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Résume

De part son importance économique et nutritionnelle, le pois chiche (Cicer arietinum L.) est
considéré comme une plante stratégique qu’il faudra développer notamment en Algérie.

Cependant, plusieurs facteurs peuvent poser des problémes a son extension a I’instar des
maladies fongiques qui affectent cette culture parmi lesquels, I’anthracnose causée par Ascochyta
rabiei qui est a I’origine de pertes de rendements considérables.

La présente étude €value 1’efficacité ‘antagoniste de Trichoderma. harzianum et de deux isolats
fongiques endophytes sur la croissance mycélienne de Ascochyta rabiei.

Dix-huit (18) isolats de 4.rabiei collectés dans différentes régions du Nord-ouest algérien,
permet quatre (4) sont retenus pour une confrontation in vitro , avec les trois 1’antagonistes.

Un effet inhibiteur hautement significatif est observé sur la croissance mycélienne pour les
deux tests effectués (confrontation directe avec le phytopathogéne et a distance avec les
substances volatiles émises par 1’antagoniste)

Mots clés : Lutte biologique, antagonistes, croissance mycélienne, pois chiche, Ascochyta rabiei.

summary

Due to its economic and nutritional importance, chickpea (Cicer arietinum L.) is considered as a
strategic plant which will have to be developed especially in Algeria.

However, several factors may be problematic in its spread, as are the fungal diseases that affect
this crop, among which, anthracnose caused by Ascochyta rabiei, which causes considerable
yield losses.

The present study evaluates the efficacy antagonist of Trichoderma Harzianum and two
endophytic fungal isolates on the mycelial growth of Ascochyta rabiei.

18 isolates of A4. rabiei collected in different regions of northwestern Algeria, are confronted in
vitro with the antagonist. A highly significant inhibitory effect is observed on the mycelial
growth for the two tests carried out (direct confrontation with the phytopathogen and at a
distance with the volatile substances emitted by the antagonist)

Key words: Biological control, antagonists, mycelial growth, chickpea, Ascochyta rabiei.
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Résumé

De part son importance économique et nutritionnelle, le pois chiche (Cicer arietinum L.) est
considéré comme une plante stratégique qu’il faudra développer notamment en Algérie.

Cependant, plusieurs facteurs peuvent poser des problemes a son extension a I’instar des
maladies fongiques qui affectent cette culture parmi lesquels, ’anthracnose causée par
Ascochyta rabiei qui est a I’origine de pertes de rendements considérables.

La présente étude évalue ’efficacité ‘antagoniste de Trichoderma. harzianum et de deux
isolats fongiques endophytes sur la croissance mycélienne de Ascochyta rabiei.

Dix-huit (18) isolats de A.rabiei collectés dans différentes régions du Nord-ouest algérien,
permet quatre (4) sont retenus pour une confrontation in vitro , avec les trois
I’antagonistes.

Un effet inhibiteur hautement significatif est observé sur la croissance mycélienne pour les
deux tests effectués (confrontation directe avec le phytopathogene et a distance avec les
substances volatiles émises par 1’antagoniste)

Mots clés : Lutte biologique, antagonistes, croissance mycélienne, pois chiche, Ascochyta
rabiei.

summary

Due to its economic and nutritional importance, chickpea (Cicer arietinum L.) is considered
as a strategic plant which will have to be developed especially in Algeria.

However, several factors may be problematic in its spread, as are the fungal diseases that
affect this crop, among which, anthracnose caused by Ascochyta rabiei, which causes
considerable yield losses.

The present study evaluates the efficacy antagonist of Trichoderma Harzianum and two
endophytic fungal isolates on the mycelial growth of Ascochyta rabiei.

18 isolates of 4. rabiei collected in different regions of northwestern Algeria, are confronted
in vitro with the antagonist. A highly significant inhibitory effect is observed on the mycelial
growth for the two tests carried out (direct confrontation with the phytopathogen and at a
distance with the volatile substances emitted by the antagonist)

Key words: Biological control, antagonists, mycelial growth, chickpea, Ascochyta rabiei.



INTRODUCTION GENERALE

Les légumineuses alimentaires représentent, de par la superficie qu’elles occupent, une
place importante dans le systéme agraire et I’agroéconomie de nombreux pays du monde.

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est considéré parmi les aliments de base des
Algériens, il peut étre consommé de plusieurs fagons, en graines il fournit au consommateur
une source importante de protéines. Sa paille est également utilisée dans 1’alimentation et
I’engraissement des animaux (Jukanti et al. 2012).

En Algérie, le pois chiche est cultivé dans plusieurs zones agro écologiques (Zine-
Zikara et al., 2015). Durant la période 2010-2014 la superficie moyenne occupée est
d’environ 29287, 2 hectares avec une production moyenne qui atteint les 290 600 quintaux
(MADR, 2015).

Les données de prospections réalisées sur les zones de culture du pois chiche en
Algérie montrent la présence et I’extension de I’anthracnose provoquée par Ascochta rabiei
avec des dégats importants. Bouznad et al. (1996), Mabsoute et al. (1996) signalent qu’en
Algérie et dans les autres pays du Maghreb, I’anthracnose constitue une contrainte majeure a
la culture de pois chiche.

Tout programme de lutte contre I’anthracnose et tout programme d’introduction de
nouveaux cultivars en Algérie doit s’appuyer sur une bonne connaissance de la variabilité
morphologique, pathogénique et la diversité génétique des populations de I’agent pathogéne.

Différentes méthodes de lutte peuvent étre envisagées contre cette maladie, la lutte
culturale, la lutte chimique, la lutte génétique et la lutte biologique. Cette derniere représente
une alternative intéressante pour une bonne protection des cultures de pois chiche tout en
respectant I’environnement écologique.

Dans ce cadre, I’objectif de notre travail consiste a évaluer les effets in vitro de deux
isolats de Trichoderma harzianum et deux champignons endophytes isolés sur la plante hote
sur la croissance mycélienne de. Ascochyta rabiei agent responsable de I’anthracnose de pois

chiche.




Partie I: revue bibliographique Généralité sur le pois chiche

Chapitre 1. Généralités sur le pois chiche (Cicer arietinum L.)

1.1. Origine et distribution géographique

Le pois chiche cultivé, Cicer arietinum L. est parmi les premicres 1égumineuses a graines

domestiquées par [’homme depuis ID’antiquit¢ (Van der Maesen, 1987)
Le pois chiche est probablement originaire des régions de 1’est de la Méditerranée,

notamment, la Palestine actuelle et la Syrie. La Turquie est considérée comme le centre

d’origine du pois chiche, car c¢’est dans ce pays que son ancétre présumé a été signalé.

Apparu en Ethiopie a 1’age du fer, le pois chiche a consolidé sa distribution dans le sud et

l'ouest de 1’Asie, ces deux régions dominent encore aujourd’hui la production mondiale.
(Fig.1).

Early Meolithic (9350 - 7300 uncal BP|

[ ]
@  Lste Nealithic (5450 - 3500 BC)
r i 7&\ / . Bronze Age (2800 - 1300 BC)
N & @  iron Age {1300 -500 BC)
TS
y Ty ’l'%ﬂh/} B, F)’\
iy
}( i &
o ’ (/4

/r &  c reticulstum coliection sites
A

Reecent {300 BC - 200 AD)

e

Figure 1: Dissémination du pois chiche a travers I’Ancien Monde, de la plante annuelle
D’hiver (C. reticulatum, pro géniteur sauvage) étroitement répartie en méditerranée, aux

Cultures répandues (zones hachurées). (Berger, 2014).
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1.2. Situation de la culture du pois chiche
1.2.1. Dans le monde

Le pois chiche est cultivé dans les 5 continents et dans plus de 50 pays (FAO, 2015). Plus de
90% des superficies sont situées dans les pays développés. Le continent asiatique (sud et sud-
est) détient 9% de la production mondiale (Gaur et al., 2012 ; Millan et al., 2015) (Fig.2). Les
rendements de cette culture dépendent de I’importance des attaques parasitaires et des
conditions climatiques, notamment le volume des pluies. La sécheresse est le principal facteur
limitant le rendement. La valeur des pertes causées annuellement par cette dernicere est
estimée a 1,2 milliards de dollars dans le monde (Houasli et al. 2014). Pendant les vingt
dernieres années, le pois chiche a été classé troisieme légumineuse a grains la plus cultivée

dans le monde, apres le haricot sec et le petit pois (FAO, 2015).
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Figure 2 : Evolution de la production de pois chiche dans le monde (Millan et al. 2015).

Les plus grands pays producteurs de cette espece sont : I’Inde, 1’ Australie, le Myanmar (Ex.
Birmanie), I’Ethiopie, la Turquie, I’Iran, le Mexique, les Etats Unis d’Amérique et le Canada
(Tab.1). L’Inde produit les 2/3 de la production mondiale. Il est Le premier pays producteur,
mais il en est aussi le plus gros importateur (Fabre, 2008; Ghosh et al., 2013 FAO, 2015) Les
plus grands pays exportateurs sont: 1’ Australie, I’Inde, le Mexique, 1’ Argentine, 1’Ethiopie, le

Canada, les Etats-Unis d'Amérique, la République-Unie de Tanzanie, les Emirats arabes unis
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et la Turquie, alors que les principaux pays importateurs sont 1'Inde, le Bangladesh, 1'Espagne,
I'Algérie, les Emirats arabes unis, 1’Espagne et le Pakistan (FAO, 2015). Par ailleurs, le
Canada exporte plus de la moitié de sa production et vise le marché indien et européen (55 %
de la récolte type Desi, 45 % de type Kabuli), alors que la Turquie est un grand exportateur et
produit essentiellement des grains de type Kabuli (Fabre, 2008). La production mondiale est
composée a 85 % du type Desi et a 25 % du type Kabuli. Les pays du sous-continent indien et
I’ Australie produisent surtout le type Desi, alors que le reste des pays produisent le type

Kabuli (Fabre, 2008).

Tableau 1: Principaux pays producteurs de pois chiche dans le monde, campagne 2014 (FAO,
2016).

