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Résumé

Le présent travail consiste a caractériser sur le plan cultural des isolats de
Rhizoctonia solani Kuhn, agent du rhizoctone brun de la pomme de terre (Solanum tuberosum
L.). La caractérisation s’est porté sur le suivi de la croissance mycélienne et la formation des
sclérotes par les isolats de I’agent pathogene sur le milieu minéral Czapek Dox Agar (CZ) et
le milieu organique Oatmeal Agar (OA) et sous deux températures d’incubation, a savoir 20
et 25° C. Au terme des essais, nous avons constaté que les sclérotes des deux isolats restent
totalement viables en post récolte, d’autre part, il s’est avéré que les deux isolats se sont
comporté presque identiqguement lorsqu’ils sont cultivés dans les mémes conditions. Par
ailleurs, les effets du type de milieu et de la température d’incubation nous ont semblé qu’ils
affectent fortement le comportement des deux isolats de telle sorte que le milieu OA et une
température de 25° C favorisent la croissance myceélienne alors que le milieu CZ et une

température de 20° C, sont plutdt favorable a la formation des sclérotes.

Mots clés : Pomme de terre, Rhizoctonia solani, Isolat, Milieu de culture, Température.



Résumé

Abstract

The present work consists in culturally characterizing of Rhizoctonia solani Kihn
isolates, agent of canker and black scurf of potato (Solanum tuberosum L.). The
characterization has focused on the evaluation of mycelial growth and the formation of
sclerotia by isolates of the pathogen on the mineral medium Czapek Dox Agar (CZ) and the
organic medium Oatmeal Agar (OA) and under two incubation temperatures, i.e. 20 and
25° C. At the end of the tests, we noted that the sclerotia of the two isolates remain
completely viable in postharvest, on the other hand, it turned out that the two isolates behaved
almost identically when they are cultivated in the same conditions. In addition, the effects of
the type of medium and the incubation temperature seemed to us to strongly affect the
behavior of the two isolates such that the OA medium and a temperature of 25° C favor
mycelial growth while the CZ medium and a temperature of 20° C, are rather favorable to the

formation of sclerotia.

Key words: Solanum tuberosum, Rhizoctonia solani, Isolate, Culture medium, Temperature.
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Introduction générale

| ntroduction générale

Suite alanouvelle politique agricole et aux mesures incitatives du dével oppement
de la production de produits a large consommation, la pomme de terre ne cesse de prendre
I’importance dans I’agriculture, I’économie et les habitudes alimentaires de I’algérien ;
occupant ainsi le deuxieme rang sur les vingt principales cultures vivrieres. Toutefois, ce
développement ne va pas sans contraintes de diverses natures qui peuvent s’opposer aux
objectifs escomptés. Cependant et a I’instar de toutes les cultures, celle de la pomme de terre
est souvent sujette a des aléas d’ordre abiotique et biotique. Ces derniers se manifestent
souvent par I’installation des ravageurs animaux et le développement des maladies virales,

bactériennes et cryptogamiques.

L’une des principales maladies qui causent des pertes considérables des récoltes
de pomme de terre (Solanum tuberosum L.), il y a lieu de citer le rhizoctone brun. Il s’agit
d’une maladie fongique se développant en culture et en post récolte courant le stockage. Elle
est causée par Rhizoctonia solani Kiihn qui est un champignon a large gamme d’héte. Sur
pomme de terre, il est surtout a I’origine des fontes de semi et des symptdmes sur le tubercule

dépreéciant fortement |a qualité marchande des récoltes.

La compréhension et la maitrise de cette maladie passent inéluctablement par la
connaissance de I’agent pathogéne causal. Cette connaissance doit s’intéresser entre autres
aux conditions de croissance et de développement de R. solani. L’étude de la croissance et du
développement du champignon via le suivi et I’évaluation de sa croissance mycélienne et sa
capacité aformer des sclérotes sous différentes conditions trophiques et physiques constituent
une étape primordiale dans la caractérisation de I’agent pathogéne. C’est dans cet objectif que
NOUS NOUS SOMMeES Propose a caractériser des isolats de R. solani, agent causal du rhizoctone
brun de la pomme de terre. Isolats récupérés de deux variétés de pomme de terre de saison,
largement cultivées et consommeées en Algérie et produite dans larégion de Bouira (Algérie),
il s’est agit de la variété Spunta, qui est une variété a peau jaune et la variété Désirée ; variété
apeau rouge.

Le présent document rapporte quelques connaissances bibliographiques
concernant la plante hoéte et I’agent pathogene et les principaux resultats obtenus au terme des

expérimentations ; expérimentations réalisées au niveau des laboratoires du département des

sciences agronomiques de I’université Med Boudiaf de M’sila (Algérie).

ix



Chapitre deuxieme : Lerhizoctone brun de la pomme de terre

Chapitre deuxieme

L erhizoctone brun dela pommedeterre

Le rhizoctone brun est une maladie cryptogamique et cosmopolite affectant la
pomme de terre, elle est considérée comme I’une des maladies les plus économiquement
importantes. Elle intervient au moment de la levée sur les jeunes pousses de la
pomme de terre et déprécie fortement les tubercules récoltés. La maladie est connue aussi
sous d’autres noms tels que le rhizoctone noir, la variole des tubercules ou encore maladie des

manchettes.

