimées homooénes

(AVP) plantation (APP)| (AVP+APP) g
Bacillus sp.(176.9 pl/ml) 18,200 18,120 18,400
Bacillus sp.(88.4 ul/ml) 18,000 17,600 18,200

Taxusbaccata (167 mg/ml) 17.920

17,580 18,100 A
Bacillus sp. (44.2 pl/ml) 17,800 17,400 18,000
Juniperus phoenicea (167 mg/ml) 17,600 17,300 17,800
Témoin 16,200 16,600 16,800
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Figure 94: Traitement avant plantation Figure 95: Traitement apres plantation
(Original) (Original)

Figure 96: Traitement combiné

(avant et apres plantation) (Original)
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2.2. Discussion

Les plantes sont des usines naturelles qui produisent des milliers de substances actives
biochimiques. C’est le cas des huiles essentielles, et des métabolites secondaires (des alcaloides,
des flavonoides, des tannins...) qui peuvent satisfaire les besoins vitaux de I’étre humain. Ils
forment également des composés biopesticides protecteurs contre les différents pathogenes.
Ces especes de plantes appartiennent a plusieurs familles botaniques. Parmi les plus étudiées,
nous citons: les Meliaceae, les Rutaceae, les Asteraceae, les Labiaceae, les Piperaceae, les
Liliaceae, les Apocynaceae, les Polygonaceae, les Lythraceae et les Annonaceae (Paris et

Schauenberg, 1977; Akhtar et Isman, 2004; Djian Caporalino et a/., 2005; Wojdylo et al., 2007).

Il n’est plus a démontrer que sa grande superficie méditerranéenne (2.381.741 km?), et sa
diversité bioclimatique (étages humide, sub-humide, sub-aride et aride) procurent a I’ Algérie une
richesse incontestable de son potentiel floristique en especes arborées, et en plantes aromatiques
et médicinales. Selon FAO (2012) et Sahi (2014), une superficie de 219 000 ha est
majoritairement incluse pour le Genévrier, et 32909 ha pour la cédraie en association,

notamment avec I’If commun qui représentent les espéces de notre étude.

Le présent travail nous a permis d’étudier in vitro ’effet larvicide, et inhibiteur de deux
extraits aqueux (Taxus baccata et Juniperus phoenicea), et une suspension bactérienne (Bacillus
thuringiensis et B.sphaeriecus) sur Globodera pallida. D’autre part, ce pouvoir est testé in vivo
sur le développement des larves de ce nématode. L’activité nématicide dépend de la nature de
I’extrait et la suspension utilisés, du temps d’exposition, et de différentes doses étudié¢es pendant

notre expérimentation.

Dans notre étude, I’inactivité¢ des nématodes s’explique par I’effet nématicide propre aux
composés qui constituent ces extraits. En effet, les alcaloides, les diterpenes, les sesquiterpenes,
les acides gras, les composés phénoliques, et les quinones possedent des propriétés nématicides.
Ces constituants existants dans les plantes étudiées, interviennent dans les mécanismes de

défense contre les nématodes (Gommers, 1981; Chatterjee et al., 1982).
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Cependant, I’efficacité de 1’extrait foliaire de 7Taxus baccata sur la mortalité, et 1’éclosion
des larves de Globodera pallida est probablement attribuée a leur richesse en alcaloides
(ditérpénes), et en flavonoides (monotérpénes et phenylepropanoides) en grande majorité.
A ceux-ci s’ajoutent, les leuco-anthocyanes, les tanins, les tanins galliques, les coumarines, et les
saponosides. En fait, les résultats du screening chimique effectu¢é au cours de notre essai
confirment la présence de ces constituants. Selon Couplan et Styner (1994), le feuillage et les
graines de I’if contiennent plusieurs alcaloides, en particulier de la taxine qui s’est avérée tres

toxique.

En réalité, la composition de I’if est d’une grande complexité, elle renferme en particulier
des taxoides (des taxus ditérpenoids), des ditérpenes cycliques, des acides banales (baccatines),
et des acides f-aminés. C’est le cas de taxine, de taxol, et des cephalomamine. De plus, la
présence d’azote dans les amides, et la plupart des esters fait qu’ils sont généralement considérés

comme des pseudos -alcaloides (Bruneton, 2005).

D’apres Patel et al.,(2011), les extraits alcooliques des feuilles de Taxus baccata
diminuent I’hyperactivité bronchique, et I’infiltration des cellules inflammatoires dans les voies
respiratoires. De plus, des chercheurs affirment 1’activité antimicrobienne des extraits de 1’écorce
de cette plante contre des champignons, et certaines bactéries a gram négatif (Erdemoglu et
Sener, 2001). En outre, plusieurs animaux ont été intoxiqué, ou morts suite a la consommation

des taxoides isolés de différentes composés de 1’if (Bruneton, 2005).

Selon Augereau (2008), I’intérét pour un extrait est proportionnel a son niveau d’activité.
Pour cela, I’identification des produits actifs nécessite son éclatement en fractions moins
complexes, en s’appuyant sur les propriétés physico- chimique de toutes ses molécules. Ainsi,
Radulovic et a/.(2010) montrent que 1’analyse chromatographique de I’huile essentielle de 1’if
commun a permis d’identifier 62 constituants appartenant aux classes des térpenoides
(monotérpenoides et ditérpenoides « alcaloides »), des volatiles de feuilles vertes, des dérivés des

caroténoides, et du n-alkanes (hydrocarbures saturés).

En effet, les phénylepropanoides (flavonoides et les phénols simples), et les
monoterpenoides (les alcaloides) induisent une mortalité de 100% des Meloidogyne incognita.
Ils réduisent également les populations des larves de Radopholus similis, et inhibent leur
éclosion. De plus, les flavonoides et les phénols jouent un réle trés important dans la défense, et
la résistance des plantes contre les maladies et les ravageurs, particulierement les nématodes

(Wuyts et al., 2006).
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Sellami et al., (2010a) rapportent que des alcaloides existant dans les feuilles de 1’armoise
Artemisia herba alba (Asteraceae), et les flavonoides identifiés dans les feuilles de la sauge
Salvia officinalis (Lamiaceae) possédent une activité nématicide contre Meloidogyne incognita
avec un taux de mortalit¢ de 66.66% et 100% apres 72 heures de traitement. De méme, ces
composés manifestent une inhibition de I’éclosion des larves de 62.79% et de 58.52% apres 12
jours d’incubation. Dans une étude similaire, a une concentration de 100%, les extraits foliaires
d’Origanum floribundum, de Coriandrum sativum et de Ruta graveolens provoquent 100% de
mortalit¢ de Meloidogyne incognita, et un taux d’inhibition avoisinant les 80% apres la méme

période d’incubation (Sellami et a/., 2010b).

En Algérie, de nombreux travaux réalisés ont permis l’identification des composés de
Juniperus phoenicea. En effet, Bachir Raho et al. (2017) témoignent 1’activité antimicrobienne
de I’huile essentielle de Juniperus phoenicea provenant de I’ouest (Tiaret), contre certaines
bactéries (Escherichia coli, Pseudomonas Aeruginosa, et Bacillus sp.), et certains champignons
(Candiada albicans). De méme, Ramdani et al.(2013) rapportent 1’effet antibactérien de 1’huile
essentielle de Juniperus phoenicea de ’est du pays (Setif, M’sila, Menaa, Batna et Biskra).
L’identification par CG-SM de cette huile montre une dominance des composants majeurs
(les terpénes), c’est le cas de I'a-pinéne (55.9%), terpinolene (13%), D3-carene (12.4%) et
B- phellandrene (7.3%).