Pays Superficie (ha) | Production (tonnes) | Rendement (qx/ha)
Inde 9927000 9 880 000 9,953
Australie 507 800 629 400 12,395
Myanmar 384 212 562 163 14,631
Ethiopie 239 755 458 682 19,131
Turquie 388 169 450 000 11,593
Pakistan 949 513 399 030 4,202
Iraq 594 489 261 616 4,401
Mexique 106 434 171 665 16,129
Uta unis d’Amérique 85 834 127 369 14,839
canada 66 000 123 000 18,636

1.2.2. En Algérie
1.2.2.1. Evolution des superficies, production et rendement

En Algérie, le pois chiche constitue la seconde 1égumineuse cultivée apres la feve (Vicia faba
L.) (Abdelguerfi et al, 2001). La superficie du pois chiche a augmenté durant la période
1961- 1990. Par la suite, elle présente une régression constante passant de 47 061 durant la
période 1981-1990 a 21 799 ha durant la période 2001-2010. Les productions fluctuent d’une

décennie a I’autre. Les productions les plus importantes ont été observées durant la décennie

)
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1991-2000, avec une production en 1992 de 261 320 gx. La production de ’année 2010 a
atteint 234 737 gx. Les rendements sont trés variables d’une décennie a 1’autre. Ils varient en
moyenne de 3 a 7 qx/ha (Zine-Zikara et al., 2015). La production de pois chiche en Algérie a
commencé a présenter une hausse importante apres 2008, année durant laquelle on enregistre
les chiffres les plus bas depuis le début du 21eéme (Fig. 3). En 2013, nous remarquons une
légere baisse des superficies emblavées mais ceci est resté sans répercussion sur la production
qui n’a pas cessé¢ d’augmenter. En 2014, les superficies consacrées au pois chiche sont plus
importantes, ce qui donne lieu a une meilleure production (35 118 tonnes en 2014 contre 34
980 tonnes en 2013), cependant le rendement a 1’hectare est plus faible (10, 54gx/ha contre

11, 93gx/ha).
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Figure 3: Evolution des superficies emblavées, de la production et du rendement du pois

Chiche en Algérie ; entre 2000 et 2014 (FAO, 2015).

La hausse de la production enregistrée ces dernieéres années peut Etre attribuée a I'extension
des terres réservées aux légumineuses, atteignant durant la saison 2013-2014 une

Superficie de plus de 33 295 hectares, ainsi qu'a ’adhésion des agriculteurs au programme
National de développement des filieres Iégumineuses. Les fellahs adhérant a la production de
Pois chiche bénéficient d’un soutien du Fonds National de Régulation Agricole et de

développement Rural, de I’ordre de 7.000 DA/q pour l'acquisition des semences.
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Au cours des 30 dernieres années, le rendement est passé de 2,62 qx/haa 9,36 gx/ha, mais cela
reste trop faible par rapport aux besoins de la population. L'Algérie importe plus de 200% de
sa production (66 000 tonnes) (Madrid et a/, 2015).

1. 2.2.2. Principales zones de culture

La région nord de 1I’Algérie englobe la majorité¢ des superficies cultivées en légumineuses
alimentaires, avec plus de 52,83 % pour la région nord-ouest) (Zine-Zikara et al., 2015. Le
pois chiche est cultivé dans les zones de culture de blé dur c'est-a-dire les terres fertiles ou la
moyenne pluviométrique est supérieure a 400 mm et ou le sol est profond avec une rétention
hydrique importante (Tab. 2). La culture de printemps est surtout localisée au nord-ouest du
pays (Tlemcen, Ain Temouchent, Sidi Bel Abbes) au nord-est (Skikda, Guelma, Mila) et au
centre (Chlef, Tipaza, Tizi-ouzou, Bouira). Ain Temouchent et Tissemssilt sont les régions les

plus productives (FAO, 2016).

Tableau 2 : Principales zones de culture de pois chiche en Algérie (Anonyme, 1988).

Pluviométrie moyenne

Zones (mm/an P-1P) Localisation

Alger, Guelma, Annaba et
Plaines littorales et sub-littorales P> 600 Skikda.

Saida, Tiaret, Médéa Guelma,
Plaines d'altitude de 700 a 900 m 500 <P <600 Bordj Bou Arreridj, Setif et le nord
des Aures.

Tlemcen, Ain Temouchent,
Hautes plaines telliennes 400 <P <500 chlef, Relizane, Mila, Sidi
BelAbbes, Bouira et Tizi-ouzou.

Les wilayat qui totalisent plus 90 % de la superficie cultivée en pois chiche en Algérie sont
respectivement : Ain Temouchent (23,98 %), Tlemcen (20,48 %), Mascara (12,54 %), Mostaganem
(8,81 %), Chlef (6,48 %), Sidi Bel Abbes (5,42 %), Skikda (4,11 %), Guelma (3,94 %), Ain Defla
(2,57 %), Médéa (1,79 %) et Relizane (1,29 %) (Zine-Zikara et al., 2015)
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1.3. Caracteres taxonomique et morphologiques de la plante :
1.3.1. Taxonomie

Sur le plan taxinomique, la classification du pois chiche ce présente comme suit: (Yadav et al.

2007, Moreno et Cubero, 1978).

e Sous-régne : Tracheobionta
e Division : Magnoliophyta

e C(lasse : Magnoliopsida

e Sous-classe : Rosidae

e Ordre : Fabales

e Famille : Fabacées

e Espece : Cicer arietinum L.

1.3.2. Morphologie

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est une espece herbacée, annuelle diploide. Cette espece
manifeste une grande variabilité phénotypique et génotypique. Deux types se Distinguent, le

type "Kabuli" et le type "Desi".

Le premier, originaire de Kabul, est largement répandu dans le monde (Singh et al., 1983);
c'est le seul type cultivé dans le bassin méditerranéen (JimeneDiaz et Trapero-Casas, 1988).
La collection des lignées de ce type, maintenue a 'lCARDA, est désignée par le préfixe ILC
(Reddy et Singh, 1984. Leurs graines de couleur créme sont de dimensions variables, petites,

moyennes et grandes (Singh et al., 1987).

Le deuxieme type "Desi", utilisé surtout en Inde, se distingue par la couleur jaune, noire ou
rouge de ses semences (Malhotra et al., 1987); la collection de ses lignées maintenues a

I'ICRISAT est désignée par le préfixe ICC (Van der Maessen, 1987).

Le systéme racinaire mixte, dont la croissance s’arréte au démarrage de la floraison, permet a
la plante d’explorer un grand volume de sol et lui confere une tolérance a la secheresse
(Slama, 1998). Il est composé d’une racine principale pivotante qui peut atteindre un metre de
profondeur et des racines secondaires tracantes. La profondeur dépend des techniques
culturales, de 1’état du systeme racinaire et de la nature du sol. En effet, la semelle du labour

peut entraver 1’élongation de la racine principale. Les nodules, développés sur les racines
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permettent la fixation symbiotique de 1’azote atmosphérique pour satisfaire 80% des besoins

de la plante en azote assimilable.

Cette fixation symbiotique est a son optimum a la floraison et chute trés rapidement par la

suite (Slama, 1998).

Les feuilles ont la forme imparipennée et sont composées de 7 a 15 folioles ovales et
dentelées (Fig.4B) sans vrilles, en position alternée sur un rachis. Les faces inférieures des
feuilles sont couvertes par un duvet formé de poils unis et pluricellulaires. Ces poils
renferment des glandes qui synthétisent des acides organiques tels que 1’acide oxalique

(Slama, 1998). Comme pour les feuilles,

La tige est couverte par des poils unis et pluricellulaires. Selon les génotypes de pois chiche, a
une certaine hauteur, la tige se ramifie en deux ou trois branches pour donner des

ramifications secondaires et par la suite des ramifications tertiaires (Fig. 4A)

Les fleurs sont zygomorphes, articulées, solitaires ou en grappes de deux fleurs insérées sur

des pédoncules axillaires a 1’aisselle des feuilles et au niveau des bifurcations (Fig. 4C)

Le pois chiche est une espece autogame (Ladizinsky, 1987) caractérisée par une floraison
massive. Seulement son taux de nouaison est faible et varie de 28 a 37% respectivement chez
les types Kabuli et Desi. L’apparition des premieres fleurs dépend de plusieurs facteurs tels

que la précocité de la variété, la date et la densité du semis et des techniques culturales.

La floraison est rapide durant les jours longs et lente durant les jours courts, selon les
génotypes elle est de 30 a 45 jours. Toutefois, comme le pois chiche est une espece a
croissance indéterminée, sous des conditions hydriques favorables et des températures
clémentes, les branches continuent a se développer, a fleurir et a produire des gousses et des

graines) (Berger et al., 2006 ; Ben Mbarek, 2011).

Les gousses sont ovales et réniformes, contiennent en général 1 a 2 graines (Fig. 4E) parfois 3

graines. Elles n'éclatent pas a la maturité.

Les graines sont plus au moins rondes, pourvues d'un bec, leur taille et leur aspect varient
selon les variétés, (Fig. 4) tout comme leur couleur: blanche, jaune et noire (Soltani et al.,

2006).

-
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Figure 4 : La morphologie du pois chiche (Cicer arietinum, L) A : tige feuillue ; B : feuilles
composé de 16 folioles ; C : fleur zygomorphe ; D : étamines pistil et ovaires ; E : gousses

en dévalement ; F : graines. (Zohary et Hopf ,1988).
3. 3. Types de pois chiche

Deux types de pois chiche sont cultivés : Kabuli ou macrosperma et Desi ou microsperma
(Singh, 1987; Toker, 2014). La distinction se fait sur la base de la taille et de la coloration des
graines, des fleurs et des plantes. Des différences significatives existent dans 1’épaisseur du
tégument externe de la graine entre les types Desi et Kabuli. Ce dernier a une couche de

graisse beaucoup plus mince (Wood et al., 2011). (Fig. 5)

—adl

Figure S: type de pois chiches ; Kabuli a zég,auche et Desi a droit (myfavouritepastime.com)

P,
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1.3.3.1. Le type Kabuli

Essentiellement cultivé et consommé dans le bassin méditerranéen, appelé aussi Garbanzo, il
est caractérisé par la couleur du feuillage qui varie du vert clair au vert foncé et une floraison
blanchatre. Il a un port érigé ou semi érigé permettant la mécanisation de la récolte. La
hauteur de la plante varie entre 30 et 90 cm et peut méme dépasser un metre dans un sol fertile
et profond ayant une alimentation hydrique suffisante. Les graines ont une couleur claire et
sont couvertes d'un tégument mince. Le type Kabuli se subdivise en deux sous-groupes (Van

Der Maesen, 1972).

