REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
) Agha) jhagal) 4y il ) 4y ) sgand)

MINISTERE DE L‘'ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA
RECHERCHE SCIENTIFIQUE

alal) Eiad) g Madl asdesil) 3515 g

ECOLE NATIONALE SUPERIEURE AGRONOMIQUE -ENSA-
AANEL Llal) Ayila gl Ao jal)

THESE

En vue de I’obtention du diplome de Magister en Sciences Agronomiques
Spécialité : Phytopathologie

Option : Biotechnologie

Etude de la spécialisation parasitaire et de la diversité
génétique d’une collection d’isolats de Botrytis spp.

Réalisé par MEAMICHE NEDDAF Hayet

Président : M" BOUZNAD. Z. (Professeur, ENSA Alger)
Directeur de thése : M™ LOUANCHI.M. (Maitre de conférences, ENSA Alger)
Examinateurs : M"SABAOU.N. (Professeur, ENS Kouba)

: M"KEDAD.A. (Chargé de cours, ENSA Alger)

Année Universitaire 2009/2010



AVANT PROPOS

Au terme de ce travail, je tiens a remercier Dr LOUANCHI. M, Maitre de conférences a 'ENSA
El Harrach pour m’avoir soutenue et guidée tout au long de mon parcours.

Jexprime ma gratitude a Mr BOUZNAD. Z, Professeur a 'ENSA El Harrach de me faire
I’honneur d’assurer la présidence du Jury. Je le remercie également pour tout I'intérét qu’il
a porté a mon travail. Ses conseils et ses critiques avisés ont contribué fortement a éclairer
mon chemin.

Je tiens a remercier vivement Mr SABAOU. N, Professeur a I'ENS Kouba pour 'intérét qu’il a
bien voulu accorder a mon travail en acceptant de I’'examiner. Aussi, je souhaite lui exprimer
toute ma reconnaissance pour m’avoir facilité les choses en toutes circonstances.

Mes vifs remerciements s’adressent a Mr KEDDAD, chargé de cours a I'ENSA El Harrach pour
avoir accepté d’examiner mon travail. Je ne pourrais oublier combien il a été attentif a mes
nombreuses sollicitations. Qu’il soit assuré de mon profond respect.

Je remercie également Mme BENHOUHOU, Mr TRAIKIA et Mr SELLAM, enseignants a I’'ENSA
pour |'aide et le soutien qu’ils m’ont apporté durant mon travail.

Je ne peux évoquer ce travail sans me rappeler ma collegue et amie Lilette, qui depuis le
début de cette aventure m’a aidée et soutenue sans jamais ménager ses efforts.

Je n’oublie pas non plus d’adresser mes vifs remerciements a mon collegue Rabah AOUDIJIT,
chercheur a I'INRAA, qui a travers sa bonhomie, son humour et son extréme gentillesse m’a
apporté un soutien précieux comme seul un ami sait le faire.

Je tiens également a exprimer ma gratitude et ma reconnaissance a Mlle OUAKLI Khalissa et
a Mr Salah CHOUAKI, chercheurs a I'INRAA. Leurs encouragements et leur soutien
indéfectibles ont ponctué ma progression sans discontinuité.

J'adresse mes remerciements et ma reconnaissance a tous ceux qui n‘ont pas été cités et
gue je porte dans mon coeur pour toutes les bonnes choses qu’ils m’ont apportées dans les
moments de joie comme dans les moments de doute. Merci les Amis !!!



SOMMAIRE

l. INtroduction ENEralE.......cuccveiievieiee et s e 01

Il. Analyse bibliographiqUe........ccooeveececeiccree e e 03

1.1 Intérét de I'’étude du genre Botrytis en phytopathologie..................... 03

1.1.1. GBNEBIAlILES. ...t sttt s e e 03
11.1.1.1. Distribution géographique et données écologiques.........ccceverververernnns 03

11.1.1.2. SErUCTUIES A€ SUIVIB...... ittt ettt st s s s e 04
[L1.1.2. 1. LeS SCIBIOLES.ccueieeeeireciect sttt ettt s s e e . 04
11.1.1.2.2.  Les ChlamydOSPOres......ccccceuieiriireeece ettt eseee e sre st see e e esses s 05
[1.1.2.2.3. LS CONIAIES.cevueriueeiie ettt sttt sttt e sttt st bt ee e st es 05
[.1.1.2.4. L& MYCEIUM L .oitiitiece ettt st st et et et es s e e e sntneeesnnes 05
11.1.1.3. Dissémination de I'iNOCUIUM ..ot 05

11.1.2. POSITION TaXONOMIQUE......uiiiiiiiieiiirie e et et s se e se e sae v e e 05
11.1.3. Spécialisation Parasitaire.......cccececeveieininereee e e 08
11.1.3.1. DONNEES GENETAIES......coi ettt et re e e e rae e e e e saae s 08
11.1.3.2. Médiateurs de la spécialisation parasitaire.......cccccevevevevivieeeeccveeeceeennn, 08

1.2. Botrytis cinerea : Agent de la pourriture grise.......ccoceveveeeveeenveeeeecnveeenn. 11

1.2.1. Caractéristiques morphologiques de Botrytis cinerea.........ccccecevvevennenen. 11

11.2.2. Taxonomie de Botrytis CINErea........cococeeeecieeneiseece e e 13

11.2.3. Variabilité génétique chez Botrytis CiNerea........cccccvveeeecivee e e ecieeee e, 13

11.2.3.1. (I 0 1< = o Yor=1 4V 1Y =T OO OO OO PURRUOUPUURN

13

11.2.3.2. Les variations du taux de ploTdie........eeeeeeeeeecciiiiiiiiieeee e 13
11.2.3.3. La reProdUCTION SEXUEBE.......cuvieeeeeeeecitiee ettt e e ettt ee e e eetee e e e eeatbe e e e e areeeeeearaeeeeennnneas 14
11.2.3.4. Les ElEments transSPOSaADIES......c..eeiiiciiie it 14
11.2.4. Pathologie et parcours infectieux de Botrytis cinerea......ccccccoeeeccvvvivveeeeeeennnn. 14
11.2.4.1. SYMPLOMALOIOZIE. ... it e e e e e e re e e e bae e e e e eareeas

14



11.2.4.2.

11.2.4.2.1.

11.2.4.2.2.

Maladie......

11.2.4.3.

11.2.4.3.1.

11.2.4.3.2.

1.2.5.

11.2.5.1.

11.2.5.2.

.2.6.

11.2.6.1.

11.2.6.2.
20

11.2.6.3.

11.2.6.4.
21

.
23

I.1.
23

.1.1.

.1.1.1.

. 1.1.2.

.2.

l.2.1.

M.2.1.1.

.2.1.2.

.2.2.

.2.2.1.

0] Lo [=T 1 g1To] Lo = =TSP 15
Sources de I'iNoculum Primaire........ccccccuiiieeieiieiee e e 15

Effet des conditions environnementales sur le développement de la

.............................................................................................................................. 17
Processus infectieux et mécanismes d’attaque.......c.ccooeveveeveceicrinieneenen, 17
Germination et pénétration des tissus de 'hOte......cccccvvveeeciieieiicciee e, 17
Mort cellulaire et invasion des tissus hOtes........ccccvvveeiiiieeiniieriieesiee e 18
Détection et quantification de Botrytis cinerea.........cccoecvveeeeeccieeeeecciieee e 18
Méthodes IMMUNOIOGIGUES......cccuuiiiiieiiieee et e e s areeee s 18
MELthOdES MOIECUIQINES. ...ccuiie ittt saba e 19
Moyens de lutte contre Botrytis CINErea........ccceeeeecieeeeeciieee e 19
PratiqUes CURUIAIES......cooieeieiee et e e e s e sbre e e e e eanes 19
(0N o 3ol 10 Y o LU SRR
RESISTANCE VAritall.....ciiiiiiiiee ittt st e s sate e saabe e saabeeeas 21
2o Tole] o1 o ] [T
Matériel €1 METNOTES.....ccciii e sbe e s sbee e
Materiel DIOIOZIGUE.......coii et et are e e e e eaaeeas
MaAtriel fONGIQUE.......eviee ettt e e e e e eare e e e e e aare e e e e nneeas 23
[0] 1= 0 =T o | SO PTRTPPRROUPPRROPPPRIN

24
Purification et CONSErVatioN.......cciiviiiiii e e 24

Caractérisation morphologique et culturale des isolats de Botrytis spp... 24

Caracteres CUUIAUX.....cccuieeeceiee et e ctiee et eeeee e e rtte e et e e st e e ere e stee e sneeessnseessnteessnneeans 24
Aspect gENEral des COIONIES. ......ccccvieiiieciiieee et 24
Etude de la croissance MYCEHENNE. ........ccccvviiiiiiiie et 24
CaraCteriSation 0ES SPOIES......cccuiieeeciiieeeeeciee e e e eetee e e eetre e e e e eebeeeeeeeataeeeeeeasraeeeeenes 25

Etude de [a taille des SPOresS........uuiiiiieeee et 25



1.2.2.2.
.2.3.

.2.3.1.
.2.3.2.
1.2.3.3.

l.3.
pathogéne

1.3.1.
1.3.2.
1.3.3.
1.3.4.
[1.3.5.
. 3.5.1.
. 3.5.2.
. 3.5.3.
. 3.5.4.
1. 3.5.5.
1. 3.5.6.
.4.
.4.1.
.4.2.
.4.3.
.4.3.1.
.4.3.2.

.4.4.
30

. 4.4.1.
30

. 4.4.2.

. 4.4.3.

Estimation de la concentration €N SPOreS........cccuveeeieiiieieeeicieieeecreee e eeveee e 25
Caractérisation des SCIErOtES. .....cviviiii ittt ettt saaae s 25
Détermination du temps nécessaire a la formation des sclérotes.......... 25
Etude de |a taille des SCIErotes. ....uiiviiiiiiiiiriie e e 25
Estimation de la densité des SCIErotes........covrinriennierinesenneeneeesienenes 25
Etude de la spécialisation parasitaire et de la variabilité du pouvoir
................................................................................................................................... 26
LeS iSOIAtS ULIIISES....uiiiiiiiieei ettt s sbe e s aee s 26
Y e g Y IRV <Y <= - | O SRS 26
Préparation de 'iNOCUIUM ......cc.uiiii it 26
Inoculation artificielle par la technique des feuilles détachées................ 26
Notations effectuées et analyse des résultats..........cccoecvveeeeecieee e, 28
Période d iNCUDATION.......civiiii i s 28
PErIOAE dE JatBNCE. . ciieiee ettt e e sab e st be e sbaee s 28
NOMDIE B SPOIES...ccceiiiei i et ettt ee e et ee e e e e e s ete e e e ssta e e e s sataeeeesanttaeeesnntaseessnnnes 28
DiIiamMELtre des IESIONS. ..ccuiiiiiieiiiee ettt ettt st ste e st e s bbe e s e e e e saae e s sateesannes 28
(0] (o U] e [ 172X U1 ] PP 28
Analyse statistique des FéSUITAtS.........cccveiiiiciiiie e 29
Caractérisation MOIECUIAINE.......ccueeiiiee e e srre e sae e s saee e 29
[0 o =T} a1 1o T o o F- =TSRRI 29
Extraction et purification de 'ADN.........iiiiiiiri et e e 29
Controle de la qualité des ADN eXtraits.......ccccecvveeeeeeeciiieeeeeiiee et 29
Electrophorese sur gl d’ agaroSe... ... uieeeeeciieeeeecieee ettt ettt e e e e e e aeees 29
Révélation et visualisation des ADN.........ccceevcuieeiieriieie e esre e sre e eee e enne e 29
AMPLIfication @ RAPD......ccciiieee ettt e e e e et e e e are e e e e erae e e e e eanaee s
Préparation du milieu réactionnel..........cccoocuiiii e
Parameétres de I'amplification par PCR........c.ueiiiiiiiiiiiecee e 30
Electrophorese et révélation des gels.......cccviiiiiiiiii e 31



. 4.4.4.  EXPression des MESUITATS......cccuiiiiiiiiiee et ettt ettt e ee e e e eetre e e e e e eaareeeeeasseeeeennneeaeean
31

V. RESUILATS ©1 ISCUSSION...ceiiiiiiiiiiiiiitieiete e e e e e e e et e eeeeeeeeeeeeeeetereresstrsaesaararssaasssssssssseses
32

IvV.1. Etude de la variabilité morphologique et culturale..........cccceeeeveeeeieiiieeeeeiieee e, 32

IvV.1.1. (O = Lot (= =T oL VLU= U
32

IV.1.1.1.  Aspect 8ENEral des COIONIES........cocoeciieeeieiiee ettt e e et e e e e ear e e e e e earee s
32

IV.1.1.2. Estimation de la vitesse de la croissance mycélienne..........cccccceeeevcieeeecccieeeeeennnen, 34

IvV.1.2. ANQIYSE GBS SPOIES..ceiiiiiiiicciiiitieee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s ata b raeeeeeeeaaeessssssbtsaaeeaeaeaeeseasnsrnssenes
35

IV.1.2.1. Etude de [ataille des SPOIES.......cccoiiuiiieiiiiiiiee ettt e et e e e rre e e e sbae e e e eeareee s
35

IV.1.2.2. Estimation de la concentration €N SPOFES........ccvveeeeiuiieeeiiiiiiee e e ecrrree e eecire e e esaree e enes 37

IV.1.3. [ (U To [0 LYol (=Y 0 X =L TRRRRRRRRRRRRRTRRRRIN
38

IV.1.3.1. Temps nécessaire a la formation des SClérotes.........cccocouieieeeiiiieececiieee e, 40

LY T T A I 1] TN =T ol [ o) (T TSRS
40

IV.1.3.3. Estimation de |a densité des SCIErOTES..........uvvviiiviviiiiiiieeeeeeee et e e e e e e e e e ee e
40

IvV.1.4. DLy oL U 1Y [0 o N
40

Iv.2. Etude de la spécialisation parasitaire et de la variabilité du pouvoir
PATNOEENE ...ttt ettt ettt et et aeete st sbe et bebebaesaet et aneaaeate st sreaseseateraas 43

IvV.2.1. L0 1o [T TRV =0 Y USRI
43

V. 2.1.1.  PAriode d INCUBDATION....ccoeeeeeeee ettt e e s e s e s e s eeeeeeeeeeeseeeeseeesessraens
43

IV.2.1.2.  PEriode de Iat@NCe.......oeeieeiee ettt ettt et e e e e eate e e e e e are e e e e aeaeas 44
V. 2.1.3.  NOMDIE 0€ SPOIES....cceeeiiiiiiieiee ettt e e e e e e e e e et reeeeeeeaeseessesanstassesaeaaaesseesnsnsnns 44

IV. 2.1.4. DIiametre deS [ESIONS.cceeeeeeeeeeeeeee e ettt ettt ettt s s s s ssssseseseeseeeseseesesesesnes 44



IV.2.1.5.

46

IV.2.2.
47

IV.2.2.1.

IV.2.2.2.

IV.2.2.3.

IV.2.2.4.

IV.2.2.5.

IvV.2.3.
51

IV.2.3.1.

IV.2.3.2.

IV.2.3.3.

IV.2.3.4.

IV.2.3.5.

Iv.2.4.
55

IvV.2.4.1.

IvV.2.4.2.

IV.2.4.3.
57

IV.2.5.
58

IV.2.5.1.

IV.2.5.2.

58

IV.2.5.3.

IV.2.5.4.

IV.2.5.5.

[ 1Tyl U 1) (o] o N

(0 Lo [ TR =1L TR TR RRRRRTRR
PErIOde A/ INCUBDATION . ..c.cie ettt esee s e s e s e s e eseeeeeeeeeeseesesesennees 48
=Y ToYe [=Re L=l =1 0] s [l TP 48
N\ ToT 0 0] oYl [T o Yo Y- SUUUURN 48
DIAMEBLIE S [ESIONS. .. eeeeeeeeeeee ettt eeeeseseseseeeeseseeeeesseesesesenns 48
DI EYol8 £ (o] o TSRO

50
(O TN o [V I o =1 [olo | FA PO
PEriode d iNCUDATION......ccooieiiii i e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeseeeeeeaens 52
LY g ToYe [N e L=l =1 =] o[l < T 52
NOMDIE B SPOIES...ci i e ettt e e e e e e et re e e eette e e e s sstaeeeeseattaeeesantaneeesannes 52
DIaMELIE @S |ESTONS. ..o e s e s e s e e e e e e e eeeaeeseeseeeeeens 52
D 1T ol8 £ (o] o TP SO TRRRON
54

CaS dE 1@ TOMATE.....coi ittt ettt et e e e e e e et ———————
PEriode d' iNCUBDATION.........coiiiiiiiiiiii e et e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaaaaaaaaes 55
DIaMELIE dES [ESIONS.....cciiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e s e s e e e e e e e e e eeeeeeeseseeeeeeeeeeens 56
D 1LY ol 1] o o T
(07 o LT 1= o T o SRR
PErIOdE d INCUDATION . ..c.cie ettt esee s e s e s e s e eeeeeeeeeeeesesseseneeaees 58
LY g ToYe [N e (=l = =] Tl < TR

N\ FoT00] o] gl (ST o Lo YT PUPRN 59
DIAaMETIE @S [ESTONS. ..o e e e e s e s e e e e eeaeeeaeeseereeeneens 59
D 1LY ol 1] o o N

60



IV.3. Caracterisation MOIECUIAIN . ....uueeeeeeeeee e e e e e e e e e e e e 61

IvV.3.1. Controle de la qualité des ADN eXtraits.......ccccecveeeeeeeiieeee e e e e 61
IvV.3.2. Etude du polymorphisme des ADN par des marqueurs RAPD.................. 61
IV.3.2.1. Analyse des profiles obtenus avec I'amorce OPBOB............covveeeeeciieeeeeciieeennns 63
IV.3.2.2. Analyse des profiles obtenus avec I'amorce OPFOA4..........cccccovveeeevcivieeeeccieeeenn, 64
IV.3.3. DISCUSSION .ttt ettt et e e st e e s s e e s e s e e e e s sneene e e s neneeeenanees
67
V. CONCIUSION BENEIAIE......coi ittt e e e e ta e e e e eeata e e e e eearaeeeseentaeeeeenes
68

Références BibliographiQUeES........cccecueierieiieeeeeee ettt et e seees 70

Annexes



ADN
ADNr
AFLP
ANOVA
AOS
ARN
AUDPC
BET
BFO
BCA
CAPS
CWDE
DNTP
EDTA
FRAC
HR
HST
IGS
ITGC
ITS

Kb

LSD
NADPH
nUv
OA

Pb

PCR
PDA
PG
PGIP
PTA-ELISA
RAPD
RFLP
SCAR
SDS
SOD
TAQ polymerase
TBE

TE
UPGMA
UP PCR
uv
VCG

LISTE DES ABREVIATIONS

: Acide Désoxyribonucléique

: Acide Désoxyribonucléique ribosomique

: Amplified Fragment Lenght Ploymorphism.

: Analysis Of Variance

: Actif Oxygen Species

: Acide ribonucléique

: Area Under Disease Progression Curve

: Bromure d’Ethidium

: Brllures des Feuilles d’oignon

: Biologic control agent

: Cleaved Amplified Polymorphism Sequence
: Cell Wall Degradation Enzyme

: 2’désoxynucléotide-5'triphosphate

: Ethyléne Diamine Tetra-Acetic-Acide

: Fungicide Resistance Action Committee

: Hypersensitive Reaction

: Host Selectif Toxine

. Inter Genique spacer

- Institut Technique des Grandes Cultures

: Espaceurs internes transcrits

: Kilo bases

: Least Significant Difference

: Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
- Near Ultraviolet

: Oxalic Acid

: Paires de bases

: Polymerase chain Reaction

. Potato Dextrose Agar

: Polygalacturonases

. Polygalacturonase-inhibiting proteins

: Plate-trapped antigen enzyme-linked immunosorbent assays
: Random Amplified Polymorphism DNA

: Restriction Fragment Length Polymorphism
: Sequence Characterized Amplification Region
: Sodium-Dodecyl-Sulfate

: Super Oxyde Dismutase

: Thermus aquaticus Polymerase DNA

: Tris Borate EDTA

: Tris EDTA

: Unweighted Pair Group Method using Arithmetic average.
: Universally Primed PCR

- Ultaviolet.

: Vegetative Compatibility Groups



Annexe 1.

Annexe 2.

Annexe 3.

Annexe 4.

Annexe 5.

Annexe 6.

Annexe 7.

Annexe 8.

Annexe 9.

Annexe 10.

Annexe 11.

Annexe 12.

Annexe 13.

Annexe 14.

Annexe 15.

Annexe 16.

Annexe 17.

Annexe 18.

Annexe 19.

Annexe 20.

Annexe 21.

Annexe 22.

Annexe 23.

Annexe 24.

LISTE DES ANNEXES
Protocole d’extraction de I'’ADN a base de SDS 20% selon la méthode de Blaiseau et al. (1992).

Protocole de purification des échantillons d’ADN.

Composition des solutions et tampons pour I'extraction et la purification de 'ADN.
Préparation du gel pour I'électrophorése.

Composition des solutions et tampons pour I'électrophorése.

Analyse de variance de I'effet de la taille des spores sur les isolats de Botrytis spp.

Analyse de variance de l'effet de la période d’incubation sur les isolats inoculés sur les feuilles de

vigne.
Analyse de variance de I'effet de la période de latence sur les isolats inoculés sur les feuilles de

vigne.

Analyse de variance de I'effet du nombre de spores sur les isolats inoculés sur les feuilles de
vigne.
Analyse de variance de I'effet de TAUDPC sur les isolats inoculés sur les feuilles de vigne.

Analyse de variance de l'effet de la période d’incubation sur les isolats inoculés sur les feuilles de

feve.
Analyse de variance de l'effet de la période de latence sur les isolats inoculés sur les feuilles de

feve.
Analyse de variance de I'effet du nombre de spores sur les isolats inoculés sur les feuilles de féve.

Analyse de variance de I'effet de 'TAUDPC sur les isolats inoculés sur les feuilles de féve.

Analyse de variance de l'effet de la période d'incubation sur les isolats inoculés sur les feuilles de

haricot.
Analyse de variance de I'effet de la période de latence sur les isolats inoculés sur les feuilles de

haricot.
Analyse de variance de I'effet du nombre de spores sur les isolats inoculés sur les feuilles de

haricot.
Analyse de variance de I'effet de TAUDPC sur les isolats inoculés sur les feuilles de haricot.

Analyse de variance de l'effet de la période d’incubation sur les isolats inoculés sur les feuilles de

tomate.
Analyse de variance de I'effet de 'AUDPC sur les isolats inoculés sur les feuilles de tomate.

Analyse de variance de l'effet de la période d'incubation sur les isolats inoculés sur les feuilles
d’oignon.

Analyse de variance de l'effet de la période de latence sur les isolats inoculés sur les feuilles
d’oignon.

Analyse de variance de l'effet du nombre de spores sur les isolats inoculés sur les feuilles
d’oignon.

Analyse de variance de I'effet de 'TAUDPC sur les isolats inoculés sur les feuilles d’oignon.



Figure 1.

Figure 2.

Figure 3.

Figure 4.

Figure 5.

Figure 6.

Figure 7.

Figure 8.

Figure 9.

Figure 10.

Figure 11.

Figure 12.

Figure 13.

Figure 14.

Figure 15.

Figure 16.

LISTE DES FIGURES

Dendrogramme phylogénétique du genre BOtrylis. ...........evveeeiiiiiiiiiiieeee e 10
Caractéristiques morphologiques de BOtrytis CiNerea............ccoovvveveeeeeviiiiiiirinenenaae, 12
Symptomes de Botrytis cinerea sur différentes plantes sensibles...............ccccceeiiinnrnn. 16

Dispositif expérimental de l'inoculation artificielle sur les feuilles détachées des 5 plantes

POMES... ..ot 2
Aspect général des colonies formées par les isolats de la collection de Botrytis spp......... 33
Formes des conidies des isolats de la collection de Botrytis spp. (Gx 40)............ceeeeenne. 36
Aspect des sclérotes formés par quelques isolats de la collection de Botrytis spp............ 39
Progression et sporulation des lésions nécrotiques sur les feuilles détachées de vigne..... 45
Progression et sporulation des lésions nécrotiques sur les feuilles détachées de Féve...... 49

Progression et sporulation des Iésions nécrotiques sur les feuilles détachées de haricot... 53

Types de Iésions nécrotiques sur les feuilles détachées de tomate..............ccccvveerinnnnn 56
Progression et sporulation des lésions nécrotiques sur les feuilles détachées d’oignon..... 59
Profils éléctrophorétiques obtenu avec 'amorce OPBOB..............cvvveeeiiiiiiiiiiiiieieeeen, 62
Dendrogramme obtenu avec I'amorce OPB06. Méthode UPGMA, Coefficient de Nei........ 63
Profils éléctrophorétiques obtenu avec 'amorce OPFO4..............oooviiiiiiiiiieei i, 64
Dendrogramme obtenu avec 'amorce OPF04. Méthode UPGMA, Coefficient de Nei........ 65



Tableau 1.
Tableau 2.
Tableau 3.
Tableau 4.
Tableau 5.
Tableau 6.
Tableau 7.
Tableau 8.
Tableau 9.

Tableau 10.
Tableau 11.
Tableau 12.
Tableau 13.

Tableau 14.

Tableau 15.

Tableau 16.

Tableau 17.

Tableau 18.

Tableau 19.