Toutefois, Bouzouita et al. (2008) attestent 1’activité antioxydante, antimicrobienne et
insecticide (Tribolium confusum) de ’huile essentielle de Juniperus phoenicea émanant de la
Tunisie. L’analyse chromatographique révéle la présence des composés majoritaires, c’est le cas

de I’a-pinéne (monoterpene), de linalole (terpénes), et de germacréne (sesquiterpenes).

L’¢tude de Samoylenko et al. (2008) rapportent que les extraits de baies de
Juniperus procera manifestent une activité antiparasite, et nématicide (Caenorabditis elegans).
Cette toxicité est démontrée également sur les animaux (artemia salina) a cause de leurs

richesses en diterpenes, notamment les abietanes, les pimaranes et les labdanes.

Le screening chimique effectué au cours de notre essai sur 1’extrait aqueux de
Juniperus phoenicea a montré une forte teneur en quinones combinée, en leuco-anthocyanes, en
tanins, en tanins galliques, en coumarines, en saponosides, en flavonoides (monoterpenes et

phenylepropanoides), et une proportion moyenne en alcaloides.
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Il est intéressant de souligner que les composés comme les tanins, les saponines, et les
phénols exposent une action nematicide (Sellami et al., 2009). En effet, D’Addabbo et al. (2010)
rapportent que les saponines isolées de la luzerne cultivée (Medicago sativa) provoquent 90% de

mortalité des larves (L,) de Globodera rostochiensi aprés 24 h de traitement.

De plus, Renco et Sassanelli, (2012) ont testé I’efficacité des tannins de chataignier sur
Globodera rostochiensis a différentes concentrations (allant de 0.32 a 20.48 g/l). Les résultats
montrent une réduction hautement significative des ceufs vivant (de 56% a 87%) vis-a-vis du
témoin. A la dose de 20.48 g/l, I’éclosion des larves était de 5%. En 2014, ces mémes auteurs
rapportent que ces concentrations induisent une inhibition de I’éclosion (de 70 a 90%)

de Globodera pallida, in vitro.

Cependant, I’efficacité de certains extraits aqueux des autres plantes appartenant a d’autres
familles botaniques a été testée. En effet, Zanbouri et Fatemy (2014) témoignent un pourcentage
de mortalité des larves (L,) de G. rostochiensis avoisinant 97%. Ce taux est enregistré apres 24 h
d’exposition des juvéniles aux extraits aqueux de cresson de fontaine (Lepidium sativum) et de
la menthe pouliot (Mentha pulegium). De méme, le taux d’éclosion des Globodera rostochiensis

était inferieur a 1% durant 7 semaines d’incubation dans les mémes extraits.

En effet, les données de la présente étude infirment ceux obtenues par Valdes et a/. (2011)
qui ont trouvé que 1’application (in vitro) de prétraitement des extraits de brassicaceae ; la
moutarde blanche (Sinapsis alba), le colza (Brassica napus), et le radis chinois (Raphanus
sativus) n’ont aucun pouvoir larvicide, ou inhibiteur sur Globodera rostochiensis.

En outre, nos résultats rejoignent ceux de Wood et al. (2014) qui ont montré que
I’isothiocyanate d’allyle (glucosinolates hydrolysé) entraine 100% de mortalit¢ de G. pallida
a une dose de 50 pl/l. Ce méme composé inhibe 1’éclosion a 99% apres un prétraitement
de 4 jours.

Dans une étude similaire, une formulation constituée des extraits de [’ail,
de salicylaldéhyde, et de nonylphénols cause 100% de mortalité de G. pallida avec une DL50
de 43.6 ul/l. L’inhibition de 1’éclosion aboutie a 100% a la dose de 1376 pl/l durant 8 semaines
d’incubation au prétraitement. Le salicylaldéhyde était le constituant le plus toxique de la
formulation avec une DL50 de 6.5ul/l, suivie des extraits de 1’ail qui atteignent 50% de mortalité

des larves a 983ul/l (Danquah et al., 2011).
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En revanche, I’application de la suspension bactérienne (Bacillus thuringiensis et
B. sphaericus) a montré une toxicité élevée vis-a-vis des larves (L,) de Gobodera pallida. De
méme, la réduction de I’éclosion des ceufs était significative par rapport aux extraits aqueux
utilisés. Ceci est probablement dus a I’effet nématicide produit par la synthése des Bacillus
thuringiensis aux protéines cristallines (cry et cyt toxines) (Wei et al., 2003). Selon Bravo et al.,
(2012), les protéines « cry » secrétés par Bacillus thuringiensis manifestent un effet insecticide
et toxique trop élevé contre les larves de doryphore (coléoptére) de la pomme de terre

(Leptinotarsa decemlineata) au regard des vers de la chrysomele du mais (Diabrotica virgifera).

D’apres Kavitha et al., (2012), les endospores formées par la bactérie Bacillus subtilus
produisent plusieurs antibiotiques lipopeptides (surfactins, iturins, et fengycins), et autres
métabolites secondaire. Ces derniers expriment une activité antagoniste contre les bactéries, les
champignons et les nématodes. Apres 72h, une dose de 100% des souches de cette bactérie (Bs5
et Bbv 57.Bs 5) révelent un effet larvicide (92.6 juvéniles/100 juvéniles), et ovicide (16.3 ceufs

¢éclos/ mass d’ceuf) des nématodes a galles Meloidogne incognita.

Les résultats publiés par Kloepper et al.(2004) révelent que les souches de Bacillus
amyloliquefaciens, B. subtilis, B. pasterii, B. cereus, B. pumilis, B. mycoides et B. sphaericus
manifestent une action fongicide (Phytophthora infestans),bactéricide(Xanthomonas compestris),
virocide (virus de la mosaic du comcombre CMV), insecticide (Acalymma vittatum, Diabrotica
undecimpunctata et Bemisia argentifolii), et nématicide (Meloidogyne sp.) sur cultures

maraichéres, sous serre, ou en plein champs.

Récemment, Zhang et al. (2016) rapportent que les filtrats des deux souches bactériennes
Achromobacter xylosoxidans, et Bacillus cereus provoquent une mortalit¢ élevée (allant de
99.5% a 100%) de nématodes a kystes des céréales (Heterodera filipjevi). De plus, Ces mémes

bactéries entrainent une inhibition de 1’éclosion des ceufs de I’ordre de 58.9% a 83.1%.

Enfin, Wei et al. (2003) démontrent 1’existence des BT protéines Crystal (Cry 6A, Cry
21A, Cry 5 B et Cry 14 A) qui contiennent des toxines nématicides végétales, et animales. En
effet, ces protéines qui sont intégrées comme source de nourriture au nématode Caenorhabdities
elegans interviennent dans 1’intoxication de celui-ci, en créant un endommagement de leurs
intestins. Les signes d’intoxication incluent la constriction, et 1’amincissement des cellules

intestinales.
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In vivo, les résultats ont montré que le traitement combiné (avant et apres plantation) est
le plus efficace sur les kystes, et les femelles de Globodera pallida. Ceci est di principalement
au prétraitement des kystes par les solutions testées, associées a la couverture en plastique (mode
préventif) d’une part, et le post-traitement de ces derniers par ces mémes solutions (mode curatif)

d’une autre part.

Ainsi, Danquah et al.(2011) affirment que les extraits des plantes contiennent une large
variété de composés volatiles et non volatiles (alcaloides, phénols, ditérpenes, sesquiterpenes,
polyacétlene) qui possédent une activité antimicrobienne, insecticide, nématicide et

nématostatique.