» Le gros Kabuli dont les graines ont un diameétre de 8 a 9 mm et un poids de mille
graines variant de 410 2 490 g,

» Le petit Kabuli dont les graines sont caractérisées par une forme plus réguliére, un
Diameétre de I’ordre de 7 mm et un poids de mille graines de 265 g environ

1.3.3.2. Le type Desi

I1 constitue 85 % de la production mondiale et fait partie des habitudes alimentaires de 1’Inde.
Il est également cultivé et consommé en Ethiopie, en Iran, au Canada, au Mexique et en
Australie (Fabre, 2008). Il est caractérisé par un feuillage dont la couleur tend du vert violacé
au glauque et une floraison violacée De couleur sombre (marron clair a noire), de forme
irréguliere et a surface ridée, la graine est plus petite (Benmbarek, 2011). Le port de la plante

est retombant avec un aspect touffu.

Le poids de 1000 graines varie de 100 a 130 grammes (Benmbarek, 2011). Ce type est
caractérisé par plus de fibres mais moins d’amidon et moins de matieres grasses (Gil et al.,

1996).
1.3. 4. Les especes de pois chiche

Le genre Cicer comprend un grand nombre d’espéces. Afin de trouver des liens parentaux
entre les especes annuelles sauvages et cultivées du genre Cicer, Ladizinsky et Alder (1975)
ont effectué¢ des croisements interspécifiques entre les trois especes sauvages C. judaicum
Boiss., C. pinnatificum Jaub et Spach et C. bijucum Rech. Et I’espece cultivée C. arietinum L.
mais les hybrides ainsi obtenus ne sont pas viables. Van-Der Maessen (1979) a décrit les

especes du genre Cicer et les a répartis en trois groupes:

:
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= Espeéces annuelles sauvages : C. reticulatum, C. echinospernum, C. bijucum, C.

Jjudaicum, C. pinnatifidum, C. cuneatum, C. yamashitae, C. chorassanicum ;

= Espeéces pérennes sauvages : C. montbretii, C. microphyllum, C. rechingeri, C.

anotolicum, C. floribundum, C. pengens, C. graecum.

= Espeéce annuelle cultivée : C. arietinum L.

4. Valeur nutritionnelle et énergétique

A travers le monde, le pois chiche est un aliment de base. Les cultivars du type «gros Kabuli»
sont les plus appréciés par le consommateur, en raison de la trés importante valeur alimentaire
de ses graines, le pois chiche est destiné, en sa majeure partie, pour la consommation humaine
et le reste est utilis€¢ pour le bétail comme fourrage. Il est dépourvu de tout facteur
antinutritionnel. Il a également une composition alimentaire trés riche en protéines digestibles
et contient une fraction lipidique qui renferme des acides non saturés tels que les acides
linoléiques et (Tab 3), (Upadhyaya et al., 2001; Namvar et Sharifi, 2011 ; Jukantil et al.,
2012).

Tableau 3 : Composition organique et minérale du pois chiche (ICRISAT, 2008).

Composition organique (en %) Composition minérale (en mg/100g)
Protéine 23 Phosphore 340
Carbohydrates totaux 64 Calcium 190
Amidon 47 Magnésium 140
Lipides 5 Fer 7

Fibres grossiéres 6 Zinc 3

Sucre solubles 6

Matiere minérale 3

Les pois chiches, sont de plus en plus intégrés a des régimes alimentaires sains pour favoriser
le bien-&tre général et réduire le risque d'étre malade. Comme ils sont riches en fibres, faibles

en sodium et en maticre graisse, et qu'ils ne contiennent pas de cholestérol, ils sont indiqués

0
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pour maintenir le cceur en bonne santé et pourraient aider a prévenir les maladies

coronariennes et cardiovasculaires (Jukantil et al, 2012).
1.5. Importance agronomique

Dans les régions semi-arides du bassin méditerranéen ou les ressources en eau sont en
constante régression, les agriculteurs se rendent compte, de plus en plus, du role appréciable
que jouent les 1égumineuses a graines dans la fertilisation organique du sol, surtout, dans le
systeme de 1’agriculture durable (Pacucci et al., 2006). En fait, le pois chiche (Cicer arietinum
L.) est cultivé sur une large gamme de zones bioclimatiques qui s’étendent du subtropical,
I'Inde et le nord-est de I’Australie, aux zones arides et semi arides des régions du Bassin
méditerranéen et de 1’Australie Méridionale (Malhotra et al., 1987 cité par Ansar Ahmad,
2010). Le pois chiche peut fixer, par voie symbiotique, plus de 1,40 gqx/Ha d’azote
atmosphérique et satisfaire plus de 80% de ses besoins en azote. En raison des importantes
quantités d’azote, incorporées dans le sol et délaissées dans les résidus, la culture du pois
chiche maintient, pour une longue durée, la fertilit¢ du sol et entre dans le systeme

d’agriculture durable (Ben Mbarek, 2011).
1.6. Cycle de culture et exigences édapho- climatique
1.6-.1- Cycle de culture

Dans le bassin méditerranéen, le pois chiche est considéré comme une culture de printemps et
d’hiver. Le début généralement rapide de la secheresse du printemps impose le choix d’une
formation précoce de gousses comme stratégie primordiale pour éviter le stress hydrique.
Toutefois, le pois chiche semble exiger des températures quotidiennes moyennes assez
¢levées (au-dessus de 15°C) pour réussir la formation de gousses a partir des fleurs précoces.
Donc, outre la floraison précoce il est nécessaire d'avoir une tolérance aux températures subi-
optimales du printemps. En général, la plante se développe vigoureusement et compléte son
cycle évolutif en 4 mois. C'est une plante rustique connue pour sa résistance a la sécheresse.
Grace a son enracinement profond, elle peut supporter les terrains secs et peut se développer

dans les zones a faible pluviométrie (ICRISAT, 1990).

Le pois chiche est habituellement cultivé au printemps en raison de sa sensibilité a Ascochyta
rabiei, agent inducteur de l'anthracnose, et au froid. Certains cultivars sont toutefois capables
de supporter des basses températures qui atteignent -8°C sans qu'ils ne soient affectés, a

condition que ces basses températures soient de courte durée. En tant que culture de

-
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printemps, le pois chiche est souvent soumis a d'importantes variations climatiques et a une

importante microflore parasitaire (Singh, 1988).
1.6.2. Exigence édaphique et climatique de la culture

Le pois chiche est peu exigeant en qualité du sol. A ’origine, les premiers écotypes ont été
collectés a partir des sols marginaux, rocheux, a texture grossiere et des sols profonds a
texture fine dont le pH est neutre ou alcalin, variant de 7,3 a 8,2 (Berger et al., 2003).
Néanmoins, il est adapté aux sols bruns et bruns foncés (Jaiswal et Singh, 2001.) Une
température ambiante variant de 20 a 30 °C le jour et de 1’ordre de 20 °C la nuit, assure un
bon développement végétatif du pois chiche. Le pois chiche du type Kabuli craint les gels et il
est facilement infecté par les champignons telluriques. Au moment du semis, la température
du sol doit étre supérieure a 10 °C. En fait, un sol relativement chaud permet une réduction de
I’exposition des semences aux maladies, une germination des graines et une émergence des
plants rapides (Jaiswal et Singh, 2001). Par comparaison aux autres especes de la tribu des
Viciées, grace a son systéme racinaire profond, le pois chiche est doté d’une certaine rusticité
et d’une tolérance a la sécheresse (Verghis et al, 1999). D’aprés Wery, (1990), une
consommation en eau de 100 a 150 mm confirme que le pois chiche est doté de bonnes
capacités pour extraire I'eau stockée dans le sol. Néanmoins, quel que soit le type de culture,
de printemps ou d’hiver, et le type de pois chiche, Desi ou Kabuli, la phase critique pour les
besoins en eau est entre les phases phénologiques fin floraison et stade laiteux (Verghis et al.,
1999). Slama (1998) a énoncé que le pois chiche craint le stress hydrique durant les stades de
floraison et de remplissage des graines. Allen et al. (1998) ont délimité le cycle cultural du

pois chiche de printemps a 95 jours et I’ont réparti en quatre phases phénologiques (Tab4).

Tableau 4 : Durées des stades de développement phénologiques d’une culture de pois chiche

de printemps (Allen et al., 1998).

Phases Stade phénologiques Durées (jours)
I Initial 20
11 développement 25
I croissance 35
\% maturité 25
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Saxena, (1990) a rapporté que dans les régions du bassin méditerranéen, ou la pluviométrie
moyenne varie de 273 a 736 mm/an, le pois chiche (Cicer arietinum L.) est conduit en culture
pluviale. D’aprés Saxena (1985), les génotypes de pois chiche, du type Kabuli, sont,
généralement, cultivés dans les régions ou les précipitations moyennes sont supérieures a 400
mm/an. Saxena (1987) a remarqué que le pois chiche peut étre conduit sous des conditions
pluviales caractérisées par de grandes variations dans le temps, inter et intra annuelles, et dans
I’espace, en quantités, en fréquence et en durée. Le méme auteur a remarqué que la
consommation en eau du pois chiche dépend de I’humidité dans le sol. Il a rapporté qu’il y a
une corrélation positive et hautement significative entre la dose d’eau d’irrigation administrée
et le rendement en graines escompté. En fait, avec une dose d’irrigation qui varie de 110 a 240
mm, le rendement en graines varie de 0,9 a 3 t/ha. Pour une culture de pois chiche de
printemps, les besoins hydriques sont de 297 mm dans les zones arides et de 413 mm dans les

zones humides (Saxena, 1987)

1. 7. Conduite de la culture de pois chiche

1.7.1. Choix de la parcelle

Pour assurer une bonne croissance de la culture, il est recommandé d’éviter :

- Les sols hydromorphes : la culture étant trés sensible a 1’excés d’eau (asphyxie
racinaire)
- Les sols froids et les limons battants, qui ralentissent et pénalisent la levée,
- Les sols acides et les sols sableux, ou le rhizobium est absent,
- Une parcelle avec un stock grainier important, notamment en présence de morelle,
xanthium ou datura, en raison du risque de déclassement de la récolte.
Il faut en revanche préférez une parcelle bien exposée, avec un bon drainage, un pH compris
entre 7 et 9 et indemne de flores difficiles. La culture valorise bien les sols argilo calcaires,

méme superficiels.
1.7.2. Implantation

Comme toute légumineuse a graines, le pois chiche apprécie un travail assez profond qui
facilite la mise en place des nodosités (labour, décompacteur). La reprise peut se faire avec un

outil de travail a dents ou a disques pour affiner le lit de semences.