I1-1. Agent causal

Le rhizoctone brun est provogué par le champignon Rhizoctonia solani Kihn,
(Bedin 1994). R. Solani est I’'un des plus répandus parmi les champignons parasites des
végétaux ; il occasionne des pourritures et des fontes de semis sur de nombreuses plantes
cultivées (Johnk et Jones 1992). Il peut subsister dans le sol en saprophyte sur les débris
végétaux ou sous forme de sclérotes enfoncés dans le sol a une profondeur qui peut atteindre

30 a 40 cm. Sa survie n’y est cependant pas de tres longue durée.
[1-1-1. Taxonomie

Rhizoctonia solani J.G. Kihn (1858) est la forme parfaite du champignon
(anamorphe) dont le téléomorphe est |e basidiomycéete Thanatephorus cucumeris (A.B. Frank)

Donk (1956). Cependant, la classification de T. cucumeris est rapportée dans |e tableau 05.

Tableau 05 : Classification de Thanatephorus cucumeris, anamorphe R. solani Kthn
https:.//www.mycobank.org/page/Simple%20names, (Consulté le 27/06/2021)

Regne Fungi

Embranchement | Basidiomycota

Phylum Agaricomycotina

Classe Agaricomycetes

Ordre Cantharellales

Famille Ceratobasidiaceae

Genre Thanatephorus

Espéce Thanatephorus cucumeris (téléomorphe, anamorphe Rhizoctonia solani)

10




Chapitre deuxiéme : Le rhizoctone brun de la pomme de terre

[1.1.2 Morphologie

Rhizoctonia est un genre de champignons anamorphes de Il'ordre des
Cantharellales. Ces especes ne produisent pas de spores, mais sont constituées d'hyphes et de
sclérotes. Parmeter et Whitney (1970) ont défini un certain nombre de critéres
morphologiques pour déterminer R. solani (figure 06). Les souches qui lui sont rattache,
possedent plus de deux noyaux par article mycélien (Camporotaet al., 1984).

Le champignon en culture apparait sous forme d’un thalle blanc a marron foncé de
croissance rapide, de segments 100-250 um x 7-12 um, mycélium sclérotique et moniliforme
de diametre 30 um. On trouve de fréquentes constrictions au niveau des septa, et des
ramifications. Les ramifications forment des angles de 45° a 90°, et sont souvent
coenocytiques.

Figure 06 : Caractéristiques morphologiques de R. solani. A : Mycélium cloisonné montrant
une ramificationselon un angle droit avec une constriction suivie par une cloison transversale

(fleches). B : Compartiments mycéliens montrant plusieurs noyaux (Sneh et al., 1991)

[1-1-3. Reproduction

L anamorphe (forme imparfaite ou asexuée) de R. solani fait partie d’un groupe
de champignons qualifié de mycelia sterilia, c'est-a-dire que sous cette forme (anamorphe) ces
champignons ne produisent pas ni de spores ou de conidies asexuée ni toute autre forme de
propagules reproductrices. Toutefois, R. solani se propage en produisant dans le sol et sur les
tissus végeétaux de petites structures (1 a 3 mm de diametre), de forme irréguliere, brunes a

noires, appelées sclérotes, qui sont en fait des propagules de conservation. Les sclérotes

11
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présents dans le sol et/ou sur les tissus végétaux germent pour produire des fillaments
végétatifs (hyphes) qui peuvent attaquer différents hdtes (Muzhinji et al., 2015).

Quant au téléomorphe (forme parfaite ou sexuée), Thanatephorus cucumeris en
I’occurrence, la reproduction est assurée via la production de basidiospores (figure 07) qui
sont produites dans des organes spéciaises dits baside (Camporota, 1986 ; Grosch, 2004).

Figure 07 : Baside mare de Thanatephorus cucumeris, montrant stérigmates et basidispores
(Camporota, 1986).

[1-1-4. Les groupes d’anastomose

Les isolats de R. solani different par leurs caractéristiques phénotypiques et
génotypiques, et ont été traditionnellement organisés en groupes génétiquement apparentés
basés sur le groupement des anastomoses hyphales ou Anastomosis Groups (AG). Jusqu'a
présent, 13 AG (AG 1 a AG 13) ont été décrits, dont plusieurs sont subdivisés en sous-
groupes sur la base de la pathogénicité ou des caractéristiques génétiques (Carling et al.,
2002 ; Muzhinji et al., 2015).

La plupart des travaux rapportent que les AG sont caractérisés par une
spécialisation vis-avis des plantes d’hdtes et sont souvent associées a des symptomes
spécifiques des aux maladies qu’ils les provoquent sur les différentes plantes cultuvées. AG3
est principalement associé aux cultures de solanacées et est sous-groupe en AG 3-PT sur

pomme de terre, AG3-TB sur tabac et AG3-TM sur tomate (Bartz et al. 2010). Globalement,
12
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AG3-PT a été considéré comme I'AG prédominant le plus souvent associé aux maladies de la
pomme de terre et est capable d'infecter toutes les parties souterraines des plants de pomme de
terre a nimporte quel stade de croissance de la culture de la pomme de terre (Tsror 2010 ;
Muzhinji et al., 2015).