LISTE DES TABLEAUX

Quelques especes de Botrytis et de BOtrYOHNIa. ...............cccuveeeiiiiiiesiiiiiee e 07
Principales espéces de Botrytis, maladies causées, espéeces et familles associées.................. 09
Classification de Botrytis cinerea Pers. : Fr.. et de Botryotinia fuckeliana de Bary (Whetz)......... 13
Isolats de Botrytis spp. Sélectionnés pour Iétude.............ccovvvviiieeiiiiiiie e, 23

Paramétres du programme d’amplification polymérase en chaine (PCR) selon Mufioz et a.2002. 31

Aspect cultural des isolats de la collection de Botrytis SPP........uvvvvveveeeiiiiiiiiiiiiiiiiivviiiiiiees 32
Couleurs des colonies formées par les isolats de la collection de Botrytis Spp...........ccovvvveeernn 32
Moyennes des vitesses de croissance (mm/j) des isolats de la collection de Botrytis spp............ 34
Classes de moyenne en nombre d'isolats/Classe. ...........ccvvvvvvieei i 32
Mensuration des spores des isolats de la collection de BOtrytis SPp. .....cceeeeeeieeiiiriiieeeaeeeniinns 35
Concentration en spores des isolats de Botrytis spp. cultivés sur milieu PDA........................... 37
Effectif de chaque classe de concentration en spores/ml/cm2.............c..oeeiiiiiieiiiiiiieeieiie 38

Caractéristiques des sclérotes produits par 9 isolats de la collection de Botrytis spp. cultivés sur
milieu PDA (jour d’apparition, Nombre de sclérotes/cm?, Moyennes des longueurs, Moyennes

des largeurs, INtErValles A8 MESUTE)..............ov.eeeeeeeereseeeeereeee e eeee e et e e, 38

Périodes d'incubation, de latence, nombre de spores et AUDPC des isolats de la collection de

Botrytis spp. sur feuilles détachées de Vigne.............occviiiiiiiiiii e 43

Périodes d'incubation, de latence, nombre de spores et AUDPC des isolats de la collection de

Botrytis spp. sur feuilles détachées de Vigne.............occveiiiiiiii e 47
Périodes d'incubation, de latence, nombre de spores et AUDPC des isolats de la collection de

Botrytis spp. sur feuilles détachées de Vigne.............ocoviiiiiiiii e 51
Périodes d'incubation, de latence, nombre de spores et AUDPC des isolats de la collection de

Botrytis spp. sur feuilles détachées de VIgNe...........ccooiiiiiiiiiiiiiie e 55

Périodes d'incubation, de latence, nombre de spores et AUDPC des isolats de la collection de

Botrytis spp. sur feuilles détachées de Vigne.............occvviiiiiiiii e 58

Concentration des ADN ODIENUS. ... .ceeere et 61



|. INTRODUCTION GENERALE

Le genre Botrytis P. Micheli ex Pers. (1974) comprend des especes phytopathogénes redoutables vis-a-vis de
nombreuses cultures telles que la vigne, les plantes a bulbe, les plantes ornementales, les cultures maraichéres
ainsi que certaines essences forestiéres. Les maladies a Botrytis peuvent survenir durant la végétation, aprés la

récolte ou encore pendant le transport et la conservation, démultipliant ainsi les risques de pertes considérables.

Le genre Botrytis comprend Botrytis cinerea Pers., (1974) qu'on décrit comme une espéce extrémement
cosmopolite et polyphage, puisque 235 plantes hétes y sont sensibles de par le monde (Jarvis, 1977). En
paralléle, les autres espéces de Botrytis sont spécifiques et ont des gammes d’hétes plutdt restreintes
comprenant seulement une ou quelques espéces voisines. L'identification des espéces de Botrytis est
traditionnellement basée sur les caractéres culturaux, les caractéristiques morphologiques (conidies,
conidiophores, sclérotes) et également sur la spécificité de I'hdte. Plus récemment, des approches ont été

développées pour affiner l'identification des espéces et étudier la structure phylogénétique du genre.

L’Algérie est un pays méditerranéen réputé pour la diversité de son agriculture. Hormis la saison estivale, le
climat reste doux et humide favorisant la profusion de nombreuses maladies d'origine fongique tout au long de
I'année et les attaques de Botrytis y sont fréquentes. De nombreuses études ayant concerné quelques wilayates
du pays ont permis I'observation de symptomes typiques de Botrytis spp. ainsi que l'isolement d'isolats a partir de
plantes hétes appartenant a différentes familles botaniques. Les résultats de la caractérisation des isolats ont
permis dans la plupart des cas d'identifier principalement deux espéces Botrytis cinerea et Botrytis fabae ; la
premiére étant polyphage et 'autre spécialiste de la féve, elles n’en demeurent pas moins trés similaires du point
de vue morphologique (Messgou, 1999 ; Merabti, 2003, Salhi, 2004 ; Bouznad et al., 1998 ; Louanchi et al.,
2001).

Les maladies dues a Botrytis spp. sont récurrentes en Algérie aussi bien en plein champ que dans les serres.
L'espéce Botrytis cinerea a déja été isolée a partir de vignobles, de cultures maraichéres (tomate, oignon,
poivron, courgette, aubergine, ail, concombre), de légumineuses, de rosiers et de fruits récoltés (fraises, poires).
Peu d'études ont été menées sur 'impact des épidémies de Botrytis sur les cultures. Les données concernant les

pertes occasionnées au champ ou lors de la récolte sont inexistantes.

Néanmoins, les deux espéces Botrytis fabae et Botrytis cinerea ont suscité un intérét certain, en raison de leur
similitude morphologique ainsi que leur effet dévastateur sur les cultures de féve et autres légumineuses (Sayoud
et al., 1999). En effet, dans les régions du Maghreb, lorsque les conditions climatiques s’y prétent, les pertes
peuvent atteindre 80% (1996 ; Bouhassan et al., 2004). Les variétés de féve cultivées en Algérie sont adaptées
au climat mais demeurent sensibles a la maladie « tache chocolat » causée conjointement par Botrytis fabae et

Botrytis cinerea.

Au regard de limportance des dégats liés aux maladies causées par les especes du genre Botrytis et la
répercussion économique des pertes occasionnées, la lutte apparait indispensable. L'usage des est prédominant

depuis une vingtaine d’années, cependant, I'impact direct de la lutte chimique sur I'environnement et la santé



humaine ainsi que I'apparition fréquente de populations résistantes a un nombre élevé de matiére active est une
réalité. Des méthodes alternatives ont été développées, néanmoins, les fongicides demeurent le moyen de lutte

le plus utilisé.

Le but de ce travail est de permettre une meilleure compréhension des maladies causées par Botrytis spp. et
plus particuliérement celles liées & Botrytis cinerea sur différentes plantes hotes. A cet effet, nous avons étudié
linteraction entre des isolats de Botrytis spp. collectés a travers cinq wilayates du centre Algérois (Alger, Blida,

Tipaza, Boumerdes, Tizi Ouzou), a partir de plantes hdtes connues pour étre sensibles vis-a-vis de Botrytis.

Une premiére partie du travail décrit la diversité phénotypique des 20 isolats de la collection sur la base de
I'analyse des critéres morphologiques et culturaux, & savoir 'aspect des colonies et la croissance mycélienne, la

taille des spores et leurs concentrations ainsi que la taille, la forme et la densité des sclérotes.

La deuxieme partie porte sur I'étude de la spécialisation parasitaire et la variabilité du pouvoir pathogéne des
isolats en utilisant une méthode d'inoculation artificielle sur des feuilles détachées de féve (Vicia faba L.), de
haricot (Phaseolus vulgaris L.), de tomate (Lycopersicum esculentum L.), d’oignon (Allium cepa L.) et de vigne
(Vitis vinifera L.). Les analyses comparatives effectuées ont permis de décrire le processus infectieux, y compris
la pénétration, linduction des premiers symptdmes, la propagation du pathogéne a travers les tissus et la

sporulation du champignon sur les tissus nécrosés durant une période de notation déterminée.

La derniére partie du travail a été consacrée a I'étude du polymorphisme génétique de la collection d'isolats de

Botrytis spp. par I'analyse du polymorphisme des profils RAPD.
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Il. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

1I.1. PRESENTATION DU GENRE BOTRYTIS EN PHYTOPATHOLOGIE

I1.1.1. Généralités

Les espéces du genre Botrytis P. Micheli ex. Pers (1974). sont pour la plupart pathogénes. Les maladies qu'elles
provoquent sont a l'origine de pertes économiques importantes (Jarvis, 1977). Elles attaquent les dicotylédones
ainsi que quelques monocotylédones corolliferes, les graminées ne semble pas constituer des hdtes potentiels
de ce genre (Staats, 2007). Les espéces de Botrytis sont des pathogénes nécrotrophes et saprophytes (Martinez
et al., 2005), elles tuent activement les cellules de leurs hotes et assurent leur survie au dépends des tissus
morts (Jarvis, 1977).

Selon le cas, les maladies & Botrytis se manifestent par des flétrissements des fleurs et des feuilles, des
pourritures sur fruits mais également par des Iésions foliaires localisées ou étendues ainsi que des pourritures
sur bulbes au champs ou durant le stockage (Hausbeck et Moorman, 1996). Des chancres sur tige peuvent
également étre observés (Sweets et al., 1982; Hausbeck et Moorman, 1996; Kim et Cho, 1996). D’autre part, on
associe au genre les infections quiescentes sur les tissus qu'il colonise (Elad, 1997). Cette période de latence,
quelque soit sa durée a longtemps été désignée comme étant une « phase non agressive » et a été observée

chez de nombreuses plantes hétes (Verhoeff, 1970).

Botrytis spp. sont reconnaissables a leur mycélium blanc et duveteux avec une sporulation abondante dont la
couleur tend vers le gris quelques jours suite a l'infection, d'ou I'appellation « Pourriture grise » lorsque il s'agit de
maladies causées par Botrytis. Les spores peuvent étre transportées par le vent sur de longues distances (Jarvis,
1977). Botrytis se conserve dans le sol ou sur des débris en décomposition sous forme de mycélium ou de

sclérotes.

Une sporulation abondante et une croissance mycélienne rapide a la faveur d'une large gamme de conditions
microclimatiques ainsi qu'une aptitude peu commune a développer des résistances vis-a-vis de nombreux

fongicides posent des problémes sérieux de contrble des maladies a Botrytis a travers le monde.

I.1.1.1. Distribution géographique et données écologiques

Le genre Botrytis est supposé provenir des régions de I'Hémisphéere Nord (Whetzel, 1945) ou les hivers sont
longs, froids et humides et les journées y sont courtes et souvent enneigées. Ces régions sont caractérisées par
des étés doux et frais, avec des précipitations réguliéres et de faibles intensités lumineuses (Willetts, 1997 ; Elad
et al.,2004).

Botrytis spp. sont des pathogénes des régions tempérées, probablement en raison de la somme de données
collectées sous des climats doux et tempérés (Coley-Smith et al. ,1980). Quoi qu'il en soit, les espéces du genre

Botrytis surviennent la ou leurs hotes sont cultivés. Leur présence a été constatée aussi bien dans des régions
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froides que dans des zones tropicales a subtropicales. D’ailleurs, Anderson (1924) a identifié Botrytis cinerea en

Alaska alors que Yunis et Elad (1989) ont retrouvé le pathogene dans des régions chaudes voire arides.

A T'heure actuelle, I'aire de répartition de Botrytis ne se limite plus aux zones froides et humides, ['activité
humaine a largement contribué a sa propagation transfrontaliére. Les connaissances autour de la distribution
géographique et des centres d'origines de Botrytis demeurent incomplétes. De plus, les données concernant les
variations génétiques et la dynamique des populations sont inexistantes pour la plupart des espéces du genre

mis a part celles de Botrytis cinerea (Staats, 2007).

En Algérie, les maladies dues a Botrytis spp. sont récurrentes aussi bien en plein champ que dans les serres.
L’espece Botrytis cinerea a déja été isolée a partir de vignobles, de cultures maraicheres (tomate, oignon,
poivron, courgette, aubergine, ail, concombre), de légumineuses, de rosiers et de fruits récoltés (fraises, poires).
Peu d’études ont été menées sur 'impact des épidémies de Botrytis sur les cultures. Les données concernant les

pertes occasionnées au champ ou lors de la récolte sont inexistantes.

Néanmoins, les deux espéces Botrytis fabae et Botrytis cinerea ont suscité un intérét certain, en raison de leur
similitude morphologique ainsi que leur effet dévastateur sur les cultures de féve et autres légumineuses (Sayoud
et al., 1999). En effet, dans les régions du Maghreb, lorsque les conditions climatiques sy prétent, les pertes
peuvent atteindre 80% (Mabsout et Sadaoui, 1996 ; Bouhassan et al., 2004). Les variétés de féve cultivées en
Algérie sont adaptées au climat mais demeurent sensibles a la maladie « tache chocolat » causée conjointement

par Botrytis fabae et Botrytis cinerea.

Les espéces de Botrytis vivent et se développent dans différents milieux (Jarvis, 1977). Elles sont présentes dans
le sol (Lorbeer et Tichelaar, 1970) ou bien sur des semences et des bulbes. La plupart du temps, elle sont isolées
a partir des parties aériennes des plantes infectées (feuilles, tiges, bourgeons, fleurs et fruits) a tous les stades
de développement. L’agriculture intensive associée aux cultures abritées contribue largement a disséminer

Botrytis spp. dans des habitats autrefois indemnes.
I1.1.1.2. Structures de survie

La survie de Botrytis spp. dans des habitats parfois hostiles et peu favorables est cruciale pour
I'accomplissement de son cycle infectieux. Les propagules et les structures de conservation dormantes ou

métaboliquement inactives y sont impliquées.
I.1.1.2.1. Les sclérotes

Toutes les especes de Botrytis forment des sclérotes en fonction des isolats et des conditions
environnementales. Les sclérotes se distinguent par leur taille, leur densité et leur forme. lls survivent aisément
aux conditions environnementales hostiles et permettent au pathogéne de perdurer dans le sol ou sur les débris
végétaux de la récolte jusqu’a la prochaine plantation. Les sclérotes constituent un support potentiel pour la
reproduction sexuée lorsque les conditions environnementales et physiologiques s'y prétent et sont a l'origine de

productions successives de conidies chez plusieurs especes de Botrytis (Coley-Smith, 1980).



1.1.1.2.2. Les chlamydospores

Les chlamydospores ont été identifiées chez Botrytis cinerea, Botrytis anthophila et Botrytis fabae (Coley-Smith,
1980). Chez Botrytis cinerea, ce sont des cellules hyalines de tailles et de formes extrémement variables
(Urbasch, 1986). Dans des conditions d’humidité élevée et en absence de nutriments, les chlamydospores
donnent naissance a des microconidies dormantes. Elles sont supposées jouer un réle de structures de survie en

I'absence de nutriments sur la surface de la plante héte (Urbasch, 1983, 1986).
1.1.1.2.3. Les conidies

Les conidies de Botrytis sont considérées comme des propagules asexuées dont la durée de vie dans le sol est
limitée. Leur survie est largement tributaire des nutriments, de la température, de I'humidité, de l'activité
microbienne et de I'exposition a la lumiére (Coley-Smith, 1980). Des microconidies sont également produites par
toutes les especes de Botrytis. Ce sont des propagules microscopiques alternatives lorsque le champignon est
confronté aux aléas du milieu. Les microconidies sont impliquées dans le processus de spermatisation et

assureraient le passage au stade sexué (Fukumori et al., 2004).
1.1.1.2.4. Le mycélium

La survie du mycélium de Botrytis spp. dans les conditions naturelles est limitée. Néanmoins, pour les espéces
spécialisées, le mycélium peut perdurer sous forme latente dans les bulbes, la semence et autres organes

végétatifs des plantes hotes (Coley-Smith, 1980).
1.1.1.3. Dissémination de I'inoculum

Le champignon survit dans différents habitats grace a ces structures de survie qui sont propagés par différents
moyens (Jarvis, 1980). La dissémination de I'inoculum dépendent de facteurs essentiels tels que la viabilité des

propagules, la source de I'inoculum, les conditions favorables a la production et au transport (Jarvis, 1980).

La dissémination des conidies de Botrytis se fait par la libération, le transport et le dépét. Les éclaboussures dues
a lirrigation par aspersion ou aux précipitations participent activement a détacher les conidies des Iésions

foliaires. Le vent contribue au transport et au dépét de ces derniéres sur des plantes saines (Jarvis, 1977).

Les propagules de Botrytis sont également transportées par des insectes tels que la mouche du vinaigre
Drosophila melanogaster (Louis et al., 1996), la mouche de la vigne Lobesia botrana (Fermaud et Le Menn,
1989), le thrips des fleurs Thrips obscuratus (Fermaud et Gaunt, 1995) et la mouche méditerranéenne des fruits
Ceratitis capitata (Engelbrecht, 2002).



1.1.2. Position taxonomique

Le genre a été identifié et répertorié pour la premiere fois par Pierre-Antoine Micheli en 1729 dans son ouvrage
"Nova plantarum Genera" (Coley-Smitch, 1980). Il a été classé parmi la classe des Léotiomycetes, le sous
phylum des Pezizomyocotina et I'ordre des Hélotiales au sein de la famille des Sclerotiniaceae. On a souvent
confondu Botrytis spp. avec Sclerotinia spp. Depuis, des clarifications furent apportées (Smith, 1900) et les

doutes se sont dissipés quant a sa position taxonomique (Whetzel, 1945).

Pour certaines espéces de Botrytis, le téléomorphe est mal connu ou n’a jamais été observé dans la nature, pour
cette raison, les scientifiques se sont accordés a utiliser Botrytis comme appellation générique qui inclut a la fois
Botrytis et Botryotinia (Ten Have, 2001). Botrytis ainsi que sa forme parfaite, Botryotinia Whetzel. comptent
actuellement plus de 20 espéces en plus d'un hybride (Hennebert 1973; Yohalem et al., 2003), elles sont

présentées dans le Tableau 1.

La classification des champignons est historiquement basée sur I'étude des caractéristiques morphologiques et
biologiques. L'identification est alors effectuée par la comparaison d’un grand nombre de criteres (Guarro et al.,
1999). Dans le cas de Botrytis spp. la taille et la densité des conidies, I'aspect du mycélium, la grosseur des
sclérotes sont autant de critéres l'identification de I'espéce. Dans certains cas, la spécialisation parasitaire et le
pouvoir pathogéne sont également utilisés comme données discriminantes (Jarvis, 1977 ; Hennebert, 1973).
L’étude des traits morphologiques peut s’avérer utile pour une caractérisation préliminaire. Outre le temps
considérable nécessaire a la culture du champignon aprés isolement, ces méthodes d'identification requiérent un

ceil expert et sont sujettes a la subjectivité de I'observateur.

L'identification de la totalité des espéces du genre a partir de leur morphologie est peu fiable. D’ailleurs,
Menzinger (1966) a démontré que les conditions culturales pouvaient modifier les criteres taxonomiques des
isolats comme la forme et la taille des conidies. Dans le méme ordre d'idées, Venev (Cité in Jarvis, 1977) a
manipulé la taille des conidies en modulant la température et le milieu de culture, il a indiqué que ces

changements morphologiques étaient réversibles (Mirzaei et al., 2007).

Au-dela des traits morphologiques et biologiques, la taxonomie du genre Botrytis a été remaniée grace aux
techniques de biologie moléculaire. Leur application a permis de déterminer le statut d’hybride de Botrytis allii
(Nielsen et al., 2001 ; Nielsen et Yohalem., 2001; Yohalem, 2003 ; Staats, 2007). L'analyse phylogénétique a
corroboré la classification classique et a permis de confirmer la nature hybride de Botrytis allii. L'approche
moléculaire a également permis d'étudier le complexe Botrytis cinerea qui s’est avéré étre composé de deux
espéces sympatriques vacuma et transposa. Par ailleurs, les études de phylogénétiques ont confirmé I'étroite
relation qui lie Botrytis calthae, Botrytis convulata, Botrytis fabae et Botrytis cinerea. Corroborant ainsi les
observations de Hennebert et Groves, (1963). Staats et al. (2005) ont tenté de dresser une classification sur la

base de séquences d’ADN de 3 genes codant pour des protéines nucléaires (RPB2, G3PDH et HSP60).



Tableau 1. Quelques espéces de Botrytis et de Botryotinia

Botrytis sp.

Botrytinia sp.

Systéme d’accouplement

B. aclada Fresen.

B. allii Munn

B. anthophila Bondartsev

B. byssoidea J.C. Walker

B. calthae Hennebert

B. cinerea Pers.:Fr.

B. convallariae (Kleb.) Ondrej

B. convoluta Whetzel et Drayton

B. croci Cooke et Massee

B. elliptica (Berk.) Cooke

B. fabae Sardifia

B. ficariarum Hennebert

B. galanthina (Berk. & Broome) Sacc.
B. gladiolorum Timmerm.

B. globosa A. Raabe

B.hyacinthi Westerd. et J.F.H. Beyma

B. narcissicola Kleb. Ex Westerd.

B. paeoniae Oudem.

B. pelargonii Raed

B. polyblastis Dowson

B. porri N.F. Buchw.

B. ranunculi Hennebert

B. ricini N.F. Buchw.

Botrytis sp.

Botrytis sp.

B. sphaerosperma N.F.Buchw.
B. squamosa J.C. Walker

B. tulipae Lind

?
?
Bt. calthae Hennebert et M.E. Elliott

Bt. fuckeliana (de Bary) Whetzel

Bt. convoluta (Drayton) Whetzel

Botryotinia sp.
Bt.fabae J.Y. Lu et T.H. Wu

Bt. ficariarum Hennebert

Bt. draytonii (Buddin et Wakef) Seaver
Bt. Globosa N.F. Buchw

Bt. narcissicola (P.H. Greg.) N.F. Buchw

Bt. pelargonii Roed

Bt. polyblastis (P.H. Greg.) N.F. Buchw

Bt. porri (JFH Beyma) Whetzel

Bt. ranunculi Hennebert et W.H. Groves
B. ricini (G.H. Godfrey) Whetzel

Bt. fritillarii-pallidiflori Q.T. Chen et J. LI
Sclerotinia spermophila Noble

Bt. sphaerosperma (P.H. Greg.) N.F. Buchw

B. squamosa Vienn-Bourg

Heterothallique

Heterothallique

Homothallique

Homothallique
Heterothallique

Homothallique

Homothallique

Heterothallique

B : Botrytis, Bt : Botryotinia, -: Inconnu, ?: En cours d’étude.

(Beever et Weeds, 2004)



1.1.3. Spécialisation parasitaire
I1.1.3.1. Données générales

Les especes de Botrytis sont spécialisées et s’attaquent a une gamme d’hétes plutdt restreinte, principalement
les monocotylédones corolliféres et quelques dicotylédones (Hennebert, 1973 ; Jarvis, 1977) (Tableau 2). Botrytis
cinerea est une espece pathogéne généraliste alors que les espéces spécialisées peuvent s’associer a une ou
deux espéces appartenant au méme genre (Mansfield, 1980) a I'exception de Botrytis fabae, qui infectent les
especes appartenant aux genres Vicia, Lens, Pisum, et Phaseolus de la famille des Fabaceae (Jarvis, 1977;
Lindbeck et al., 2003).

Les études phylogénétiques ont indiqué que les interactions a caractére spécifique sont plus étroites chez les
hétes monocotylédones. Le genre serait compartimenté en deux clades ou le premier regrouperait 4 espéces
associées exclusivement aux dicotylédones, y compris Botrytis cinerea et Botrytis fabae. Le deuxiéme clade
comprendrait la majorité des espéces du genre qui peuvent étre associées aussi bien aux dicotylédones qu'aux

monocotylédones (van Baarlen, 2004 ; Staats, 2007) (Figure 1a).

La spécialisation parasitaire chez Botrytis n'est pas exclusive, d’ailleurs, il est possible de rencontrer un groupe
de plusieurs espéces de Botrytis sur des plantes de la méme famille ou du méme genre. C'est le cas de trois
espéces spécifiques a la famille des Ranunculaceae (Hennebert et Groves, 1963). Le genre Allium spp. présente
un autre type de combinaison, vu qu'il est attaqué par sept espéces de Botrytis (Freisen et al., 2001). Le genre
fait partie des monocotylédones pétaloides (Friesen et al., 2006) qui comportent des cultures importantes telles
que lail, I'oignon et I'échalote auxquelles s'associent les espéces Botrytis byssoidea, Botrytis aclada, Botrytis

squamosa et Botrytis allii (Figure 1b).
11.1.3.2. Médiateurs de la spécialisation parasitaire chez Botrytis spp.

La relation de spécificité est déterminée par un certain nombre de facteurs. Les toxines spécifiques (HST) ont
été étudié chez les genres Cochliobolus et Alternaria (Turgeon, 2000 ; Thomma, 2003) pour identifier les souches
pathogénes et saprophytes. Concernant Botrytis, les HST ont été rapportées pour Botrytis fabae sur Vicia fabae
(Harrison, 1988) et Botrytis elliptica sur des lys (Wolpert et al., 2002 ; Van Baarlen et al., 2004). En revanche,

aucune HST n'a été identifiée chez Botrytis cinerea, ce qui s'accorde avec son régime polyphage.

Des facteurs auxiliaires sont produits par le pathogéne pour I'aider a détoxiquer les composés de défense de la
plante hote, c'est le cas de Botrytis tulipae qui dégrade la tulipaline A de la tulipe grace a des enzymes
spécifiques (Schonbeck et Schlésser 1976). Botrytis Fabae et Botrytis cinerea réagissent différemment aux
dérivés de la wyerone qui correspondent a une famille de phytoalexines induites chez les plants de féve
confrontés a des bioagressions. Cette différence est expliquée par I'existence d’'un nombre réduit de récepteurs-
acides wyerones chez Botrytis fabae (Rossal et Mansfield, 1984), mais aussi, par l'aptitude de I'espéce a
métaboliser et a inactiver les phytoalexines de la féve plus rapidement que Botrytis cinerea. De ce fait, l'espéce
spécialisée domine celle qui est polyphage par sa résistance aux réponses défensives et son agressivité envers

son héte (Harrison, 1980).



Tableau 2. Principales espéces de Botrytis, maladies causées, espéces et familles hotes associées.

Botrytis spp. Nom de la maladie Espéces hotes Espéces hotes
B. aclada Pourriture grise du collet Allium spp. L. Alliaceae
B. allii Pourriture grise du collet Allium spp. L. Alliaceae
B. byssoidea Pourriture du collet Allium spp. L. Alliaceae
B. calthae - Caltha palustris Ranunculaceae
B. cinerea Pourriture grise >235 hétes Polyphage
B. convoluta Pourriture du rhizome Iris Spp. L. Iridaceae
B. croci Flétrissement du Corcus Corcus spp. L. Iridaceae
B. elliptica Feu du lis Lilium spp. L. Liliaceae
B. fabae Taches chocolat Z/I;JIa LS p /; .hg;eLoelZ: :g g LL Plsum Fabaceae
B. ficariarum - Ficaria verna Ranunculaceae
B. galanthina Flétrissement Galanthus spp. L. Amaryllidaceae
B. gladiolorum Flétrissement du glaieul Gladiolus spp. L. Iridaceae
B. globosa Pourriture du collet Alium ursinum. Alliaceae
B.hyacinthi Pourriture de la jacinthe Hyacinthus spp. L. Hyacinthaceae
B. narcissicola Pourriture cendrée du narcisse  Narcissus spp.L. Amaryllidaceae
B. paeoniae Flétrissement de la pivoine Paeoniae spp. L. Paeoniaceae
B. pelargonii - Pelargonium spp. L. Geraniaceae
B. polyblastis Feu du narcisse Narcissus spp.L. Amaryllidaceae
B. porri - Allium spp. L. Alliaceae
B. ranunculi - Ranunculus spp. L. Ranunculaceae
B. sphaerosperma - Allium triquetrune Alliaceae
B. squamosa EJﬁ;rri]?r:ament des feuilles Allium cepa Alliaceae
B. tulipae Feu de la tulipe Tulipa sp. L. Liliaceae

B : Botrytis, Bt : Botryotinia, -: Inconnue.