B
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Le roulage n’est pas nécessaire apres le semis car la plante, au port érigé, est facilement
récoltable, ce qui évite de tasser le sol. Il est a réserver aux situations avec de nombreuses
pierres pouvant géner la récolte ou aux mauvaises implantations sur sols motteux et trés secs,

afin de favoriser le contact sol-grain
7.3. Date et conditions de semis

Selon les secteurs de production, le semis est réalisé entre la mi-décembre et la mi-avril.
Semez lorsque le sol est bien ressuyé car la réussite de I’implantation est déterminante pour la
suite de la campagne. Un semoir a céréales ou de précision peut étre utilisé pour implanter le

pois chiche.

La profondeur de semis doit étre de 4 a 5 cm (et au minimum de 3 cm). Privilégiez un semis

profond (jusqu’a 6 cm) si vous semez tot (meilleure résistance au froid)
7.4. Fertilisation

Pas d’apport d’azote pour le pois chiche, sauf en 1’absence de populations natives de

rhizobium

N’apportez jamais d’azote au semis : la culture utilise principalement I’azote atmosphérique
via ses nodosités et un apport entraverait la nodulation puis le fonctionnement de la symbiose,

qui commence en début de cycle des que les nodosités sont en place.

En I’absence constatée de nodosités (ex : parcelle inadaptée, zone septentrionale, etc.), un
apport est envisageable dans les régions ou un arrété préfectoral le permet et hors des zones
vulnérables. L’objectif de rendement préalable devra étre revu a la baisse. Dans tous les cas,
en zones vulnérables, respectez les doses plafond fixées dans les arrétés préfectoraux. Une
exigence moyenne en phosphore et potasse. Raisonnez les apports a la rotation en fonction de

votre analyse de sol.

Pour un rendement de 20 a 30 gx/ha, le pois chiche exporte de 15 a 20 unités P.Oset 15 a 20

unités de K20.
1.7. 5. Désherbage

Le pois chiche est une culture peu concurrentielle des adventices. Compte tenu d’un déficit de

solution en post-levée, une stratégie a base d’un herbicide de prélevée reste préférable.

-
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1. 8. Exigence écologiques du pois chiche
1.8. 1. Exigences climatiques
1.8.1.1. Température

La culture de pois chiche est tres vulnérable aux facteurs atmosphériques (Chaux et Foury,
1994). En effet, la température exerce une forte influence sur les phases végétatives et
reproductrices de la plante (Summerfield et al, 1979). La température optimale de
germination des graines se situe entre 28 et 33° C (Singh et Diwakar, 1995; Covelle et al.,
1986), celles-ci germent toutefois entre 10 et 45 °C (Singh et Diwakar, 1995). Selon Girrard
(1985) et Verret (1982), les besoins de températures du pois chiche d’hiver varient entre 18 et

29 °C le jour et autour de 20 °C la nuit.

Le pois chiche souffre dans les environnements chauds (Lopez-Bellido et al., 2004). Des
températures supérieures a 32° C limitent le rendement en grains en accélérant leur maturité
(Nielson, 2001). De méme, les températures €levées, entre la floraison et la maturité, se
répercutent sur la réduction de la taille des graines et du rendement (Lopez-Bellido et

al.,2004).
1 .8.1.2. Pluviométrie

Les besoins en eau du pois chiche sont limités entre 110 et 240 mm par an pour produire des
rendements en grains allant de 9 a 30 gx / ha (Singh et Bushan, 1979) , Cependant, comme la
plupart des légumineuses a graines, le pois chiche est sensible a la sécheresse, notamment
durant la floraison (Girrard, 1985). A ce stade, un déficit hydrique se traduit par une
diminution du nombre de gousses, du poids de 1000 grains, et une augmentation du nombre
de gousses vides (Wery, 1986), Le pois chiche est cultivé principalement comme culture de
précipitation, en hiver dans les climats subtropicaux et au printemps dans la région

méditerranéenne et les climats tempérés.
1.8.1.3. Lumiére

La plupart des 1égumineuses a graines préférent le soleil et réagissent a I’ensoleillement en
fournissant un grand rendement. L'intensité de la lumiére et la durée d'éclairement sont des
facteurs importants pour la nodulation et la fixation de 1'azote (Lie, 1971). Le pois chiche est
une plante de jours longs, mais fleurit dans toutes les photopériodes (Smithson et al., 1985;

Summerfield et al., 1979).

:
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1.8.2. Exigences édaphiques et nutritionnelles

Le pois chiche se cultive dans différents types de sols (Bejija et Van der Maesen, 2006) mais
semble préférer les sols meubles, profonds, plus ou moins argileux avec une bonne capacité
de rétention (Singh et Diwakar, 1995; Moolani et Chandra, 1970 ; Saxena, 1987) ou les sols
limoneux profonds qui lui fournissent des sels solubles (Moolani et Chandra, 1970). Ces sols

retiennent plus de 200 mm d’eau sur une profondeur d’un metre (Saxena, 1987).

Le pois chiche ne supporte pas les sols mal drainés qui favorisent le développement de
maladies cryptogamiques (Plancquaert et Wery, 1991). Les sols tres calcaires sont également
a proscrire car ils donnent des graines qui cuisent mal. La culture ne supporte pas les sols
salins (Bejija et Van der Maesen, 2006). Pour mieux assimiler les ¢léments nutritifs par les
racines, le pH optimum du sol doit se situer entre 5,7 et 9 (Singh et Diwakar, 1995). Les doses
minérales recommandées incluent 20 a 30 kg d'azote et 40 a 60 kg de phosphore par hectare.
Si les sols sont pauvres en potassium, une application de 17 a 25 kg/ha est recommandée. Les
principaux oligoéléments dont la plante a besoin sont : le soufre (S), le zinc (Zn), le fer (Fe),

le bore (B) et du molybdéne (Mo) (Gaur et al., 2010)
1.9. Les maladies et ennemis du pois chiche

Le pois chiche est une culture vivriere importante. Cette culture subit plusieurs maladies
graves qui l'attaquent a tous les stades de développement. Dans plusieurs pays, la production
du pois chiche est limitée par 1'action de plusieurs facteurs de stress dont les plus importants
restent les maladies causées par une large gamme d'organismes phytopathogéne comprenant
des champignons (Tab. 5) des bactéries telles que Xanthomonas campestris pv. Cassiae et des
virus (Nene et al., 1991).

D’apres Kumari et al. (2008) et El Aoufir (2001) certaines maladies virales sont
économiquement importantes puisqu'elles sont responsables d'une réduction des rendements.
Parmi elles, la maladie filiforme causée par le virus filiforme du pois chiche (CpFV), le
nanisme buissonneux causé par le virus Chickpea bushy dwarf virus (CpBDV) et le

rabougrissement causé par (CpSDAYV).

-
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1.9. 1. Les maladies virales :

Les virus sont disséminés dans les cultures par les insectes vecteurs et les semences, les plus

importants sont (Nene et Reddy, 1987).

e PLRV (Pea Leaf Roll Virus = Virus de I’enroulement de pois) : Il provoque la
décoloration et la déformation des plantes (Nene et Reddy, 1987).

e BLRV (Bean Leaf Roll Virus = Virus de 1’enroulement du haricot) : Il provoque le
nanisme des plantes (Trapero — Casas, 1999).

e BYMV (Bean Yellow Mosaic Virus : Virus de la mozaique du haricot)

1.9. 2. Les maladies bactériennes :

IL y a une seule bactérie, qui peut attaquer le pois chiche, c¢’est Xanthomonas compestris pv.

Cassiae. Elle provoque la pourriture de la plante (ICARDA, 1985).
1. 9. 3. Les maladies fongiques :

Certaines d’entre elles sont économiquement importantes puisqu’ elles sont responsables

d’une réduction des rendements (Alaoufir, 2001), (Tab. 5)

Ascochytose : principale maladie du pois chiche, sur I’ensemble du territoire. Un semis trop
précoce accroit le risque. Le respect des régles agronomiques est indispensable (délai de

retour, origine des semences et choix de la parcelle).

Stratégie de lutte : Amistar 0,8 1/ha dés ’apparition des premiers symptomes (généralement
autour de la floraison). Prosaro est également homologué sur Ascochytose et oidium. Pour ces

deux spécialités commerciales, deux applications possibles a 15 jours d’intervalle.

Le traitement de semences avec Vitavax (thirame et carboxine) a 0,25 1/q est une premicre
lutte contre 1’Ascochytose. Ce produit a la particularité d’étre homologué sous 1’usage pois
“traitement semences” champignons autres que pythiacées (I’ancien catalogue a 1’usage des

légumineuses).
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Tableaux 05 : Principales maladies fongiques du pois chiche dans le monde(Mahiout,djamel

2017).
Maladies Agents responsables Références
Anthracnose Ascochyta rabiei Akem (1999); Haware et al. (1986) ;
Bayaa et Chen (2011); Sharma et Ghosh (2016).
Phoma « blight » Phoma medicaginis Haware et Nene (1981); Nene et al. (1991);
Nene et al. (2012)
Alternariose Alternaria alternata Bhargava (1988); Bhargava (1995);
(syn. A. tenuis Nees) Nene et al.(2012).
Rouille Uromyces ciceris Khouader et al. (2013) ; Stuteville et al. (2010)
;Nene et al. (1991).
Sclerotiniose Sclerotiniasclerotiorum Sharma et al. (1999); Chen et al. (2006); Njamber
Sclerotinia minor et al. (2007);
Sclerotinia trifoliorum Nene et al. (1991).
Mildiou Perenospora ciceris Agarwal et al. (2003).
Oidium Leveillula taurica (Lév.)  Attanayake et al. (2008) ; Nene et al. (2012);

Pourriture grise

Botrytis cinerea Pers.

Agarwal et al. (1999) ; Pande

et al. (2006) ;

Pande et al. (2010) ; Haware et al. (1992) ;
Hosen et al. (2010) ; Nene et al. (1991).

Flétrissement Fusarium oxysporum Sharma et Muehlbauer (2007) ;

vasculaire f.sp. ciceris Nene et al. (2012) ; Jimenaz-Diaz et al.,(2015);
Belabid et Fortas (2011); Maitlo et al. (2016).

Pourriture noire des Fusarium solani Cherif et al. (2007) ; Nene et al. (2012) ;

racines

Fonte de semis

Sclerotium rolfsii Sacc.

Kaiser et Hannan (1983);
Nene et al. (2012).

Pourriture racinaire

Phytophthora
megasperma f. sp.
medicaginis

Du et al. (2013). Intizar-ul-Hassan et al. (2012).

Fonte de semis

Pythium debaryanum
Pythium irregular
Pythium ultimum
Pythium spp.