I1-2. Symptomatologie

La symptomatologie du rhizoctone brun concerne I’ensemble des organes de la
pomme de terre, a savoir les germes, les feuilles, les tiges et les parties souterraines y compris
les tubercules. En effet, Les symptdmes dus a R. solani sont trés caractéristiques (figures 08,
09, 10 et 11). L'attague intervient souvent assez tét, lors de la germination des tubercules, et
se manifeste alors par des retards ou des manques a la levée. Le champignon provoque des
lésions brunétres sur les germes blancs qui meurent. De nouveaux germes apparaissent a

I'ai sselle des précédents, sont attaqués, ce qui donne un aspect buissonnant aux pPousses.

Les attaques peuvent aussi avoir lieu en culture ; elle se traduit aors par un
enroulement des feuilles, la formation de tubercules aériens, une gaine gris-blanc de
mycélium ala base des tiges en conditions humides (d'ou e nom de maladie des manchettes).
Il est possible en arrachant les plants de détecter, sur les stolons et |a base des tiges, des plages

nécrosees caractéristiques.

Selon Trehord et Jouan (2001), les principaux symptomes suivant les différents

organes sont énumerés ci-apres :

v' Germe : mortalité des germes, manque a la levée, levée inégale ou tardive des plants,
faible vigueur, |ésions ou chancres brun fonce sur les nouveaux germes.

v Feuille : jaunissement de la marge, rosissement a rougissement du limbe, enroulement
et flétrissement. Présence de petits tubercules aériens a I’aisselle des feuilles basales.

v Tige: présence d’une coloration brun rougeatre a brun foncé de I’épiderme conduisant
alaformation de chancres déprimeés, parfois longs, craquelés et profonds sur les plants
matures. Réduction du nombre de tiges par plant. Dans le cas d’infection grave et en
conditions humides, présence d’un mycélium blanc grisatre (stade sexué du
champignon) dans la partie basale de latige prés du sol. Le mycélium est superficiel et
facilement enlevé par frottement. Parfois les chancres ceinturent toute la tige,
interférant avec le transport de I’eau et des éléments minéraux. Production de
tubercules groupés a la base de latige.

v" Racine: sur endroits. Production de tubercules aériens ala surface du sol.

13
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v' Stolon : avortement, présence de taches brun rougeétre a brun foncé, profondes et
fendues, qui cause des retards de croissance ou la mortaité. Interfére dans la
translocation de I’amidon versles tubercules.

v" Tubercule: réduction de la grosseur et du nombre de tubercules, présence de sclérotes
bruns & noirs a la surface du périderme et parfois au point d’attache du stolon au
tubercule. Les sclérotes sont tres visibles sur les tubercules laveés, car ils résistent au
lavage. La pelure est rugueuse et la chair n’est pas atteinte. Dans le cas de fortes
infestations, les tubercules sont déformés (fossette, aspect réticulé de la pelure,
boulage, fendu, etc.) ou il y alaformation de tubercules aériens

Figure 08 : Tubercules montrant des sclérotes (fleche) (Wharton et al., 2007).

Figure 09 : Formation de petits tubercules aériens au voisinage de la surface du sol (Gosselin
et Ouellet, 2009),

Figure 10 : Bouquets foliaire terminal dont les feuilles de coloration rougeétre a violacée ont

tendance a s’enrouler. http://plantdepommedeterre.org, (Consulté le 27/06/2021)

14
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Figure 11 : Tiges montrant des chancres (fléche) (Wharton et al., 2007)
|1-3. Epidémiologie

L es tubercules portant des sclérotes du pathogene, constituent la principale source
d’inoculum. Etant un champignon tellurique, R. solani se conserve dans le sol sous forme de
sclérotes ou sous forme de mycélium ou de fragment de mycélium, ces dernier jouent

également un réle important dans la contamination.
I1-3-1. Cycledelamaladie

Le champignon hiverne sous laforme de sclérotes dans |e sol et sur les tubercules
de semence (figure 12) ou sous la forme de mycélium dans les résidus de cultures. R. solani
peut survivre comme saprophyte trés longtemps dans les sols en colonisant des déchets

végétaux autres que la pomme de terre.

Au printemps, les sclérotes germent et produisent du mycélium qui infecte, tout au
long de la saison de croissance, les tubercules, les stolons, les racines. Les germes des
tubercules semis constituent |e stade de développement le plus critique pour les infections car
elles sont souvent causées par e mycélium présent sur les tubercules de semence. L'inoculum
doit étre dans I'environnement immeédiat des organes. Le champignon pénétre directement par
les tissus ou des blessures. Une fois qu’elle ait lieu, I’infection des tubercules et des germes
se propage de ces derniers aux autres organes, aériens surtout, ou le stade téléomorphe du
pathogéne se développe. Notons en fin que la sensibilité des plants au pathogéne diminue