(Staats et al., 2005)
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Figure 1. Dendrogramme phylogénétique du genre Botrytis basé sur le degré de similitude. a : En fonction des

groupes de plantes hétes, b : En fonction des familles de plantes hétes (Staats et al., 2005).



I.2. BOTRYTIS CINEREA : AGENT DE LA POURRITURE GRISE

Botrytis cinerea Persoon est I'agent responsable de la pourriture grise, c’est une espéce nécrotrophe et ubiquiste
qui sévit sur plus de 235 plantes hotes et cause des pertes sévéres au champ, sous serre et aprés la récolte
(Jarvis, 1977). Sa capacité a demeurer actif en dessous de 0°C en fait un pathogéne redoutable en phase de
stockage (Elad, 1988 ; Hammer et al., 1990 ; Berrie, 1994).

1.2.1. Caractéristiques morphologiques de Botrytis cinerea

Les colonies de Botrytis cinerea arborent des nuances grisétres (blanc, vert olive ou brun) (Figure 2a). Le
mycélium est constitué d’hyphes cylindriques, cloisonnés transversalement, quelques fois vésiculeux au niveau
des cloisons médianes. lls sont hyalins, souvent bruns ou olivatres chez les cultures agées. Le diamétre des

hyphes est variable selon les conditions de développement et peut aller de 10 a 24 um (Roger, 1955).

Le mycélium développe des conidiophores qui se dressent en touffes grisatres. Les sommets des conidiophores
sont ramifiés, ils émettent des prolongements latéraux terminés soit en pointe soit par une cellule protubérante en
forme de massue ponctuée de stérigmates (denticules). Chaque stérigmate donne naissance a une seule

macroconidie (Figure 2b).

Les macroconidies sont insérées en bouquets sur les stérigmates qui les portent et apparaissent comme des
grappes de raisin (Roger, 1955; Viennot-Bourgin, 1967; Barnett et Hunter, 1972; Barron, 1977; Galet, 1977;
Jarvis, 1977; Semal, 1989). Les macroconidies de Botrytis cinerea sont unicellulaires et multinucléées, on
compte de 3 @ 6 noyaux par macroconidie (Shirane et al., 1989). De forme ovoide ou sphérique, hyalines ou
légerement colorées, leur paroi est mince, lisse et hydrophobe (Epton et Richmond, 1980) et mesurent environ
10 x 8,5 um (Agrios, 1988 ; Pezet et Pont, 1990).

Botrytis cinerea produit des microconidies (Brierley, 1918) auxquelles on attribue une fonction de conservation.
Fukumori et al. (2004) avancent que les microconidies jouent le rble de spermaties (gamétes males) lors de

croisements sexués chez Botrytis cinerea. Leur taille varie entre 2,5 et 3 um (Willetts, 1969).

Les sclérotes de Botrytis cinerea sont arrondis ou ovalaires et mesurent 2-4 x 1-3 mm environ (Willetts, 1969). A
leur formation, ils sont blancs et noircissent par la suite (Figure 2c). Leur surface est luisante, granulée et
marquée de fines ponctuations réguliéres. Lorsque les conditions environnementales sont favorables, leur
fertilisation avec des microconidies (spermaties) donne naissance a des apothécies correspondant a la forme

sexuée Botryotinia fuckeliana (Urbasch, 1985).

Les apothécies de Botrytis cinerea ont rarement été observées en conditions naturelles (Lorbeer, 1980). Leur
obtention au laboratoire est toutefois possible (Faretra et Antonacci, 1987; Faretra et al.,1988). Les apothécies
sont brunatres, pédicellées et se développent en cupules largement étalées en forme de trompette et portent des
asques cylindriques mélés a des paraphyses filiformes renflés a leur sommet (Figure 2d). Les ascospores
contenues dans les asques sont oblongues & ovoides, au nombre de 8 et mesurent 6,9 x 5,6 um selon de Bary
(Gregory, 1949).
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Figure 2. Caractéristiques morphologiques de Botrytis cinerea. a: Mycélium
de Botrytis sur une feuille infectée d’oignon, b: Conidiophores et conidies de
Botrytis cinerea, c¢: Sclérotes de Botrytis cinerea sur des rameaux de vigne,
d: Apothésies de Botryotinia fuckeliana obtenues en conditions de
laboratoires
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1.2.2. Taxonomie de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea Pers. correspond a la forme asexuée (anamorphe) de Botryotinia fuckeliana de Bary (Whetz).
L'espéce Botryotinia fuckeliana a rarement été observée dans la nature. Pour cette raison, le nom de
I'anamorphe a été retenu pour désigner le champignon (XIéme Symposium International sur Botrytis, 1996). La

classification établie par Agrios (1997) a permis de classer les deux formes du champignon (Tableau 3).

Tableau 3. Classification de Botrytis cinerea Pers. et de Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetz. Selon Agrios
(1997).

Forme sexuée (téleomorphe)

Reigne Eumycota
Embranchement Ascomycota

Sous phylum Pezizo mycotina
Classe Léotiomycetes

Ordre Hélotiales

Famille Sclerotiniaceae
Genre Botryotinia

Espéce Botryotinia fuckeliana

11.2.3. Variabilité génétique chez Botrytis cinerea

Botrytis cinerea se démarque des autres espéces du genre par sa polyphagie. De plus, ses populations exhibent
une variabilité génétique et phénotypique peu commune (Elead et al., 2004). L'exposition des populations de
Botrytis cinerea aux xénobiotiques a induit I'apparition de résistances aux fongicides de plus en plus récurrentes,
rendant difficile la lutte contre ce champignon. L'adaptabilité de Botrytis cinerea est due a plusieurs

phénoménes :
1.2.3.1. L’hétérocaryose

L’hétérocaryose est un générateur de variabilité chez Botrytis cinerea (Hansen, 1938 ; Jarvis, 1977 ; Lorbeer,
1980). Les macroconidies ainsi que les compartiments des hyphes du champignon sont multinucléées, les
noyaux sont génétiquement différents et des hétérocaryons (morphotypes) distincts peuvent étre obtenus a partir
d’'un méme parent (Lorbeer, 1980). L’hétérocaryose peut avoir pour origine une mutation au niveau d'un noyau
résidant, comme elle peut étre le résultat d’'une fusion somatique (anastomose) suivi d’'une cohabitation in situ de

deux noyaux génétiquement distincts.
1.2.3.2. Les variations du taux de ploidie

Sur la base de la microscopie fluorescente de 'ADN nucléaire, différents degrés de ploidie ont été déterminés
chez Botrytis cinerea ; les isolats peuvent étre haploides, diploides ou encore triploides (Buttner et al., 1994).
L’heteroploidie chez le champignon peut étre due a un dysfonctionnement mitotique ou a une fusion de noyaux

avec une perte ou un gain chromosomique. Les processus par lesquels I'hétéroploidie risque d'affecter la
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croissance mycélienne, la production conidienne, 'activité enzymatique ou la pathogénicité de Botrytis cinerea

restent néanmoins inconnus.
1.2.3.3. La reproduction sexuée

Les études des populations et des groupes végétatifs compatibles (VCG) ont démontré le role que pouvait jouer
la reproduction sexuée pour générer une variabilité génétique au sein des populations. Entre autres,
I'hétérothallisme est courant chez les populations de Botrytis cinerea (Giraud et al., 1997 ; Corell et Gordon,
1999 ; Glass et al., 2000). Cela dit, les conditions environnementales inhibent fortement la formation d’apothécies
qui se développent uniquement dans des sols humides et froids situés dans des zones ombragés et faiblement

éclairés (Lorbeer, 1980).
1.2.3.4. Les éléments transposables

Le taux de mutations est élevé chez des populations fongiques possédant des éléments transposables actifs
(Daboussi, 1996). Deux éléments transposables Boty et Flipper ont été identifiés chez les souches de Botrytis
cinerea (Diolez et al., 1995 ; Levis et al., 1997). Giraud et al. (1997) ont étudié la diversité génétique d’une
population de Botrytis cinerea sur des vignobles en France sur la base de la présence ou de I'absence
d’éléments transposables. L'étude a révélé l'extréme diversité de Botrytis cinerea et I'implication des
recombinaisons dans cette derniére. De plus, il a été établi que Botrytis cinerea n'est en fait que I'association de
deux sous espéces jumelles, génétiquement distinctes qui évoluent en sympatrie sur les mémes hétes et dans la
méme région (Giraud et al., 1997). La sous espéce fransposa possede les deux transposons Boty et Flipper,
alors que la sous espéce vacuma ne contient aucun des deux. La sous espéce transposa semble plus disposée

physiologiquement a développer des résistance aux fongicides que vacuma (Martinez et al., 2005).
1.2.4. Pathologie et parcours infectieux de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea est un champignon ubiquiste, ii méne une vie entre saprophytisme et parasitisme. Les
symptdmes sont variables selon l'organe et I'hdte et peuvent étre quiescents dans certains cas. Son

développement est tributaire des conditions microclimatiques et des pratiques culturales.
1.2.4.1. Symptomatologie

Les symptomes sont variables, ce sont des décolorations, des taches localisées ou étendues, des pourritures
molles gorgées d'eau a I'aspect opaque ou translucide. Les tissus infectés sont recouverts d’'un duvet grisatre
supportant des spores volatiles. Selon I'organe et I'héte, le pathogéne induit des Iésions et des taches foliaires
variées, des fontes de semis, des pourritures des tiges et des bourgeons, des pourritures de bulbes et de

racines, des dépérissements sur fleurs et des pourritures de fruits.

Chez certaines cultures, l'infection peut se manifester sur les feuilles. De petites taches jaunatres a sombres
apparaissent. Plus tard, elles blanchissent et s'étendent pour devenir coalescentes jusqu'a couvrir la totalité de la

feuille. Le champignon commence par infecter les feuilles agées situées a la base du plant (Figure 3a).
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Botrytis cinerea cause également des fontes de semis et il n'est pas rare que des plantules infectées s'affaissent
et flétrissent soudainement avant ou aprés la levée. Le phénomene est fréquent chez les cultures maraichéres
(Hausbeck et Moorman, 1996) et les plantes ornementales en pépiniére ou I'humidité est élevée ou en plein

champ lorsque le sol est contaminé par du mycélium ou des sclérotes (Figure 3b).

Les tiges et les bourgeons sont attaqués a travers les blessures et les plaies d'effeuillage (Aleid et Wubben,
2004). L'infection peut également provenir des feuilles atteintes. Les Iésions sur tiges sont sombres et enfoncées
aux contours apparents. Dans des conditions pluvieuses et humides, les tissus infectés sont recouverts d'une

pourriture grisatre typique et des sclérotes peuvent s’y former (Braun et Sutton, 1987) (Figure 3c).

Les racines et les bulbes sont également touchés suite & une attaque de Botrytis cinerea. Les Iésions molles,
brunes ou marron-roux se localisent sur le collet ou aux extrémités racinaires. Les tissus malades peuvent sécher

et former un mycélium grisatre sur lequel des sclérotes se développent (Figure 3d).

Les brilures des fleurs précédent souvent les pourritures sur les fruits et les tiges. Les Inflorescences agées de
féve, de haricot, de carotte, d’aubergine, d’oignon de poivron, de tomate et de rosier sont particuliérement
sensibles aux attaques de Botrytis cinerea (Figure 3e). Le champignon se développe a partir des pétales de
fleurs fanées et envahit le reste de l'inflorescence qui constitue une des portes d’'entrée au fruit. Les fruits atteints
avortent ou développent des Iésions molles, aquiferes ou spongieuses de couleur variable et a contour irrégulier.
les fruits pourrissent sous I'effet d'un mycélium dense et sporifere. Les symptdmes peuvent étre latents comme

sur les jeunes feuilles de vigne et de fraisier (Holz et al., 2003) (Figure 3f).
11.2.4.2. Epidémiologie

Le cycle de la maladie causée par Botrytis cinerea s'accomplit en plusieurs étapes. Sa capacité a infecter
plusieurs plantes hotes laisse supposer que certaines étapes n'apparaissent pas systématiquement a chaque

infection et sur chaque hote.

Le cycle classique de la maladie de la pourriture grise débute au printemps. Les sclérotes et le mycélium
conservés dans le sol et sur les débris en décomposition germent et sporulent en abondance pour former
l'inoculum primaire. Les conidies sont transportées sur des distances variables par le vent, les courants d’air
humides, l'eau, les outils de taille ou les vétements des ouvriers (Jarvis, 1977). Elles germeront
préférentiellement sur les tissus endommagés ou affaiblis qui seront envahis en premier (McFarlane, 1968 ;
Mansfield, 1980). L'infection est ensuite transmise aux tissus sains par pénétration directe si les conditions
environnementales et I'état général de la plante hote sont propices. Une fois installé, le champignon progresse
dans le végétal et envahit peu a peu les différents organes, produisant en surface de nouvelles fructifications
correspondant a l'inoculum secondaire. Ce dernier assurera la transmission du champignon vers des plants

sains.
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Figure 3. Symptémes de Botrytis cinerea sur différentes plantes
sensibles. a : Taches chocolat sur feuilles de féve, b : Fonte de semis
sur plantules de féve, ¢ : Chancres sur tige de tomate, d : Pourriture
molle sur bulbe d'oignon, e : Brllures sur pétales de rose, f
Pourriture grise sur grappe de raisin.
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1.2.4.2.1. Sources de I'inoculum primaire

L'inoculum primaire constitué de conidies de sclérotes et de mycélium, garanti au champignon d’accomplir son
cycle infectieux. Une large gamme d’hdtes assure a Botrytis cinerea de perdurer en plein champ sur des hétes

alternatifs servant de source permanente d'inoculum primaire (Sutton et al., 1991).

Par ailleurs, la semence peut étre un vecteur important de Botrytis cinerea sur un nombre importants de cultures
comme c'est le cas pour les jeunes plantules de pois chiches qui pourrissent suite a la prolifération du

champignon a partir de la semence contaminée (Burgess et al., 1997).
1.2.4.2.2. Effet des conditions environnementales sur le développement de la maladie

Lorsque les conditions environnementales s'y prétent, La pourriture grise se développe rapidement a travers le
temps et I'espace sur plus de 200 espéces. L’humidité relative (RH) et la température sont des facteurs

importants qui conditionnent I'installation et 'expansion de la maladie (Shtienberg et Elad, 1997).

Pour sa germination, le champignon a besoin d’humidité relative élevée (70%-97%) et de températures
clémentes et douces (15°C a 25°C). La température optimale étant de 20°C. Les extrémes se situent a 2°C et a
30°C (Elad et Yunis, 1993 ; Yunis et al., 1994). Un temps nuageux, saturé et légérement venteux favorise
linfection, la croissance, la sporulation et la dissémination du pathogéne. Les brouillards matinaux épais sont
synonymes d’une forte hygrométrie et assurent au champignon un développement important. De méme, la
succession de journées pluvieuses favorise également les attaques. Botrytis cinerea peut étre actif et induire
linfection a des températures basses allant de 0 a 10°C, ce qui le rend redoutable sur les produits stockés.
Lorsque l'infection est induite, le champignon peut se développer a des températures comprises entre 0°C et
35°C.

La lumiére a également un effet sur les processus de germination et d'infection du champignon (Epton et
Richmond, 1980). L'exposition des conidies de Botrytis cinerea a la lumiére directe en milieu de journée limite
leur survie a seulement quelques minutes (Rotem et Aust, 1991). Du point de vue qualitatif, le spectre lumineux

auquel sont exposés I'héte et le pathogéne influence également le processus infectieux (Islam et al., 1998).
1.2.4.3. Processus infectieux et mécanismes d’attaque

Les espéces de Botrytis sont nécrotrophes. Elles doivent provoquer la mort cellulaire des cellules hotes durant le
processus infectieux (van Kan, 2006). Botrytis cinerea dispose d'une série de mécanismes et de médiateurs

chimiques qu'il déploie habilement pour assurer sa survie sur plus de 200 plantes (Staples et Mayer, 1995).
11.2.4.3.1. Germination et pénétration des tissus de I'hote

Le cycle de la maladie est entamé dés lors que la conidie atterrit a la surface de la plante. Lorsque la plante hote
est réceptive, linteraction est dite « compatible ». L'invasion des tissus de I'hdte est réalisée de maniére passive
a travers les ouvertures naturelles (le stomate le plus proche), les blessures et les microlésions ou par une

pénétration active des surfaces épidermiques saines (van Kan, 2006).
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Les données cytologiques (Tenberge, 2004), génétiques et moléculaires (Gourgues et al., 2004) indiquent que la
germination des conidies de Botrytis cinerea est suivie de la formation d’appressoria qui contribuent a rompre la

paroi cuticulaire par action mécanique (Tenberge, 2004 ; Gourgues et al., 2004).

Durant la pénétration, Botrytis cinerea combine I'action mécanique des appressoria a un arsenal enzymatique
intriqué, essentiellement des cutinases et des lipases qui contribuent activement a la dissolution de la couche
cireuse et la perforation de la cuticule (Ten Have, 2000 ; Doss et al., 2003). Botrytis cinerea produit également
des enzymes de dégradation des parois cellulaires (CWDE) (Mansfield et Richardson, 1981) pour permettre la

progression vers les cellules sous jacentes des tissus.
11.2.4.3.2. Mort cellulaire et invasion des tissus hotes

Botrytis cinerea tue activement les cellules hotes avant d’entamer sa multiplication en induisant la mort cellulaire
programmée (Govrin et Levine, 2000). C'est au cours de cette phase que se forment les premiéres nécroses,
C'est aussi le moment ou les réponses défensives de la plante deviennent perceptibles (Brett et Waldron, 1996 ;
Lyon et al., 2004).

Au cours de linvasion, Botrytis cinerea produit des métabolites phytotoxiques a faible poids moléculaire dont le
botrydial et le botcinolide (Colmenares et al., 2002 ; Culter et al., 1993). Par ailleurs, le pathogéne produit I'acide
oxalique (OA) qui optimise la production et I'activité d'enzymes fongiques en milieu acide (Manteau et al., 2003).

La virulence du champignon est renforcée par son aptitude a générer un burst oxydatif autour des sites infectés.
11.2.5. Détection et quantification de Botrytis cinerea

La détection et la quantification de Botrytis cinerea sur les plants et les semences se sont appuyées sur des
méthodes classiques d'isolement et d’identification. Elles sont faciles a mettre en place et nécessitent peu de
moyens, cependant le manque de fiabilité et de rapidité se sont révélés étre des limites indiscutables. Des
méthodes d'immunologie et de biologie moléculaire ont été mises au point pour améliorer a la fois la spécificité et

la sensibilité de la détection.
1.2.5.1. Méthodes immunologiques

La mise au point de méthodes immunologiques pour la détection des Botrytis cinerea a connu une progression
lente et fastidieuse en raison de la présence d'autres champignons sur le matériel examing, auquel s'ajoute la
difficulté a obtenir des antisera spécifiques (Dewey, 1996). L'avénement de la technologie des hybridomes a
rendu possible la production et la sélection d’anticorps monoclonaux qui se rapprochent ou sont spécifiques au
genre Botrytis (Bossi et Dewey, 1992 ; Mayer et Dewey, 2000). Il existe des essais immunologiques tels que
PTA-ELISA qui permettent de déterminer la concentration d'antigénes de Botrytis cinerea dans du jus de raisin
infecté (Ricker et al., 1991). L'anticorps monoclonal BC-12.CA4 spécifique a rendu possible la détection et la
quantification de Botrytis cinerea sur les raisins (Dewey et al., 2000), les rameaux de poirier stockés (Mayer et
al., 2000) et les fruits de tomate (Lurie et al., 2003). L'anticorps en question a également permis la détection de

linfection latente sur feuilles d’oignon due a Botrytis aclada (Yohalem et al., 2004). Il a été a l'origine de
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I'élaboration d’un tube a essai pour un test ultrarapide de quantification des antigénes de Botrytis cinerea sur site
a partir des jus de raisin lors de la récolte ou a partir des vins stockés en caves (Dewey et Mayer, 2004). Il existe
également des techniques d'immunofluorescence qui permettent I'immunolocalisation et le suivi du parcours des

conidies de Botrytis cinerea et de Botrytis fabae sur les feuilles de féve (Cole et al., 1998).
1.2.5.2. Méthodes moléculaires

De nombreux protocoles de biologie moléculaire ont été mis au point pour le diagnostic de Botrytis cinerea
(Nielson et al., 2002). Mathur et Utkhede (2002) ont congu une paire d’'amorce en étudiant les régions ITS de
I’ADNIr, alors que Rigotti ef al. (2002) ont ciblé des séquences de fragments amplifiés de maniéere aléatoire pour
produire des amorces spécifiques a une région commune aux souches de Botrytis cinerea. Récemment, Rigotti
et al. (2006) ont désigné deux nouvelles amorces hautement spécifiques pour la détection de 39 souches de
Botrytis cinerea. Kerssies et al. (1997) ont utilisé des marqueurs RAPD avec I'amorce D6 pour produire une

bande de 45-kb hautement spécifique.
1.2.6. Moyen de lutte contre Botrytis cinerea

Les maladies que cause Botrytis cinerea induisent des pertes économiques considérables & travers le monde.
Durant de longues années, le contréle de la pourriture grise s'est principalement axé sur l'utilisation de fongicides
synthétiques, alors qu'au méme moment Botrytis cinerea affichait une aptitude surprenante a développer trés
rapidement une tolérance voire une résistance aux fongicides. Actuellement, des efforts considérables sont
fournis pour limiter l'installation et I'extension de la maladie par le recours a des stratégies de contrble basées sur

des approches diverses, utilisées seules ou en association.
1.2.6.1. Pratiques culturales

Selon la culture et le mode de conduite, des approches préventives sont préconisées et visent essentiellement a
réduire les risques de contaminations et de propagation de la maladie et @ mettre en place des systémes

culturaux moins vulnérables aux attaques du champignon.

Le choix de la parcelle est important dans la mesure ou il faut privilégier des sols aérés et bien drainés, tout en
évitant les irrigations excessives qui favorisent le développement de la végétation alentour. Un sol désinfecté par

solarisation est idéal pour prévenir les maladies et les adventices.

Lors de la plantation, il est conseillé d'espacer les semis pour garantir une bonne aération (Bakr et al., 1993 ;
Pande et al., 2002) et une luminosité homogéne. Le paillage est conseillé pour les cultures maraichéres. Une

nutrition azotée excessive risque d’augmenter la sensibilité des cultures vis-a-vis de Botrytis cinerea.

Un désherbage régulier élimine les adventices qui constituent des hétes alternatifs pour Botrytis cinerea. |l faut
néanmoins veiller a éliminer les débris végétaux qui en résultent ainsi que les repousses qui pourraient étre des

sources d'inoculum primaire.
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Pour la pourriture grise des grappes de vigne, le mode de conduite du vignoble et les techniques de taille
agissent fortement sur l'intensité de la maladie (Steel, 2001). En ltalie, le systéme « Pergola » augmente le risque
d’incidence de Botrytis cinerea contrairement au systéme « Guyot » (Cargnello et al., 1991). L'architecture
compacte des grappes de certains cépages les expose a des attaques sévéres de Botrytis cinerea. Une faille
adaptée pour éclaircir et alléger les grappes réduirait les risques d'attaque (Fermaud et al., 2001), il en est de
méme pour l'effeuillage autour des zones fructiféres de la vigne. La récolte précoce est une pratique culturale

répandue en viticulture, les grappes sont récoltées entre 23 et 25°Brix pour limiter les pertes dues a Botrytis.

Pour les légumineuses et particuliérement pour la féve, il est recommandé d'éviter les semis précoces afin
d’'échapper aux gelées printaniéres qui prédisposent fortement les cultures aux attaques de Botrytis cinerea et
de Botrytis fabae (Jellis et al., 1998).

En cultures abritées, la réduction de l'impact de la pourriture grise se fait par la modulation du régime
chauffage/ventilation (Dik et Wubben, 2004). Les systémes de contrdle de I'humidité sont tout aussi efficaces
(Salinas et al., 1989). L'utilisation de films polyéthyléne absorbants les rayons nUV réduirait la sporulation et
linfection dues a Botrytis cinerea de 35 & 75% sur tomate (Elad, 1997). Il est également conseillé d’éliminer tout
plant, fruit ou débris infecté a l'intérieur et a I'extérieur des serres (Yunis et Elad, 1989). L'effeuillage des plants
de tomate sous serre diminue la densité foliaire, néanmoins, I'utilisation du sécateur réduit la taille des blessures

qui cicatrisent plus vite que celles provoquées par un effeuillage manuel (Verhoeff, 1968).
1.2.6.2. Lutte chimique

La lutte chimique a longtemps été considérée comme la solution ultime pour atténuer l'incidence des maladies
causées par Botrytis. Le marché mondial des produits anti-Botrytis a été estimé a plus de 25 millions d’'US$

durant les 15 derniéres années (Elad et al., 2004).

En général, les fongicides agissent directement sur le champignon en affectant divers aspects de son
développement. Les Dithiocarbamates sont des fongicides a activité fongistatique multi sites affectant
principalement les processus respiratoires ainsi que la germination. Cest le cas du  thirame
(dialkyldithiocarbamate), du mancozébe et du manébe (alkylenebisdithiocarbamate) qui sont appliqués sur
plusieurs cultures pour prévenir l'infection de Botrytis cinerea. Leur action multi sites diminue largement la

résistance du champignon a leur égard (Corbett et al., 1984 ; Leroux et Moncomble, 1993).

Les Benzimidazoles comme le carbendazime, le bénomyl et le méthyl-thiophanate sont des fongicides
systémiques a large spectre d’action (Delp, 1995) a activité antimitotiques (Buchenauer, 1988 ; Leroux et
Moncomble, 1993). Cependant, de nombreux cas de résistance aux Benzimidazoles a travers le monde ont été

rapportés. L'hétérocaryose est supposée étre a l'origine de la résistance chez Botrytis cinerea (Leroux, 1984).

Les Dicarboximides sont des imides cycliques (I'iprodione et vinchlozoline) qui ont supplanté les Benzimidazoles
dans la lutte contre la pourriture grise a la fin des années 70 (Hmouni et al., 2003). lls inhibent & la fois la
germination des spores et I'élongation des hyphes (Buchenauer, 1988). Les Dicarboximides interferent

également avec les protéines de la membrane cytoplasmique ou inhibent des enzymes fongiques spécifiques, les
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formes oxygénées actives qui en résultent induisent la peroxidation des lipides, la destruction des membranes
fongiques ainsi que d'autres effets toxiques non spécifiques (Buchenauer, 1988). Selon Faretra et Pollastro
(1991), la résistance au Dicarboximides est portée par un seul géne polymorphe nommé Daf1. Leur emploi de
maniére alternée est conseillé par le guide FRAC qui recommande des traitements limités a 2 ou 3 applications

par saison et par culture.