Trapero-Casas et al. (1990); Nene et al. (2012).

Verticilliose Verticillium albo-atrum Bhatti et al. (1983); Nene et al. (2012).
Verticillium dahliae
gcr)tmplexe ) de Fusarium oxysporum Trapero-casas et Jimenez-Diaz (1985); Pande et
clrissemen f.sp. ciceris al. (2007) ; Nene et
Fusarium solani @l-(2012);
Verticillium  albo-atrum Omri Ben Youssef et al. (2010). Benfreha et al.
Rhizoctonia bataticola (2014) ;

Rhizoctonia solani

Nene et al. (1991);

Pourriture humide des
racines

Rhizoctonia solani

Nene et al. (1991);
Omri et al. (2010).
Nene et al. (2012).

Pourriture seche

Rhizoctonia bataticola

Nene et al. (1991); Nene et al. (2012).
Ganeshamoorthi et Dubey (2015).
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1.9. 4. Les ravageurs et les nématodes

Le pois chiche est la légumineuse la plus tolérante aux insectes, peut-étre du fait de
I’importante quantité d’acide malique secrétée par les feuilles. Des attaques de ravageurs
rencontrés sur d’autres cultures comme les taupins et quelques dégats de noctuelles
(Helicoverpa armigera) qui percent les gousses et mangent les jeunes graines ont été
observés. Mais seule la mineuse (Liriomyza cicerina) qui creuse des galeries dans les feuilles
pourrait présenter un risque sérieux. Par contre, le pois chiche est résistant aux sitones, aux
pucerons et aux bruches (Gaur et al., 2010).

Le puceron Aphis carccivora Koch, le vecteur du virus Chickpea bushy dwarf virus (CpBDV)
qui provoque le rabougrissement (Schwinghamer et al., 2009).

L’infestation des graines par les insectes de cet ordre est redoutable L’espece Callosobruchus
maculatus (La bruche du pois chiche) provoque une perte en poids et en €léments nutritifs de
la graine (Gaur et al., 2010).

Parmi les parasites qui peuvent causer des dégats importants sur le pois chiche, les nématodes
(ICRISAT, 1990):

® Rotylenchulus reniformis agent causal de la galle des racines.

e Heterodera ciceri et Heterodera rosii agents causals des racines perlées.

e Meloidogyne arenaria, Meloidogyne artiellia, Meloidogyne incognita et Meloidogyne
Jjavanica agents causals de la maladie des nceuds des racines.

e Pratylenchus brachyurus et Pratylenchus thornei causants des 1ésions des racines.
1.9. 5. Les mauvaises herbes :

Les mauvaises herbes posent un grand probleme pour la culture de pois chiche en Algérie.
Parmi les especes les plus importantes qui se trouvent presque sur tous champs de pois chiche

(Labdi, 1990 b ; Melakhessou, 2007)., on peut citer :

» Le liseron des champs (Convolvulus arvensis).
» Le mouron des oiseaux (Polygonum aviculare).

» Le chardon (Carduus sp).

» La moutarde des champs (Sinapis arvensis).

-
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Chapitre 2. L’anthracnose du pois chiche

2.1. Répartition géographique et importance économique de la maladie

L’anthracnose est considérée comme une des maladies les plus dévastatrices qui affectent le
pois chiche en provoquant des l1ésions nécrotiques sur toutes les parties aériennes (Champion,
1997 ; Zerroug et al. 2007). L’agent causal Ascochyta rabiei (Téléomorphe Didymella rabiei)
est un champignon imparfait qui regroupe dans son cycle biologique deux stades de

reproduction.

La maladie est décrite pour la premiere fois en 1911, par Butler au Pakistan (Nene, 1981 ;
Nene et Reddy, 1987). Elle s’é¢tend dans 1’ouest de 1’Asie, de I’ Afrique du Nord et I’Europe
du Sud (Nene, 1982). Elle fut aussi signalée en Amérique latine et en Bulgarie (Kaiser et al.
2000). Elle se trouve maintenant dans 35 pays producteurs de cette culture (Kaiser et al.
2000). Elle a été signalée dans tous les pays producteurs de pois chiche, dans les zones a
humidité ¢élevées et a pluviométrie supérieure ou égale a 150 mm avec des températures

comprises entre 15 et 20 °C (Jan et Weisse, 1991; Wiese, 1995).

Cette maladie n’est pas récente en Algérie, elle a déja suscité une étude par Laumont et

Chevaussus en 1956 concernant la sélection de lignées résistantes.

Les pertes occasionnées par ce pathogeéne sont différentes d’un pays a un autre (Tab. 6),
pouvant atteindre jusqu’a 100 % (Singh et al. 1998 ; Singh et Reddy, 1990). Au Maroc,
celles-ci ont atteint 97% en 1972, avec un rendement moyen de 0.2 qx/ha, alors que dans les
conditions normales, le rendement est estimé a 6.5 qx/ha. En Tunisie, cette maladie cause des

chutes de rendement de 1I’ordre de 40% (Djerbi et al. 1978).

-
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Tableau 6: Pertes quantitatives de rendement causées par Ascochyta rabiei dans certains pays

(Nene et Reddy, 1987).

Pays Années Pertes (%) Références

Bulgarie 1936 20-50 Kovachevski (1936)

Ex USSR 1956 100 ICARDA (1983)

Grece 1957-1958 10-20 Demeterides et al (1959)
Maroc 1971 2-40 Kamal (1984)

Espagne apres- guerre 20-100 Cubera (1984)

Syrie 1981 5-30 El Mott (1984- 1982)
Syrie 1982 30 ICARDA (1982)
Tunisie 1981 40 Mtaiki et Hamadi(1984)

2.2. Taxonomie et reproduction de I’agent pathogene

2.2.1. Taxonomie et caractéristiques de Ascochyta rabiei

La forme asexuée de 1’agent de 1’anthracnose a été identifiée en premier. Selon Corbaz
(1956), c’est Labrousse, en 1931, qui le premier, donna le nom de Phyllosticta rabiei a ce
champignon. Ces observations relévent une proportion de deux a quatre % spores bicellulaires
Labrousse mentionne que « Les différences systématiques entre les genres Phyllosticta et
Ascochyta sont si artificielles que la position d'une espece dans 1'un ou l'autre genre est une
question d'appréciation personnelle »

Agrios (1988) proposa la classification suivante:

e Subdivision : Deuteromycotina
e Classe : Coelomycetes

e Ordre : Sphaeropsidales

e Genre : Ascochyta

e Espéce : Ascochyta rabiei

e
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Kovachevski découvrit en Bulgarie, en 1936, la forme sexuée (téléomorphe) sur des débris de
cultures et attribue a celle-ci le nom de Didymella rabiei (syn. Mycosphaerella rabiei
Kovachevski). 11 T’inclut dans la subdivision des Ascomycotina, la classe des
Loculoascomycetes et I’ordre des Dothidéales.

Plus tard, d’autres travaux rapporterent I’existence du téléomorphe en URSS (Gorlenko et
Bushkova, 1958), en Grece (Zachos et al. 1963), en Espagne (Trapero-casas et Kaiser,
1992b ; Navas-Cortés et al. 1995), aux Etat-Unis (Kaiser, 1981 ; Kaiser et Hannan, 1987b ;
Trapero-casas et kaiser, 1992 b), en France (Ameziane, 1985) en Turquie (Kaiser et
Kusmenoglu, 1997), au Canada (Armstrong et al. 2001), en Australie (Galloway et MacLeod,
2003) et récemment en Tunisie (Rhaiem et al. 2006).

La forme parfaite Didymella rabiei a également été observée sur des débris de culture en
Algérie (Kaiser, 1997). D’un point de vue systématique, Agrios (1988) rattacha la forme

parfaite a:

e (lasse : Ascomycetes
e Sous-classe : Loculoascomycetes
e Ordre : Sphaeriales
e Famille : Sphaeriacées
e Genre : Didymella (Mycosphaerella)
e Espeéce : Didymella rabiei
Plus récemment, la forme parfaite (https://gd.eppo.int/taxon/mycora) est rattachée a :
e Reégne : Fungi
e Phylum : Ascocmycota
e Sous-phylum : Pezizomycotina
e Classe : Dothideomycetes
e Sous-classe : Pleosporomycetidae
e Ordre : Pleosporales
e Famille : Didymellaceae
e Genre : Didymella
e Espeéce : Didymella rabiei (Kovatsch.).

-
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2.2.2. La reproduction

2.2.2.1. La reproduction sexuée

La reproduction sexuée, dite « parfaite » se distingue par la production de Pseudothéces se
développant sur des substrats naturels (tiges de pois chiches ou de débris de Récolte). De
couleur brun noiratre a noir, les pseudotheéces sont subglobuleuses et mesurent entre 120 et
270 um de diametre. Elles renferment des asques cylindriques, bituniqués, portant chacune 8
ascospores hyalines. Chaque ascospore, de forme ovoide, est divisée en deux cellules

inégales, et mesure 9.5-16 x 4.5-7 um (Traperos-Casas et Kaiser, 1992) (Fig. 6)

Figure 6 : Fructifications sexuelles de Didymella rabiei (Rhaiem et Chérif, 2006).
A-B : pseudothéces avec bec et ostiole (x 400) ; C: pseudothéce avec asques (x 400);

D: asque avec ascospores (x 1000); E: asque en forme de moufles (x 400)

A. rabiei est hétérothallique, cependant les deux mating types (Matl-1 et Mat1-2) ne sont pas
présents dans toutes les régions de culture de pois chiche (Khan et al. 1999b). La présence du
téléomorphe (Dydimella rabiei) dans le cycle de A. rabiei contribue a la variabilité¢ de 25
Populations du pathogene, ce qui peut générer de nouvelles combinaisons de genes de

virulence et ainsi créer de nouveaux pathotype (Pande et al. 2005).

2.2.2.2. La reproduction asexuée

La reproduction asexuée, dite « imparfaite » ou végétative, caractéristique de 1’anamorphe, se
distingue par la production de pycnides en forme de poires, de couleur marron foncé a noir.
Les pycnidiospors sont ovales a oblongues, droites ou légerement Incurvées a 1’une ou aux

deux extrémités et mesurent 6-12 x 4-6 um (Nene, 1982) (Fig. 7).
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Figure 7: Monture humide de structures fructiferes provenant de résidus de pois chiches
infectés et hivernés, présentant des pycnidium et des conidies (a gauche) et un pseudothécium

avec asques et ascospores (a droite) (Robert M. Harveson, et a/ 2011)

2.3. Symptomatologie de la maladie
Au champ, I’anthracnose apparait d'abord sous forme de petites plages visibles de loin.
Dans des conditions de températures et de précipitations favorables, la maladie peut se

propager rapidement et affecter séverement toutes les plantes (Fig. 8).