De méme, Valdes et a/.(2011); indiquent que la fonction de la couverture en plastique est
de garder les kystes pendant une longue période en présence des composés volatiles de plantes.
A cet égard, Mezerket et Sellami (2013) déclarent que I’association de la couverture en plastique
et de certains composés de 1’origan Origanum glandulosum (tanins, saponosides et glucosides)
provoque une diminution des populations de Meloidogyne incognita de 79% sur culture de

tomate.

Toutefois, Renco et Sassanelli (2012) attestent que toutes les concentrations (100, 250 et
450 g/m?) des tanins de chataignier réduisent significativement le nombre de kystes, des ceufs, et
des juvéniles de Globodera rostochiensis en pots. En 2014, ces mémes auteurs témoignent
I’efficacité de 1’application de ces doses au semis, et aprés deux semaines de plantation (avant et
aprés plantation). De méme, les tanins diminuent significativement le pourcentage de
reproduction (de 1.2 a 2.3%), et le nombre de kystes (de 7.5 a 11.4 kystes/100 g de sol) de
G. pallida 4 1a dose 450 g/m”.

En effet, le mode d’action nématicide des extraits aqueux n’est pas bien connu. Différentes
théories développées par des chercheurs montrent que le modeéle le plus accepté est similaire a
celui des insectes. Ils agissent soit par inhibition de 1’acétylcholinestérase (en provoquant une
interruption au niveau du systéme nerveux), soit par la sensibilité et la modification de la
perméabilité de la cuticule a certains composants chimique de la plante (Oka et al., 2000; Abbaly

et al., 2004).
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Par contre, 1’efficacit¢ ¢levée de la suspension bactérienne (Bacillus turingiensis
et B. sphaericus) au traitement combiné par rapport aux extraits foliaires des plantes testées
s’explique probablement par le mode d’action de ces deux nématicides. Certains scientifiques
avancent par ailleurs, que le mécanisme d’action des protéines cry B.t sur les insectes, et les
nématodes implique la solubilisation du cristal dans le mésogastre de I’insecte ce qui aboutit a

une paralysie intestinale, et la mort de celui-ci (Schnepf et al., 1998).

Les essaies effectués par Zhang et al., (2016) ont démontré que le traitement avec les
suspensions bactériennes Achromobacter xylosoxidans, et Bacillus cereus réduisent
significativement le nombre de femelles blanches (Heterodera filipjevi) sur les racines du blé
(75.9%), en pot (70.2%) , et en plein champ (51.1%). De méme, un accroissement de rendements
est enregistré de 13.2% a 15.9%. D’autres bactéries ont ét¢ appliquées au champ, c’est le cas de
la bactérie Pseudomonas fluorescens qui a marqué une hausse de croissance, et de rendement
couplés a une réduction des Globodera sp. dans le sol avec un facteur de reproduction égale a

FR=1.38 (Umamaheswari et al., 2012).

Néanmoins, nos résultats ont révélé que les traitements testés n’ont pas stimulé la
croissance des racines de pomme de terre. De plus, ils ne montrent aucune différence
significative vis a vis du témoin, excepté le traitement préventif et combiné de la solution
bactérienne (test de Dunett). Ceci est vraisemblablement causé aux conditions, et aux

interactions biotiques et abiotiques durant lesquelles le test in vivo a été effectué.

Enfin, les extraits aqueux de Taxus baccata et de Juniperus phoenicea, ainsi que le
traitement biologique a base des Bacilles présentent une activité nématicide remarquable. Cette
action est prouvée sur les larves (L), les kystes, et les femelles de Globodera pallida au
laboratoire, et en pots. De ce fait, les futures recherches doivent utiliser ces traitements sous
différentes formes (extraits aqueux, huiles essentielles, engrais vert..). De méme, il est nécessaire
d’optimiser leurs efficacités sur d’autres espeéces de nématodes, insectes, et agents pathogeénes
afin d’exploiter les potentialités de ces biopesticides comme alternatifs aux nématicides

chimiques, et comme agent de gestion écologique des nématodes.
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Conclusion générale et perspectives

Le nématode doré du genre Globodera est définit comme un organisme de quarantaine
dans plusieurs pays du monde. Il occasionne de lourdes pertes économiques qui atteignent les
12% sur cultures maraichéres, notamment sur culture de la pomme de terre. En Algérie,
I’absence d’une cartographie compléte de la distribution de ce nématode dans tout le pays avec
le manque de recherches moléculaires sur les différentes especes existantes, font de ce parasite
une contrainte essentielle pour les agriculteurs. De méme, la mauvaise gestion des nématicides
pose de sérieux probleéme pour I’environnement, et la sant¢é humaine. S’ajoutent a cela, la
difficult¢ de controle de ce ravageur a cause de son extréme résistance aux conditions
climatiques défavorables (froid et sécheresse), de sa grande variabilité physiologique, et du fait
qu’il est tellurique.

De ce fait, I’objectif de cette présente theése était de conduire une vaste enquéte sur la
répartition, le degré d’infestation, et la prévalence des Globodera dans quelques régions de
production de pomme de terre répartis sur les quatre coins de 1’ Algérie (Nord, Est, Ouest et Sud).
De plus, nous avons procédé a une caractérisation moléculaire de ces nématodes en utilisant la
PCR spécifique, 'ITS rDNA, le cyth géne de mtDNA, et le séquengage pour les associations
géographiques. Cette identification permet de tracer une cartographie des foyers de ces parasites
dans les zones de production de pomme de terre. Enfin, nous avons essayé de découvrir de
nouvelles voies de luttes alternatives, qui consistent a exploiter les toxines bionématicides
secrétées par des Bactéries a Bacillus (Bacillus thuringiensis et B. sphaericus), avec certaines
plantes Taxus baccata (Taxaceae) et Juniperus phoenicea (Cupressaceae) contre les Globodera

pallida afin de diminuer les effets causés par I’emploie des traitements chimiques.

En effet, les prospections effectuées a travers 30 sites représentés par 11 wilayas (Alger,
Ain Defla, Blida, Bouira, Boumerdés, Chlef, Skikda, Tipaza, Tlemcen, Béchar et El Oued
« Oued Souf ») montrent que les Globodera ont été trouvés dans 40% des régions étudiées avec
23.33 % au Nord a Mefteh 2, Lagata, Mandoura, H’rawa, Bousmail, Douaouda et Staoueli, et
16.67% au Sud du pays a Al Abadella, et Oued Souf « Trifaoui 1, Trifaoui 2, Hassi khelifa 1 et

Hassi Khelifa 2 » avec une fréquence moyenne de 100%.

Par ailleurs, la densit¢ moyenne de la population des régions Sud (9.8 kystes pleins
/100cm’) était plus importante a celles du Nord (4.6 kystes pleins/100 cm®). La localité de Hassi
Khalifal (Oued Souf) se place en téte de ces zones avec 13.4 kystes/100 cm’ contre 11.5
kystes/100 cm’ a Staoueli (Alger).
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Néanmoins, la région de Oued Souf au sud du pays était fortement infestée par les
Globodera que celles du Nord. Les degrés d’infestations sont de 67,62 juvéniles et ceufs par g de
sol a Trifaouil, et de 98,22 juvéniles et ceufs par g de sol a Hassi Khelifal. Autrement, nous
avons noté des infestations de 10,7 juvéniles et ceufs par g de sols dans la commune de
Douaouda a la wilaya de Tipaza, et 43,7 juvéniles dans la commune de Staoueli a la wilaya
d’Alger. Ces degrés indiquent que toutes les régions infestées ont dépassées le seuil de

nuisibilité.