Les Hydroxyanilides sont des inhibiteurs de la biosynthese des stérols. Le fenhexamide exhibe une forte toxicité
vis-a-vis de Botrytis cinerea (Rosslenbroich et Stuebler, 2000), Il induit I'accumulation de composés toxiques vis-
a-vis du champignon. Il est appliqué de maniére préventive et agit par contact. Il inhibe la croissance du tube
germinatif en détruisant les parties apicales des filaments mycéliens présents a la surface des organes colonisés
(Leroux et al., 1999).

Le recourt massif et répété a certains fongicides ainsi que I'aptitude surprenante de Botrytis cinerea a s'adapter
aux différents groupes de xénobiotiques sont autant d’inconvénients non négligeables. La résistance du
champignon aux anilopyrimidines, aux Benzimidazoles et aux Dicarboximide devient de plus en plus récurrente
(Rosslenbroich et Stuebler, 2000 ; Leroux et al., 2002a,b). Face a ce phénoméne, des stratégies anti-résistance
sont envisagées par I'utilisation de matiéres actives plus variées et moins agressives. Il est notamment conseillé

d’alterner les différents types de matiéres actives avec un maximum d’'une application annuelle par famille.
1.2.6.3. Résistance variétale

Chez la vigne, le cultivar affecte largement le développement de la pourriture grise. Les caractéristiques
morphologiques, anatomiques, biochimiques et physiologiques des cultivars déterminent leurs aptitudes a tolérer
les attaques du champignon. 12 cultivars de vigne qui disposent d'un taux élevé de cuticule et de cire ont été
identifiés pour leur résistance a Botrytis cinerea (Mlikota Gabler et al., 2003). Le resveratrol et ses dérivés sont
des inducteurs de défense chez la vigne et une corrélation positive a été observée entre le taux de resveratrol et
le degré de résistance des cultivars de vigne vis-a-vis de la pourriture grise (Langcake et McCarthy, 1979 ;
Douillet-Breuille et al., 1999).

Chez les légumineuses, quelques lignées de pois chiche modérément tolérantes aux Botrytis cinerea ont été
identifiées (Bakr ef al., 2002 ; Pandé et al., 2002). Des germoplasmes de lentilles résistants a la pourriture grise
ont été détectés en Australie (Lindbeck et al., 2003) au Canada (Morall, 1977), au Népal (Karki, 1993) et au
Pakistan (Erskin et al., 1994). Des croisements entre les variétés canadiennes et Indiennes ont montré un degré

de résistance plus élevé que celui des variétés commercialisées (Lindbeck et al., 2003).

Concernant les cultures abritées, la résistance a la pourriture grise reste peu étudiée. Cependant, il existe des
variétés de fraises et de géranium plus résistantes a Botrytis cinerea (Legard et al., 2000 ; Xiao et al., 2001).
Pour la tomate, il n’existe pas de variétés résistantes, néanmoins, ces derniéres restent compatibles avec des

especes sauvages porteuses de genes de résistance (Rick et Chatelat, 1995).
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11.2.6.4. Le biocontrole

Le biocontréle s'applique par I'utilisation d’agents de biocontréle (BCA). lis sont considérés comme des produits
phytosanitaires dont le principe actif est un organisme vivant ou un de ses dérivés. Les BCA agissent contre le
pathogene a travers la compétition, le parasitisme ou la diffusion de métabolites toxiques dans I'environnement

du pathogéene (Elmer et Riglinski, 2006).

Botrytis cinerea est extrémement sensible a la compétition vu sa dépendance aux nutriments exogénes pour la
germination et la croissance des tubes germinatifs infectieux. De plus, le champignon subit l'effet des
antibiotiques et des enzymes lytiques secrétés par les microorganismes du phylloplan qui inhibent la germination

et lysent les tubes germinatifs, entravant ainsi sa progression et son développement (Elad et Freeman, 2002).

Les espéces Pseudemonas spp. et Bacillus brevis interférent avec I'adhésion et la croissance du champignon sur
le phylloplan (Bunster et al., 1986 ; Edwards et Saddon, 1992). L’espéce Bacillus brevis secréte la Gramicidine S,

un antibiotique puissant contre Botrytis cinerea (Edwards et Seddon, 1992).

De nombreuses espéces de levures rentrent en compétition pour les nutriments et I'espace avec Botrytis cinerea
comme c'est le cas de Candida spp. (McLaughlin et al., 1990), Cryptococcus laurentii (Roberts, 1990),

Sporobolomyces roseus (Janisiewicz et al., 1994) et Candida oleophila (Mercier et Wilson, 1994).

Les espéces fongiques Trichoderma, Gliocladium et Pythium spp. sont les mycoparasites les mieux étudiés
(Elad, 1995). L’action antagoniste de Trichoderma reesei et Trichoderma harzianum est liée a leur capacité a
produire plusieurs enzymes de dégradation des parois cellulaire telles que les protéinases, les mannases, les
laminarinases et les chitinases (Labudova et Gogorova, 1988). L'espéce Trichoderma hamatum est également
connue pour réduire l'intensité de la pourriture grise de 77 & 97% sur les tiges de haricot (Nelson et Powelson,
1988). La souche T39 de Trichoderma harzianum se distingue par sa capacité a atténuer le pouvoir pathogéne

de Botrytis cinerea en interférant avec le processus infectieux de ce dernier

Les produits commerciaux a base de BCA occupent une part infime du marché des pesticides. Les produits
enregistrés et homologués sont le Binab & base de Trichoderma harzianum et Trichoderma polysporum, destiné
aux sols infectés des cultures sous serre (tomate, concombre, plantes ornementales), le Mycostop contenant la
souche K61 de Streptomyces griseoviridis et prévient les fontes de semis et les pourritures de tiges sur tomate,
concombre, laitue et poivron (White et al., 1990), le Botry-Zen a base d'Ulocladium atrum conseillé pour lutter
contre la pourriture des grappes de vigne et I'Aspire contenant la levure Candida oleophila, utilisé contre les

attaques de Botrytis en post-récolte (Droby et al., 1991).

22



MATERIEL ET METHODES




Ill. Matériel et méthodes

lIl.1. Matériel biologique
l11.1.1. Matériel fongique

L'étude a été menée sur une collection de 20 isolats de Botrytis spp. Deux séries de prospections ont été
réalisées dans cinq wilayates (Alger, Blida, Tipaza, Boumerdes et Tizi Ouzou). La premiére série a concerné les
cultures maraichéres et les légumineuses durant le mois de Mars 2008. La seconde a principalement ciblé le

prélévement d’échantillons sur des vignobles durant les mois de Juin et de Juillet de la méme année. Le nombre

et l'origine des isolats étudiés sont reportés dans le Tableau 4.

Tableau 4. Isolats de Botrytis spp. sélectionnés pour I'étude.

N° Isolats Plantes hotes Origines Périodes d’isolement

01 BVA01 Vigne Alger/Ouled Fayet Juin/Juillet 2008

02 BVA02 Vigne Alger/Rouiba Juin/Juillet 2008

03 BVB01 Vigne Blida/Mouzaia Juin/Juillet 2008

04 BVB02 Vigne Blida/Chiffa Juin/Juillet 2008

05 BVT01 Vigne Tipaza/Koléa Juin/Juillet 2008

06 BVZ01 Vigne Tinz,i. OuzoLu/Si Juin/Juillet 2008

07 BVZ02 Vigne Tizi OL;ZOU/ Si Juin/Juillet 2008

08 BVZ03 Vigne Ti%i:Ot;zogl Si Juin/Juillet 2008

09 BFZ01 Féve Tizi Og;ou/Draa Février/Avril 2008
10 BFBO01 Feve BIidne;/Mouzaia Février/Avril 2008
11 BFT01 Féve Tipaza/Chenoua Février/Avril 2008
12 BFA01 Féve Alger/Rouiba Février/Avril 2008
13 BFA02 Féve Alger/Steouali Février/Avril 2008
14 BFA03 Féve Alger/Zéralda Février/Avril 2008
15 BTA01 Tomate Alger/Ouled Fayet Février/Avril 2008
16 BTA02 Tomate Alger/Steouali Février/Avril 2008
17 BOAO01 Oignon Alger/Bouchaoui Février/Avril 2008
18 BOA02 Oignon Alger/Cheraga Février/Avril 2008
19 BHB01 Haricot Alger/Steouali Février/Avril 2008
20 BHAO01 Haricot Blida/Hamr el Ain Février/Avril 2008
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111.1.1.1. Isolement

L'isolement se fait en repérant les conidiophores naissant a la surface des tissus infectés (cas des fruits). Les
fragments mycéliens sont déposés dans des boite de Pétri contenant un milieu PDA. lIs sont incubés dans une
chambre de culture durant 24 a 48 heures a 20°C. Lorsque les lésions ne sont pas sporulantes (cas des feuilles
de féve et de vigne), I'échantillon est stérilisé & I'nypochlorite de sodium & 2% durant 3 & 5 minutes, rincé dans 3
bains d’'eau distillée stérile, puis mis en chambre humide durant 2 a 3 jours jusqu’a I'apparition de conidiophores

qui seront prélevés par la suite et déposés dans des boite de Pétri contenant un milieu PDA.
lIl.1.1.2. Purification et conservation

Des suspensions de spores de 102 a 103/ml sont préparées a partir de cultures agées de 7 a 10 jours. Un volume
équivalent a 0,5 ml est prélevé de chaque suspension et étalé sur des boite de Pétri contenant une fine couche
d’'eau gélosée a 2%. Aprés 24 a 48 heures d'incubation a 22°C, les spores en germination sont localisées sous la
loupe binoculaire et prélevées individuellement pour étre repiquées sur milieu PDA. Les colonies pures issues de
la germination d’une spore unique sont mises a incuber a 22°C, elles seront ensuite conservées dans des tubes

a cultures en verre AR-GLASSR avec capuchon a vis a 4°C.

lll.2. Caractérisation morphologique et culturale des isolats de Botrytis spp.
l11.2.1. Caractéres culturaux

[11.2.1.1. Aspect général des colonies

Les isolats sont cultivés sur un milieu PDA a 20°C durant 10 & 12 jours. La forme et la couleur des colonies ainsi
que l'aspect général du mycélium sont notés sur la base d’observations visuelles. Des groupes sont formés en

fonction des caractéres macroscopiques observés (Couleur du mycélium et aspect général de la colonie).
l11.2.1.2. Etude de la croissance mycélienne

La vitesse moyenne de la croissance mycélienne de chaque isolat est estimée par le dépét de disques mycéliens

de 5mm de diamétre qu’on préléve a partir de jeunes colonies agées de 7 jours.

Chaque disque est déposé au centre d’une boite de Pétri contenant du milieu PDA a raison de cinq répétitions
par isolat. Les boites sont mises a incuber a 20°C. La vitesse moyenne de la croissance mycélienne est estimée
en mesurant quotidiennement le diamétre moyen de chaque colonie (deux diamétres perpendiculaires) durant 4

jours, selon la formule suivante :
n

Vm= ) [(D;-d)2]4
i=

Vm : Vitesse moyenne de la croissance mycélienne, Di : Diamétre de la colonie, d : diametre de I'explant.
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ll.2.2. Caractérisation des spores

l11.2.2.1. Etude de la taille des spores

Des colonies agées de 10 jours et incubées a 22°C sur milieu PDA sont sélectionnées pour la mensuration de la
taille des conidies. Pour chaque isolat, on prépare une suspension de spores avec de 'eau distillée stérile. La
longueur et la largeur de 100 conidies par isolat sont mesurées a l'aide d’'un microscope photonique étalonné et
muni d’un micrométre avec un grossissement x40. Les moyennes des longueurs, des largeurs et des ratios sont

par la suite calculées et les limites supérieures et inférieures déterminées.

L'analyse de variance de la taille des spores a été réalisée avec le logiciel STATITCF (Version 5, 1998). Elle
permet d'établir des liens entre les isolats étudiés en les regroupant dans des groupes homogeénes sur la base du

test de Newman et Keuls a 5%.
l1l.2.2.2. Estimation de la concentration en spores

L’estimation de la concentration en spores par ml et par cm? est réalisée sur la totalité des isolats de la collection.
Un explant d'1 cm2est prélevé et mis dans un tube a essai contenant 10 ml d’eau distillée stérile. La suspension
est mise en agitation pendant 10 minutes environ pour permettre la libération d’'un nombre maximal de spores. La
concentration de la suspension est alors estimée a I'aide d’'une cellule de Malassez a raison de 3 répétitions par

isolat.
l11.2.3. Caractérisation des sclérotes
l11.2.3.1. Détermination du temps nécessaire a la formation des sclérotes

L’étude concerne I'ensemble des isolats qui composent la collection et vise a identifier les isolats qui produisent
des sclérotes, ainsi que le temps (jours) nécessaire a la formation du premier sclérote a partir du premier jour

d’ensemencement.
111.2.3.2. Etude de la taille des sclérotes

Les isolats qui produisent des sclérotes sont cultivés sur un milieu PDA a 18°C durant 30 jours. Pour chaque
isolat, les sclérotes qu'il forme sont mesurés (longueur et largeur) sous une loupe binoculaire a I'aide d’un papier

millimétré. Les tailles moyennes sont ensuite calculées et les intervalles de mesures déterminés.
I11.2.3.3. Estimation de la densité des sclérotes

L’estimation de la densité des sclérotes est réalisée pour les isolats qui les produisent. Les couvercles des boites
de Pétri sont fractionnés a I'aide d’un marqueur indélébiles en carreaux de 1 cm2. Pour chaque isolat, le nombre
de

sclérotes a la surface de chaque carreau est comptabilisé a raison de 3 répétitions par isolat. Le résultat est

exprimé en nombre de sclérotes/cm?/isolat.
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lIl.3. Etude de la spécialisation parasitaire par la technique des feuilles détachées
l11.3.1. Les isolats utilisés

La totalité des isolats de la collection a été utilisée pour I'étude de la spécialisation parasitaire et la variabilité du
pouvoir pathogene (Tableau 4). Les isolats ont préalablement été repiqués dans des boite de Pétri sur milieu

PDA et mis a incuber a une température de 20°C durant 12 jours.
l11.3.2. Matériel végétal

Afin de mener I'étude de la spécialisation parasitaire et du pouvoir pathogéne, nous avons opté pour la technique
d’inoculation artificielle sur des feuilles détachées de féve, de haricot, de vigne, de tomate et d'oignon. Les
semences de feve et de haricot proviennent de la station de I''TGC de Oued Smar. Les plants de tomate et
d’'oignon ont été fournis par un agriculteur de la région de Staoueli et les feuilles de vigne ont été prélevées a la

fin du mois de Mai 2009 a partir d’un vignoble situé a Ouled fayet au niveau de I'exploitation Baba Salem.
l11.3.3. Préparation de I'inoculum

Les suspensions de spores ont été préparées a partir de colonies agées entre 12 et 14 jours (Verdie et le
Normand, 1984). Plusieurs explants de 2 cm de diamétre ont été prélevés et mis dans des erlenmyers contenant
de l'eau distillée stérile. Les flacons ont été ensuite déposés sur un agitateur durant quelques minutes afin de
permettre une libération maximale des conidies dans la suspension. A l'aide d'une cellule de Malassez, la

concentration en spores a été estimée et ajustée a 3x108 spores/ml pour chaque isolat (Bouhassan et al., 2004).
l1.3.4. Inoculation artificielle sur feuilles détachées

Les premiéres feuilles étalées sous I'apex ont été excisées a I'aide d'un sécateur sur des plants agés de quatre
semaines pris au hasard. Au laboratoire, les folioles ont été détachées, désinfectées, séchées et immédiatement
placées dans des bacs en plexiglas (120cm x 60cm x 7¢cm) soigneusement désinfectés et tapissés d’'un support

synthétique en éponge de 1,5 cm d'épaisseur.

Pour chaque plante héte, 5 feuilles par isolat sont inoculées. L'inoculation a été réalisée par le dépdt de 20 pl de

chague suspension conidienne sur la face supérieure de chaque feuille. L'opération est effectuée a l'aide d’'une

micropipette. 5 feuilles témoins ont été inoculées avec une goutte d'eau distillée stérile. Les bacs ont été ensuite

recouverts par un film en polyéthyléne afin de maintenir une atmosphére saturée en humidité (Hanounik, 1986 ;

Bouhassan et al., 2004). Les feuilles ont été mises a incuber durant 11 jours a une température comprise entre 18 et

20°C. Durant cette période, les feuilles ont été quotidiennement pulvérisées d’eau distillée stérile pour maintenir une

humidité relative comprise entre 70 et 100%. Les 5 dispositifs expérimentaux sont représentés dans la Figure 6.
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Figure 4. Dispositif expérimental de I'inoculation artificielle sur les feuilles détachées des 5 plantes hotes.
a : Dispositif expérimental de I'oignon, b : Dispositif expérimental de la féve, ¢ : Dispositif expérimental de la

tomate,
d : Dispositif expérimental de la vigne, e : Dispositif expérimental du haricot.
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l11.3.5. Notations effectuées et analyse des résultats
l11.3.5.1. Période d’incubation

A partir du 1¢" jour d’inoculation, les feuilles ont été examinées durant les deux premiers jours d'incubation afin de
déterminer le temps nécessaire a I'apparition des premiers symptémes correspondant & la période d’incubation

exprimée en jours.
111.3.5.2. Période de latence

L’observation visuelle quotidienne des Iésions a permis d’estimer la période de latence, définie comme étant le

temps nécessaire a I'apparition des premiers conidiophores a la surface des tissus nécrosés (Parlevliet, 1979).
l11.3.5.3. Nombre de spores

Au bout du 11éme jour, les feuilles sont immergées une a une dans un Erlen Mayer contenant 100 ml d’eau
distillée stérile. Les flacons contenant les feuilles sont mis en agitation pendant 15 minutes pour libérer les spores
a la surface des feuilles. La concentration en spores de chaque suspension est estimée a l'aide d’une cellule de
Malassez. La production moyenne de spores pour chaque isolat et pour chaque culture est ainsi exprimée en

nombre de spores/feuille.
l11.3.5.4. Diamétre des lésions

Deux jours aprés l'inoculation, nous avons mesuré quotidiennement le diamétre des lésions en millimétre durant
8 jours pour chaque plante hote. Les mesures impliquent la moyenne de deux diameétres perpendiculaires par
Iésion et par feuille qui permetttront par la suite de calculer la valeur de I'aire sous la courbe de la progression de
la maladie (AUDPC).

11.3.5.5. Calcul de FAUDPC

La progression de la maladie sur les feuilles détachées de chaque plante testée a été estimée pour une période
de 8 jours. L'aire comprise entre la courbe de la progression de la maladie et I'axe du temps (AUDPC) a été

ensulite calculée sur la base des diamétres journaliers des lésions.

L’AUDPC originellement définie par Shaner et Finney (1977) est utilisé pour résumer la progression du

pathogéne. L'’AUDPC standardisée est calculée selon la formule suivante :

n
AUDPC standardisée= Z [ (Xi+ Xi)/2 ] (ti- tiq)

i=

Avec: n= Nombre total d'observations, X; = Diamétre des Iésions a chaque observation, (t; = ti.7)= Temps

séparant deux observations consécutives.
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111.3.5.6. Analyse statistique des résultats

Pour chaque dispositif, I'inoculation est répétée 5 fois, les feuilles sont disposées dans les bacs de maniére
aléatoire. Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide du logiciel XLS stat. Les résultats expérimentaux
ont été comparés par analyse de variance (ANOVA), suivie par le test de comparaisons multiples Fisher (LSD)

par I'analyse des différences entre les groupes avec un intervalle de confiance de 95%.
l1l.4. Caractérisation génétique
l1l.4.1. Extraction et purification de ’ADN

L’extraction de I'’ADN est réalisée selon la méthode décrite par Blaiseau et al. (1992) et est détaillée en Annexe 1.
Le mycélium, obtenu a partir de boites de Pétri, est repris dans des microtubes avec du tampon d’extraction
(SDS, EDTA). Les protéines sont éliminées par une précipitation a I'acétate de potassium. Plusieurs passages au
phénol/chloroforme/alcool isoamélique sont nécessaires jusqu’a la suppression de l'interface blanche. Les ADN
obtenus sont purifiés selon le protocole décrit en Annexe 2 et repris dans du tampon TE (Tris 10 mM, EDTA 1
mM). La composition des solutions utilisées lors de I'extraction et de la purification des ADN est décrite en

Annexe 3.
l1.4.3. Controle des ADN extraits et estimation des concentrations

La qualité de I'ADN est vérifiée sur mini-gel d'agarose a 0,8% et suivie d’une révélation sous lumiere UV. Ceci est
également valable pour le controle des fragments obtenus aprés amplification de 'ADN par PCR. Les
concentrations d’ADN sont déterminées respectivement par le dép6t dans le gel des ADN de référence d'une
concentration connue de 50 ng/ul, 100 ng/ul, 150 ng/ul, 200 ng/ul et d'un marqueur de poids moléculaire (1 Kb
Ladder). Des comparaisons entre ces ADN et les bandes d’ADN de Botrytis spp. sont effectuées aprés chaque

électrophorese. Les résultats sont exprimés en ng/pl.
111.4.3.1. Electrophorése sur gel d’agarose

L'électrophorése sur gel d'agarose est une technique basée sur le déplacement de particules chargées en
solution sous l'influence d’'un champ électrique généré par un courant continu. Les molécules d’ADN a pH neutre
sont chargées négativement et migrent vers l'anode (+) oU leur vitesse de migration est inversement
proportionnelle a leur taille. Par ailleurs, la mobilité électrophorétique des fragments d’ADN a taille égale dépend
principalement de la porosité du milieu. La taille des pores d’'un gel d’agarose varie selon sa concentration (0,5 a
2%). L'utilisation du gel d’agarose permet la détection de fragments dont la taille est comprise entre 0,5 et 50 kb.
La concentration du gel d'agarose choisie est de 0,8%. Sa préparation ainsi que la composition des solutions

utilisées sont décrites respectivement en Annexe 4 et 5.
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111.4.3.2. Révélation et visualisation des ADN

La visualisation de 'ADN est possible grace au Bromure d’ethidium (BET) dont la composition est décrite en
Annexe 5. Il s'intercale dans I'’ADN et émet une fluorescence orange lorsqu'il est excité sous une lumiére UV. La

longueur optimale est de 254 nm.
l11.4.4. Amplification par PCR des fragments d’ADN

La PCR (Polymerase chain Reaction) rend possible I'amplification directe d’'une séquence d’ADN comprise entre
deux régions s’hybridant chacune avec une amorce spécifique (primer). Elle permet I'obtention in vitro d'un grand

nombre de copies (plusieurs millions) a partir d’'un fragment d’ADN spécifique.

La RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) consiste a réaliser une amplification PCR avec des amorces
d'environ 10 pb définies de fagon aléatoire. Les amplifications ont été réalisées avec 4 amorces (Eurofins MWG-

operon) dont les séquences sont les suivantes :

OPFO04 : 5-GGTGATCAGG-3’
OPF08 : 5-GGGATATCGG-3’
OPBO06 : 5-TGCTCTGCCC-3
OPBO01 : 5-GGAGGGTGTT-3'

l11.4.4.1. Préparation du milieu réactionnel

La réaction de polymérisation en chaine est réalisée dans des microtubes qui contiennent chacun 10 ng/pl
d’ADN auxquels on ajoute le milieu réactionnel suivant: 10 mM de dNTP (concentration finale de chacun des 4
oligodéoxynucléotides : 200 puM), 10 picomoles de chacune des amorces, 5 unités de Taq polymérase et 55 pl

de tampon de réaction 10X. 394 pl d'eau distillée stérile sont ajoutés a chaque microtube.

Le milieu réactionnel a été préparé a I'aide d’'un programme composé avec le logiciel Excel 2003 ou apparaissent
le volume final de la réaction, le nombre d'échantillons a tester, la quantit¢ d’ADN utilisée ainsi que les

concentrations initiales et finales de chaque composants du milieu réactionnel.

Les tubes contenant le mélange réactionnel sont soumis a des cycles de température réitérés plusieurs dizaines
de fois dans le bloc chauffant d’'un thermocycleur (appareil qui comporte une enceinte ou I'on dépose les tubes
échantillons et dans laquelle la température peut varier, trés rapidement et précisément, de 0 a 100°C par effet
Peltier). L'appareil permet la programmation de la durée et de la succession des cycles de paliers de

température. Chaque cycle comprend trois étapes+ de quelques dizaines de secondes.
l1l.4.4.2. Paramétres de 'amplification par PCR

L'amplification a été réalisée dans un thermocycler programmable PTC100 (M.J.Research) en utilisant le

programme cité par Mufioz et al. (2002) qui comporte les parameétres présentés dans le Tableau 6.
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En fin de programme, une extension finale de 5 minutes & 72°C est additionnée. Une fois 'amplification achevée,
les échantillons sont soit déposés sur gel d’agarose pour la migration soit conservés a 4°C pour une utilisation

ultérieure.

Tableau 5. Paramétres du programme d’amplification polymérase en chaine (PCR).

Etapes Température de consigne Durée programmée Nombre de cycles
1 | Dénaturation de ’ADN 94°C 60 secondes
2 | Hybridation des amorces 37°C 60 secondes
3 | Elongation des ADN 72°C 80 secondes 3
94°C 40 secondes
o 40°C 40 secondes
4 | Amplification 7950 80 econdes 35

Mufioz et al., 2002

l11.4.4.3. Electrophorése et révélation des gels

Les résultats de 'amplification sont visualisés sur gel d’agarose a 1,2% dans le tampon TBE (Annexe 5). 12 pl de
I'amplifiat sont déposés sur le gel. Un marqueur de poids moléculaire (1Kb Ladder) est déposé en paralléle des
échantillons et a I'extrémité du gel, de maniéere & déterminer la taille des fragments amplifiés. Le gel est soumis a
un courant continu de 80 volts durant 3 heures et 45 minutes. Par la suite, il est posé sur un transilluminateur

émettant une lumiere UV puis photographié.
l11.4.4.4. Expression des résultats

La taille de chaque bande est estimée par comparaison avec le marqueur de poids moléculaire (1Kb DNA
Ladder). La présence ou I'absence de bandes dans le profil détermine une matrice qui a été traitée avec le
logiciel NTSYSpc V2.01. Un indice de dissimilarité a été ensuite défini pour comparer les isolats 2 a 2. La
construction d’'un dendrogramme a été effectuée selon la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method

using Arithmetic average) qui fait appel a l'indice de Nei et Li (Van der Vlugt-Bergman et al., 1997).
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RESULTATS ET DISCUSSIONS




IV. Résultats et discussion

IV.1. ETUDE DE LA VARIABILITE MORPHOLOGIQUE ET CULTURALE
IV.1.1. CARACTERES CULTURAUX
IV.1.1.1. Aspect général des colonies

Les caractéres macroscopiques de la collection d'isolats de Botrytis spp. ont été décrits sur la base
d’'observations visuelles de la couleur, de la forme des colonies et I'aspect général du mycélium (Tableau 6,
Tableau 7).

Tableau 6. Aspect cultural des isolats de la collection de Botrytis spp.