avec leur développement.
I1-3-2. Conservation de I’inoculum

R. solani est fréguemment retrouvé dans de nombreux sols ayant porté a plusieurs reprises des
cultures [égumiéres. 1l dispose de potentialités saprophytiques lui permettant de se conserver
dans le sol en absence d'hétes sensibles. On le retrouve a I'état de mycélium et de pseudo-
sclérotes, souvent dans la matiere organique et les débris végétaux les plus divers quiil
colonise aisément. Il se développe facilement dans e sol, surtout si celui-ci a été désinfecté et
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débarrassé des microorganismes antagonistes potentiels (Grosch et al., 2005 ; Villeneuve et
al., 2001 ; Rivera et al., 2013). R. solani est un champignon parasite trés polyphage qui peut
sattaquer et se maintenir sur les hotes les plus divers et sur leurs débris. R. solani peut se
conserver dans le sol sous forme de mycélium ou de petits sclérotes noirs typiques, trés

adhérents a I'épiderme des tubercules contaminés. (Rivera et al., 2013 ; Scherwinski et al.,
2008).
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Figure 12 Le rhizoctone brun des tubercul es (Rhizoctonia solani); cycle et méthodes de lutte
(Bedin, 1996)
I1.4. Stratégie et moyen de lutte

La lutte contre les différents agents pathogenes passe en priorité par un ensemble
de mesures prophylactiques permettant de limiter les risques d'apparition des maladies et de
ralentir la propagation des agents phytopathogenes.

[1-4-1. Lutte chimique

Comme pour la plupart des maladies cryptogamiques des plantes, la lutte
chimique reste de trés loin le moyen le plus pratiqué et le plus efficace. Cependant, il existe
un large éventail de fongicides appartenant a di- verses familles chimiques qui ont démontré
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leur efficacité comme traitement de semences, de sol et de tubercules en post-récolte. Parmi
les matieres actives les plus utilisées, il y a lieu de citer le pencycuron, le flutolanil, le
fludioxonil, le thiophanate-méthyle, I’azoxystrobine, le chlorothalonil, le thiabendazole,
I’iprodione, le mancozebe, |le tolclofos-méthyle (Lootsma et Scholte, 1996 ; Bains et al., 2002
; Campion et a., 2003 ; Van den Boogert et Luttikholt, 2004 ; Truter, 2005 ; Errampalli et al.,
2006).

I1-4-2. Lutte culturale

La plupart des maladies dont |e rhizoctone brun sont favorisées par des conditions
humides. Un certain nombre de pratiques visera donc a modifier le microclimat au niveau des
plantes. A cet effet, la réduction des densités de plantation, I’orientation des buttes dans le
sens du vent dominant et I’élimination des adventices trop envahissantes sont des pratiques
permettant I’abaisser I’humidité au niveau de la culture, d'aérer la culture et de sécher le
feuillage. L’utilisation de variétés résistantes ou méme tolérantes a I’égard du rhizoctone de
la pomme de terre, reste le moyen de lutte le plus efficace et le moins polluant de
I’environnement. La résistance variétale de la pomme de terre a R. solani a longtemps fait

objet de programmes de sélection (Bains et al., 2002).

Par ailleurs, I’utilisation de semences exemptes de sclérotes est a envisagé comme
moyen de réduction d’inoculum. En effet, la qualité des semences doit étre vérifiée car le
succes de la culture en dépend fortement. L'observation d'un échantillon d'une centaine de
tubercules lavés permet notamment de détecter la présence éventuelle de sclérotes de
Rhizoctonia. De plus, il faut éliminer les tubercules douteux présentant des taches ou des
blessures. L'achat de semences certifiées garantit une bonne qualité sanitaire c'est-a-dire des
plants normalement exempts du pathogene. La réutilisation des petits calibres comme

semences de ferme doit étre limitée aux |ots absolument indemnes de Rhizoctonia.

D’autres pratiques culturales utilisées pour lutter contre les affections causées par
R. solani, on peut citer les rotations (figure 13) qui visent entre autre laréduction de la densité
d’inoculum dans le sol. Une rotation de quatre ans minimum est préconisée pour limiter la
fatigue des sols et le développement des différents ravageurs et pathogenes. Il est nécessaire
de ne pas intégrer dans cette rotation des cultures sensibles aux R. solani telles que, latomate,
la carotte et |a betterave (Rauf et al., 2007; Heller, 2009). Par ailleurs, la plantation a faible
profondeur et dans des sols secs et chaud pour réduire ladurée de contact entre les jeunes
organes et |le pathogéne ainsi que la récolte rapide des tubercules fils une fois mures sont

souvent pratiqués pour empécher laformation de sclérotes.
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Les sclérotes assurant la survie du champignon plusieurs années dans le sol, les
rotations longues (au moins quatre ans) doivent étre favorisées. Les sols froids ralentissent la
germination des tubercules et constituent donc un facteur de risque accru car les germes
blancs sensibles demeurent présents longtemps dans le sol. | convient de favoriser une reprise
rapide en plantant dans un sol plus ou moins froid et en effectuant une pré-germination des

semences.