Figure 8 : Dégats de I’anthracnose de pois chiche

L’agent pathogéne, responsable de 1’anthracnose, provoque des lésions sur toutes les
parties aériennes de la plante (les feuilles, les pétioles, les fleurs, les gousses, les branches et
les tiges) (Sharma et Ghosh, 2016). Sur feuilles, les 1ésions (Fig. 9A) se présentent sous forme
de taches rondes avec des marges brunes foncé et un centre gris clair portant des pycnides de
couleur gris foncé ou brun foncé. Les folioles atteintes jaunissent et finissent par tomber
(Bayaa et Chen, 2011). Sur les tiges et les pétioles, les 1ésions s’allongent et deviennent
ovales, souvent avec des pycnides disposées en cercles concentriques (Fig. 9B).

Les tiges se cassent habituellement au niveau des nécroses annulaires. La partie de la tige
située au-dessus de la nécrose, flétrit, jaunit et se desséche (Nene, 1982). (Fig.9B). .Les
lIésions sur les gousses sont généralement rondes et contiennent des pycnides disposées en

cercles concentriques (Fig.9C).. Le champignon pénetre dans la gousse et infecte la graine en

E
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développement. Les gousses produisent souvent des graines ratatinées et ne parviennent pas a
développer une semence viable (Kaiser, 1972 ; Bayaa et Chen, 2011).

Le champignon se présente sous forme de mycélium dans toutes les parties de la graine. Les
spores se trouvent souvent a la surface de la graine, alors que les pycnides sont localisées dans
les téguments (Champion, 1997). L’infection des semences provoque une décoloration de la
graine et parfois des chancres profonds de forme ronde ou irréguliere sur celles-ci Les
plantules, émergeant a partir de graines infectées, montrent des lésions brunes a la base de la

tige, 7 a 10 jours apres la germination des graines (Bayaa et Chen, 2011)

Figure 9 : Symptdmes de Ascochyta rabiei sur le pois chiche. (A : sur les feuille, B : sur les

tiges et C : sur les gousses) (Anonyme)

2.4. Biologie et épidémiologie du pathogéne

2.4.1. Survie du pathogene

Le champignon se conserve sous deux formes au niveau des semences et des débris de
cultures: mycélium et / ou organes de reproduction (Kaiser, 1973). Entre 10 et 35 °C, A.
Rabiei peut survivre jusqu’a 20 mois sur des tiges de pois chiche infectées (Kaiser et Hanan,

1987), jusqu’a 5 mois sur la surface des graines infectées (Singh et al. 1995).

26
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Le stade téléomorphe assure la longue survie du pathogeéne mais n’est jamais observé sur des
plantes récemment infectées (Pande et al. 2005). Les températures basses et les humidités
¢levées sont nécessaires a ’initiation et au développement des pseudothéces.

A. rabiei peut étre hébergée par certaines espeéces spontanées telles que Brassica nigra
(Moutarde noire), Descurania sophia (herbe sophia), Galium aparine (Gaillet gratteron),
Lamium amplexicaule (Lamier) et Triticum aestivum (blé¢) (Bayaa et Chen, 2011).

Les débris de récolte contribuent a conserver ce parasite en vie sous forme de pycnides et de
péritheces. C’est pourquoi la culture de pois chiche ne doit pas revenir sur la méme parcelle
pendant au moins deux années (Zachos et al. 1963). Le champignon peut survivre au-dela de
deux ans dans les semences infectées et se conserver méme a une température dépassant 45
°C (Kaiser, 1972). Sattar (1933) rapporte qu’entre 25 et 30 °C, 50 % des spores présentes
dans la graine survivent pendant 5 mois, alors qu’a 35 °C, seulement 5 % peuvent survivre

pendant la méme durée.

2.4.2. Epidémiologie du pathogéne

Les contaminations primaires proviennent de trois principales sources : des graines
contaminées, des résidus de cultures et de cultures voisines contaminées (Kaiser, 1973). Le
champignon hivernant sous sa forme parfaite sur les chaumes de pois chiche infectés constitue
une source d'inoculum primaire (Luthra et al. 1935 ; Navas-Cortes et al, 1995) (Fig. 10).

Les graines infectées produisent des plantes infectées qui pourront servir comme source
d’inoculum secondaire, toutefois pour Ascochyta rabiei, le contact entre les 1ésions du
tégument ou des cotylédons et la plante émergeante est nécessaire pour la transmission de
l'agent pathogene. Dans ces lésions, le champignon sporule abondamment, produit des
pycnides contenant des conidies qui peuvent étre disséminées par les éclaboussures de pluie
(Bayaa et Chen, 2011).

La libération d’ascospores viables a partir de périthéces commence durant I’automne hiver, et
cesse apres 8 semaines si les tissus infectés sont maintenus a la surface du sol (Kaiser et
Hanan, 1987). Les ascospores libérées sont disséminées par le vent et constituent I’inoculum
primaire (Trapero-Casas et Kaiser, 1987; Armstrong et al. 2001) (Fig.10).

Les travaux de Trapero-Casas et Kaiser (1992), aux Etats Unis, montrent que dans des
conditions naturelles au champ, le développement de pseudothéces commence au cours de
'automne et de I'hiver. Les ascospores sont libérées dans l'air dés la fin de la saison hivernale,
Jusqu’a la fin de la saison de printemps. Le nombre d'ascospores par unité de surface de tissu

de résidus de pois chiches fortement infestés est d'environ 15.000 par mm?.
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En absence du vent et par temps sec, la dissémination des pycnidiospors se fait par contact,
d’ou la propagation circulaire de la maladie autour des premiers plants contaminés (Zacho et
al., 1963). Lorsque les températures sont comprises entre 15 et 25 °C, 95 % les ascospores et
les pycnidiospors germent au bout de 6 a 7 heures. Alors qu’a 0 ou 35 ° C, la germination n’a
pas lieu (Trapero-Casas et Kaiser, 2007). Les températures, autour de 10 °C la nuit et autour
de 20 °C le jour, accompagnées d’un temps nuageux, favorisent la propagation de la maladie.
La maturation des pseudotheces a lieu entre 5 et 10 °C (Nene et al. 1991). Les épidémies sont
favorisées par une durée d’incubation courte, des températures assez €levées du printemps et
des pluies fréquentes de la fin de I’hiver jusqu’au début du printemps, ce qui entraine un

développement conséquent de la maladie (Zachos et al. 1963).

Over-wintered
infected chickpea
residue produces . A
spore-bearing A S a )]
structures. Conidia are the result of

asexual reproduction.

Early signs of ascochyta
blight lesion on chickpea
foliage.

Ascospores are the
result of sexual
reproduction.

Fully developed ascochyta
blight lesion on chickpea leaf.
Pycnidia are visible.

Ascochyta blight lesion
on chickpea pod.

Pycnidia are visible. f
A -_-f. e
Fully developed

Disease spread . _ &
ir-splast B ascochyta blight lesion

by I’:ﬁ duri of on chickpea stem.

o ng Pycnidia are visible.

growing season

Figure 10 : Cycle épidémique de l'anthracnose du pois chiche (Tivoli et Banniza, 2007) .

La gravité de cette derniere est affectée par la durée d’humectation de la feuille (Shtienberg et
al. 2006), une durée d’environ 17 heures peut produire une grave infection (Pande et al. 2005)
qui est fortement réduite lors des périodes seches. Une durée de 2, 4 ou 6 heures

d’humectation des feuilles suffit pour initier I’infection (Armstrong-Cho et al. 2004).
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2.5. Pathogénicité

2.5.1. Histopathologie

La pénétration a I’intérieur du tissu de 1’hdte se fait a travers la cuticule des folioles et des
tiges, et par les ouvertures naturelles (stomates, lenticelles) en seulement 24 heures apres
I’inoculation (Pandey et al. 1987). Le champignon infecte la plante par pénétration directe de
'épiderme, apres la formation de structures d'infection appelées appressoriums (Hohl et al.
1990; Kohler et al. 1995).

En contact avec les tissus de 1’hote, les conidies germent apres 12 heures (Pandey et al. 1987).
Apres la pénétration, les hyphes se développent simultanément entre les cellules épidermiques
et les cellules du parenchyme palissadique, désintégrant la structure interne des feuilles
(Pandey et al. 2005). La pénétration de la cuticule se fait non seulement par voie mécanique,
mais aussi par l'action des enzymes hydrolytiques car les appressoriums ne sont pas mélanisés
(Tenhaken, 1992). Le champignon se propage sous 1’épiderme, principalement dans 1’espace
intercellulaire, envahissant les cellules et provoquant un effondrement rapide des tissus des
feuilles par plasmolyse. Une fois les folioles infectées, le champignon s’installe dans la tige
en passant par les vaisseaux des pétioles (Tenhaken, 1992). Les hyphes s’agrégent et forment
des pycnides qui émergent a 1’extérieur a partir des tissus infectés et effondrés (Pande et al.
2005). Au septieme jour, la plupart des cellules non lignifiées sont détruites (Pandey et al.,

1987; Pande et al., 2005 ; [Larslan et Dolar, 2002).

2.5.2. Les pathotoxines et les enzymes impliquées dans ’infection

Des toxines appelées solanapyrones A, B et C sont impliquées dans la pathogénicité de

A. rabiei (Alam et al. 1989). Latif et al. (1993) signalent une substance toxique appelée
Cytochalasine D.

A. rabiei secréte aussi une phytotoxine de nature protéique composée de 14 acides aminés et
ayant un poids de 7,6 kDa (Chen et Strange, 1994 ; Jayakumar, 2005). Selon Kaur (1995), il
existerait une forte corrélation entre la production in vitro de solanapyrones par différents
isolats et leur pathogénicité. D’autre part, des analyses fonctionnelles du gene de Diels-
alderase Sol5 de Ascochyta rabiei indiquent que les solanapyrones ne sont pas requises pour

la pathogénicité (Kim et al. 2015).

2.5.3. Variabilité du pouvoir pathogéne
En général, la variabilité du pouvoir pathogéne peut s’exprimer sur les deux composantes du

pouvoir pathogene : virulence et agressivité (Belabid et Fortas, 2011).