Isolats Aspect général du mycélium
BTA02 Compact

BFBO1 Cotonneux

BVA02, BHAO1 Aérien dense

BVZ02, BFZ01, BFT01, BVAO1, BVTO01 Aérien a contour circulaire dense
BVZ01, BFA01, BFA02, BFA03, BHBO1, Aérien a contour circulaire peu dense

BVB01, BVB02 Aérien peu dense
BVZ03 Aérien verruqueux
BOAO1 Poudreux et ras

Tableau 7. Couleurs des colonies formées par les isolats de la collection de Botrytis spp.

Isolats Couleur
BTA02 Blanchatre
BFBO1 Beige
BHBO01, BVB02, BVT01, BVAQ1 Blanc grisatre
BVZ02, BFT01, BVA02, BFA03, BFZ01, BVB01, BTA01 Gris cendré
BHAO1, BOA02, BOAO1, BFAO1, BFA02, BVZ03, BVZ01 Marron verdatre

90% des isolats ont présenté une progression réguliére ou la croissance du mycélium est radiale. Parfois la
progression se fait en cercles concentriques (Figure 7). Le mycélium produit est compact, cotonneux, poudreux,
verruqueux ou ras. 35% des isolats ont produit un mycélium aérien avec une concentration plus ou moins forte
de conidiophores a la périphérie des boites de Pétri. L'isolat BOAO1 s’est distingué par rapport au reste des

isolats par un mycélium poudreux et ras a conidiophores courts et trapus.

Tous les isolats ont produit en début de croissance un mycélium blanc. Plus tard, ce dernier tend vers le créme,

le gris, le gris cendré, le marron ou le vert olive.
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Figure 5. Aspect général des colonies formées par les isolats de la collection de Botrytis spp. a :
Mycélium compact (BTA02), b : Mycélium dense (BHAO1), ¢ : Mycélium cotonneux (BFBO1), d :
Mycélium verruqueux (BVZ03), e : Mycélium poudreux (BOAO1), f : Mycélium aérien peu dense
(BVBO02).
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IV.1.1.2. Estimation de la vitesse de la croissance mycélienne

La croissance mycélienne des isolats de la collection de Botrytis spp. a été estimée au bout de 4 jours
d’incubation a 20°C en chambre de culture. La vitesse moyenne de croissance mycélienne a été calculée pour
chaque isolat (Tableau 8). Les isolats ont été ensuite classés selon leur moyenne de croissance mycélienne
(Tableau 9).

Tableau 8. Moyennes des vitesses de croissance (mm/j) des isolats de la collection de Botrytis spp.

Isolats Moyenne de la vitesse de Isolats Moyenne de la vitesse de
croissance (mml/j) croissance (mmlj)
BVA01 9,40 BFT01 15,75
BVA02 1 BFA01 16,43
BVB01 17,06 BFA02 18,5
BVB02 15 BFA03 17,68
BVT01 9,06 BTA01 16,20
BVZ01 14 BTA02 16,62
BVZ02 16,06 BOAO01 9,68
BVZ03 15,06 BOA02 18,5
BFZ01 16,31 BHBO1 17,56
BFB01 19,12 BHAO01 14,43

Tableau 9. Classe de moyenne en nombre d'isolats/classe

Moyenne de la vitesse de croissance (mmlj) Effectif Pourcentage (%)
9,01-11 4 20
14,01-16 5 25
16,01-19 10 50
19,01-21 1 5

La majorité des isolats ont investi les boites de Pétri au bout de 4 jours, & I'exception des isolats BVAO1, BVAQ2,
BVTO1 et BVZ01, BOAO1 et BHAO1, ces derniers ont eu une croissance plus lente et ont recouvert les boites de

Pétri au bout de 5 & 6 jours.

Les valeurs des vitesses moyennes de croissance mycélienne ont varié entre de 9,06 et 19,12 mm/jour. La
croissance mycélienne la plus lente a été notée chez l'isolat BVT01 avec une vitesse moyenne de 9,06 mmijour,
alors que lisolat BFTO1de la féve s'est distingué par la vitesse moyenne de croissance mycélienne la plus

élevée (19,12 mmijour). Des valeurs intermédiaires ont été enregistrées pour le reste des isolats.

Le classement des isolats a permis de distinguer 4 classes. La premiére classe est représentée par 20% de

I'effectif total, elle regroupe les isolats a croissance lente avec des valeurs comprise entre 9,01 et 11 mm/jour. La

deuxiéme classe regroupe 25% de I'effectif ayant une vitesse de croissance mycélienne comprise entre 14,01 et
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16 mml/jour, c’est le cas d'isolats de vigne de féve et de haricot. 50% de I'ensemble se situe dans la classe ou la
vitesse moyenne de croissance mycélienne va de 16,01 a 19 mmijour, les isolats de la vigne, de la féve, de

l'oignon, du haricot et de la tomate y sont présents.
IV.1.2. ANALYSE DES SPORES
IV.1.2.1. Etude de la taille des spores

La mesure de la taille des spores a permis de calculer les moyennes des longueurs et des largeurs ainsi que la
détermination des valeurs minimales et maximales des intervalles de mesures (Tableau 10). Les limites
supérieures et inférieures sont systématiquement analysées. Dans certains cas elles peuvent étre utiles pour

distinguer entre les différentes especes du genre Botrytis.

Tableau 10. Mensuration des spores des isolats de la collection de Botrytis sp. (um).

Isolat Moyenne de longueur Moyenne de largeur (um) Intervalles de mesure
BVA01 12,5 8,85 10-15x7,5-11,25
BVA02 15,01 8,06 12,5-18,75x 7,5-11,25
BVB01 12,42 9,86 10-15x 7,5-12,2
BVB02 12,68 7,92 10-16,25 x 5-11,25
BVT01 11,72 7,71 10x12,5 x 6,25-10
BVZ01 11,52 747 10-15x 5-10
BVZ02 11,88 8,25 10-15x6,5-11,5
BVZ03 13,86 8,66 12,520 x 7,5-12,5
BFZ01 10,85 7,46 7,5-125x5-7,5
BFB01 11,67 7,76 10-15x 7,5-10
BFTO01 10,03 6,66 10-11,25x 5-7,5
BFA01 11,68 6,61 10-13,75x 5-8,75
BFA02 12,3 8,76 10-17,5x 7,5-10
BFA03 11,6 75 10-15 x 6,25-10
BTAO01 9,81 6,5 7,5-11,25x 5-10
BTA02 9,86 7,16 7,5-12,5x5-10
BOAO01 11,46 5,12 7,5-13,75 x 3,75-7,5
BOA02 10,25 7,66 7,5-13,75 x 6,25-10
BHBO1 9,21 6,47 75-10x5-7,5
BHAO01 11,22 7,98 8,75-13,75 x 5-10

Tous les isolats de la collection produisent des conidies présentant diverses formes, ovoides, ellipsoidales,
pyriformes, citrifomes, rondes ou globulaires (Figure 8). L'observation des conidies produites a indiqué une

variabilitt morphologique importante.
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Figure 6. Forme des conidies de Botrytis spp. observées au microscope optique
(Grossissement x 40). a: Ovoide (BVA02), b : Ellipsoide (BVZ03), ¢ : Pyriforme (BOA01), d :
Sub-globuleuse (BVT01), e : Sphérique (BHB01), f : Globeuse (BHAO1).
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Les spores des isolats de la collection ont présenté des tailles comprises dans l'intervalle de mesure 7,5-20 x 5-
12,5. Les tailles les plus importantes ont été observées chez les isolats BVA02 (15,01 x 8,06 um), BVZ03 (13,86
x 8,66 um) et BVB02 (12,68x792um) alors que l'isolat BHBO1 s’est caractérisé par les spores les plus petites

(9,21 x 6,47um). Des tailles intermédiaires ont été notées pour le reste des isolats étudiés.

L’analyse de variance a montré une différence hautement significative concernant I'effet de la longueur, de la
largeur et du ratio sur les isolats étudiés. Le test de Newman et Keuls a 5% effectué pour les trois paramétres a
permis de classer les isolats en groupes homogénes (Annexe 6). Le classement des groupes non
significativement différents a permis de différencier des groupes homogénes pour les trois paramétres mesurés.
Les groupes obtenus indiquent une variabilité importante au sein des isolats de la collection étudiée, en dépit du

fait que la majorité des isolats sont supposés appartenir a 'espéce Botrytis cinerea.
IV.1.2.2. Estimation de la concentration en spores

Les observations indiquent que certains isolats produisent des spores en abondance sur la totalité de la surface,
pour d'autres isolats, les fructifications sont peu abondantes et organisées en touffes, en paquets ou en cercles

concentriques.

La concentration en spores a été estimée sur des cultures agées de 12 jours. Le comptage des spores a été
réalisé pour chaque isolat. La moyenne est exprimée en nombre de spores par millilitre et par centimétre carré
(Tableau 11).

Tableau 11. Concentration en spores des isolats de Botrytis spp. cultivés sur milieu PDA (spores/ml/cm?).

Isolat Concentration en spores Isolat Concentration en spores
BVA01 13 x10¢ BFT01 43 x104
BVA02 20,3 x10¢ BFA01 27,6 x104
BVB01 18 x104 BFA02 21 x10¢
BVB02 5 x104 BFA03 26,3 x10¢
BVT01 30,6 x104 BTA01 62,3 x104
BVZ01 34,3 x104 BTA02 40,6 x10¢
BVZ02 59,6 x104 BOAO01 129,3 x104
BVZ03 43,6 x104 BOAO02 24,6 x104
BFZ01 30 x104 BHBO1 7,3 x104
BFB01 53,3 x104 BHA01 38,3 x104

Les valeurs moyennes de la concentration en spores obtenues pour les isolats de la collection sont trés variables
etvontde 5 x104 & 129,3 x10* spores/ml/cm2. Les concentrations les plus faibles ont été notées pour les isolats
BVB02 et BHB01 tandis que la concentration la plus importante est notée pour I'isolat BOAO1 de I'oignon. Selon

I'importance de la sporulation, les isolats ont été regroupés dans des classes de concentration (Tableau 12).
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Tableau 12. Effectif de chaque classe de concentration en spores/ml/cm2,

Concentration en spores Effectif Pourcentage Isolats
spores/mlicm? (x104) (%)
0-10 2 10 BVB02 et BHBO01
10,1-30 8 40 BVAO1, BVA02, BVB01, BFB01, BFAO1, BFA02,
BFAO03 et BOA02
30,1-50 6 30 BVT01, BVZ01, BVZ03, BFZ01, BTA02 et BHAO01
50,1-70 3 15 BVZ02, BFT01 et BTAO1
110,1-130 1 5 BOAO1

40% de l'effectif total présente une sporulation moyenne allant de 10 & 30 x10* spores/ml/cm?. C’est le cas des
isolats BVAO1, BVA02, BVB01 de la vigne et aussi celui des isolats BFB01, BFAQ1, BFA02 et BFAQ3 provenant

de la féve ainsi que l'isolat BOAO2 de I'oignon.

15% de I'effectif total a produit une sporulation relativement élevée allant de 50 a 70 x10* spores/ml/cm? tels que
les isolats BVZ02 de la vigne, I'isolat BFTO1 de la féve et I'isolat BTAO1 de la tomate. Un seul isolat représente la

classe ou la sporulation est tres abondante dépassant 100 spores/ml/cm?, il s’agit de l'isolat BOAO1 de I'oignon.
IV. ETUDE DES SCLEROTES

La formation de sclérotes par les isolats de la collection de Botrytis spp. a été observée. Au début de leurs
formation, les sclérotes sont blanc cotonneux ou vert foncé. lls noircissent par la suite et présentent un aspect
luisant. Des formes diverses ont été observées, les sclérotes sont plats, convexoides, arrondis, circulaires ou a

contours irréguliers (Figure 9). Les résultats obtenus lors de I'étude des sclérotes sont présentés en Tableau 13.

Tableau 13. Caractéristiques des sclérotes produits par 9 isolats de la collection de Botrytis spp. cultivés sur
milieu PDA (jour d'apparition, Nombre de sclérotes/cm2, Moyennes des longueurs, Moyennes des largeurs,

Intervalles de mesure)

Isolats  Jour d’apparition Nombre de Moyennes des Moyennes des Intervalles de mesure
sclérotes/cm? longueurs (mm) largeurs (mm)

BVA01 13¢me jour 0,12 2,62 2,37 1-4 x 1-4
BVA02 10¢me jour 2,08 2,74 2,35 0,5-5x0,5-4
BVZ02 20¢eme jour 1,16 3,25 2,63 1-5,5x 1-4,5
BVZ03 18¢me jour 1,03 2,68 1,86 1-4x0,5-3,5
BFA01 10%me jour 0,14 3.9 3,5 1-6 x 1-4,5
BFA03 11¢me jour 0,25 2,85 2,08 1,5-4 x 1,5-3
BFTO01 8éme jour 0,55 3,85 2,85 2-5x1,5-5
BTA01 16¢me jour 3,28 2,62 1,91 1-4,5 x 1-4
BHB01 6eme jour 0,83 5,34 3,87 2,5-9x2-6
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Figure 7. Aspect des sclérotes formés par quelques isolats de la collection de Botrytis spp. a: BVA02, b:
BVZ02, c:BVZ03,d:BFA01,e:BFAQ3, f: BFT01, g : BVAO1, h : BHBO1, i : BTAO1.
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IV.1.3.1. Temps nécessaire a I'apparition des sclérotes

Le temps nécessaire pour I'apparition des premiers sclérotes a été estimé pour les 9 isolats de la collection qui
ont produit des sclérotes. Il a varié de 6 a 20 jours (Tableau 13). Le reste des isolats n‘ont pas produit de

sclérotes, et ce, méme au-dela de 45 jours d’observation.

Les premiers sclérotes ont été formés par l'isolat BHBO1 du haricot au bout de 6 jours d’observation, suivi par
lisolat BFTO1 de la féve. D’autres isolats tels que BVAO2 de la vigne, BFAOQ1 et BFAO3 de la féve ont produit des
sclérotes aprés une dizaine de jours aprés I'ensemencement. Les isolats BVZ03 et BVZ02 de la vigne ont produit

des sclérotes respectivement au 18¢me et au 20ém jour.
IV.1.3.2. Taille des sclérotes

Les sclérotes formés par les 9 isolats de la collection de Botrytis spp. ont été mesurés afin de déterminer les
moyennes des longueurs, les moyennes des largeurs ainsi que les intervalles de mesures qui reflétent les limites

inférieures et supérieures (Tableau 13).

L'intervalle de mesure pour I'ensemble des isolats ayant produit des sclérotes se situe aux alentours de 0,5-9 x
0,4-6 mm. Les résultats ont montré que lisolat BHBO1 s’est distingué par les sclérotes les plus volumineux avec
5,34 mm de longueur en moyenne et 3,87 mm de largeur en moyenne. Les sclérotes les plus petits ont été
observés chez l'isolat BVAQO2 de la vigne avec une taille moyenne de 2,74 x 2,35 mm comprise dans l'intervalle
0,5-5x0,5-4.

IV.1.3.3. Estimation de la densité des sclérotes

Le dénombrement des sclérotes a permis d’estimer la densité moyenne par centimétre carré (Tableau 13). Les
données indiquent une densités de sclérotes (sclérotes/cm?) variable entre 0,12 et 3,28 sclérotes/cm?. I'isolat
BTAO1 de la tomate ainsi que les 3 isolats de la vigne BVA02, BVZ02 et BVZ03 ont présenté les densité les plus

élevées en comparaison avec l'isolat BVAO1 de la vigne qui a produit trés peu de sclérotes.
IV.1.4. DISCUSSION

Les résultats obtenus lors de I'étude des caractéres culturaux indiquent une grande variabilité des isolats de
notre collection. La variabilit¢ morphologique et la diversité génétique des espéces du genre Botrytis et
particuliecrement celles de I'espéce Botrytis cinerea ont largement été décrites dans de nombreux travaux
auparavant (Morgan et al., 1971 ; Harrison, 1976 ; Jarvis , 1977) et approfondies durant les derniéres décennies
(Van der Vlugt-Bergmans et al., 1993; Diolez et al., 1995; Giraud et al., 1998, Salhi, 2004, Meamiche, 2005,
Rami, 2006).

Les observations ont permis de regrouper les isolats sur la base de la densité du mycélium. Cependant, ces
regroupements ne procurent pas de résultats exploitables par les outils statistiques. De plus, leur obtention est

basée sur des observations visuelles sujettes a la subjectivité de I'observateur. D’autant plus que les caractéres

40



macroscopiques tels que la couleur et I'aspect du mycélium peuvent varier chez le méme isolat au fur et a

mesure des repiquages.

Néanmoins, l'isolat BOAO1 de I'oignon s’est distingué par un aspect mycélien, une croissance mycélienne et des
spores n'ayant aucune similarité avec les autres isolats de la collection. A partir de cette observation, lisolat a été
soupgonné appartenir a une espéce associée a l'oignon autre que Botrytis cinerea, l'isolat a de ce fait bénéficié

d’'une attention particuliére durant les études ultérieures.

La plupart des isolats se sont caractérisés par un mycélium a dominance gris cendré a marron grisatre, ce qui
est confirmé par les résultats obtenus par Merad et Merdjani (1997), Messgou (2000) et Salhi (2004) qui se sont

penchés sur la variabilité morphologique et culturale d'isolats Algériens.

L’étude de la croissance mycélienne a été réalisée sur le milieu de culture PDA qui est décrit comme étant le
milieu qui génére le moins de variabilité (Salhi, 2004 ; Abou Zeid et al., 1996 ; Abou Zeid et al., 1998 ; Cherif et
al., 1998). La croissance mycélienne a l'image d’autres traits morphologiques et culturaux est souvent prise en
compte pour distinguer entre les espéces de Botrytis spp. Nos résultats se rapprochent de ceux obtenus par
Abou Zeid et al. (1998) pour I'ensemble des isolats. Nous avons noté que les isolats de la féve ont présentés une
croissance réguliere similaire & celle des isolats des autres cultures supposés appartenir & I'espéce Botrytis

cinerea. Seul l'isolat BOAO1 s’est démarqué encore une fois par une progression trés lente.

La taille des conidies est considérée comme un critére de discrimination entre les espéces de Botrytis spp.
Harrison (1983) a rapporté que I'aspect des colonies étant similaire, la taille des conidies demeurait le trait le plus
significatif pour distinguer des espéces telles que Botrytis cinerea et Botrytis fabae. La littérature indique que les
conidies de Botrytis cinerea sont généralement subglobuleuses ou elliptiques avec une tailles de 9-12 x 7-10 um
(Jarvis, 1980), alors que les conidies de Botrytis fabae sont plutét sphériques a ovales, parfois bi ou tricellulaires
(Epton et Richmond, 1980), leur taille est comprise dans l'intervalle 15-24 x 12-20 um (Jarvis, 1980). D'autres
auteurs ont noté des tailles de conidies pour Botrytis fabae comprises dans l'intervalle 14-29 x 11-20 um. Mais

dans la plupart du temps l'intervalle évoqué est 16-25 x13-16 um (Ellis et Waller, 1974b, Harrison, 1983).

Les isolats de la vigne, de la tomate, du haricot et de I'cignon ont présenté des tailles caractérisant I'espéce
Botrytis cinerea. Les 6 isolats de la féve ont présenté des tailles comprises dans l'intervalle 10,03 -12,3 x 6,66 -
8,76 um correspondant également a l'intervalle caractérisant Botrytis cinerea. On a méme noté que les conidies
des isolats de la feve étaient sensiblement plus petites que celles des isolats de la vigne, ce qui laisserait

supposer que les 6 isolats de la féve appartiendraient a I'espece Botrytis cinerea.

Bien que les prélévements aient été effectués sur 5 Wilayas et que les échantillons sélectionnés aient présenté
des lésions étendues correspondant aux phases agressives de la maladie taches chocolat, les isolats de la féve
semblent appartenir a I'espéces Botrytis cinerea. Ce résultat indique que les champs de féve sont attaqués non
seulement par Botrytis fabae comme l'indique la bibliographie (Ellis et Waller, 1974a, 1974b) mais également par
Botrytis cinerea qui est tout aussi capable de causer des dégats sérieux. Le phénoméne a déja été rapporté par

Bouznad et al. (1998) qui ont constaté qu’en Algérie, I'espéce Botrytis cinerea était prédominante sur les cultures
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de féve. lls soupgonnent que les conditions climatiques défavoriseraient l'installation de Botrytis fabae. Kenaoui

et Lounis (1998) ont supposé I'existence de compétition entre les deux espéces.

De plus, Mirzaei et al. (2008) ont étudié la distribution des espéces du genre Botrytis a travers I'lran sur 150
échantillons (Feuilles, tiges, gousses) de feve qui présentaient des symptdmes de la maladie taches chocolat.

Seulement 2 isolats ont été identifiés comme étant des isolats de Botrytis fabae.

La taille moyenne des conidies de l'isolat BOAO1 est de 11,46 x 5,12 um et se situe dans l'intervalle 7,5-13,75 x
3,75-7,5 qui se rapproche des intervalles attribués a Botrytis aclada et Botrytis allii par Nielsen et al. (2001) (8,4-
12 x 4,6- 6,5 um) et Yohalem et al. (2003) (6,5-11 x 4-6). Par ailleurs, I'aspect cultural, la couleur des colonies
ainsi que la forme des conidiophores sont compatibles avec les descriptions retenues pour les espéces Botrytis
aclada et Botrytis allii selon les mémes auteurs. Il existe un risque de confusion entre ces deux espéces en
raison de similitudes morphologiques. Néanmoins, la clé de détermination proposée par Chilvers et du Toit

(2006) nous laisse supposer que l'isolat BOAO1 correspond plus a I'espéce Botrytis aclada.

La concentration en spore est également prise en compte pour différencier entre les espéces du genre Botrytis
(Stakman, 1929 ; Zriba, 1993, Abou Zeid et al., 1996). Les résultats obtenus durant notre étude se rapprochent
de ceux obtenus par Abou Zeid et al. (1996). Par contre, ils ne correspondent pas a ceux obtenus par Salhi
(2004), sans doute en raison de I'age de la collection, car dans notre cas, I'estimation de la concentration des
spores a été effectuée dés la purification des isolats. Par ailleurs, nos résultats ont révélé une variabilité intra
spécifique évidente au sein de I'espéce Botrytis cinerea. L'isolat BOAO1 supposé appartenir a 'espéce Botrytis
alacada s'est distingué par une sporulation largement plus importante que celles des autres isolats. Nous ne
disposons pas de références bibliographiques quant au taux de sporulation des espéces spécialisées sur

I'oignon, cependant, cette différence significative ne fait que renforcer I'hypothése émise précédemment.

Botrytis cinerea produit des sclérotes extrémement variables en forme et en densité (Jarvis, 1977 ; Messgo,
2000, Salhi, 2004 ). Roussel et Bouard (1971) in Galet (1977) ont décrit les sclérotes de Botrytis cinerea comme
des structures polymorphes avec des tailles allant de 1 a 2 mm, parfois 2 a 3 sclérotes peuvent confluer. Nos
résultats indiquent que les 3 isolats de la féve ont présenté des tailles moyennes correspondant plus a Botrytis
cinerea qu'a Botrytis fabae. Les mémes observations ont été obtenus pour les isolats des autres plantes. L'isolat
BOAO1 n’a pas produit de sclérotes. Yohalem et al. (2003), Nielsen et al. (2001) ainsi que Chilvers et Du Toit

(2007) ont souligné qu’aucun cas de Botrytis aclada ayant produit des sclérotes n’a été rapporté.

Compte tenu de ce qui précéde et sur la base des associations avec les plantes a partir desquelles nos isolats
ont été récoltés, les résultats obtenus concernant les caractéristiques morphologiques et culturales des isolats de
la collection de Botrytis spp. nous laissent supposer que 19 isolats, y compris les 6 isolats de la féve
appartiennent a I'espéce Botrytis cinerea alors que l'isolat BOAO1 de I'oignon pourrait appartenir a l'une des

especes Botrytis aclada, Botrytis allii ou Botrytis squamosa.
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IV. 2. ETUDE DE LA SPECIALISATION PARASITAIRE ET DE LA VARIABILITE DU POUVOIR PATHOGENE DES ISOLATS DE LA
COLLECTION DE BOTRYTIS SPP.

IV.2.1. Cas de la vigne

Les résultats issus de I'inoculation artificielle des isolats sur les feuilles de vigne sont présentés dans le Tableau
14,

Tableau 14. Périodes d'incubation, de latence, nombre de spores et AUDPC des isolats de la collection de

Botrytis spp. sur feuilles détachées de vigne.