Il est en outre reconnu que des apports importants de matiére organique fraiche,
peu avant la plantation, sont des facteurs de risque. Le défanage assez précoce par arrachage
des fanes permet de limiter la contamination des tubercules a partir de la végétation touchée
(figure 07). De méme, plus les tubercules mlrs restent longtemps dans le sol, plus ils sont
susceptibles d'étre attaqués, il est donc souhaitable de récolter assez tot. Le mieux est
d'arracher les pommes de terre, les laisser secher sur la butte pour les ramasser ensuite, une
fois I'épiderme bien sec (Secor et Gudmestad, 1999 ; Warton et al., 2007). De méme une
fertilisation raisonnée peut réduire I’incidence des affections de R. solani sur pomme de terre
(Baker et Martinson, 1970 ; Dashwood et al., 1991; Secor et Gudmestad, 1999; Meyer, 2002 ;
Warton et al., 2007).
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[1-4-3. Lutte biologique

Les moyens de lutte biologiqgue comme stratégie de gestion des maladies des
plantes reposent essentiellement sur I’utilisation d’antagonistes naturelles, microbiens surtout,
capables de ralentir voire inhiber le développement des agents phytopathogenes. Plusieurs
agents antagonistes se sont montrés efficace a I’égard des affections causées par R. solani sur
pomme de terre. Parmi les agents antagonistes de nature fongique on peut citer Trichoderma
sp. Verticillium biguttatum, Pythium oligandrum, Epicoccum nigrum et le champignon
mycorhizien Rhizophagus sp. (Demirci et al., 2009 ; Lahlali et Hijri, 2010 ; Galou, 2011). En
outre, Plusieurs espéces bactériennes appartenant aux genres Pseudomonas et Bacillus ont
montré un haut potentiel antagoniste vis-a-vis de R. solani sur pomme de terre (Kondoh et al .,
2000; Thrane et al., 2001; Brewer et Larkin, 2005; Mrabet et al.,2013).

Des microorganismes antagonistes sont dga homologués en agriculture
biologique pour lutter contre Rhizoctonia. Il y alieu de citer des formulations a base d’agents
bactériens tels que Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens et Streptomyces lydicus et
d’autres a base de champignons tels que Gliocladium catenulatum, et Trichoderma
harzianum. Des bioessais, en cours de validation, testent le nématode Aphelenchus avenae,

nématode mycéliophage ou mycophage, comme moyen de lutte contre entre autre R. solani.
[1-4-4. Lutteintégrée et raisonnée

La gestion intégrée des maladies de plantes est une composante essentielle de la
réussite de la production agricole. L’adoption d’une stratégie de lutte efficace peut s’averer
difficile en raison de la complexité des pathosystemes, de I’épidémiologie des agents
pathogenes et des maladies, de labiologie et de la variabilité pathol ogique des agents causals.
Cependant, le recours a I’intégration d’une maniére raisonnée de I’ensemble des moyens de
lutte disponibles peut nous permettre de maintenir le niveau des maladies a des niveaux
économiquement  acceptables tout en minimisant I’utilisation des  produits
phytopharmaceutiques chimiques, qui en dépit de leur codt élevé, leur nocivité a I’égard de la

sante publique et de I’environnement n’est plus a démontrer.

S’agissant du rhizoctone brun de la pomme de terre, I’ensemble des pratiques
culturales visant a réduire le niveau et la pérennité de I’inoculum tellurique, I’utilisation de
semences certifiées et saines et I’utilisation des produits d’origine biologique tout en
réduisant au maximum les traitements chimiques sont susceptibles d’étre intégrés dans un
systeme de culture de pomme de terre économigquement rentable et protecteur de la santé

publique et de I’environnement.
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Objectif du travail

Par ce travail nous visons une caractérisation culturae de deux isolats de

Rhizoctonia solani, agent du rhizoctone brun de la pomme de terre.

La caractérisation cible une comparaison entre les isolats sur le plan de leur
croissance mycélienne et leur capacité a former des sclérotes en fonction du type du milieu

sur lequel sont cultivés et de latempérature de leur incubation.

20



Chapitre troisieme : Matériel et méthodes

Chapitre troisieme
Matériel et Méthodes

[11.1. Matériel végétal

Le matériel végétal est constitué de tubercules de pomme de terre (Solanum
Tuberosum L.) appartenant a deux variétés largement cultivées et consommées en Algérie a
savoir, la Désirée qui est une variété a peau rouge et la Sounta qui est une variété a peau
jaune. Les principal e caractéristiques de ces deux variétés sont répertoriées dans le tableau 06.

L’origine des deux variétés est la région de Bouira (Algérie) ; région ou la culture
de la pomme de terre a pris de I’importance ces dernier temps. Les tubercules font partie
d’une récolte de saison, réalisée fin mars 2021. En vue d’étudier I’agent causal du rhizoctone
brun, notre choix s’est orienté vers les tubercules présentant des symptémes de la maladie,

c'est-a-dire, des tubercules portant des sclérotes de I’agent pathogene (figure 14).