Toutefois, nous avons décelé 1’absence de ce nématode dans certaines régions étudiées.
C’est le cas des communes de la willaya de Chlef (Oued Fodda, Oum Drou), d’Ain Defla
(Mkhatria, Beni Neghlane, KhemisMeliana), de Bouira (Ain Bessam), de Skikda (El Harrouche),
de Tlemcen (Sabra), d’Alger (Zeraldal, Zeralda 2 et Rouiba), de Boumerdés (Cap Jinet), de
Blida (El Afroun, Mozaia, Meftah 1 et Meftah 3), et de Tipaza (Hajout et Bourkika).

La caractérisation des Globodera spp. en provenance de douze régions infestées du nord
algérien (Staoueli, H’rawa, Mandoura, Lagata, Mefteh 2, Bousmail, et Douaouda), et du Sud
(Abadella et Oued Souf: Trifaoui 1, Trifaoui2, Hassi khelifal, et Hassi khelifa 2) est établit
selon les critéres moléculaires. Les techniques PCR et le séquengage ont révélé la prédominance
de deux especes de nématode a kystes de la pomme de terre qui sont clairement séparées dans
la répartition géographique: Globodeara pallida au nord, et Globodera rostochiensis au sud du
pays. De plus, les résultats de BLAST ont indiqué ’existence de six séquences de 'ITS ADNr
de Globodera rostochiensis (de KY513118 a KY513123), et huit nouvelles séquences de cytb
gene de Globodera pallida (de KY513124 a KY513131). D’ailleurs, cette analyse ne dévoile
aucune diversité intraspécifique de séquence, tandis qu’elles discernent des variations
intraspécifiques a celles déposées a GenBank. En fait, la diversité moléculaire et la relation
phylogénétique avec les populations européennes rejettent les suppositions concernant les

différentes introductions des NKPT en Algérie.

Enfin, les données de cette premiere partie nous ont permis de réaliser, pour la premicre
fois en Algérie, une cartographie sur une vaste dimension, concernant la distribution de
Globodera rostochiensis et de Globodera pallida dans les trente localités étudiées (Nord, Sud,

Est et Ouest), réparties a travers onze wilayas de I’ Algérie.
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Les résultats obtenus de D’effet des extraits aqueux testés, ainsi que la suspension
bactérienne a base de Bacillus ont révélé une activit¢ nématicide sur les larves (L), et
I’éclosion des ceufs de Globodera pallida. Cette activit¢ dépend de la dose, et du temps
d’exposition. Par conséquent, le taux maximal de mortalité a été relevé dans la concentration la

plus élevée, et durant la période d’exposition la plus longue.

Or, a une dose plus ¢levée (167 mg/ml), aprés 72 heures d'exposition dans I’extrait de
Juniperus phoenicea, la mortalité¢ des larves de Globodera pallida a atteint 86.51% avec une
DL50 égale a 42.95 mg/ml. Pour Taxus baccata, ce taux arrive a 92.97% avec une DL50 égale a
30.2 mg/ml. Ce pourcentage s’¢éleve pour les Bacillus a 96% avec une DL50 avoisinant 14.6

pl/ml a la dose optimale (100 pl/ml).

Cependant, les deux plantes testées, ainsi que la bactérie sont dotées d’un effet choc
intéressant. Le TL50 le plus élevé est enregistré apres 3 heures et 19 minutes seulement pour
Bacillus sp., suivie de celui de Taxus baccata aprés 7 heures et 56 minutes. L’extrait de

Juniperus phoenicea provoque 50% de mortalité apres 12 heures et 32 minutes.

Concernant 1’éclosion, le taux d’inhibition le plus élevé a été noté a la dose bactérienne
100 pl/ml avec 77.32%. 1l est succédé de celui de Taxus baccata avec 76.58%, et de Juniperus

phoenicea avec 65.32% a la dose 167 mg/ml.

In vivo, les résultats montrent que la combinaison des deux traitements avant et apres
plantation est la plus efficace, suivie du traitement avant plantation, et du traitement apres
plantation. De plus, le traitement bionématicide a base de bactérie B.T a révélé une efficacité
importante a raison de 176.9 ul/ml vis a vis de Taxus baccata, et de Juniperus phoenicea a la
dose 167 mg/ml. Les taux de diminutions des kystes de Bacillus sp., de Taxus baccata et de

Juniperus phoenicea arrivent a 64%, 56% et 51.8%.

De plus, le traitement combiné contribue a la réduction du nombre moyen des femelles sur
les racines de la pomme de terre. A la dose bactérienne 176.9 ul/ml, le pourcentage de réduction
des femelles est marqué a 60.61%. Pour Taxus baccata et Juniperus phoenicea, ces taux

dépassent les 50% ala concentration 167 mg/ml.

En revanche, les résultats obtenus sur les valeurs moyennes du poids des racines ne
révelent aucune différence significative entre les traitements par rapport au témoin. Nous avons
obtenu des augmentations négligeables au niveau du traitement combiné (avant et apres
plantation) avec le bionématicide allant de 9 a 11%. De méme, les racines traitées par 1’if

commun et le Genévrier ont connu un accroissement pondéral de 7 a 9%.
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Par ailleurs, le screening chimique nous a permis de connaitre les principaux métabolites
existant dans 7Taxus baccata, et Juniperus phoenicea. Ces deux extraits sont constitués des
leuco-anthocyanes, des tanins, des tanins galliques, des coumarines, des saponosoides. Tandis
que, les flavonoides et les alcaloides sont fortement représentés chez Taxus baccata. Par contre,
nous avons noté la présence importante de quinones combinées dans ’extrait de Juniperus
phoenicea. De ce fait, nous pouvons déduire que les extraits aqueux, et la suspension bactérienne

utilisés peuvent étre de bons candidats pour les formulations nématicides naturelles.

Ainsi, les futures gestions de nématodes dorés de la pomme de terre consistent a constituer
des programmes rigoureux de réglementation, et d’enquétes continuelles afin de connaitre les
différents foyers d’infestation. Les aires détectées nécessitent une mise en quarantaine pour un
contrdle efficace. De plus, ces études devraient étre accompagnées par une amélioration des
techniques moléculaire (marqueurs moléculaires) pour une identification plus rapide, correcte, et
facile de ces especes. Elles permettent également de mettre en évidence les relations
phylogénétiques de celles-ci avec d’autres especes de Globodera. De méme, il serait souhaitable
d’organiser des journées de vulgarisation afin d’instruire les agriculteurs sur la biologie de ce
bioagresseur. Ce genre de rencontre permet de les sensibiliser sur les dangers réels des
nématodes dorés de la pomme de terre, et de monter les risques des dégats occasionnés pour
limiter sa propagation dans les parcelles saines.

Enfin, le développement d’une stratégie de lutte appropriée nécessite I’amélioration de la
résistance variétale de la pomme de terre, et 1’identification des rotations les plus efficaces.
Cependant, I’utilisation ultérieure des nématicides chimiques devraient €tre minimisés au
maximum. Elle doit étre remplacée par des procédés alternatifs comme les applications
naturelles a base de plantes (amendements organiques, extraits, ou huiles essentielles), et les
agents de lutte biologique (les bactéries et les champignons) envisageables pour une culture
sensible comme la pomme de terre. Il faut également développer une meilleure connaissance sur
leur composition, et leur mode d’action nématicide. En conséquence, la stratégie de lutte intégrée
formera un but majeur des futurs contréles des Globodera, particulierement Globodera pallida.
Elle devrait bel et bien associer plusieurs méthodes de lutte pour un contrdle durable des
populations de ce parasite, et de réduire leur impact économique pour une meilleure protection

des plantes cultivées tout en respectant I’environnement.
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Annexe 1: Répartition de Globodera spp. dans le monde d’aprés OEPP (1994).