Isolats Période d’incubation Période de latence Nombre de spores AUDPC des Lésions
(Jours) (Jours) (sp/mlff)
BVA01 26 58 370 x 10° 103,5
BVA02 1,8 78 173,3x 10° 95,7
BVBO1 - - - -
BVB02 1 4,8 386,7 x 10° 187,4
BVTO01 26 8,4 366,7 x 10° 224
BVZ01 - - - -
BVZ02 1 54 293,3x 10* 234
BVZ03 1,6 7.8 350 x 10° 185
BFZ01 12 74 296,7 x 10* 240,7
BFBO01 - - - -
BFTO01 1 4,8 300 x 10° 213,6
BFA01 2 5,6 270 x 10° 172,7
BFA02 2 6,6 406,7 x 10* 135,6
BFA03 1,6 8 436,7 x 10* 97,5
BTA01 1,6 6,6 466,7 x 10° 190,2
BTA02 28 7.8 203,3x 10* 203,8
BOAO1 - - - -
BOA02 2,4 8,4 166,7 x 10” 118,2
BHBO01 1,8 6,4 410 x 10° 222
BHA01 - - 370 x 10° -

IV.2.1.1. Période d’incubation

Les résultats indiquent que 15 isolats ont produit des interactions compatibles avec les feuilles détachées de
vigne. Les isolats de la vigne BVB02 et BVZ02 ainsi que lisolat BFT01 de la féve ont induit des lésions
nécrotiques 24 heures aprés l'inoculation artificielle avec 15% de sites infectés. Les autres isolats ont induit des
lésions au 2¢me et au 3éme jour au bout desquels 61% des sites inoculés ont été infectés. L'isolat BTAO2 de la

tomate a présenté la période d’incubation la plus longue (2,8 jours).
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Les Iésions naissantes observées sous la goutte de I'inoculum ont présenté une couleur marron et une forme
ronde ou ovale. Leurs contours deviennent irréguliers au fil des jours et leur parcours suit le prolongement des
nervures de la feuille (Figure 10a,b). Les feuilles témoins ainsi que celles inoculées avec les isolats BVB01,
BVZ01 de la vigne, BFB01 de la féeve et BOAO1 de I'cignon n’ont pas présenté de lésions au cours de la période
de notation. L'analyse de variance de l'effet des isolats sur la période d'incubation a montré des différences
significatives. Le test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec un intervalle de confiance a 95% a classé

les 15 isolats dans des groupes homogénes (Annexe 7).
IV.2.1.2. Période de latence

La période de latence va de 5 a 8 jours en moyenne. Les isolats BVB02 de la vigne et BFT01 de la féve ont été
les premiers a sporuler a partir des tissus infectés (4,8 jours). La sporulation des autres isolats s'est échelonnée
du 5¢me au 8éme jour. L'isolat BVTO1 a présenté la période de la latence la plus longue (8,4 jours). L'analyse de
variance de l'effet des isolats sur la période de latence a montré des différences significatives. Le test de
comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec un intervalle de confiance a 95% a classé les 15 isolats dans des

groupes homogénes (Annexe 8).
IV.2.1.3. Nombre de spores

La production de spores moyenne est de 326 x 104 spores/feuille. L'isolat BTAO1 a produit le plus de spores (467
x 10* spores/feuille) avec un recouvrement total de la surface foliaire au bout du 11éme jour (Figure 10c), suivi par
les isolats BFAO1 de la Féve et I'isolat BHBO1 du haricot. Le groupe suivant s’est caractérisé par une production
allant de 270 a 386 x 104 spores/feuille et a regroupé 6 isolats de vigne, de féve et de haricot. La sporulation la
moins importante a été enregistrée pour lisolat BOAO2 de I'oignon avec 166 x 104 spores/feuille. Aucune
sporulation n'a été observée sur les feuilles inoculées avec les isolats BVB01, BVZ01, BFB01, BOAO1 et BHAO1.
Ilena été de méme pour les sites témoins. L'analyse de variance de I'effet des isolats sur le nombre de spores a
montré des différences significatives. Le test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec un intervalle de

confiance a 95% a classé les 15 isolats dans des groupes homogénes (Annexe 9).
IV.2.1.4. Diamétre des lésions

L’analyse de la progression du diametre des lésions a révélé une variabilité importante entre les isolats. Les
lésions des isolats BVZ03 et BVZ02 ont progressé trés rapidement envahissant entiérement la surface foliaire.
Ces isolats se sont également distingués par les valeurs AUDPC les plus importantes (234-240).
Les isolats tels que ceux de la tomate, du haricot et de la féve, ont également causé des Iésions étendues,
cependant la vitesse de progression était plus modérée et les valeurs AUDPC ont varié entre 135 et 222. Les
deux isolats de la vigne BVAO1 et BVAO2 ainsi que l'isolat BFAO3 de la féve ont induit des Iésions dont la
progression est plus lente en comparaison aux autres isolats, ils ont présenté les valeurs AUDPC les plus faibles
(95 et 103). L'analyse de variance de 'AUDPC du diametre des Iésions a indiqué des différences significatives
entre les isolats et a permis de classer ces derniers en groupes homogénes selon le test de comparaisons

multiples de Fisher (LSD) avec un intervalle de confiance a 95% (Annexe 10).
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Figure 8. Progression et sporulation des Iésions nécrotiques sur les feuilles
détachées de vigne. a: Lésion nécrotique aprés 48 heures d’incubation, b:
Lésion nécrotique aprés 9 jours d’incubation, c: Sporulation de [lisolat
BOAO2.
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IV.2.5.5. Discussion

Botrytis cinerea attaque les feuilles, les bourgeons, les rameaux, les fleurs et les grappes de vigne. C'est un
pathogene dangereux et redouté par les viticulteurs (Nair et Hill, 1992). L'industrie vitivinicole est particulierement
affectée par ce champignon (Derckel et al., 1999). L'inoculation artificielle des feuilles détachées de vigne avec
les isolats de la collection de Botrytis spp. a fait ressortir une variabilité remarquable du pouvoir pathogéne a

travers les paramétres étudiés.

Les lésions ont présenté une couleur marron, une forme circulaire au départ puis des contours irréguliers suivant
le profile des nervures des feuilles. Ces mémes symptdmes ont été décrits sur des feuilles détachées de vigne
inoculées avec des isolats de Botrytis cinerea de la vigne et d’autres cultures (Derckel et al., 1999 ; Pearson,
1998 ; Rami, 2006).

Les premiéres lésions sont apparues aprés 24 heures d'incubation. Derckel et al. (1999) ont rapporté que les
isolats les plus agressifs induisent des lésions nécrotiques visibles au bout de 3 jours, cependant, ils ont ajouté
que la germination des conidies de Botrytis cinerea se fait entre 2 et 10 heures aprés l'inoculation. Cette
différence peut étre liée au fait que nos isolats soient plus agressifs que ceux étudiés par Derckel et al. (1999) ou

bien que notre matériel végétal soit plus sensible.

Les périodes de latences ont varié a travers les isolats et ne semblent pas étre proportionnelles aux périodes
d’incubation. Le nombre de spores/feuille pour chaque isolats indique également une variabilité significative qui
semble indépendante de 'agressivité des isolats et de leur origine vue que ce sont des isolats de féve, de tomate
et de haricot qui ont présenté le nombre de spores par feuille le plus élevé. Ceci peut étre imputé a la tendance
saprophyte et opportuniste de Botrytis qui s'installe et se multiplie a la faveur des tissus sénescents et putréfiés.
Ces résultats illustrent le réle que peuvent jouer les feuilles infectées dans les vignobles en conditions naturelles,
car elles assurent a ce dernier un support en début de saison pour des attaques ultérieures. L'age des feuilles
ainsi que leur état physiologique ont pu avoir une influence sur la sporulation. Le phénomeéne a été observé lors

de nombreuses interactions plante/pathogéne (Creighton et al., 1986 ; Roumen, 1992).

L'analyse des valeurs AUDPC indique une variabilité du pouvoir pathogéne (Madden et al, 2007), ces résultats
s'accordent avec ceux obtenus par d’autres auteurs (Van der Viugt-Bergman et al., 1993 ; Derckel et al., 1999 ;
Cotoras et Silva, 2005). Les isolats de la tomate ont été plus agressifs que ceux de la vigne ce qui contredit les
conclusions de Derckel et al. (1999), de Cotoras et Silva (2005) et de Pie et Brower (1993) qui avancent une
spécificité a I'héte au sein des populations de Botrytis cinerea. Néanmoins, Derckel et al. (1999) ont constaté que
la souche T8 de la tomate présentait le méme degré d’agressivité que les souches de vigne sur des feuilles de
vigne. Malgré tout, les mécanismes impliqués dans le degré de spécialisation de Botrytis cinerea sur différents

hétes restent peu connus

Les isolats de vigne de notre collection ont présenté une variabilité du pouvoir pathogene pouvant étre liée a
I'existence des deux sous especes fransposa et vacuma. Martinez et al. (2003) ont d’abord considéré que les

isolats fransposa et vacuma présentaient le méme degré d’agressivité vis-a-vis de la vigne. Plus tard, ils
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souligneront que les isolats fransposa sont plus virulents que les isolats vacuma. Des analyses génétiques plus
approfondies pourront nous apporter plus d’information concernant la typologie génétique et la virulence des

isolats de notre collection vis-a-vis de la vigne.

L'isolat de I'oignon BOAO1 n'a pas induit de Iésions durant I'étude. Ce fait pourrait confirmer d’une part
I'appartenance de l'isolat & I'espéce associée a I'oignon Botrytis aclada et d’autre part la possibilité de discriminer
certaines espéces du genre Botrytis sur la base de la spécialisation parasitaire comme lindiquent certains
auteurs (Hennebert, 1973 ; Prins et al., 2000).

IV.2.2. Cas de la feve

Les résultats obtenus lors de I'inoculation des isolats de la collection sur les feuilles détachées de féve sont

présentés en Tableau 15.

Tableau 15. Périodes d'incubation, de latence, nombre de spores et AUDPC des isolats de la collection de

Botrytis spp. sur feuilles détachées de féve.

Isolats  Période d’incubation Période de latence Nombre de spores AUDPC des
(Jours) (Jours) (spores/mi/feuilles) Lésions

BVA01 34 6,3 163 x 103 234
BVA02 14 - - 46,4
BVBO01 1,2 6,6 63 x 103 66,2
BVB02 1,6 - 44,9
BVTO01 14 - 46,6
BVZ01 1,2 53 120 x 103 79,1
BVZ02

BVZ03

BFZ01

BFB01 1 5 43x 103 128
BFTO1

BFA01 1,1 - R 56 4
BFA02 1,5 - R 84.1
BFAO03 1,6 - - 416
BTA01

BTA02

BOA01 2,8 - - 29,3
BOA02 3 6,3 56 x 103 37,5
BHBO01 1,4 7 340 x 103 102,2
BHA01 1,6 - - 42,3
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IV.2.2.1. La période d’incubation

Suite a l'inoculation artificielle des feuilles détachées de féve, 14 isolats ont induit des Iésions nécrotiques avec
74% de sites infectés. La période d’incubation a varié de 1 jour pour l'isolat de la féve BFB01 a 3,6 jours pour
lisolat de I'oignon BOAOQ1. Les sites témoins inoculés avec I'eau distillée stérile n'ont présenté aucune Iésion
sous la goutte d’eau. L’analyse de variance de la période d’incubation des isolats ayant induit des Iésions indique
des différences significatives entre les isolats. Le test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec un

intervalle de confiance a 95% a permis de classer les groupes non significativement différents (Annexe 11).
IV.2.2.2. La période de latence

Seuls 6 isolats ont initié une sporulation a la surface des lésions. La période de latence moyenne est de 6 jours.
L'isolat de la féve BFB01 a été le premier a produire des spores sur les tissus infectés (5 jours) suivis de pres par
lisolat de la vigne BVZ01 (5,3 jours).

L’analyse de variance de la période de latence des isolats ayant sporulé a indiqué une différence significative
entre les 6 isolats. Le test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec un intervalle de confiance a 95% a

permis de classer des groupes non significativement différents (Annexe 12).
IV.2.2.3. Le nombre de spores

L'isolat BHBO1du haricot s’est distingué par une production de spores de 340 x 10° spores/feuille. Dans une
moindre mesure, les isolats de la vigne BVAO1 et BVZ01 ont produit des spores & raison de 163 et 120 x 103
spores/feuille. L'isolat de la vigne BVB01 et l'isolat de I'oignon ont produits moins de spores, entre 63 et 56 x 103

spores/feuille. L'isolat BFB01 de la féve a présenté le nombre de spores le plus faible.

L'analyse de variance de la production de spores des isolats ayant sporulé a indiqué une différence significative
entre les 6 isolats. Le test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec un intervalle de confiance a 95% a

permis de classer les groupes non significativement différents (Annexe 13).
IV.2.2.4. Le diamétre des Iésions

En analysant la progression du diametre des Iésions, nous avons relevé une variabilité a travers les isolats, la
progression de la taille des lésions est présentée en Figure 11. Les Iésions des isolats BFBO1 de la féve et
BHBO1 du haricot ont évolué tres rapidement, particuliérement du 6éme au 9 éme jour de notation, ol des surfaces
importantes des feuilles ont été détruites. Les Iésions induites par les isolats BFA01, BFA02 de la feve, BVBO1 et
BVZ01 de la vigne ont eu une progression moins rapide et des surfaces plus limitées. La progression la plus
lente a été observée pour les Iésions induites par les isolats BVAO1 de la vigne et BOAO1 de 'oignon. En effet,

suite a leur formation, leur diamétre a cessé d’augmenter au dela du 4¢m jour.

L’analyse de variance de 'AUDPC du diamétre des lésions a indiqué des différences significatives entre les

isolats et a permis de classer ces derniers en groupes homogénes (Annexe 14).
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Figure 9. Progression des Iésions nécrotiques sur les feuilles détachées de feve.
a: Feuille de feve inoculée avec lisolat BFB01, b: Feuille de féve inoculée avec l'isolat
BFAO1, c: Feuille de féve inoculée avec I'isolat BOAO1.
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IV.2.2.5. Discussion

I'aspect des lésions induites par les isolats de Botrytis spp sur les feuilles détachées de féve correspond aux
descriptions faites par de nombreux auteurs concernant les symptémes caractérisant la maladie tache chocolat
associée aux deux espéces Botrytis fabae et a Botrytis cinerea (Harisson, 1988 ; Messgo, 1999 ; Rhaiem et al.,
2002 ; Salhi, 2004).

Les lésions de Botrytis ont été induites sur les feuilles de féve au bout 1,7 jours. Bouhassan et al. (2003) ont
rapporté que la période d’incubation de Botrytis fabae sur féve (variété Aguadulce) était de 11 heures environ en
comparaison avec celle de Botrytis cinerea qui dure davantage. Les isolats de la feve de notre collection ont
affiché une période d’incubation de plus de 24 heures. Cette différence laisse penser que nos isolats

appartiennent a I'espéce Botrytis cinerea comme le suggeére les données morphologiques.

La période de latence et le nombre de spores obtenus se rapprochent de ceux de Bouhassan et al. (2003) et
Rhaiem et al. (2002). Par contre, il n’y a pas de correlation entre ces deux paramétres. Dans le cas ou la plante
résiste, la période de latence est retardée et le nombre de spores réduit, ce qui ne correspond pas a certains
résultats obtenus durant notre essai. Ceci pourrait suggérer l'intervention de contrbles génétiques a différentes

échelles comme I'avancent certains auteurs (Roumen et De Boef, 1993 ; Broers, 1997).

L'isolat BOAO1 de l'oignon a également induit la production de spores alors qu'il a été supposé appartenir a
I'espéce Botrytis aclada. La littérature indique que les espéces de Botrytis associées au genre Allium se limitent
au genre en question (Lacy et Lorbeer, 1995). Cependant, Tichelaar (1967) a observé des colonies de Botrytis
allii sur des débris décomposés de lin, de luzerne, de haricot et de pois, alors que Chilvers (2003) a démontré
qu'en absence de compétition, Botrytis allii était capable de coloniser des tissus sains et de sporuler

abondamment sur des feuilles stérilisées de Papaver somniferum.

Les diamétres des Iésions et les valeurs AUDPC obtenus lors de ce test se sont avérés importants pour I'étude
du pouvoir pathogene des isolats de notre collection. Les différences deviennent de plus en plus significatives en
fonction du temps, elles suggérent ainsi que les mécanismes de défense des feuilles s'enclenchent suite a la
pénétration et durant les différentes phases de I'infection et s’expriment différemment selon le pouvoir pathogéne
de l'isolat et la réceptivité de I'héte comme I'avancent plusieurs auteurs (Bouhassan et al., 2003; Bouhassan et
al., 2004 ; van Kan, 2006).

Nos observations ont indiqué que plus la progression du diamétre des Iésions étaient lente et limitée plus les
valeurs des AUDPC étaient faibles. Les isolats concernés par ces valeurs (BVAO1, BOAO1, BVB02, BOAO2) sont
donc les moins agressifs. Des résultats similaires ont été obtenus par Bouhassan et al. (2003, 2004) et Rhaiem
et al. (2002) lors d’essais de sélection de génotypes de féve résistants a Botrytis fabae. Les raisons peuvent étre
liées a des phénoménes de résistance des feuilles qui ralentissent ou stoppent la progression de la maladie
immédiatement aprés ['initiation de I'infection. On pourrait supposer I'implication des phytoalexines (wyerones et

dérivés) qui sont synthétisées par la féve et dont I'accumulation au niveau des tissus infectés inhibe la
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progression du pathogéne et particuliérement celle de Botrytis cinerea (Mansfield et Deverall, 1974 ; Mansfield,
1980, Mansfield, 1982, EL Hawa, 1998).

L’analyse des valeurs AUDPC indique que les isolats les plus agressifs proviennent de la féve et du haricot alors
que les autres isolats se sont montrés modérément agressifs. Ceci suggére I'existence d’une spécificité a I'hdte
au sein Botrytis cinerea comme l'avancent certains auteurs (Sundheim, 1973 ; Ondrej, 1973). Des études

approfondies sont préconisées pour comprendre les interactions hote/pathogéne.
IV.2.3. Cas du haricot

Les résultats obtenus lors de l'inoculation des isolats de Botrytis spp. sur les feuilles détachées de haricot sont

présentés en Tableau 16.

Tableau 16. Périodes d'incubation, de latence, nombre de spores et AUDPC des isolats de la collection de

Botrytis spp. sur feuilles détachées de haricot.

Isolats Période d’'incubation Période de latence Nombre de spores AUDPC des Lésions
(Jours) (Jours) (spores/ml/feuilles)
BVA01 2,2 8,2 92 x 103 50,1
BVA02 2,2 8,2 107 x 103 42,8
BVB01 3 8 13,4 x 103 36
BVB02 2,4 7 135x 10 55,6
BVTO01 25 - - 32,9
BVZ01 - - - -
BVZ02 - - - -
BVZ03 - - - -
BFKO01 - - - -
BFB01 26 - - 22,7
BFT01 - - - -
BFA01 - - - -
BFA02 2,7 - - 12,4
BFA03 - - - -
BTA01 - - - -
BTA02 24 8,2 168 x 103 425
BOAO1 - - - -
BOA02 - 8 220 x 103 -
BHBO01 2,2 7 214 x 103 76,6
BHA01 2,2 8,2 318 x 103 91,7
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IV.2.3.1. La période d’incubation

L'inoculation artificielle des feuilles détachées de haricot a induit 10 réactions compatibles. La période
d’incubation a varié entre 2 et 3 jours. Les sites témoins inoculés avec I'eau distillée stérile n'ont présenté aucune
Iésion sous la goutte d’eau. L'analyse de variance de I'effet des isolats sur la période d’incubation ne montre pas
de différences significatives. Cependant, le test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec un intervalle de

confiance a 95% a permis de scinder les isolats en deux groupes (Annexe 15).
IV.2.3.2. La période de latence

Seuls 8 isolats de la collection ont induit une sporulation. Les isolats BVB02 de la vigne et BHB01 du haricot ont
initié les premiéres fructifications au 7éme jour de notation. Le reste des isolats a produit des spores entre le 8éme
et le 9éme jour. L’'analyse de variance de la période de latence des isolats ayant sporulé n’a pas relevé de
différences significatives. Le test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec un intervalle de confiance a

95% a permis de classer les groupes non significativement différents (Annexe 16).
IV.2.3.3. Le nombre de spores

Une grande variabilité a été notée pour le nombre de spores, I'isolat BHAO1 du haricot a sporulé & hauteur de
318 x 103 spores/feuille alors que l'isolat BVB01 de la vigne a affiché le nombre de spores/feuille le plus faible
avec seulement 13,4 x 10° spores/feuille. Des valeurs intermédiaires ont été notées pour le reste des isolats.
Nous avons constaté que l'isolat BOAO2 de I'cignon a initié une sporulation abondante alors qu'aucune Iésion
nécrotique sous la goutte de l'inoculum n’a été observée. L'analyse de variance de la production de I'effet des
isolats sur le nombre de spores/feuille a indiqué une différence significative. Le test de comparaisons multiples de
Fisher (LSD) avec un intervalle de confiance & 95% a permis de classer les groupes non significativement

différents (Annexe 17).
IV.2.3.4. Le diamétre des lésions

Les lésions se sont d’abord formées sous la goutte de I'inoculum et sont circulaires ou aux contours irréguliers
avec un aspect desséché, huileux ou translucide (Figure 12). La couleur a varié du marron chocolat au marron
clair. Dans certain cas, des Iésions secondaires se sont propagées sur I'ensemble de la feuille sous forme de
mouchetures. Certain isolats ont induit des Iésions a progression rapide a I'image des isolats du haricot BHBO1 et
BHAO1. Ces mémes isolats ont présentés les valeurs d’AUDPC les plus élevées. D'autres isolats tels que ceux
de la vigne et de la tomate ont induit des lésions a progression moins rapide avec des diamétres moins
importants. Les deux isolats de la feve BFB0O1 et BFA02 ont induit des lésions a progression lente avec des
diamétres qui n'ont pas dépassé les 7 mm au 9éme jour d’observation. lls ont par ailleurs affiché les valeurs
d’AUDPC les plus faibles. L'analyse de variance des AUDPC des diamétres de lésions a indiqué que les
différences ne sont pas significatives. Par ailleurs, le test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec un

intervalle de confiance a 95% a permis de classer les isolats dans des groupes différents (Annexe 18).
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Figure 9. Progression des Iésions nécrotiques sur les feuilles détachées de feve.
a: Feuille de feve inoculée avec lisolat BFB01, b: Feuille de féve inoculée avec l'isolat
BFAO1, c: Feuille de féve inoculée avec I'isolat BOAO1.
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IV.2.3.5. Discussion

Les lésions nécrotiques sont apparues sous forme de brunissements circulaires a I'aspect aquifére et huileux,
ces observations s'accordent avec les descriptions rapportées dans la littérature (van den Heuvel et Grootveld,
1980 ; Ten Have et al., 1998 ; Muckenschnabel et al., 2001 ; Cotoras et Silva, 2005 ; Segmdiller et al., 2007).

Les lésions sont apparues au 2¢me jour d'incubation en moyenne. Cependant, il est possible que le processus
infectieux a I'échelle microscopique ait débuté plus t6t si I'on se référe a Ten Have (2002) qui rapporte que
l'infection primaire de Botrytis cinerea est visible environ 12 heures aprés I'inoculation. La période d'incubation a
légérement varié entre les isolats et les différences ne sont pas significatives. Cependant, les isolats de la féve

ont présenté des périodes d’incubation plus longues que ceux de la vigne et du haricot.

La période de latence est peu variable entre les isolats, ce qui laisserait supposer que la sporulation survient
indépendamment de I'agressivité ou de l'origine de I'isolat comme I'avancent certains auteurs (Roumen et De
Boef, 1993; Prins, 2001) qui soutiennent que la période de latence ne peut pas indiquer a elle seule si l'isolat est

virulent ou pas.

Le nombre de spores/feuille indique une variabilité significative qui semble indépendante de I'agressivité des
isolats contrairement a ce qu'avance Broer (1997) qui estime que la sporulation est un indicateur de virulence de
lisolat. L'age des feuilles ainsi que leur état physiologique ont pu avoir une influence sur la sporulation. Le
phénoméne a été observé lors de nombreuses interactions plante/pathogéne (Creighton et al., 1986 ;
Masterbroek et Balkema-Boomstra, 1991 ; Roumen, 1992). A la fin de la période de notation, il est apparu que
les feuilles fragilisées et sénescentes ont été plus favorables a la sporulation qu'a la pénétration dans la mesure
ou lisolat BOAO1 de l'oignon a induit une sporulation abondante alors qu'aucune Iésion n'a été observée au

cours du test, confirmant ainsi le caractére opportuniste du champignon.

Les valeurs AUDPC ont varié considérablement d’un isolat a un autre. Les isolats de la féve ont été les moins
agressifs avec des lésions peu étendues et limitées par un halo chlorotique sous-jacent aux tissus infectés
évoquant une réaction d’hypersensibilité induite. Dans ce cas, la progression du pathogéne peut étre ralentie par
des protéines inhibitrices des polygalacturonases (PGIP) synthétisées par les feuilles de haricot comme I'ont
suggéré Albersheim et Anderson (1971). Manfredini et al. (2005) ont soupgonné leur intervention dans
I'expression de la réaction de défense gene pour géne dans linteraction hote/pathogéne. D'autre part,
limplication des phaseollines n’'est pas exclue. Leur accumulation dans les tissus infectés est fortement corrélée

avec la résistance du haricot vis-a-vis de Botrytis cinerea (van den Heuvel et Grootveld, 1980).

L'isolat supposé appartenir a 'espéce Botrytis aclada a produit une interaction incompatible constatée par
I'absence de Iésions nécrotiques. Ce fait pourrait confirmer d’une part I'identification de I'espéce effectuée a partir
des critéres morphologiques et d'autre part la possibilité de discriminer entre certaines espéces du genre Botrytis

sur la base de la spécialisation parasitaire comme l'indique Hennebert (1973) et Prins et al. (2000).
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IV.2.4. Cas de la tomate
IV.2.4.1. La période d’incubation

Parmi les 20 isolats de la collection, 12 ont induit des Iésions nécrotiques sur les feuilles détachées de tomate
suite a l'inoculation artificielle (Tableau 17). Par contre, aucune sporulation n'a été observée durant la période de

notation et les sites infectés ont produit un résultat négatif y compris les sites témoins.

Tableau 17. Périodes d’incubation et AUDPC des isolats de la collection de Botrytis spp. sur feuilles détachées

de tomate.

Isolats Période d’incubation (Jours) AUDPC des
Lésions

BVAO1 32 12,4
BVA02 - -
BVBO01 - -
BVB02 3,2 20,6
BVTO1 - -
BVZ01 34 16,95
BVZ02 34 10
BVZ03 32 29,9
BFKO01 3 33
BFB01 32 31,5
BFTO01 3 16
BFA01 32 18,3
BFA02 - -
BFA03 32 14,3
BTA01 - -
BTA02 3 44
BOAO1 - -
BOA02 - -
BHBO1 - -
BHA01 2,2 29,3

La période d'incubation a peu varié et s'est située entre le 3éme et le 4éme jour, ol 41% des sites inoculés ont été
infectés. Les isolats BHAO1 du haricot, BTAO02 de la tomate, BFT01 et BFZ01 de la féve ont présenté la période
d’incubation la plus courte. lls ont été suivis par les isolats de la vigne et de la féve. Les sites témoins n'ont
présenté aucune lésion sous la goutte d'eau. L'analyse de variance de l'effet des isolats sur la période
d’incubation ne montre pas de différences significatives. Le test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec

un intervalle de confiance a 95% a regroupé les 12 isolats dans le méme groupe (Annexe 19).
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IV.2.4.2. Le diamétre des lésions

Les lésions sont apparues comme de petites taches discrétes, elles s'étendent lentement et sont souvent
entourées d’'une zone aquifére a l'aspect huileux. Dans d’autres cas, les Iésions sont auréolées par un halo

chlorotique plus ou moins étendu (Figure 13).

L'isolat BTAO2 de la tomate a affiché la progression la plus rapide avec les diamétres les plus importants du 2éme
au 9%me jour. Il a également présenté la valeur AUDPC moyenne la plus élevée. Des isolats comme BVZ03 de la
vigne, BFZ01 et BFBO1 ont induits des Iésions moins étendues avec une progression moins rapide. Les Iésions
induites par l'isolat BOAO1 de I'oignon ont été entourées d’un halo chlorotique apparent. Les Iésions induites par
les isolats BVAO1 et BVZ02 de la vigne ont présenté la progression la plus lente avec les valeurs AUDPC les plus
faibles. L'analyse de variance de l'effet des isolats sur TAUDPC des diamétres de lésions a indiqué des
différences significatives. Le test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) avec un intervalle de confiance a

95% a classé les isolats dans 3 groupes homogénes (Annexe 20).