Figure 14 : tubercules de pomme de terre portant les symptémes du rhizoctone brun ; gauche,
variété Spunta ; droite, variété Désirée (Originale, 2021)

[11.2. Matériel fongique
Le matériel fongique est constitué de deux isolats de Rhizoctonia solani Kihn,
agent du rhizoctone brun de la pomme de terre (figure 15). Les deux isolats sont obtenus par

isolement direct des tubercules portant des sclérotes (cf. Isolement de I’agent pathogene).
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Tableau 06 : Caractéristiques des variétés de pomme de terre, source d’isolats (Bulletin des
variétés. INRA/GEVES, 1994)
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Figure 15 : Rhizoctonia solani, isolats IPJ10 (gauche) et IPR10 (droite), cultures &gées de 15
jours, milieu de culture PDA (Originale, 2021).
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[11.3. Milieux de culture

Pour I’ensemble des essais, trois milieux de cultures sont retenus, le milieu PDA
(Potato Dextrose Agar), utilisé pour I’évaluation de la viabilité des sclérotes. Pour les essais
portant sur la croissance mycélienne et la formation des sclérotes, nous avons opté pour le
milieu Czapek Dox Agar (CZ) comme milieu minéral et le milieu Oatmeal Agar (OA) comme

milieux organique. Selon Rapilly (1968), la composition des trois milieux est la suivante :
[11.1.1. Milieu PDA (Potato Dextrose Agar)

a. Composition
La composition du milieu PDA est rapportée dans e tableau 07.

Tableau 07 : Composition du milieu Potato Dextrose Agar (PDA)

Ingrédient Quantité
Pomme de terre 200g
Glucose 159
Agar agar 159
Eau g.s.p. 1000ml

b. Préparation

Peler, laver, couper en tranche la pomme de terre. Cuire 15 a 20 minutes dans
200ml d’eau, filtrer sur mousseline et presser. Ajouter le glucose au filtrat, compléter le
volume a 1000ml, ajouter I’agar agar, la bien dissoudre en agitant. Autoclaver pendant 30

minutes a 121° C.
[11.1.2. Milieu OA (Oatmeal Agar)

a. Composition
Le milieu OA est utilise comme milieu organique, sa composition est détaillée
dans|e tableau 08.

Tableau 08 : Composition du milieu Oatmeal Agar (OA)

Ingrédient Quantité
Farine d’avoine 40g
Agar agar 159
Eau g.s.p. 1000ml
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b. Préparation

Faire bouillir, pendant 15 a 20minutes, 409 de farine d’avoine dans 200ml d’eau,
filtrer sur mousseline. Ajouter au filtrat 15g d’agar agar, compléter le volume a 1000ml.

Autoclaver pendant 30 minutes a121° C.
[11.1.3. Milieu CZ (Czapek Dox Agar)

a. Composition
En quaité de milieu minéal, la composition du milieu CZ est la

suivante (tableau 09) :

Tableau 09 : Composition du milieu Czapek Dox Agar (CZ)

Ingreédient Quantité

NaNO; 29
K2HPO,4 1g
MgSO, 0.5g
KCI 0.59
FeSO, 0.01g
Saccharose 309
Agar agar 159
Eau g.s.p. 1000ml

b. Préparation

Dans différents volume d’eau distillée faire dissoudre séparément les substances
minérales, une fois dissoutes mélanger I’ensemble des solutions. Ajouter le saccharose toute
en chauffant et en agitant, compléter le volume a 1000ml, ajouter I’agar agar, agiter pour la

bien dissoudre. Autoclaver pendant 30 minutes a121° C.

NB : Au terme de la préparation des trois milieux, leur pH est ajusté a 5,6, point de pH
considéré comme favorable pour e développement de R. solani.

111.4. Isolement de I’agent pathogéne

L’isolement du R. solani est effectué sur des tubercules portant a leur surface des
sclérotes du champignon (figure 14). Préalablement a I’isolement, les tubercules des deux
variétés pris separément, sont bien lavés a I’eau courante pour les débarrasser de la terre
adhérente. Une fois bien propres, ils sont lavés de nouveau a I’eau stérile, essuyés a I’alcool
éthylique pour les désinfecter de surface et puis bien rincer une autre fois a I’eau stérile. A
I’aide du papier buvard, les tubercules sont enfin séches.
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A I’aide d’un scapel stérilisé préalablement, les sclérotes sont délogés de la
surface des tubercules de chacune des variétés (figure 15). A lafin de leur récupération, lesils
sont directement mis dans des bains d’hypochlorite de sodium a 02% pendant 02minutes en
vue de leur désinfection. Les bains d’hypochlorite de sodium sont intercalés par des bains de
rincage d’eau distillée stérile et ce pendant 05minutes par bain (figure 16). A la fin de la

désinfection, les sclérotes sont alors séchés sur papier whatman stérile.

Figure 16 : Récupération (gauche) et désinfection (droite) des sclérotes, (Originale, 2021).

[11.5. Conduite des essais

Les essais consistent a suivre le développement de deux isolats de R. solani, agent
causal du rhizoctone brun de la pomme de terre, sur deux milieux de culture, a savoir le
milieu minéral Czapek Dox Agar (CZ) et le milieu organique Oatmeal Agar (OA) et sous
deux températures d’incubation i.e. 20 et 25° C.
[11.5.1. Protocol expérimental

A fin d’étudier I’effet du milieu de culture et de la température d’incubation sur la

croissance mycélienne et la formation des sclérotes des deux isolats de R. solani, 08 lots

expérimentaux sont constitués (tableau 10) sur la base des critéres suivants:

v' Deux isolats de R. solani, I’un isolé a partir de la variété Spunta et I’autre de la
variété Désirée. En référence ala couleur de la peau des tubercules, les deux
isolats sont respectivement baptisés IPJ10 et IPR10.

v" Deux milieux de culturei.e. le milieu minéral CZ et le milieu organique OA
v Deux températures d’incubation, a savoir 20 et 25° C.