Pays G.rostochiensis G.pallida

1. EPPO region
Algeria*
Austria
Belarus™
Belgium
Bulgaria
Cyprus
Czechoslovakia (former)
Denmark (+ Faroe Islands)
Egypt*
Estonia*
Finland
France
Germany
Greece
Hungary
lceland
{reland
ltaly
Latvia
Lebanon™
Lithuania*
Luxemburg
Malta
Morocco
The Netherlands
Norway
Poland
Portugal (+ Madeira)
Russia (European)
Spain (+ Canary Islands)
Sweden
Switzerland
Tunisia
Ukraine™*
UK

2. Asia
Cyprus H v
India / (Kerala—Nilgiri Hills) /
Japan / (Hokkaido only) ?
/

(Faroe Islands only)

Dt S S S BGS

? (intercepted only)

(mainland + Crete)
(three localities only)

(Crete only)

LR S BS

(isolated records)

G R B B R B B R R R R TR S BB R LR R SR RS RSR SRR S S S

B Fefe TRy S B

(unconfirmed)
Lebanon

Malaysia

Pakistan i
The Philippines &
Sri Lanka J
Tajikistan d

? (unconfirmed) ? (unconfirmed)

v
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Suite de I’annexe 1

Pays G. rostochiensis G.pallida
. Africa
Algeria o Vi
Egypt v
Libya o | ? (unconfirmed)
Morocco ? (intercepted only)
Sierra Leone v
South Africa J
Tunisia J J
. North America
Canada / (only Newfoundland / (Newfoundland only)
and Vancouver Island)
Mexico J
USA / (New York-Long
Istand and several
upstate locations)
. Central America and
Caribbean
Costa Rica J
Panama b
. South America
(throughout high Andean regions)
Argentina ' J /
Bolivia o v
Chile J J
Colombia & J
Ecuador 4 J
Peru J J
Venezuela o 4
. Oceania
Australia J (two outbreaks)
New Zealand / /
Norfolk Island J

EPPO, European and Mediterranean Plant Protection Organization.
* Potential members.
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Annexe 2: Quelques cultivars* de pomme de terre résistants a Globodera rostochiensis ou/et
Globodera pallida d’aprés Whitehead et Turner (1998).

G. rostochiensis resistance

G. pallida resistance

Accent
Adora
Agria
Aguti
Aistes
Alcmaria
Athamra
Alleghany
Amigo
Aminca
Anosta
Ariadna
Astarte
Atica
Atlantic
Aula
Aurora
Ausonia
Belchip
Belorusskil 3
Berber
Bereginya
Brodie
Buchan
Cardinal
Cara
Castile
Ceres
Christa
Coastal Chip
Concorde
Costella
Cuitra
Darwina
Diamant
Donna
Dramant
Dundrod
Eden
Element
Elvira
Esta

Fala
Fianna
Foka

Franzi
Fresco
Fronika
Gigant

Gitte

Gloria
Granola
Hampton
Heidrune
Hertha
Highlat Russet
Hudson
Hydra

lise

Irga
Islander
Jewel
Junior
Kanona
Karaka
Kestrel (p.r.)
Kingston
Kristall
Krostar
Lada

Lady Rosetta
Liseta
Marijke
Maris Anchor
Maris Court
Maris Piper

Meta Prigozhit 2

Minerva
Miranda
Mondial
Morag (p.r.)
Morene
Multa
Nadine
Naroch
Navan
Nema Rus
Nicola
Nida
Obelix

Omega
Ovina
Pansta
Peconic
Penta

Pentland Javelin
Pentland Meteor

Picasso
Premiére
Prevalent
Prigozhiiz
Prigozhit 2
Prior
Procura
Prominent
Provan
Provita
Rathlin
Rocket
Rosa
Santé
Saturna
Saxon
Scala
Senator
Sherine
Shurminskii 2
Simcoe
Skirza
Skutella
Spekula
Stemster
Steuben
Stina
Stroma (p.r.)
Taiga
Tarpan
Torva
Tunika
Ukama
Valor
Vikhola
Vii'nya
Wachtel
Xenia

Atrela
Benol
Berlina
well
Darwina
Eltes
Kaimai
Karaka
Karika
Kestrel
Maria Huanca
Multa
Nadine
Pansta
Prevalent
Producent
Santé
Senator
Sierra
Sovereign
Stroma
Valor

*Les cultivars soulignés sont aussi résistants ou partiellement résistants a Globodera
rostochiensis. P.r. : partiellement résistants a Globodera rostochiensis. Les cultivars listés comme
résistants a Globodera pallida sont d’habitude partiellement résistants a cette espece.
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Annexe 3: Tableau des nématicides homologués en Algérie (Ministére de I’agriculture et du

développement rural et de la péche, 2007).

Nom
commerciale

Matiére active

Concentration

formulation

Culture

Dose

Firme

Les
fumiguants

Telone 11

Dichloropropéne

1108 g/L

Concentré
soluble

Nématodes:
-des arbres
fruitiers.
-horticulture
-Pépinicre
-Vigne.

-1701 /ha

-5001 /ha

-Dow Agro
Sciences

DDP
Fumiguant

1.3
Dichloropropéne

92 %

Concentré
émulsionnable

Nématodes a
kyste:

-des cultures
maraichéres.
-Tabac.
-plantes
ornementale.

-170 I/ha

-phytoplus

Les
systémiques

Vydat

Oxamyl

240 g/l

Suspension
concentré

Nématodes :
-des agrumes
-des bananes

-4 a 8l/ha
-7.5 ml/plat

-Dupont de
Nemours

Némathorine

Fosthiasate

10%

Granulé

Nématodes:
-des cultures
légumiéres
-de pomme
de terre.

-12 ou 30
kg/ha-Dar
21j.

-Syngenta

le mocap

Ethoprophos

10%

granulé

Nématodes: -
-de tomate;
culture
légumiere et
p. de terre.

-30 kg/ha

-Phytoplus

Mocap

Ethoprophos

10%

granulé

Nématodes:
-des cultures
maraichéres
sous serre et
extra primeur
-primeur.

-2*50 kg/ha

-30-50g/pied

-Aventis

Nemacure

Phenamiphos

10%

Granulé

Nématodes:
-bananiers.
-Betteraves
sucrieres.
-carotte,
Concombre,
p.terre, Tabac
et tomate.

-30a 50g/pied
-30a 40kg/ha

-30kg/ha

-Bayer
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Nemacure
240 cs

Phenamiphos

240g/1

Suspension
concentré

Nématodes:
-cultures
sous serre,
tomate en
plein champ;
courgette et
melon.

-20a40 1/ha

-Bayer

Vidate 10 g

Oxamyl

100 g/kg

Granulé
dispersable

Nématodes:
-des ails et
oignons.
-Agrumes
-Bananes.

-30a50kg/ha
-20a40kg/ha
-50kg/ha

-Dupont de
Nemours.

produits
biologiques

Sincocin

Sincocin

Acide gras :
A.palmique, A.
Oléique, A.
Linoléique,

A. nucléique :
ADN et ARN,
vingtaine

d’oligoéléments

ppm

Liquide

Nématodes:
-des cultures
maraicheéres.

1 I/ha

-Agriculture
sciences.