Figure 11. Types de lésions induites par les isolats BTAO1, BOAO1 et BVB. a: Lésion a
contours huileux, b: Lésion entourée d’un halo chlorotique c: Lésion discréte a progression
limitée.
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IV.2.4.3. Discussion

La tomate (Lycopersicom esculentum. L) est sujette aux attaques de Botrytis cinerea. Ce couple hbte/pathogéne
a fait I'objet de nombreuses études (van Kan et al., 1997 ; Com ménil et al., 1998 ; Benito et al., 1998 ; Diaz et

al., 2002) compte tenu de I'importance des dégats causés sur cette culture.

L’aspect des Iésions induites correspond a celui décrit par de nombreux auteurs ayant étudié des pathosystémes
similaires (Verhoeff, 1970 ; Ten Have et al., 1998 ; Benito et al., 1998 ; Ten Have, 2000 ; Elad et al., 2004). Les
Iésions nécrotiques ont été visibles a I'ceil nu au 3¢me jour en moyenne, la méme période a été rapportée par Ten
Have et al. (1998, 2000). En revanche, la période d'incubation de Botrytis cinerea sur des feuilles de tomate est
plus courte si 'on se référe a d'autres travaux (Cotoras et Silva, 2005). Cet écart de temps pourrait étre éclairci
avec une étude microscopique approfondie des premieres phases d’adhésion, de germination et de pénétration
de nos isolats. La période d'incubation a peu varié, cependant, des différences de 24 heures ont été relevées
entre l'isolat de la tomate et quelques isolats de la vigne. Des différences similaires ont été rapportées par
Cotoras et Silva (2005).

La sporulation est considérée comme un segment fondamental dans le processus infectieux d’'un pathogéne
nécrotrophe et correspond a la phase ou le champignon se multiplie pour assurer la perpétuation de son cycle
biologique (Tenberge, 2004 ; van Kan, 2006). Or, durant notre test, cette phase ne semble pas avoir été atteinte.
Les raisons peuvent étre attribuées a une résistance de la plante hote. Dans ce cas, on pourrait supposer
lintervention de I'a-tomatine a laquelle on attribue une action fongistatique (Sandrock et VanEtten, 1998 ;
Friedman, 2002) et insecticide (Kowalski et al., 2000). Verhoeff et Liem (1975) ont rapporté que I'a-tomatine
inhibait la croissance mycélienne de Botrytis cinerea et qu'elle était responsable du maintien du stade quiescent

de Botrytis cinerea durant lequel la sporulation est stoppée (Quidde et al., 1998).

Le pouvoir pathogene des isolats a varié. L'isolat de la tomate a été plus agressif vu que le diametre de ces
[ésions était de 13 mm au 9éme jour contrairement a celui de la vigne dont le diameétre des Iésions ne dépassait
pas les 3 mm au bout de la méme période. Des résultats similaires ont été obtenus par Cotoras et Saliva (2005)
qui ont constaté que sur des feuilles de tomate, les isolats de la tomate étaient nettement plus virulents que les
isolats de la vigne et ont lié le phénoméne a une sorte de spécialisation parasitaire qui pourrait exister entre les

populations de pathogénes et les cultures a partir desquelles elles sont isolées.

Les isolats de la féve ont produit des Iésions avec des degrés d’'agressivité variables ce qui éloigne I'hypothése
de leur appartenance a I'espece Botrytis fabae. Par ailleurs, I'isolat BOAO1 supposé appartenir a I'espéce Botrytis
aclada a produit une interaction négative avec les feuilles de tomate. Ce constat consolide d’avantage la

caractérisation effectuée sur la base des critéres morphologiques et culturaux.

57



IV.2.5. Cas de 'oignon

Les résultats obtenus lors de I'inoculation artificielle des feuilles d’oignon avec les isolats de la collection sont

présentés en Tableau 18.

Tableau 18. Périodes d'incubation, de latence, nombre de spores et AUDPC des isolats de la collection de

Botrytis spp. sur feuilles détachées d'oignon.

Isolats Période d’incubation Période de latence Nombre de spores AUDPC des
(Jours) (Jours) (spores/mi/feuilles) Lésions
BVA01 4,6 6,6 31,4 x103 15,7
BVA02 44 6 40,6 x 108 17,5
BVB01 38 - - 68,7
BVB02 - 83 10,8 x 103
BVTO1 1,6 43 11,4 x 108 62,5
BVZ01 4.8 - - 5,5
BVZ02 4,2 5 49 x 103 21,7
BVZ03 3 - - 474
BFZ01 3 3,4 19,4 x 108 82,8
BFB01 34 6 37,2 46,8
BFT01 - - - 0
BFA01 3,4 6 10 x 103 13
BFA02 3 4,6 18 x 103 33,75
BFA03 32 - - 35,5
BTAO01
BTA02
BOA01 1,2 6,6 274 x 108 64,7
BOA02 3,8 6,3 16 x 103 44
BHBO1 43 - - 40,8
BHAO01 44 - - 56,9

IV.2.5.1. La période d’incubation

Les lésions nécrotiques ont été induites sur les feuilles d’oignon 3 jours en moyenne apres l'inoculation ou 74%
des sites inoculés ont été infectés a 'exception des sites inoculés avec les isolats BVB02, BFT01, BTAO1 et
BTAOQ2. Les sites témoins n'ont présenté aucune Iésion sous la goutte d’eau. L'analyse de variance de I'effet des
isolats sur la période d'incubation a indiqué des différences significatives. Le test de comparaisons multiples de

Fisher (LSD) avec un intervalle de confiance a 95% a classé les isolats en groupes homogénes (Annexe 21).
IV.2.4.2. La période de latence

La sporulation a été initiée au centre des lésions ou aux extrémités des feuilles. L'isolat BVB02 n'a pas induit de
Iésions, néanmoins, une sporulation a été observée sur les extrémités des feuilles au 7éme jour aprés 'inoculation.
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L'analyse de variance de I'effet des isolats sur la période de latence a indiqué des différences significatives. Le
test de comparaisons multiples de Fisher (LSD) a classé les isolats en groupes homogenes (Annexe 22).

IV.2.5.3. Le Nombre de spores

Au terme de la période de notation, 64% des isolats inoculés sur les feuilles d’'oignon ont induit une sporulation
plus ou moins abondante indépendamment de la formation des lésions et de leur diameétre. L'isolat BVZ02de la
vigne a produit le plus de spores avec 49 x 10° spores/feuille suivis par l'isolat BVAO2 de la vigne. Les isolats
BFA02, BOAO1, BVTO1 et BVB02 ont produit une sporulation moyenne comprise entre 18 x 103 et 104
spores/feuille, avec la valeur la moins élevée pour l'isolat BFAO1. L'analyse de variance de I'effet des isolats sur
la période d'incubation a indiqué des différences significatives. Le test de comparaisons multiples de Fisher

(LSD) avec un intervalle de confiance a 95% a classé les isolats en groupes homogénes (Annexe 23).
IV.2.5.4. Le diamétre des lésions

les Iésions ont présenté une couleur a tendance aquifére ou huileuse (Figure 14). Les Iésions induites par les
isolats BVAO1, BVAO2 et BFAO1 ont progressé de maniere lente et réguliere suivant une forme circulaire
marquée alors que les isolats BVT01 et BFZ01 ont présenté des Iésions a contours irréguliers et une progression
rapide suivant les nervures longitudinales. Les isolats les plus agressifs sont ceux de la vigne, de I'oignon et de la
feve, ils ont présenté les valeurs AUDPC les plus élevées. L'isolat BFAO1 a présenté les valeurs les plus faibles
reflétant la progression la plus lente. La comparaison des valeurs ' AUDPC a révélé une différence significative
concernant I'effet des isolats sur la progression de la maladie et nous a permis de classer les isolats ayant induit

des Iésions en 4 groupes homogénes (Annexe 24).

Figure 12. Types de Iésions et sporulation de quelques isolats sur les feuilles détachées
d’'oignon. a: Lésion peu développée au contours réguliers. b: Lésion étendue a I'aspect
huileux c¢: Sporulation au centre de la Iésion et aux extremité de la feuille d’oignon.

59



IV.2.5.5. Discussion

L’oignon (Allium cepa L.) est sensible aux attaques de plusieurs espéces de Botrytis. Les résultats obtenus lors
de la confrontation des isolats de notre collection avec les feuilles détachées d’oignon ont permis d’observer une

variabilité incontestable des paramétres étudiés pour chaque isolats.

L'aspect des lésions induites par les isolats de la collection correspond aux descriptions faites par d'autres
auteurs concernant les symptomes de Botritys cinerea et de Botrytis aclada sur les feuilles d'cignon (Stewart et
Mansfield, 1984 ; Kucharek, 2006 ; Chilvers et du Toit, 2006).

La période d'incubation est de 3,5 jours en moyenne. Une moyenne similaire a été notée par Stewart et
Mansfield (1984) avec Botrytis allii et Botrytis cinerea. L'isolat BOAO1 supposé appartenir a I'espéce Botrytis
aclada a présenté la période d’incubation la plus courte, ceci laisse supposer qu'il aurait eu plus de facilités a

pénétrer son hote que les autres isolats.

La période de latence a considérablement varié (de 3 a 8 jours) et s'est produite indépendamment de la présence
de lIésions nécrotiques. Le phénomeéne a été décrit par Chilvers et Du Toit (2006) qui rapportent que les espéces
de Botrytis associées au genre Allium produisent des spores au bout d’'une période variable dépendante de
I'étendue des tissus infectés ainsi que de I'age des plantes. Il est également admis que les tissus agés et
sénescents sont plus vulnérables a la colonisation par ces derniéres (Lorbeer et Andaloro, 1983 ; Sutton et al.,

1984, 1990), ce qui a été observé durant notre étude.

Nous avons noté que la production de spores est plus importante lorsque les tissus sont détruits et présentent un
état de macération avancé, ce qui s'accorde avec les observations de Kucharek (2000) et Chilvers et al. (2007).
Ces résultats laissent supposer que la production de spores chez Botrytis dépend directement de sa capacité a
pénétrer son héte et a provoquer une macération des tissus, le phénoméne a dailleurs été décrit par de
nombreux auteurs (Lesley et Maude, 1984 ; Kucharek, 2000 ; Chilvers et du Toit, 2006). Nous avons également
constaté que l'isolat de la vigne BVB02 a produit des spores au bout de 8 jours sur des feuilles ol aucune Iésion
n'a été observée, ce qui confirme que la pénétration s’est faite vraisemblablement de maniére passive a la faveur

des altérations de la feuille en conditions artificielles.

A travers nos résultats, l'intensité de sporulation exprimée en nombre de spores/feuille n’apparait pas comme un
indicateur d’agressivité étant donné que ce sont les isolats qui ont présenté les valeurs d’AUDPC les plus faibles
qui ont produit le plus de spores par feuille. A contrario, des isolats plus agressifs ont présenté des intensités de
sporulation moindres. Ce phénoméne peut étre expliqué par la nature opportuniste de Botrytis qui s’exprime par

ces tendances tantét pathogéne tant6t saprophyte comme l'indique la littérature (van Kan, 2006).
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IV.3. CARACTERISATION GENETIQUE
IV.3.1. Contréle de la qualité des ADN extraits

Le contrble de la qualité de 'ADN obtenus se fait grace a une électrophorése sur gel d’agarose. A ce stade,
I’ADN précipité correspond a 'ADN total présent dans les cellules du champignon. Les extraits ’ADN de bonne
qualité y sont représentés par des bandes intenses au sommet du gel, tandis que les bandes diffuses (smear)
révélent une légere dégradation de I'ADN. Aprés la migration sur le gel d'agarose, certaines bandes d’ADN sont
apparues avec une intensité moyenne voir faible, ceci pourrait étre dii a une présence d’ADN en faible quantité

pour qu'il soit révélé de maniere claire et évidente sur le gel. Les concentrations sont présentées en Tableau 24.

Tableau 24. Concentrations des ADN obtenus.

Isolat Concentration (ng/pl) isolat Concentration (ng/pl)
BVAO1 150 BFTO01 100
BVA02 100 BFAO01 100
BVBO01 100 BFA02 150
BVB02 100 BFA03 100
BVTO1 50 BTA01 100
BVZ01 100 BTA02 150
BVZ02 50 BOAO01 100
BVZ03 50 BOA02 100
BFZ01 50 BHBO1 150
BFBO1 150 BHAO01 100

IV.3.2. Etude du polymorphisme de I’ADN par les marqueurs RAPD

L’étude du plymorphisme génétique a été réalisée pour les 20 isolats de la collection de Botrytis spp. Lors de la
migration des produits amplifiés, 'amorce OPF08 a été la seule a n'avoir pas produit d’amplification. Cette
derniére ne semble pas étre adaptée aux espéces de Botrytis. Les 3 amorces ayant produit une amplification ont

permis d’'observer des profils ou 15 bandes ont été amplifiées, dont 11 bandes polymorphes.

L’amorce OPBO01 a amplifié des bandes non polymorphes. Seulement 4 fragments ont été produits au total chez
trois isolats de la féve. Les isolats BFZ01, BFBO1 ont produit un méme profil du type 1. L'isolat BFT01 se
distingue des deux autres isolats par la bande 2 (750-1000 pb).
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IV.3.2.1. Analyse des profils obtenus avec I'amorce OPB06

En ce qui concerne I'amorce OPBO0G, les profils ont reflété une variation entre 18 isolats exceptés pour les isolats
BVZ02 et BFZ01 qui n'ont pas produit de fragments. Les différences d'intensité entre les bandes ont rendu

difficile 'interprétation des résultats. Néanmoins, 7 profils différents ont pu étre identifiés (Figure 17).

l.vigne L.féve l.tomate l.oignon l.haricot

10 11 12 13 14 15 16 1 19 20

JEINREERY REEERY

Figure 13. Profils éléctrophorétiques obtenus avec 'amorce OPBOB. I: Isolats,
T: Type de profil, b: Bande, 1: BVA01, 2: BVA02, 3: BVBO01, 4: BVB02, 5: BVT01, 6: BVZ01,
7: BVZ02, 8: BVZ03, 9: BFZ01, 10: BFB01, 11: BFTO01, 12: BFA01, 13: BFA02, 14: BFA03,

15: BTAO01, 16: BTA02, 17: BOAO1, 18: BOA02, 19: BHB01, 20: BHAO1.

Le profil du type 1 est commun a 8 isolats de vigne (BVAO1, BVA02, BVB01, BVB02, BVT01), 2 isolats de féve
(BFBO1 et BFTO1) et 1 isolat de tomate (BTAQ1). 2 isolats de vigne (BVZ01 et BVZ03) issus de la région Est
d’Alger (Tizi Ouzou) ainsi que 3 isolats de feve (BFA01, BFAO2 et BFAQ3) de la région centre (Alger) ont
présenté un profil de type 2. Les isolats de tomate (BTA02), d’oignon (BOAO1) et de haricot (BHBO1) ont
présenté les profils respectifs de type 3,4, 5,6 et 7.

.L'analyse des 7 profils a révélé que la taille des bandes obtenues varie entre 250 et 3000 pb. La bande 1 (2500-
3000pb) est commune aux 18 isolats mis a part l'isolat BOAO1 qui a présenté un profil de type 4. Par ailleurs,
aucune bande caractéristique n’a été produite chez ce dernier. D'autres bandes peuvent étre communes aux
différents types de profils, comme c’est le cas pour la bande 5 (750 pb) que I'on observe chez certains isolats de
vigne, de féve, de tomate et d’oignon ainsi que chez les deux isolats de haricot et ce, indépendamment de
l'origine géographique des isolats. Les bandes 6 et 7 (entre 250 et 500 pb) ont été observées uniquement chez

des isolats de tomate, d’oignon et de haricot et déterminent les profils de type 3, 5 et 6.
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A un seuil de coupure de 70% de similitude, le dendrogramme a permis de différencier 3 groupes (Figure 18). Le
groupe 1 réunit 5 isolats de vigne (Alger, Blida, Tipaza), 2 isolats de féve (Blida, Tipaza) et un isolat de tomate
(Alger). Le groupe 2 rassemble 3 isolats de vigne (Tizi Ouzou) et 3 isolats de féve (Alger), un isolat de tomate
BTAO1 (Alger) et deux isolats d’oignon BOAO1 et BOAO2 (Alger). Le groupe 3 rassemble ['isolat de féve BFZ01
(Tizi Ouzou) et les deux isolats du haricot BHAO1 et BHBO1 (Alger, Blida).

L’analyse des groupes obtenus a un seuil de coupure de 78% de similitude a permis d’observer une diversité
intra spécifique indépendante de la plante hote si I'on considére que 19 isolats de la collection de Botrytis spp.
appartiennent a 'espéce Botrytis cinerea. Par ailleurs, les deux isolats de I'oignon ont été rassemblés au sein du
méme sous groupe. Une diversité inter spécifique peut étre évoquée vu que les données morphologiques et
pathologiques indiquent que lisolat BOAO1 est proche des espéces Botrytis aclada, Botrytis allii et Botrytis

Squamosa.
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Figure 14. Dendrogramme obtenu avec I'amorce OPB06. Méthode UPGMA,Coefficient de
Nei

IV.3.2.2. Analyse des profils obtenus avec I'amorce OPF04

Les profils obtenus avec 'amorce OPF04 ont montré une variation intra et inter spécifique (Figure 19). Les trois
isolats BVT01, BFBO1 et BHBO1 n'ont pas produit de fragments.
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Figure 15. Profils éléctrophorétiques obtenu avec 'amorce OPFO04. I: Isolats, T: Type
de profil, b: Bande, 1: BVAO1, 2: BVA02, 3: BVB01, 4: BVB02, 5: BVT01, 6:BVZ01, 7: BVZ02, 8:
BVZ03, 9: BFZ01, 10: BFBO1, 11: BFTO01, 12: BFAO1, 13: BFA02, 14: BFA03, 15: BTAO1, 16: BTA02,
17: BOAO1, 18: BOA02, 19: BHBO1, 20: BHAO1.

L'analyse des bandes a mené a l'identification de 4 profils distincts. Le profil du type 1 regroupe trois isolats de
vigne (BVAO1, BVAQO2 et BVB01), deux isolats de féve (BFT01 et BFAO1), un isolat de tomate (BTA02) et un
isolat de haricot (BHAO1). Le profil du type 2 regroupe quatre isolats de vigne (BVB02, BVZ01, BVZ02 et BVZ03),
un isolat de féve (BFZ01) et un isolat de tomate (BTAO1). Les profils du type 3 et 4 sont respectivement
représentés par les isolats BFA02 et BOAO1 qui sont les seuls a avoir produit la bande 5 (environ 500 pb). On
note également chez cet isolat I'absence de la bande 1 (2000- 2500 pb) qui est présente chez le reste des
isolats. La bande 4 (750 pb) est commune a tous les isolats dont 'ADN a été amplifié alors que les bandes 2 et 3

(800 et 1200 pb) sont commune a seulement 50% des isolats.

Le dendrogramme obtenu pour 'amorce OPF04 & un seuil de coupure de 9% (Figure 20) a permis de distinguer
clairement l'isolat de 'oignon BOAO1 des isolats issus des autres cultures. A un seuil de coupure a 77% de
similitude, le dendrogramme classe les isolats indépendamment de leurs plantes héte d'origine. Cependant, les
isolats de vigne ont été groupés differemment en fonction de leurs origines géographiques. Ces résultats
indiquent que I'amorce OPF04 peut révéler une diversité inter spécifique entre Bolrytis cinerea et d'autres

especes spécialistes de I'oignon qui semblent étre génétiquement éloignées.
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Figure 16. Dendrogramme obtenu avec 'amorce OPF04. Méthode UPGMA,Coefficient
de Nei

IV.3.3. Discussion

L’étude du polymorphisme a été réalisée sur les 20 isolats de la collection de Botrytis spp. Suite aux étapes
d’extraction de 'ADN, quatre amorces ont été choisies pour 'amplification des échantillons. Seules deux amorces

ont produit des fragments qui ont exhibé une diversité intra et inter spécifique.

L’amorce OPFO08 n'a produit aucun fragment lors de la révélation sur gel d’'agarose. Il se pourrait que cette
derniere ne soit pas adaptée pour I'étude des espéces du genre Botrytis. Cela indique de maniére claire qu'une
seule amorce n'est pas suffisante pour estimer la diversité génétique d’'une population pathogéne comme

lindiquent Van der Vlugt Bergman et al. (1993).

Les isolats BFZ01, BFBO1 et BFT10 de la féve ont été les seuls a avoir généré des produits d’amplification avec
I'amorce OPBO01. Ces derniers se sont révélés monomorphes. Nos résultats ne correspondent pas a ceux
obtenus par Salhi (2004) qui a utilisé la méme amorce. Ceci peut étre di a des conditions de conservation
inadéquates ayant altéré I'amorce lors de notre étude. Il serait intéressant de réutiliser 'amorce OPB01 avec un

nombre d’échantillons plus élevé afin de lever les ambiguités liées aux résultats obtenus.

L'analyse des dendrogrammes montre que les isolats de la collection sont génétiquement proches. Les groupes
ont été séparés a des seuils de coupures supérieurs a 70% de similitude, exception faite de I'isolat BOAO1 qui
s’est démarqué des autres isolats & un seuil de coupure de 9% avec I'amorce OPF04. Ce résultat s’accorde avec
les données recueillies lors de I'étude des critéres morphologiques et du pouvoir pathogéne. Cependant des

études plus poussées avec un nombre plus élevé d'isolats issus d’oignon et I'utilisation de marqueurs plus
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spécifiques peuvent nous permettre de savoir si l'isolat en question correspond a Botrytis aclada ou a Botrytis
allii. En effet, Botrytis allii est considéré comme un polyploide résultant de I'hybridation inter spécifique entre le
type Al de Botrytis aclada et Botrytis byssoidae (Nielsen et Yohalem 2001, Staats, 2007).

Les isolats de la féve se sont révélés génétiquement similaires aux autres isolats. Ceci consolide les données
morphologiques qui nous ont permis de caractériser les 6 isolats de feve comme des Botrytis cinerea. Ca
implique que Botrytis cinerea est plus répandu que Botrytis fabae dans les parcelles de féve visitées comme
I'avancent Bouznad et al. (1998) qui ont montré qu’en Algérie, I'espece Botrytis cinerea était dominante par
rapport a Botrytis fabae, les conditions climatiques ont été évoquées comme un facteur important dans la

répartition des deux espéces a travers le territoire.

De nombreux travaux ont montré que les populations de Botrytis cinerea sur vigne présentaient une diversité
génétique intrinséque importante due aux éléments transposables (Giraud et al., 1997 ; Giraud et al., 1998 ;
Giraud et al., 1999 ; Martinez et al., 2005 ; Mufioz et al , 2002). Nos résultats indiquent une diversité génétique
entre les isolats de vigne a un seuil de coupure de 77% de similitude avec 'amorce OPF04. En effet, deux isolats
provenant de vignobles voisins ont été classés dans des groupes différents. Werlemark et al. (2006) expliquent
ce phénomeéne par I'existence de subpopulations ou de races dans la zone de prélévement. A contrario, le
dendrogramme de I'amorce OPB06 & un seuil de coupure de 78% de similitude indique que les isolats de vigne
provenant de la méme région présentent des profils similaires. Le concept selon lequel Botrytis cinerea sur vigne
soit un complexe de deux espéces jumelles vivant en sympatrie & travers une structure de subpopulations
morphologiquement similaires et distinctes du point de vue génétique ( Giraud et al., 1999 ; Martinez et al., 2005 ;
Mufioz et al, 2002) n'a pas encore été étudié en Algérie. Par contre, I'étude de la diversité génétique d’une
population tunisienne de Botrytis cinerea par des marqueurs moléculaire a permis d'identifier les deux groupes
transposa et vacuma (Dorsaf et Hamada, 2005). Un échantillonnage plus large permettrait sans doute
d’'approfondir nos connaissances concernant la dynamique des populations de Botrytis cinerea évoluant sur les

vignobles Algériens.

Le croisement des données relatives a la taille des spores des isolats de la collection de Botrytis spp. avec le
profil RAPD de I'amorce OPB06 indique des similitudes non négligeables dans le classement des isolats. En
effet, les isolats BHBO1, BHAO1 et BFZ01 ont présenté les tailles de spores les plus petites et ont été classés
dans le méme groupe homogéne, plus tard, le dendrogramme obtenu avec 'amorce OPBO0G6 a révélé que ces
mémes isolats étaient trés proches. Il se pourrait que 'amorce en question ait révélé une diversité génétique intra
spécifique liée au phénotype des isolats. Par ailleurs, lisolat BOAO1 de l'oignon s'est distingué par des
caractéristiques morphologiques peu communes consolidées par le profil de 'amorce OPF04 qui a permis de
discriminer cet isolat & un seuil de coupure de 9% de similitude. Ces résultats indiquent que I'étude des
caractéres morphologiques est une étape importante dans I'étude des champignons pathogénes et que dans
certains cas, elle peut se révéler utile pour discriminer les souches entre elles a I'échelle intra et inter spécifique

comme l'indique Staats (2007).
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Nous avons comparé les résultats obtenus a travers I'analyse des profils RAPD avec ceux obtenus lors de I'étude
de la spécialisation parasitaire. Il est apparu que l'isolat BOAO1 cause des lésions infectieuses uniquement sur
les feuilles détachées d'oignon. L’analyse des profils RAPD a montré que l'isolat en question n’était pas similaire
aux autres isolats. Cela indique que dans certains cas, il est possible d'identifier les espéces du genre Botrytis
sur la base de leur spécialisation parasitaire comme l'indique Hennebert (1973) et Staats (2007). Il semblerait
qu'il n'y est pas de lien direct entre les profils RAPD et le pouvoir pathogéne des isolats de la collection. Kerssies
et al. (1997) ont rapporté I'absence de relation évidente entre la pathogénicité des souches de Botrytis cinerea

vis-a-vis des pétales de roses et les profils RAPD qu’elles générent.