Cependant, la combinaison 02 isolats x 02 milieux de culture x 02 températures
d’incubation fait ressortir 08 lots. En guise de répétition de traitement, chaque lot

expérimental est constitué de trois boites de Pétri.

25



Chapitre troisieme : Matériel et méthodes

Tableau 10 : Identification des |ots expérimentaux

20°C 25°C

Cz OA Ccz OA

IPJ10 IPR10 IPJ10 IPR10 [PJ10 IPR10 [PJ10 IPR10

[11.5.2. Viabilité des sclérotes

Préalablement aux essais de suivi du développement des isolats de I’agent
pathogéne, la viabilité de leurs sclérotes est testée en mettant en culture sur milieu PDA les
sclérotes désinfectés. A cet effet, 20 sclérotes par variété de pomme de terre ou par isolat sont
mis en culture dans des boites de Pétri de 90mm de diamétre, coulées préalablement de 10ml
du milieu PDA, a raison de 05 sclérotes par boite (figure 17). Les boites sont alors sont
incubées a 20° C. 48heures apres, les sclérotes germés (émission des hyphes) sont compté et
le pourcentage de viabilité est alors calculé en se rapportant au nombre de sclérotes mise en
culture. Notons que les cultures en boite sont conservées est utilisées comme cultures stocks

pour les essais ultérieures.

Figure 17 : Mise en culture des sclérotes (Originae, 2021)

[11.5.3. Croissance mycélienne

Cet consiste a évaluer la croissance mycéienne des isolats IPJ10 et IPR10
en fonction du milieu de culture et de la température d’incubation. A cet effet, des disques
mycéliens de 8,5mm de diamétre chacun, pris aseptiquement a I’aide d’une emporte piece de
la périphérie croissante de la culture de chacun des isolats, sont déposes au centre des boites
de Pétri, préalablement coulées séparément avec 10 ml des milieux CZ et OA. Les boites
ensemencées sont ensuite mises aincuber a20 et & 25° C.
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La croissance mycélienne dans I’ensemble des boites est alors évaluée tout les
trois jours en mesurant au moins deux diametres perpendiculaires de la colonie (figure 18) et
ce jusgu’a ce que les cultures fongiques atteignent les bords des boites de Pétri (Tegegne &
al., 2008).

Figure 18 : Evaluation de la croissance mycélienne (Originale, 2021).

[11.5.4. Formation des sclérotes

Courant les mesures de la croissance mycélienne, les boites de Pétri sont
minutieusement auscultées une a une a fin de relever ou de détecter I’apparition des sclérotes.
Une fois apparus, |e nombre de jours comptant de la mise en culture est noté.

[11.6. Traitement statistique
[11.6.1. Analyse de variance et comparaison des moyennes

Les résultats issus de I’ensemble des tests ont subi des traitements statistiques en
utilisant le software Statbox 6.4, (Optima®, Floirac, France). Les effets des différents
traitements et de leurs interactions ainsi que les données relatives aux différentes variables
mesurées ont fait I’objet d’analyse de variance (ANOVA). Si nécessaire, le test de Newman et
Keuls au seuil de 5% est appliqué pour la comparaison des moyennes des différents

traitements (Vessereau, 1992).

111.6.2. Dispositifs statistiques
Suivant I’essai et la variable mesurée, différents dispositifs statistiques sont
adoptés.

v' Un dispositif a unseul critére de classification, a savoir le facteur Isolat (factoriel
en randomisation totale avec répétitions) a été adopté pour I’analyse de

variance relative alavariable viabilité des sclérotes (tableau 11) ;
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v' Un dispositif a quatre critéres de classification a savoir les facteurs Isolat, Milieu
de culture, Température d’incubation et Temps (factoriel en randomisation totale avec
répétitions) a eté adopté pour I’analyse de variance relative a la variable croissance
mycélienne (tableau 12) ;

v' Un dispositif a trois critéres de classification les facteurs Isolat, Milieu de culture
et Température d’incubation (factoriel en randomisation totale avec répétitions) a été
adopté pour I’analyse de variance relative a la variable Formation des

sclérotes (tableau 13).

Tableau 11 : Dispositif statistique relatif alavariable Viabilité des sclérotes.

Facteur 1 (F1)

| solat

Nv1 Nv2

IPJ10 IPR10

Md : Modalité.

Tableau 12 : Dispositif statistique relatif ala variable Croissance mycélienne.

Facteur 1 (F1) Facteur 2 (F2) Facteur 3 (F3) Facteur 4 (F4)
Milieu de Température
| solat ) ) Temps
culture d’incubation

Md1 Md2 Md1 Md2 Nv1l NvZ2 | Nvl | Nv2 | Nv3 | Nv4 | Nv5

IPJ10 | IPR10 074 AMA 20 25 0 3 6 9 12

Md : Modalité; Nv : Niveau.