.
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La virulence caractérise la capacité d'un biotype (ou pathovar) a surmonter la résistance
verticale d'une variété (Lepoivre, 2003), par contre, I’agressivit¢ exprime le pouvoir
pathogene d'un parasite défini par rapport a la résistance horizontale des variétés de I'hote.

Le constat que les nouvelles variétés peuvent perdre leur résistance peu d’années apres leur
installation dans certaines régions ont conduit les chercheurs a s’interroger sur la variabilité
du pouvoir pathogeéne chez Ascochyta rabiei.

Le terme pathotype été utilisé récemment pour décrire les niveaux d'agressivité des isolats
avec un petit ensemble de génotypes différentiels (Udupa et al. 1998; Jamil et al. 2000; Chen
et al. 2004). Trois pathotypes ont €té identifiés (Udupa et Weigand, 1997; Chen et al. 2004 ;
Benzohra et al. 2015).

Plusieurs auteurs confirment la présence d’un nouveau pathotype trés agressif, désigné
comme ¢étant le pathotype IV, capable de surmonter la résistance des lignées ICC- 12004 et

ICC-3996 (Imtiaz, 2011).

2.6. Le polymorphisme génomique
L'analyse de la variation génétique des populations du pathogene est une condition préalable
importante pour comprendre la coévolution des pathosystemes des plantes (Sarwar et al.

2013).

2.6.1. Polymorphisme de séquence

La séquence est la seule méthode exhaustive de recherche de polymorphisme dans un
fragment d’ADN. L’utilisation en routine de cette technique reste peu développée, a cause du
nombre de loci et des grands effectifs généralement nécessaires dans les études de génétique
(Tagu et Moussard, 2003).

La technique RADP, décrite par William et al. (1990), est largement utilisée pour
I’identification ou la différenciation des souches d'agents pathogenes telles que Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris (Belabid et Fortas, 2011 ; Ali et al. 2012 a), Ascochyta rabiei (Udupa
et al. 1998 ; Jamil et al. 2010).

Ces techniques moléculaires sont utilisées dans plusieurs investigations pour 1’é¢tude de la
diversité génétique de A4. rabiei, de la relation entre les marqueurs moléculaires et pathotypes
et des relations phylogénétiques (Jamil et al. 2000; Navas-Cortes et al. 1998 ; Khan et al.
1999; Santra et al. 2001).

Les marqueurs moléculaires couramment utilisés pour évaluer la variation génétique de A4.

rabiei sont basés sur la technique RFLP (polymorphisme de longueur des fragments de
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restriction). Cette technique repose sur la comparaison des profils de fragments obtenus par
les enzymes de restriction suite a 1’existence d’un polymorphisme dans la séquence d’une
molécule d’ADN par rapport a une autre.

Des mutations apparaissant sur une séquence d’ADN reconnue par une enzyme de restriction
provoquent des longueurs de fragments de restriction différentes. Les produits de restriction
sont ensuite séparés sur gel d’acrylamide ou d’agarose en présence d’un marqueur de poids

moléculaire (Tagu et Moussard, 2003).

2.6.2. Polymorphisme de nombre d’unités de répétition

Les microsatellites (SSR) sont constitués de répétition en tandem de motifs mono, di-, tri- ou
tétra nucléotidiques (Tagu et Moussard, 2003). Plusieurs chercheurs utilisent les marqueurs
microsatellites pour détecter des variations génétiques parmi les isolats de A. rabiei
(Bayraktar, 2007; Nourollahi et al., 2011 ; Ali et al, 2012). La technique PCR est utilisée

pour révéler les loci microsatellites qui sont des marqueurs codominants et multi alléliques.

2.7. Méthodes de lutte contre I’anthracnose
2.7.1. Lutte culturale
Les pratiques culturales, visant a la protection intégrée des cultures, peuvent agir sur
I’ensemble du cycle de I’agent pathogeéne et ainsi participer a un systeéme de protection
durable (Meynard et al., 2003).
Selon ces derniers, les systemes de culture ont un effet sur :
» Lataille de I’'inoculum primaire et sa localisation,
» Le développement et la localisation de I’épidémie,
» La coordination des cycles biologiques des plantes et de leurs agents pathogénes,
» L’équilibre écologique
Une rotation triennale est aussi recommandée car 1’inoculum présent sur les débris de pois
chiche peut survivre plus de 12 mois (Bayaa et Chen, 2011).
L’enfouissement des résidus de culture apreés la récolte contribue a 1’accélération de la
décomposition des débris des plantes nécrosées et entraine par conséquent une baisse de la
viabilit¢ des propagules du pathogene (Nene et Reddy, 1987). Inversement, lorsque les
conditions météorologiques sont extrémes (températures inférieures a -30 °C), cette technique
peut aider a préserver les débris, ainsi 1'inoculum peut devenir disponible a nouveau lors du

semis, lorsque les débris sont entrainés a la surface du sol.

.
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D'autres pratiques culturales consistent a semer profondément les graines (de sorte que les
graines infectées soient incapables de sortir du sol), a espacer les rangs et a réduire la densité
de semis (100-120 kg/ha au lieu de 180 kg/ha), de fagon a éviter une densité végétale élevée,
propice a une humidité excessive dans le couvert (Bayaa et Chen, 2011).

On peut envisager la destruction des foyers primaires de I’infection et le buttage des plantes
(Kaiser, 1973 ; Nene, 1984) et de pratiquer une rotation culturale, particulicrement avec le

blé, pour contribuer a la destruction de 1’inoculum primaire (Kaiser, 1981).

2.7.2. Lutte chimique

Le traitement des semences avec des fongicides systémiques (azoxystrobine) peut aussi aider
a protéger les jeunes plantes des infections foliaires par A. rabiei (Bayaa et Chen, 2011) ou
bien avec des formulations tels que le métalaxyl, le captan, le thiabendazole et le benomyl
(Wise et al. 2011).

Les fongicides foliaires réduisent efficacement l'infection en retardant le développement
secondaire de celle-ci, réduisant ainsi la propagation de la maladie. En raison de la nature
polycyclique de la maladie et de la sensibilité de I'hdte durant tout le cycle de la culture,
I’application de fongicides en temps opportun est nécessaire (Chongo et al. 2003; Bayaa et
Chen, 2011).

Le développement de la résistance a la suite d'applications répétées d'un fongicide, les effets
aigus et chroniques sur I’Homme et la faune, et la pollution de I’environnement sont les
principaux problémes rencontrés en lutte chimique (Lopez-Fernadez et al. 2012; Campbell et

al. 2012).

2.7.3. Lutte biologique

La lutte biologique est 1’utilisation d’un ensemble de méthodes visant a détruire les micro-
organismes nuisibles aux plantes cultivées par 1’emploi judicieux de leurs ennemis naturels
tels que les bactéries, les champignons, les insectes, les virus et les nématodes. La protection
conférée par un agent biologique peut étre basée sur un ou plusieurs mécanismes d'action :

La compétition pour les éléments nutritifs ou I’espace, le parasitisme, la production de
substances toxiques pour le pathogene (antibiose) et/ou la stimulation des défenses naturelles
de la plante (Yedidia et al. 1999 ; Haas et al. 2000).

Les travaux de Wang et al. (2003) ont montré que le champignon Trichoderma viride

influence le développement et la survie de 4. rabiei dans des essais en laboratoire, Dugan et

S



Partie I: revue bibliographique L’anthracnose du pois chiche

al. (2005) nt trouvé que A4. rabiei et son téléomorphe (Didymella rabiei) sont inhibées en

présence de champignons tels que Aureobasidium pullulans et Clonostachys rosea.

2.7.4. Lutte génétique

La sélection et les semis de cultivars hautement résistants sont les moyens les plus
¢conomiques et I'une des pratiques les plus importantes dans le contrdle de I'anthracnose
(Singh et al. 1981 ; Singh et Reddy, 1991). Bien qu'aucun génotype de pois chiche n’ait une
immunité complete a 'anthracnose, certains cultivars présentent toutefois un haut degré de
résistance ou de tolérance a la maladie.

Les centres de 'ICARDA et I'ICRISAT développent un programme de recherche sur la
création d’un matériel végétal résistant. Plusieurs variétés sont déja mises au point (Nene et
al., 1981; Singh et Reddy, 1989).

Les essais au champ, réalisés en Inde durant 12 année (Kaur et al., 2012), montrent que les
lignées 'ILC200' et 'ILC 3279' sont résistantes ; en contradiction avec les travaux de Igbal et
al. (2010) qui mentionnent que I’ILC 3279 n’est pas hautement résistante.

En Algérie, Djaoui (1985) montre que les variétés locales (Ain Timouchent, Oran, Sebdou)
sont tres sensibles a tous les isolats de Ascochyta rabiei. Les travaux s’orientent actuellement
vers les especes sauvages.

A partir d’un croisement de Cicer judaicum et de C. pinnatifidum, Singh et Reddy (1993) ont
obtenu une accession résistante au champ et méme en serre. Collard et al. (2001) notent que
certaines accessions de C. bijugum, C. echinospermum et C. pinnatifidum sont résistantes.
Shah et al. (2005) ont enregistré la résistance de 14 accessions de C. bijugum , 1 de C.
echinospermum ,12 de C. Judaicum , 15 de C. pinnatifidum , 1 de C. reticulatum , et 3 de C.
yamashitae.

La résistance a 4. rabiei serait gouvernée par un seul gene dominant (Haafiz et Achraf, 1953 ;
Vir et al., 1975; Singh et Reddy, 1983; Igbal et al., 2004). Pour Labdi (1995) cette résistance
est rarement monogénique et serait le plus souvent sous le contréle de plusieurs genes avec
des effets d’interaction inter-alléliques diverses.

La plupart des programmes de sélection dans le monde se sont fortement appuyés sur deux
génotypes de type Kabuli, ILC72 et ILC3279, en tant que sources de résistance contre
'anthracnose (Muehlbauer et al., 1998 a; Muehlbauer and Kaiser, 2002; Rubio et al., 2004).
Des marqueurs moléculaires liés a deux QTL majeurs et un QTL mineur conférant la
résistance a 1’anthracnose sont identifiés en utilisant des lignées recombinantes issues de

croisements interspécifiques comme C. arietinum x C. reticulatum (Ali et al., 2011). Les QTL

)
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analysés permettant d’identifier des marqueurs moléculaires pourraient étre utilisés pour
évaluer la diversité des régions génomiques spécifiques a I’anthracnose et pour mesurer les

relations génétiques entre génotypes (Hamwieh et al., 2013).
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Chapitre 3: Lutte biologique

3.1. Généralité sur la lutte biologique

Au début du XXeme siecle 1’appellation "lutte biologique" a été proposée pour désigner toute
méthode phytosanitaire mettant en ceuvre un organisme vivant. En 1919, Smith a défini la
lutte biologique comme I’utilisation des ennemis naturels pour le contrdle des maladies
phytopathogene. L’étude de Sanford en 1926 sur les facteurs influencant la pathogénicité de
la bactérie S.scabies matérialise ce concept en observant que des microorganismes

saprophytes pouvaient entrainer une diminution de I’intensité de ce pathogene du sol.