Dans notre étude, nous avons utilisé 4 amorces. Deux d’entre elles ont généré des fragments polymorphes qui
nous ont permis de distinguer l'isolat BOAO1 des autres isolats. Sa provenance (feuilles et bulbes d'oignon), ses
caractéres morphologiques et son degré d'agressivité vis-a-vis des plantes hotes testées ont suggéré que lisolat
BOAO1 appartenait a une des espéces associées au genre Allium. De nombreux auteurs ont mis au point des
techniques d'identification et de détection de ce groupe d’espéces. Nielsen et al.(1999) ont utilisé une technique
PCR pour l'identification des deux especes Botrytis aclada et Botrytis alli en se basant sur 'étude des régions
ITS. Nielsen et al.(2002) ont également développé un systtme PCR-RFLP étudiant les régions SCAR afin
d'identifier les 7 espéces de Botrytis associées aux plantes a bulbes. Chilvers et al. (2007) ont utilisé une
technique de RT-PCR hautement spécifique pour détecter les espéces de Botrytis responsables de la pourriture
du collet dans les semences doignon. Ce sont la autant de techniques que I'on pourrait appliquer pour

approfondir nos connaissances vis-a-vis de ce groupe d’espéces.
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V. CONCLUSION GENERALE

Les espéces du genre Botrytis sont d'importants pathogénes qui s'attaquent a de nombreuses cultures
(légumineuses, cultures maraichéres, plantes ornementales, vigne, plantes a bulbes, essences forestieres...etc).
Les maladies qu’elles engendrent sont redoutées par les producteurs du monde entier en raison de 'importance
des dégéts occasionnés durant la culture et des pertes enregistrées aprés la récolte et en cours de stockage. En
Algérie, I'espéce polyphage Botrytis cinerea et I'espece spécialisée sur les légumineuses, Botrytis fabae sont les
plus étudiées, principalement du fait de leurs similarités morphologiques et symptomatiques. Par contre, il
n'existe pas de données qui puissent permettre d’affirmer ou d'infirmer la présence d'autres espéces du genre
Botrytis en Algérie. L'isolement et la caractérisation de certaines d’entre elles, sont susceptibles d’apporter un
nombre important de données concernant la spécialisation parasitaire et les facteurs qui déterminent la virulence

au sein du genre.

La caractérisation biologique basée sur I'étude des criteres morphologiques et culturaux permet d’observer la
grande diversité phénotypique a I‘échelle intra et inter spécifique qui caractérise les espéces du méme genre.
C’est une étude simple et rapide a mettre en ceuvre. Néanmoins, le manipulateur risque d’étre confronté a des
difficultés d'identification, surtout lorsque certaines espéces présentent des similarités morphologiques, comme

c’est le cas pour les deux espéces Botrytis cinerea et Botrytis fabae.

L’étude morphologique et culturale des isolats de la collection de Botrytis spp. a montré une grande diversité
phénotypique indépendamment de I'origine géographique et de la plante héte. Les résultats obtenus permettent
de suggérer que les 19 isolats de la collection appartiennent & 'espéce Botrytis cinerea y compris les isolats
issus de la féve et dont les caractéristiques morphologiques ne correspondaient pas a ceux de Botrytis fabae.
Seul I'isolat BOAO1de I'oignon est supposé appartenir a I'espéce Botrytis aclada, en raison de son comportement

cultural et des ses caractéristiques morphologiques typiques des espéces associées au genre Allium.

L’étude de la spécialisation parasitaire et du pouvoir pathogene des isolats de la collection de Botrytis spp. par la
technique d'inoculation artificielle sur les feuilles détachées de la feve, du haricot, de I'oignon, de la tomate et de
la vigne a permis d’observer une grande variabilité du pouvoir pathogéne des isolats vis-a-vis des plantes hotes
testées. Dans certains cas, les résultats suggéerent un phénoméne de spécialisation chez I'espece Botrytis
cinerea. Dans d'autres cas, le caractére nécrotrophe et saprophyte des espéces du genre Botrytis a été observé.
Cette étude a permis également d'observer le comportement de I'isolat BOAO1 qui s’'est montré agressif sur les

feuilles détachées d'oignon et peu ou pas agressif sur les feuilles détachées des autres plantes testées.

L’étude des caracteres biologiques des champignons pathogénes est une étape cruciale en phytopathologie, elle
permet d’'observer la diversité morphologique et la variabilité du pouvoir pathogéne, ce qui constitue un apport
non négligeable dans lidentification des espéces. Cependant, les limites de cette méthode en termes de

précision impliquent le recours a des techniques plus performantes et plus sensibles. L'outil moléculaire apparait
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alors comme un atout précieux en phytopathologie vue qu'il rend possible I'identification de chaque souche par
des séquences nucléiques spécifiques. La diversité génétique au sein d’'une population peut également étre
estimée a travers la similitude exprimée entre les différents isolats et ce sur la base du degré de polymorphisme

de I'’ADN pour chaque amorce.

Une des étapes charniéres de toute caractérisation moléculaire est I'extraction de 'ADN, elle conditionne I'étude
de la diversité génétique d’une population par le biais de marqueurs moléculaires adéquats. Durant notre étude,
nous avons opté pour un protocole d’extraction dADN a base de SDS connu pour convenir aux espéces du

genre Botrytis. Ce qui nous a permis d’obtenir des ADN de bonne qualité & des concentrations appréciables.

Les variations génétiques existantes au sein des 20 isolats de la collection de Botrytis spp. ont été étudiées par la
technique RAPD. Sur les quatre amorces utilisées, deux seulement ont permis d'observer des fragments
polymorphes. Une diversité inter et intra spécifique a été mise en évidence avec la distinction d’un isolat issu de
l'oignon supposé appartenir & I'espéce Botrytis aclada. Les autres isolats sont supposés appartenir a 'espéce
Botrytis cinerea conformément a leurs caractéristiques morphologiques et leurs similitudes génétiques. Les
isolats ayant produit les spores les plus petites ont présenté des profils similaires. En revanche, la variabilité du

pouvoir pathogéne ne semble pas avoir de liens avec les profils RAPD obtenus.

En définitive, notre étude nous a conduit a recueillir des données importantes concernant la caractérisation
morphologique, la spécialisation parasitaire, la variation du pouvoir pathogéne et la diversité génétique de la
collection de Botrytis spp. Elle ouvre des perspectives intéressantes pour des études ultérieures relatives a
I'épidémiologie, l'interaction plante/pathogéne, les mécanismes infectieux et la caractérisation moléculaire des
populations algériennes de Botrytis spp. Lutilisation d’'un nombre plus élevé d’amorces RAPD ainsi que
I'exploration d’autres marqueurs plus puissants tels que les microsatellites, 'AFLP et la technique CAPS sont
susceptibles d’étendre nos connaissances concernant les facteurs et les conditions qui rendent les espéces du

genre Botrytis aussi préjudiciables vis-a-vis de plantes cultivées dans le monde entier.
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Annexe 1. Protocole d’extraction a base de SDS 20% selon la méthode de Blaiseau et al.

(1992).

1-

Récupérer les microtubes contenant le mycélium frais et ajouter 1ml de tampon EDTA 50mM, SDS
20%, pH8. mélanger énergiquement avec une tige en bois et vortexer chaque tube durant une trentaine
de secondes.

Incuber a une température de 70)C pendant 15 minutes au bain mari qu'on aura préchauffé par avance.
Centrifuger a 13000 tours/minute et récupérer le surnageant.

Ajouter au surnageant 100 ul d’acétate de potassium (sodium) 5M pour assurer la précipitation des
protéines. Vortexer et laisser reposer a une température de 4°C durant 1 heure.

Sortir les tubes du réfrigérateur, centrifuger @ 13000 tours/minute durant 15 minutes et récupérer le
surnageant.

Ajouter au surnageant 800 pl du mélange Phénol-Chloroforme-alcool isoamélique. Vortexer et
centrifuger a 13000 tours/minute durant 10 minutes. Refaire I'étape 3 a 4 fois jusqu’a ce que les deux
phases soient bien distinctes.

Récupérer la phase supérieure et y ajouter 800 pl de Chloroforme pour éliminer le reste de phénol, puis
centrifuger a 13000 tours/minute durant 20 minutes.

Prélever la phase supérieur et ajouter 1 ml d’éthanol. Remuer doucement le tube en le renversant
lentement de haut en bas. La présence d’ADN se traduira par la formation d’une pelote blanchatre et
filamenteuse. Agiter et centrifuger a 13000 tours/minute durant 20 minutes.

Récupérer le culot, laisser évaporer I'éthanol durant 10 minutes et suspendre dans 400 %l de TE (Tris

10mM-EDTA 1mM). Laisser se dissoudre doucement & une température de 4°C.

Annexe 2. Protocole de purification des échantillons d’ADN.

—_
CIAJ

Prendre les échantillons d'ADN bien dissous dans le TE (Tris- EDTA).

Ajouter 100 pl de TE.

Ajouter 1 volume de phénol et centrifuger 5 mn a 13000 tours/mn.

Prélever le surnageant.

Ajouter un autre volume de phénol comme a I'étape 3 et centrifuger 5 mn & 13000 tours/mn.

Prélever le surnageant.

Ajouter 1 volume de chloroforme pour éliminer toute trace de phénol et centrifuger 5 mn a 13000
tours/mn.

Prélever le surnageant.

Ajouter 500 ul d'acétate d'ammonium et Centrifuger 10 mn a 13000 tours/mn.

Prélever délicatement la phase supérieure aqueuse, et lui ajouter 0,6 volumes d'isopropanol glacé
Mélanger doucement jusqu'a I'apparition de la pelote d’ADN.

Récupérer la pelote dans un nouveau microtube, et la laver avec 1 ml d’éthanol 70%.

Sécher I'ADN et le resuspendre dans 50 ul de TE (Tris 10mM- EDTA 1mM) ou de I'eau distillée stérile.



Annexe 3. Composition des solutions et tampons pour I'extraction et la purification de ’ADN.

SDS 20% (Sodium dodecyl sulfate)
SDs 19
Ajuster a PH7,2 par 'HCI dilué.

Tris HCL 1M PH8
Tris 121,19
HCL 12N 42 ml

Ajuster a PH8 avant de compléter le volume & 1000ml. Stériliser par filtration et conserver a 4°C.

Acétate de sodium 3M PH5,2
Acétate de sodium 408,149

Ajuster a PH5,2 par de I'acide acétique glacial avant de compléter le volume a 1000ml. Stériliser par filtration

surun filtre 0,2 um et conserver a 4°C.
Phénol/Chloroforme/ Alcool isoamélique (48/2)

Phénol 50 ml
Le mélange est gardé a 4°C.

EDTA 0,5M PH8

EDTA di-sodique 186,1g
TE = Tris EDTA (Tris 10mM, EDTA 1mM)

Chlorophorme.

Ethanol 70% (-20°C).



Annexe 4. Préparation du gel pour I'électrophorése.

10-

Mélanger 0,48 g d'agarose avec 60 ml de TBE 1X (composition décrite de annexe).

Faire fondre I'agarose au four a micro-ondes durant 3 minutes environ, jusqu’a dissolution compléte de
I'agarose.

Retirer le flacon et laisser refroidir jusqu’a ce qu'il soit possible de le saisir @ main nue (environ 60°C).
Ajouter délicatement 2l de BET (0,5ug/ml).

Etanchéifier le support de gel fourni avec la cuve a I'aide d'un ruban adhésif et placer le dispositif a plat
sur la paillasse en vérifiant le niveau.

S'assurer que le mélange ait bien refroidi pour éviter I'inhalation des vapeurs de bromure d’éthidium
(cancérigene) avant de couler le gel délicatement dans le support. Placer ensuite le peigne a I'une des
extrémités et laisser polymériser a température ambiante (30 a 60 minutes).

Retirer le peigne et positionner les puits du cbté de la cathode, électrode négative (la charge de 'ADN)
et positionner correctement le gel dans la cuve précédemment remplie avec du tampon TBE 1X (350
ml).

Préparer le tampon de charge (loading buffer), dans notre cas, il s'agit du bleu de bromophénol qui va
permettre de vérifier le front de migration. Pipeter 3ul de tampon de charge et mélanger avec 7ul d’ADN
Le chargement du gel (spotting) se fait délicatement en évitant de piquer le fond du gel avec la pipette.
Le premier puit correspond a 'ADN marqueur (ADN ladder, 200-10000bp) qui servira de repére et
indiquera la taille des bandes qui vont migrer. Le reste des puits correspond aux échantillons d’ADN a
étudier (8pl).

Fermer la cuve et brancher la source de tension sur 120 voltes durant 30 minutes.

Annexe 5. Composition des solutions et tampons pour I'électrophorése.

TBE 10X (Tris Borate EDTA)

Tris base 108g
Acide Borique 554
EDTA 0,5M PH8

40 ml
Eau distillée
BET (Bromure d’éthydium)
2 pastilles 0,2¢
Eau distillée 20 ml

Tampon de charge

Bleu de bromophénol 50 mg
Glycerol 48 ml
EDTA 0,5M PH8 2,4 ml

Eau distillée 9,6 ml



Annexe 6 : Analyse de variance de l'effet de la taille des spores sur les isolats de Botrytis

Spp.
11 : BVAO1 16 : BVZ01 111 : BFTO1 116 : BTA02
12 : BVAO2 17 : BVZ02 112 : BFAO1 117 : BOAO1
13 : BVBO1 18 : BVZ03 113 :BFA02 118 : BOAO2
14 : BVB02 19 : BFZ01 114 :BFAO3 119 : BHBO1
15 : BVTO1 110: BFBO1 11 5: BTAO1 120 : BHAO1
S.C.E DDL | CARREMOY | TESTF | PROBA ET. C.v.
VAR.TOTALE 7086,93 1999 3,55
VAR.FACTEUR1 3771,79 19 198,52 118,57 0,0000
VAR.RESIDUELLE | 3315,14 1980 1,76 1,29 11,2%

Test de Newman et Keuls au seuil de 5% de I'effet de la taille des spores sur les isolats de Botrytis spp.

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
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Annexe 7. Analyse de variance de I'effet de la période d’'incubation sur les isolats inoculés

sur les feuilles de vigne.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 14 25,600 1,829 7,619 < 0,0001
Résidus 60 14,400 0,240

Total 74 40,000

Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher
(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne

B16
B1
B18
B5
B12
B13
B19
B2
B15
B14
B9
B8
B11
B7
B4

2,800
2,600
2,600
2,400
2,000
2,000
1,800
1,800
1,600
1,600
1,600
1,200
1,000
1,000
1,000

> > > >
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Annexe 8. Analyse de variance de I'effet de la période de latence sur les isolats inoculés sur
les feuilles de vigne.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 14 98,187 7,013 12,233 < 0,0001
Résidus 60 34,400 0,573

Total 74 132,587

Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher
(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne Regroupements

B5 8,400 A

B14 8,000 A B

B16 7,800 A B

B2 7,800 A B

B8 7,400 B C

B15 6,600 C D

B13 6,600 C D

B19 6,400 D E

B1 5,800 D E F
B9 5,800 D E F
B18 5,600 E F G
B12 5,600 E F G
B7 5,400 F G
B11 4,800 G
B4 4,800 G

Annexe 9. Analyse de variance de I'effet du nombre de spores sur les isolats inoculés sur
les feuilles de vigne.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 14 3566,978 254,784 1,341 0,242
Résidus 30 5698,000 189,933

Total 44 9264,978

Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher
(LSD) a 95,00%:



Moyenne Regroupements

B15 46,667 A

B14 43,667 A

B1 42,000 A B

B19 41,000 A B

B13 40,667 A B

B4 38,667 A B C
B5 36,667 A B C
B8 35,000 A B C
B9 33,000 A B C
B11 30,000 A B C
B7 29,333 A B C
B12 27,000 A B C
B2 20,667 B C
B16 20,333 B C
B18 16,667 C

Annexe 10. Analyse de variance de l'effet de TAUDPC sur les isolats de la collection de
Botrytis spp. inoculés sur les feuilles détachées de vigne.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 14 178,880 12,777 1,164 0,326
Résidus 60 658,800 10,980

Total 74 837,680

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne  Moyenne

B11 6,600 A

B18 5,400 A B

B4 5,200 A B

B19 4,800 A B C
B7 4,800 A B C
B15 4,800 A B C
B9 4,600 A B C
B12 3,800 A B C
B13 3,600 A B C
B5 3,000 A B C
B8 2,800 A B C
B16 2,200 B C
B14 2,200 B C
B1 1,800 B C
B2 0,800 C



Annexe 11. Analyse de variance de I'effet de la période d’incubation sur les isolats inoculés

sur les feuilles de feve.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 10 36,436 70,436 4,715 0,000
Résidus 44 34,000 70,436

Total 54 70,436

Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher
(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne

B17
B1
B18
B20
B4
B2
B5
B6
B19
B3
B10

3,600
3,400
3,000
2,600
2,600
2,400
2,400
2,200
1,400
1,200
1,000
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Regroupements

B

B C

B C

B C

B C D

B C D

C D E
D E F
E F

Annexe 12. Analyse de variance de l'effet de la période de latence sur les isolats inoculés

sur les feuilles de feve.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modéle 5 9,111 1,822 4,686 0,013
Résidus 12 4,667 0,389

Total 17 13,778

Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher

Modalités Moyenne Regroupement

(LSD) a 95,00%:

B19 7,000
B3 6,667
B1 6,333
B18 6,333

A

A
A
A

B
B




B6
B10

5,333
5,000

Annexe 13. Analyse de variance de I'effet du nombre de spores sur les isolats inoculés sur

les feuilles de feve.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 5 18,791 3,758 21,206 < 0,0001
Résidus 12 2,127 0,177

Total 17 20,918

Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher
(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne

B19
B1
B6
B3
B18
B10

3,400
1,633
1,200
0,633
0,567
0,433

Regroupement
A
B
B C
C D
C D
D

Annexe 14. Analyse de variance de l'effet de TAUDPC sur les isolats inoculés sur les feuilles

de feve.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modéle 13 59935,861 4610,451 4,130 < 0,0001
Résidus 56 62507,100 1116,198

Total 69 122442,961




Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements

B10 129,500 A

B19 102,200 A B

B13 84,100 B C

B6 79,100 B C D

B3 66,200 B C D E

B12 56,400 C D E F
B2 46,600 C D E F
B5 46,400 C D E F
B20 42,300 C D E F
B14 41,000 D E F
B18 37,500 D E F
B4 35,900 E F
B17 29,300 E F
B1 23,400 F

Annexe 15. Analyse de variance de l'effet de la période d’'incubation sur les isolats. inoculés
sur les feuilles de haricot.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 9 3,372 0,375 1,359 0,240
Résidus 39 10,750 0,276

Total 48 14,122

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupement

B3 3,000 A

B13 2,750 A B
B5 2,600 A B
B10 2,600 A B
B16 2,400 A B
B4 2,400 A B
B20 2,200 B
B19 2,200 B
B2 2,200 B
B1 2,200 B



Annexe 16. Analyse de variance de l'effet de la période de latence sur les isolats inoculés

sur les feuilles de haricot

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 7 7,200 1,029 2,654 0,028
Résidus 32 12,400 0,388

Total 39 19,600

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne Regroupements

B20
B2
B1
B16
B18
B3
B19
B4

Annexe 17. Analyse de variance de I'effet du nombre de spores sur les isolats inoculés sur

8,200
8,200
8,200
8,200
8,000
8,000
7,400
7,000

les feuilles de haricot.

A
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Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 7 305510,700 43644,386 12,968 < 0,0001
Résidus 32 107698,400 3365,575

Total 39 413209,100

Classement et regroupements des groupes non significativement différents :

Modalités Moyenne

B20
B18
B19
B16
B4
B2
B1
B3

318,000
220,000
214,000
168,000
134,400
107,000
92,000
13,400

A

Regroupement
B
B
B C
C D
C D
D




Annexe 18. Analyse de variance de I'effet de TAUDPC sur les isolats inoculés sur les feuilles

de haricot.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 9 25493,405 2832,601 0,839 0,585
Résidus 40 135075,400 3376,885

Total 49 160568,805

Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher
(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne Regroupement

B20
B19
B4
B1
B2
B16
B3
B5
B10

91,700
76,600
55,600
50,100
42,800
42,500
36,000
32,900
22,700

A
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Annexe 19. Analyse de variance de I'effet de la période d’incubation sur les isolats inoculés

sur les feuilles de tomate.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modéle 10 0,982 0,098 0,600 0,805
Résidus 44 7,200 0,164

Total 54 8,182




Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher

(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne Regroupement

B6 3,400
B7 3,400
B8 3,200
B4 3,200
B14 3,200
B12 3,200
B10 3,200
B1 3,200
B11 3,000
B20 3,000
B16 3,000
B9 3,000

A

> > > > > > > > > > >

Annexe 20. Analyse de variance de I'effet de TAUDPC sur les isolats inoculés sur les feuilles

de tomate.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 11 5855,236 532,294 1,916 0,061
Résidus 48 13332,050 277,751

Total 59 19187,286

Classement et regroupements des groupes non significativement différents , Fisher

(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne Regroupements

B16 44,000
B9 33,000
B10 31,500
B8 29,900
B20 29,300
B4 20,600
B12 18,300
B6 16,950
B11 16,000

A
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B14
B1
B7

14,300
12,400
10,000

Annexe 21. Analyse de variance de I'effet de la période d’incubation sur les isolats inoculés

sur les feuilles d’oignon.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 10 22,300 0,224 6,608 < 0,0001
Résidus 54 12,300 0,112

Total 63 43,100

Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher
(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne

BVZ01
BVAO1
BVAO2
BHAO1
BHBO1
BVZ02
BVBO1
BOAO2
BFBO1
BFAO1
BFAO03
BFAO02
BVTO1

BOAO1

4,800
4,600
4,400
4,400
4,300
4,200
3,800
3,800
3,400
3,400
3,200
3,000
1,600

1,200

Regroupements
A
A
A
A
A
A
A B
A B
B
B
B C
C
C




Annexe 22. Analyse de variance de I'effet de la période de latence sur les isolats inoculés

sur les feuilles d’oignon.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 10 2,355 0,235 6,691 0,000
Résidus 22 0,774 0,035

Total 32 3,129

Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher
(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne

B7
B2
B10
B9
B1
B17
B12
B5
B13
B18
B4

1,133
0,917
0,620
0,523
0,523
0,457
0,433
0,337
0,310
0,267
0,223

Regroupements
A
A B
B C
C D
C D
C D
C D
C D
C D
D
D

Annexe 23. Analyse de variance de I'effet du nombre de spores sur les isolats inoculés sur

les feuilles d’oignon.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 10 2,355 0,235 6,691 0,000
Résidus 22 0,774 0,035

Total 32 3,129




Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher

(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne

B7 1,133
B2 0,917
B10 0,620
B9 0,523
B1 0,523
B17 0,457
B12 0,433
B5 0,337
B13 0,310
B18 0,267
B4 0,223

Regroupements
A
A B
B C
C D
C D
C D
C D
C D
C D
D
D

Annexe 24. Analyse de variance de I'effet de TAUDPC sur les isolats inoculés sur les feuilles

d’oignon.

Evaluation de la valeur de l'information apportée par les variables (HO = Y=Moy(Y)) :

Source DDL Mme des carrés Carré moyen F de Fisher Pr>F
Modele 19 60560,710 3187,406 1,747 0,045
Résidus 80 145931,700 1824,146

Total 99 206492,410

Classement et regroupements des groupes non significativement différents, Fisher

(LSD) a 95,00%:

Modalités Moyenne

B9 82,800
B3 68,700
B17 64,700

B5 62,500

Regroupements
A
A B
A B C
A B C




B6
B8
B10
B18
B19
B13
B20
B14
B7
B2
B1
B12

55,000
47,400
46,800
44,000
40,800
37,400
37,100
35,500
21,700
17,500
15,700
13,000
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RESUME

Le genre Botrytis est composé d’espéces phytopathogenes redoutables qui s'attaquent a de nombreuses cultures dans le monde.
L’espece polyphage Botrytis cinerea présente une gamme d’hétes de plus de 235 plantes. La lutte chimique est la plus utilisée, cela
dit, de nombreuses classes de fongicides deviennent inefficaces en raison de la variabilité phénotypique et génétique du pathogene.
L'identification des especes de Botrytis et la connaissance des mécanismes régissant la spécialisation parasitaire et les interactions
hoéte-pathogéne sont nécessaires pour améliorer les techniques de lutte. Afin d’y parvenir, 3 axes sont développés dans ce travail :

Le premier vise a identifier les espéces d’une collection de Botrytis spp. provenant de différentes plantes hétes. L'étude des critéres
morphologiques & travers I'aspect des colonies, la taille des spores et leurs concentrations, les sclérotes et leurs densités a permis
d'identifier 19 isolats appartenant a 'espéce polyphage Botrytis cinerea et 1 isolats supposé appartenir a une espéece spécialisée
associée a Allium spp. Ces critéres macroscopiques et microscopiques indiquent qu'il s'agit de I'espéce Botrytis alcada.

Le second axe concemne I'étude de la spécialisation parasitaire et du pouvoir pathogene de la collection de Botrytis spp. Une
technique d’inoculation artificielle sur des feuilles détachées a été mise au point. Les mesures des périodes d'incubation, de latence,
du nombre de spores et des valeurs AUDPC ont permis d’observer une variabilité importante du pouvoir pathogéne des isolats ainsi
que l'extréme polyphagie de 'espéce Botrytis cinerea. La spécialisation parasitaire de I'isolat BOAO1 a été confirmée.

Le troisieme axe vise I'étude de la diversité génétique de la collection de Botrytis spp. par I'analyse du polymorphispme des profils
RAPD. L'étude a confirmé I'appartenance des 19 isolats & I'espéce Botrytis cinerea et a classé lsolat BOAO1 comme un isolat
distinct des autres. L'analyse a révélé que les isolats peuvent présenter profils similaires indépendamment de leurs origines
géographiques et de la plante hote. Les résultats obtenus soulignent l'intérét d'utiliser d’avantage de marqueurs moléculaires pour
estimer la diversité génétique des populations de Botrytis en Algérie.

Mots clés : Botrytis spp. , caractéres morphologiques, hote spécifique, diversité génétique, polymorphisme.
SUMMARY

Botrytis genus is composed of phytopathogenic species attacking many crops worldwide. The polyphagous species Botrytis cinerea
has a wide host range to more than 235 plants. Although there are fungicides for its control, many classes of fungicides have failed
due to its morphological variability and genetic plasticity. The identification of Botrytis species and knowledge of the mechanisms
goveming the parasite specialization and host-pathogen interactions are needed to improve control techniques. To achieve this, 3
axes are developed in this work:

The first is to identify the species of a collection of Botrytis spp. from different host plants. The study of morphological criteria through
the colony morphology, size and concentrations of spores, sclerotia and their densities identified 19 isolates belonging to the
polyphagous species B. cinerea and 1 isolate supposed to belong to a specialized species associated with Allium spp. lts
microscopic and macroscopic criteria indicate that it belong to Botrytis alcada.

The second one concerns the study of parasitic specialization and pathogenic variability of the collection of Botrytis spp. A technique
of artificial inoculation on detached leaves was applied. The measurement of incubation period, latency period, number of spores
and AUDPC values has indicated significant variability in pathogenicity of isolates as well as the extreme polyphagia of Botrytis
cinerea. The parasitic specialization of the isolate BOAQ1 of onion was confirmed.

The third axis is the study of the genetic diversity of the population of Botrytis spp. by analysis of RAPD profiles polymorphispme.
The study confirmed that 19 isolates belong to the species Botrytis cinerea and classified the isolate BOAO1 as a separate isolate.
The analysis revealed that the isolates may have similar profiles regardless of their geographical origin and host plant. The results
emphasize the value of using molecular markers to estimate the genetic population’s diversity of Botrytis in Algeria.

Key words:  Botrytis spp. , morphologic traits, specific host, genetic diversity, polymorphism.
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