Tableau 13 : Dispositif statistique relatif alavariable Formation des sclérotes.

Facteur 1 (F1) Facteur 2 (F2) Facteur 3 (F3)
. Température
| solat Milieu de culture ) )
d’incubation
Mdl Md2 Mdl Md2 Nv1 Nv2
IPJ10 IPR10 Cz AMA 20 25

Md : Modalité; Nv : Niveau.
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Conclusion et per spectives

Le rhizoctone brun est I’une des maladies cryptogamiques qui causent des dégats
et des pertes économiquement importantes de la pomme de terre. La maitrise et |a lutte contre
cette maladie doit tenir en compte la biologie, I’écologie et I’épidémiologie du pathosystémes

Solanum tuber osumyRhizoctonia solani.

Notre contribution dans la caractérisation d’isolats de I’agent pathogéne, sévissant
sur pomme de terre cultivée dans la région de Bouira (Algérie) peut nous permettre de
conclure que les sclérotes présents sur les tubercules appartenant aux variétés Désirée et
Spounta, restent totalement viables en post récolte. D’autre part, les deux isolats étudiés n’ont
pas présenté une variabilité culturale une fois cultivés dans les mémes conditions, autrement
dit, ces isolat se sont comporté de fagon a peu prés similaire lorsqu’ils sont cultivés sur le

méme milieu de culture et incubés ala méme température.

Par ailleurs les essais consacrés aux effets du milieu de culture et de la
température d’incubation ont laissé constater que la croissance mycéienne des deux isolats
est meilleure lorsqu’ils sont cultivés sur un milieu organique et incubés a 25° C que si leur
culture est réalisée sur un milieu minéral a une température de 20° C. Quant a la
formation des sclérotes, vu que le milieu organique et une température de 25° C favorisent la
croissance, il éait normal que les isolats forment plus rapidement des sclérotes sur le
milieu minéral a20° C.

Ces résultats n’auront de valeur a notre sens que s’ils sont complétés par d’autres
études s’intéressant & d’autres facteurs édaphiques et écologiques de I’agent pathogéne.
Néanmoins une caractérisation moléculaire et génétique s’impose pour pouvoir tirer
desconclusions finales quant a la possible variabilité au sein des populations de

R. solani sévissant en Algérie.
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Analyse devariance delavariable Croissance Mycélienne.

S.C.E | DDL C.M. TEST F | PROBA | C.V.

Variation Totale 115395 | 119 | 969,707

F1: Isolat 30258 | 1 30,258 | 1,801 | 0,18003

F2: Milieu de Culture |282,852| 1 282,852 | 16,832 | 0,00014

F3: Température 179,867 1 179,867 | 10,704 | 0,00172

F4 : Temps 112183 | 4 28045,9 | 1668,96 0

F1*2 30,203 1 30,203 1,797 | 0,18044

F1*3 192,391 1 192,391 | 11,449 | 0,00125

F1*4 167 4 41,75 2,484 | 0,04954

F2*3 26992 | 1 26,992 | 1,606 | 0,20596

F2*4 212,281 4 53,07 3,158 | 0,01828

F3*4 210,672| 4 52,668 | 3,134 | 0,01893

F1*2*3 102,938 1 102,938 | 6,126 | 0,01479

F1*2*4 39172 | 4 9,793 0,583 | 0,67902

F1*3*4 196,273 4 49,068 292 | 0,02598

F2*3*4 55,602 4 13,9 0,827 | 0,51381
F1*2*3*4 140,789 4 35,197 2,095 | 0,08818
Variation Résiduelle 1344,35| 80 | 16,804 7,27%

Comparaison des moyennes de la variable Croissance Mycélienne. (Facteurs 1* 2* 3)

LIBELLES MOYENNES GROUPES HOMOGENES
IPJ10 OA 25 59,997 A
IPJ10 CZ 25 58,724 A B
IPJ10 OA 20 57,817 A B C
IPR10 OA 25 57,309 A B C
IPR10 OA 20 56,49 A B C
IPR10 CZ 20 55,327 B C
IPR10 CZ 25 54,339 C
IPJ10 CZ 20 50,942
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Analyse devariance dela variable Formation des sclérotes.

S.C.E | DDL CM. | TESTF| PROBA C.V.

Variation Totale 758,625| 23 32,984
F1: Isolat 12042 | 1 12,042 0,798 | 0,38848
F2: Milieu de Culture | 360,375 1 360,375 | 23,892 | 0,00019
F3: Température 108,375| 1 108,375 | 7,185 | 0,01579

F1*2 12042 | 1 12,042 0,798 | 0,38848
F1*3 12042 | 1 12,042 0,798 | 0,38848
F2*3 0,375 1 0,375 0,025 | 0,87126
F1*2*3 12042 | 1 12,042 0,798 | 0,38848
Variation Résiduelle | 241,333| 16 15,083 24,09%

Comparaison des moyennes de la variable For mation des sclérotes.

Facteur Milieu de Culture

GROUPES HOMOGENES

Facteur Température

LIBELLES | MOYENNES
OA 20 A
cz 12,25 B
LIBELLES | MOYENNES | GROUPES HOMOGENES
125 18,25 A
720 14 B
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