0.56%+99.4%

Concentré
soluble.

Nématodes:
-des arbres
fruitiers, de
palmiers
dattier, de
vignes.

-2 1/ha

-Agrites/
Zerouki/
Agsci-
Dallas.
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Annexe 4: Réactifs et préparations des tests phyto-chimiques préliminaires

1-Les réactifs:

-1’éthanol, méthanol, et butanol

-l'acétate d'éthyle

-l'etherdiethylique

-le chloroforme

-I'hydroxyde de sodium (NAOH)

-l'acide chlorique (HCL)

-l'acide acétique (HCH;COO)

-I'ammoniaque (NH4OH)

-zinc métallique (ZN)

-Magnésium métallique (MG)

-chlorure de fer (FECL;)

-hydroxyde de potassium (KOH)

2-les préparations:

-Acide chlorhydrique (2N): 10 ml HCL concentré + 60 ml eau distillée.
-Solution de F,CL3 5%: 5 g Feols + 95 ml HCL (2N).

-HCL (2N): 10 ml HCL concentré + 60 ml eau distill¢e.

-HCL (0.1 N): 1 ml HCL concentré + 10 ml eau distillée.

-NAOH (0.1 N): 0.4 g NaoH + 100 eau distillée.

-KOH 10%: 10 g KOH + 80 ml eau distillée.

-HCL 10%: 10 ml HCL + 80 ml eau distillée.

-NAOH 10%: 10 g NAOH + 90ml eau distill¢e.

-Ammoniaque (1/2): 50 ml eau distillée + 50 ml NH4OH concentré.
-Propanol/acide chlorhydrique (1/1): 100 ml Propanol + 100 ml HCL.
-Acide chlorhydrique (1N): 1 ml HCL + 11ml H,O.

-Acide sulfurique (2N): 1 ml H,SO4 + 18 ml H,O.

-Réactif de stiasny: 2 volumes de formol + 1 volume de HCL IN.
-Dragendroftf: dissoudre 0.85g de nitrate de bismuth dans 40 ml d'eau distillée et 10 ml d'acide

acétique.

182



Annexes

Annexe 5: Analyse de la variance de I’effet des différents traitements testés sur la mortalité

des larves L,.

Analyse de la variance (Variable 167 mg/ml et 100 pl/ml.) :

Source ddl Somme des carrés Carrés moyens | F de Fisher Pr>F
Traitement 2 175,600 87,800 51,647 <0,0001
Résidus 12 20,400 1,700
Total 14 196,000

Tests de comparaisons multiples pour la variable TRAIT 72h /167 mg/ml et 100 pl/ml.
Test de Newman-Keuls / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95 % :
Classement et regroupements des groupes homogenes:

Modalités Différence Différence Valeur Différence Significatif
réduite critique critiques
Bacillus vs juniperus 8,200 9,944 2,668 <0,0001 Oui
Bacillus vs taxus 2,600 3,153 2,179 0,008 Oui
taxus vs juniperus 5,600 6,791 2,179 <0,0001 Oui
Modalité Moyenne estimée Groupes Moyen}le Groupes
estimee
Bacillus 96,600 A
taxus 94,000 B
Jjuniperus 88,400 C
Analyse de la variance (Variable 83.5 mg/ml et 50 pl/ml) :
Source ddl Somme des carrés Carrés moyens F de Fisher Pr>F
Traitement 2 1265,200 632,600 499,421 <0,0001
Résidus 12 15,200 1,267
Total 14 1280,400

Tests de comparaisons multiples pour la variable TRAIT 72h /83.5 mg/ml et 50 pl/ml.
Test de Newman-Keuls / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95 % :
Classement et regroupements des groupes homogenes:

Modalités Différence Différence Valeur Différence Significatif
réduite critique critiques
Bacillus vs juniperus 22,400 31,469 2,668 <0,0001 Oui
Bacillus vs taxus 13,000 18.263 2,179 <0,0001 Oui
taxus vs juniperus 9,400 13,206 2,179 <0,0001 Oui
Modalité Moyenne estimée Groupes Moyen’ne Groupes
estimee
Bacillus 89,600 A
taxus 76,600 B
Juniperus 67,200 C
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Analyse de la variance (Variable 41.7 mg/ml et 25 pl/ml) :

Source ddl Somme des carrés Carrés moyens F de Fisher Pr>F
Traitement 2 578,133 289,067 163,623 <0,0001
Résidus 12 21,200 1,767
Total 14 599,333

Tests de comparaisons multiples pour la variable TRAIT 72h /41.7 mg/ml et 25 pl/ml
Test de Newman-Keuls / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95 % :
Classement et regroupements des groupes homogénes:

Modalités Différence Différence Valeur Différence Significatif
réduite critique critiques
Bacillus vs juniperus 15,200 18,082 2,668 <0,0001 Oui
Bacillus vs taxus 7,200 8,565 2,179 <0,0001 Oui
faxus vs juniperus 8,000 9,517 2,179 <0,0001 Oui
Modalité Moyenne estimée Groupes Moyeqne Groupes
estimee
Bacillus 67,800 A
taxus 60,600 B
Jjuniperus 52,600 C
Analyse de la variance (Variable 20.8mg/ml et 12.5 pl/ml) :
Source ddl Somme des carrés Carrés moyens F de Fisher Pr>F
Traitement 2 136,133 68,067 27,595 <0,0001
Résidus 12 29,600 2,467
Total 14 165,733

Tests de comparaisons multiples pour la variable TRAIT 72h /20.8mg/ml et 12.5 pl/ml)
Test de Newman-Keuls / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95 % :
Classement et regroupements des groupes homogénes:

Modalités Différence | Différence Valeur Différence Significatif
réduite critique critiques
Bacillus vs juniperus 7,200 7,248 2,179 <0,0001 Oui
Bacillus vs taxus 2,200 2,215 2,179 0,047 Oui
taxus vs juniperus 5,000 5,034 2,179 0,000 Oui
Modalité Moyenne estimée Groupes Moyen,ne Groupes
estimee
Bacillus 48,600 A
taxus 46,400 B
Juniperus 41,400 C
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Analyse de la variance (Variable 10.4 mg/ml et 6.25 pl/ml) :

Source ddl Somme des carrés Carrés moyens F de Fisher Pr>F
Traitement 2 161,733 80,867 35,676 <0,0001
Résidus 12 27,200 2,267
Total 14 188,933

Tests de comparaisons multiples pour la variable TRAIT 72h /10.4 mg/ml et 6.25 pl/ml
Test de Newman-Keuls / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95 % :
Classement et regroupements des groupes homogénes:

Modalités Différence Différence Valeur Différence Significatif
réduite critique critiques
Bacillus vs juniperus 7,800 8,192 2,668 <0,0001 Oui
Bacillus vs taxus 2,200 2,310 2,179 0,039 Oui
taxus vs juniperus 5,600 5,881 2,179 <0,0001 Oui
Modalité Moyenne estimée Groupes Moyeqne Groupes
estimee
Bacillus 38,400 A
taxus 36,200 B
Jjuniperus 30,600 C
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Annexe 6: Analyse de la variance de ’effet des différents traitements testés sur 1’éclosion
des larves L, apreés 6 semaines d’incubation.
Analyse de la variance Taxus baccata:
Test de Dunnett / Comparaison des groupes avec le groupe de contrdle témoin avec un intervalle de

confiance a 95 % : PRD =exsudats racinaire de pomme de terre.

Différence Valeur Différence
Modalités Différence | standardisée | critique critique Pr >Diff Significatif
PRD vs Témoin eau 251,000 206,720 2,731 3,316 0,000 Oui
PRD vs S 180,000 148,246 2,731 3,316 0,000 Oui
PRD vs S/2 145,600 119,914 2,731 3,316 0,000 Oui
PRD vs S/4 118,000 97,183 2,731 3,316 0,000 Oui
PRD vs S/8 63,200 52,051 2,731 3,316 0,000 Oui
PRD vs S/16 12,600 10,377 2,731 3,316 0,000 Oui

Tests de comparaisons multiples pour la variable TRAIT :
Test de Newman-Keuls / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95 % :
Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements
PRD 269,000 A
S/16 256,400 B
S/8 205,800 C
S/4 151,000 D
S/2 123,400 E
S 89,000 F
Témoin eau 18,000 G

Analyse de la variance Juniperus phoenicea :
Test de Dunnett/Comparaison des groupes avec le groupe de contréle témoin avec un intervalle de

confiance a 95 % : PRD =exsudats racinaire de pomme de terre.

Différence Valeur Différence
Modalités Différence | standardisée | critique critique Pr >Diff Significatif
PRD vs Témoin eau 251,000 130,438 2,731 5,256 0,000 Oui
PRD vs S 137,200 71,299 2,731 5,256 0,000 Oui
PRD vs S/2 114,800 59,659 2,731 5,256 0,000 Oui
PRD vs S/4 86,200 44,796 2,731 5,256 0,000 Oui
PRD vs S/8 37,000 19,228 2,731 5,256 0,000 Oui
PRD vs S/16 2,800 1,455 2,731 5,256 0,512 Non

Tests de comparaisons multiples pour la variable TRAIT :
Test de Newman-Keuls / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95 % :
Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements
PRD 269,000 A
S/16 266,200 A
S/8 232,000 B
S/4 182,800 C
S/2 154,200 D
S 131,800 E
Témoin eau 18,000 F
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Analyse de la variance Bacillus sp
Test de Dunnett / Comparaison des groupes avec le groupe de contrdle témoin avec un intervalle de

confiance a 95 % : PRD =exsudats racinaire de pomme de terre.

Différence Valeur Différence

Modalités Différence | standardisée | critique critique Pr >Diff Significatif
PRD vs Témoin eau 251,000 94,370 2,731 7,265 0,000 Oui
PRD vs S 182,800 68,728 2,731 7,265 0,000 Oui
PRD vs S/2 148,400 55,795 2,731 7,265 0,000 Oui
PRD vs S/4 124,000 46,621 2,731 7,265 0,000 Oui
PRD vs S/8 71,400 26,845 2,731 7,265 0,000 Oui
PRD vs S/16 25,000 9,399 2,731 7,265 0,000 Oui

Tests de comparaisons multiples pour la variable TRAIT :
Test de Newman-Keuls / Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95 % :
Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements
PRD 269,000 A
S/16 256,400 B
S/8 205,800 C
S/4 151,000 D
S/2 123,400 E
S 89,000 F
Témoin eau 18,000 G

Modélisation de la variable traitement 167 mg/ml et 100 pl/ml

Test de comparaisons multiples pour la variable variété:

Test de Newman-Keuls/Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a

95%.

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements
Juniperus phoenicea 131,800 A
Taxus baccata 89,000 B
Bacillus sp 86,200 B

Modélisation de la variable traitement 41.7 mg/ml et 25 pl/ml :

Test de comparaisons multiples pour la variable variété:

Test de Newman-Keuls/Analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a

95%.

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements
Juniperus phoenicea 154,200 A
Taxus baccata 123,400 B
Bacillus sp 120,600 B
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Modélisation de la variable traitement 41.7 mg/ml et 25 pl/ml:

Test de comparaisons multiples pour la variable variété: Test de Newman-Keuls/Analyse des

différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95%.

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements

Juniperus phoenicea 182,800 A
Taxus baccata 151,000 B
Bacillus sp 145,000 C

Modélisation de la variable traitement 20.8mg/ml et 12.5 pl/ml :

Test de comparaisons multiples pour la variable variété: Test de Newman-Keuls/Analyse des

différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95%.
Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements

Juniperus phoenicea 232,000 A
Taxus baccata 205,800 B
Bacillus sp 197,600 C

Modélisation de la variable 10.4 mg/ml et 6.25 pl/ml :
Test de comparaisons multiples pour la variable variété: Test de Newman-Keuls/Analyse des

différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95%.
Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements

Juniperus phoenicea 266,200 A
Taxus baccata 256,400 B
Bacillus sp 244,000 C

Modélisation de la variable Témoin:

Test de comparaisons multiples pour la variable variété: Test de Newman-Keuls/Analyse des

différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95%.

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements

Juniperus phoenicea 18,000 A
Taxus baccata 18,000 A
Bacillus sp 18,000 A

Modélisation de la variable PRD :

Test de comparaisons multiples pour la variable variété: Test de Newman-Keuls/Analyse des

différences entre les groupes avec un intervalle de confiance a 95%.
Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements

Juniperus phoenicea 269,000 A
Taxus baccata 269,000 A
Bacillus sp 269,000 A
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Annexe 7: Effet de la suspension bactérienne et des extraits aqueux sur le développement
de Globodera pallida sur pomme de terre.

1-Effet de la suspension bactérienne et des extraits aqueux sur le nombre de kystes dans le

sol.

Analyse de la variance traitement AVP :
Test de Dunnett / Comparaison des groupes avec le groupe de controle témoin avec un intervalle de
confiance a 95 % : PRD =exsudats racinaire de pomme de terre, 2S=176.9, S=88.4 et S/2=44.2 pl/ml.

Différence Valeur Différence

Modalités Différence | standardisée | critique critique Pr >Diff Significatif
TEM vs Bacillus 2S 18,800 21,196 2,695 2,391 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S 18,600 20,971 2,695 2,391 0,000 Oui
TEM vs Taxus 18,400 20,745 2,695 2,391 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S/2 17,800 20,069 2,695 2,391 0,000 Oui
TEM vs Juniperus 17,600 19,843 2,695 2,391 0,000 Oui
Analyse de la variance traitement APP :

Différence Valeur Différence

Modalités Différence | standardisée | critique critique Pr >Diff Significatif
TEM vs Bacillus 2S 20,600 20,200 2,695 2,749 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S 20,200 19,808 2,695 2,749 0,000 Oui
TEM vs Taxus 19,600 19,219 2,695 2,749 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S/2 19,400 19,023 2,695 2,749 0,000 Oui
TEM vs Juniperus 19,000 18,631 2,695 2,749 0,000 Oui
Analyse de la variance traitement AVP+APP :

Différence Valeur Différence

Modalités Différence | standardisée critique critique Pr >Diff Significatif
TEM vs Bacillus 2S 20,400 28,827 2,695 1,907 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S 20,200 28,544 2,695 1,907 0,000 Oui
TEM vs Taxus 19,600 27,696 2,695 1,907 0,000 Oui
TEM vs BacillusS/2 19,200 27,131 2,695 1,907 0,000 Oui
TEM vs Juniperus 19,180 27,103 2,695 1,907 0,000 Oui

2- Effet de la suspension bactérienne et des extraits aqueux sur le nombre de femelles sur
les racines de la pomme de terre

Analyse de la variance traitement AVP :
Test de Dunnett / Comparaison des groupes avec le groupe de contrdle témoin avec un intervalle de

confiance a 95 % : PRD =exsudats racinaire de pomme de terre.

Différence Valeur Différence
Modalités Différence | standardisée critique critique Pr >Diff Significatif
TEM vs Bacillus 2S 19,000 21,969 2,695 2,331 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S 18,200 21,044 2,695 2,331 0,000 Oui
TEM vs Taxus 18,000 20,812 2,695 2,331 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S/2 17,000 19,656 2,695 2,331 0,000 Oui
TEM vs Juniperus 14,500 16,766 2,695 2,331 0,000 Oui

189




Annexes

Analyse de la variance traitement APP :

Différence Valeur Différence
Modalités Différence | standardisée | critique critique Pr >Diff Significatif
TEM vs Bacillus 2S 17,600 17,484 2,695 2,713 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S 16,200 16,093 2,695 2,713 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S/2 16,000 15,894 2,695 2,713 0,000 Oui
TEM vs Taxus 14,200 14,106 2,695 2,713 0,000 Oui
TEM vs Juniperus 12,200 12,119 2,695 2,713 0,000 Oui
Analyse de la variance traitement AVP+APP :
Différence Valeur Différence
Modalités Différence | standardisée | critique critique Pr >Diff Significatif
TEM vs Bacillus 2S 20,800 24,831 2,695 2,258 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S 20,400 24,354 2,695 2,258 0,000 Oui
TEM vs Taxus 19,200 22,921 2,695 2,258 0,000 Oui
TEM vs Bacillus S/2 18,000 21,489 2,695 2,258 0,000 Oui
TEM vs Juniperus 17,700 21,130 2,695 2,258 0,000 Oui

3- Effet de la suspension bactérienne et des extraits aqueux sur le poids frais du systeme

racinaire:

Test de Dunnett / Comparaison des groupes avec le groupe de contrdle témoin avec un intervalle de
confiance a 95 % : PRD =exsudats racinaire de pomme de terre, 2S=176.9, S=88.4 et S/2=44.2 pl/ml.

Différence Valeur Différence

Modalités Différence | standardisée critique critique Pr >Diff Significatif
TEM vs Bacillus 2S -2,000 -3,047 2,695 1,769 0,023 Oui
TEM vs Bacillus S -1,800 -2,742 2,695 1,769 0,045 Oui
TEM vs Taxus -1,720 -2,621 2,695 1,769 0,059 Non
TEM vs Bacillus S/2 -1,600 -2,438 2,695 1,769 0,086 Non
TEM vs Juniperus -1,400 -2,133 2,695 1,769 0,155 Non
Analyse de la variance traitement APP :

Différence Valeur Différence

Modalités Différence | standardisée critique critique Pr >Diff Significatif
TEM vs Bacillus 25 -1,520 -2,202 2,695 1,861 0,137 Non
TEM vs Bacillus S -1,000 -1,449 2,695 1,861 0,473 Non
TEM vs Taxus -0,980 -1,420 2,695 1,861 0,491 Non
TEM vs Bacillus S/2 -0,800 -1,159 2,695 1,861 0,668 Non
TEM vs Juniperus -0,700 -1,014 2,695 1,861 0,765 Non
Analyse de la variance traitement AVP+APP :

Différence Valeur Différence

Modalités Différence | standardisée | critique critique Pr >Diff Significatif
TEM vs Bacillus 2S -1,600 -2,936 2,695 1,469 0,029 Oui
TEM vs Bacillus S -1,400 -2,569 2,695 1,469 0,065 Non
TEM vs Taxus -1,300 -2,385 2,695 1,469 0,095 Non
TEM vs Bacillus S/2 -1,200 -2,202 2,695 1,469 0,136 Non
TEM vs Juniperus -1,000 -1,835 2,695 1,469 0,263 Non
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RESUMES



Théme: Bioécologie des nématodes dorés de la pomme de terre du genre Globodera dans
quelques régions de I’Algérie. Essais de mise au point de luttes alternatives a la lutte

chimique.

Résumé : Le but de cette présente étude était d’évaluer la distribution géographique, le dégrée
d’infestation, et la caractérisation moléculaire des nématodes dorés de la pomme de terre du
genre Globodera (NKPT) en Algérie, y compris les régions sud du pays. Ce travail été
accompagné par une analyse physico-chimique des sols de toutes les régions prospectées. Les
NKPT ont était trouvé dans 40% des régions étudiées, avec un degré d’infestation plus élevé aux
régions du sud, par rapport a celles du nord. Par contre les Globodera spp. étaient plus abondant
aux zones nord du pays. L’identification moléculaire (la PCR spécifique, I’'ITS ADNr, le gene
cytb ADNmt et le séquengage) a montré que les Globodera pallida prédominent les régions
Nord, alors que les G.rostochiensis prédominent les régions sud du pays. De plus, nous avons
testé I’effet toxiques des extraits aqueux de deux plantes : Taxus baccata (Taxacea) et Juniperus
phoenicea (Cupressacea), et d’un bionématicide a base de bactérie Bacillus sp. sur le nématode
blanc de la pomme de terre Globodera pallida. In vitro, les résultats ont montré un pourcentage
¢levé de mortalité des larves qui dépasse 80% pour Taxus baccata et Juniperus phoenicea, et
atteint 96% pour les Bacillus. De méme, les résultats obtenus ont révélé que les extraits foliaires,
et la suspension bactérienne testés provoquent une inhibition de 1’éclosion des ceufs. In vivo,
I’application de ces extraits aqueux, et de la suspension bactérienne était plus efficace en
traitement combiné sur le développement des Globodera pallida sur une culture de pomme de
terre. Enfin, cette étude nous a permis de déterminer les métabolites secondaires (screening

chimique) existants dans les feuilles des plantes étudiées.

Mots clés : Prévalence, analyse physico-chimique, caractérisation moléculaire, Globodera
pallida, Globodera rostochiensis, toxicité, Taxus baccata, Juniperus phoenicea, Bacillus sp,

développement, screening chimique.



Title: Bioecology of potato golden nematode of the genus Globodera in some regions of

Algeria. Control development trials alternative to chemical control.

Abstract: The aim of the present study was to evaluate the geographical distribution, infestation
degree, and molecular characterization of potato cysts nematode (PCN) in Algeria, including the
southern regions. This work was accompanied by the physico-chemical analysis of all regions
prospected soils. PCNs were found in forty percent of localities sampled, with a high infestation
degree in the southern potato production areas than those in the Northen regions. On the other
hand, Globodera spp. was more abundant in the northern parts of the country. The molecular
identification (specific PCR, ITS rDNA, cyth gene DNAmt and sequencing) revealed that
Globodera pallida occurred predominantly in the northern regions of Algeria, whereas
G. rostochiensis occurred predominantly in the southern regions. Moreover, we proceeded to test
the toxic effect of two plants aqueous extracts: Taxus baccata (Taxacea), Juniperus phoenicea
(Cupressacea), and a bionematicidal bacterial basis Bacillus sp. on the white cyst nematode
Globodera pallida. In vitro, the results show high juveniles mortality percentage which exceeds
80% for the both; Taxus baccata and Juniperus phoenicea, it reached 96% for Bacillus.
Similarly, the results obtained showed that the aqueous extracts of tested plants and the bacterial
suspension caused an inhibition of egg hatching. /n vivo, the application of these aqueous
extracts, and the bacterial suspension was more effective in combination treatment on nematodes
development on a potato crop. Finally, this study allows us to determine the secondary

metabolites (chemical screening) existing in leaves of the plants studied.

Key words: Prevalence, physico-chemical analysis, molecular characterization, Globodera
pallida, Globodera rostochiensis,toxicity, Taxus baccata, Juniperus phoenicea, Bacillus sp.,

development, chemical screening.
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