Quelques années plus tard, Weindling a démontré que le champignon Trichoderma lignorum
parasitait d’autres champignons du sol. En 1964, De Bach a donn¢ une nouvelle définition a la
lutte biologique : « c’est ’action des parasites, prédateurs ou pathogenes dans le maintien de
la densité de la population des microorganismes a un niveau inférieur de celle observée en

leur absence ».

Dans le sens écologique strict, I’application de la lutte biologique peut étre considérée comme
une stratégie pour restaurer la biodiversité dans les agro-écosystémes par 1’addition des

antagonistes naturels (parasite ou prédateur). (Altieri, 1999 ; Nautiyal et al., 2000).

La lutte biologique connait ces dernieres années un regain de popularit¢ di en partie a un
certain échec de la lutte chimique. Les traitements chimiques tels que les fongicides donnent
de bons résultats a court terme mais a long terme I’accumulation de leurs résidus dans
I'environnement représente un danger qu'on ne peut plus négliger. En revanche, la lutte
biologique a une efficacité relative et demande plus de connaissances et d'observations, mais a

long terme, elle est beaucoup plus intéressante sur le plan environnemental et économique.

(Corbaz, 1990 ; Toussaint, 1996).
3.2. L’intéreét de la lutte biologique

En plus de son role dans la restauration de la biodiversité dans les écosystémes, la lutte
biologique présente un réle important dans le contréle des maladies phytopathogéne. Emmert
et Handelsman (1999) affirment que la lutte biologique peut étre aussi efficace dans le

controle des maladies phytopathogene que 1’utilisation des fongicides.

-
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Singh et al. (2003) ont montré que Pseudomonas fluorescens peut réduire de 78% la maladie
de la pourriture du collet de la plante de piment rouge causé par Sclerotium rolfsii. Mao et al.
(1998) montrent Egalement, une réduction en plein champ des maladies de la tomate due aux
S. rolfsii, Pythium ultimum, Rhizoctonia solani et Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici par

I’utilisation de deux agents biologiques Gliocladum vireus et Burkholderia cepacia.

Le genre Trichoderma a était particulicrement étudié et plusieurs especes ont révélé un grand
effet antagoniste contre des agents pathogenes responsable de maladies des plantes, d’autant
plus que plusieurs produits phytosanitaires a base d’espece de ce genre sont commercialisé€s

(Rao et Krishnappa, 1995 ; Kaur et Mukhopadhyay, 1992 ; Fravel, 2005 et Errakhi, 2008).
3.3. Types de lutte biologique

La Iutte biologique peut étre divisée en trois catégories bien distinctes : classique, par

augmentation et par protection.

La méthode classique vise I’implantation d’un antagoniste exotique dans un milieu ou sévit un
ravageur exotique (Cloutier et Cloutier, 1992). En I’absence du ou des ennemis qui contrdlent
ses populations dans son aire de répartition d’origine, le ravageur n’a presque aucun obstacle
a sa prolifération autre que la culture ou le milieu dont il dépend. C’est ainsi que plusieurs cas
de lutte biologique ont été réalisés par 1’introduction d’un ennemi naturel dans la nouvelle
région, dans le but qu’il s’implante et se développe, pour contrdler le ravageur a long terme.
Ce mode de lutte demande néanmoins beaucoup de recherche avant sa mise en place, surtout
afin de s’assurer que 1’espece introduite s’acclimate et s’attaque spécifiquement au ravageur

exotique et non aux organismes indigénes (Weeden et al., 2007).

Un exemple de lutte biologique classique serait 1’introduction de la coccinelle asiatique,
Harmonia axyridis Pallas, contre les pucerons (hémipteéres de la super-famille Aphidoidea),

plusieurs especes étant également exotiques (Roy et Wajnberg, 2008 et voir section 2.1).

Dans le cas de la lutte biologique par augmentation, le but est de controler un ravageur
indigéne en augmentant 1’occurrence de son ou ses ennemis naturels, naturellement présents
mais en quantité insuffisante (Cloutier et Cloutier, 1992) ou d’introduire a répétition d’un
ennemi qui ne survivrait pas, par exemple, aux conditions hivernales (U.S. Congress, Office
of Technology Assessment, 1995). De grandes quantités d’antagonistes sont libérées, le plus
souvent a plusieurs reprises, pour contrdler les ravageurs. Un exemple de lutte biologique par

augmentation serait la libération de grandes quantités d’un champignon parasite naturellement

-
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présent dans les sols, Beauveria bassiana, contre la punaise terne, Lygus lineolaris Palisot de
Beauvois (Jamal, 2008). Les ravageurs indigénes ont toujours des ennemis mais ces derniers
sont parfois défavorisés par certaines conditions du milieu (utilisation de pesticides a large
spectre). La lutte par protection vise a augmenter I’occurrence des ennemis naturels en
changeant le milieu et les pratiques culturales. C’est sans doutes le mode de lutte biologique
le plus important et facilement disponible car il demande souvent peu d’efforts et que les
ennemis sont adaptés a 1I’environnement visé (Weeden et al.,, 2007; U.S. Congress, Office of
Technology Assessment, 1995)). Par exemple, certaines especes d’insectes prédateurs comme
les coccinelles du genre Hyppodamia, se nourrissent de pollen quand les proies deviennent
plus rares. Malheureusement, elles ne peuvent pas se reproduire sous cette dicte, ce qui peut
faire chuter les populations. Cette situation peut étre évitée en pulvérisant sur les cultures une
solution de sucre et d’hydrolysat de levures, ce qui remplace temporairement les pucerons

(Johnson, 2000).
3.4. Principaux organismes utilisés en lutte biologique

Les principaux sont les micro-organismes, les nématodes, les insectes et les arachnides. Les
organismes bénéfiques utilisés en lutte biologique (Annexe 1) doivent avoir un bon taux de
reproduction, étre spécifiques, avoir une bonne capacité d’adaptation et leur cycle de vie doit

étre synchronisé a celui du ravageur (Weeden et al., 2007).

Les auxiliaires qu'on cherche a utiliser sont le plus souvent des insectes entomophages ou
des acariens entomophages ou parasites. Un prédateur bien connu est par exemple
la coccinelle qui se nourrit de pucerons. Contre la pyrale, Ostrinia nubilalis ravageur du mais,
on utilise couramment une espece de trichogramme qui est un micro-hyménoptere

(Trichogrammatidae ) dont les larves se développent au détriment des ceufs de pyrale.

D'autres auxiliaires peuvent aussi étre des bactéries ou des virus qui provoquent certaines

maladies chez les insectes nauisibles. On parle de muscardines dans le cas de champignons.

Dans certains cas, des poissons peuvent également étre utilisés. Ainsi, pour lutter contre la
prolifération  des anopheles, moustiques vecteurs  du paludisme,  I'Institut ~ Pasteur
d'Algérie introduisit avec succes dans ce pays en 1926 un petit poisson du Texas, la gambouse

(Gambusia) qui se nourrit des larves de moustiques peuplant les eaux stagnantes.

» Les prédateurs
Les prédateurs sont principalement des especes autonomes qui consomment

directement un grand nombre de proies pendant toute leur durée de vie.
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Les coccinelles, et en particulier leurs larves qui sont actives au printemps/été dans
I'hémisphere nord, sont des prédateurs voraces de pucerons, et peuvent également consommer

d'autres insectes de petites tailles, tels que les acariens, et les petites larves de Lépidopteres.

Les larves de nombreuses especes de Syrphes se nourrissent également principalement de
pucerons (une larve peut en dévorer jusqu'a cinquante par jour, ou 1000 dans sa durée de vie).
Elles mangent également d'autres insectes de petites tailles, tels que les Tetranychidae. Les

adultes se nourrissent de nectar et de pollen, dont ils ont besoin pour la production d'ceufs.

D'autres prédateurs utiles dans la lutte des ravageurs de jardin comprennent les chrysopes,
les Anthocoridae, les Staphylinidae et autres Coléopteres, moucherons prédateurs de
pucerons, araignées, etc., ainsi que des prédateurs plus larges, tels que les grenouilles, les

crapauds, les chauves-souris (les microchiropteres insectivores) et les oiseaux.
v" Les Hyménopteres

A l'exception de quelques groupes supérieurs prédateurs (Formicidae, Sphecidae, Vespidae),
les Hyménopteres utilisés en lutte biologique sont avant tout des parasites (parasitoides),

utilisés contre des phytophages.

Parmi les insectes parasitoides, les Hyménopteres sont, de loin, les plus fréquemment utilisés
en lutte biologique contre des ravageurs avec 88 % des essais de lutte contre 12 % pour les

Dipteres, essentiellement des Tachinidae.

La plupart des tentatives de lutte biologique par Hyménopteres ont été faite avec des insectes
appartenant aux deux supers familles suivantes: les Chalcidoidea (58 %) et

les Ichneumonoidea (31 %).
v Les micro-organismes

Les micro-organismes pathogénes comprennent les bactéries, les champignons et les virus. Ils
tuent ou affaiblissent leur hote et sont relativement spécifiques a 1'hdte. Diverses maladies
microbiennes des insectes sont naturelles, mais peuvent également é&tre utilisées en tant

que pesticides biologiques.
» Les bactéries

Les bactéries utilisées pour la lutte biologique infectent les insectes par leur tube digestif, ce
qui rend difficile leur utilisation pour le contrdle des insectes "suceurs" comme les pucerons
et les cochenilles. Bacillus thuringiensis est 1'espece bactérienne la plus largement utilisée

pour la lutte biologique, avec au moins quatre sous-especes utilisées pour contrdler les
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insectes nuisibles tels que les Iépidopteres, les coléopteres, et les dipteres. La bactérie est
disponible en sachets de spores séchées qui sont mélangées avec de 'eau et pulvérisés sur les
plantes vulnérables, tels que les Brassica et les arbres fruitiers. Bacillus thuringiensis est
¢galement intégrée dans certaines cultures génétiquement modifiées, dans le but de les rendre

résistantes aux ravageurs ciblés.
» Les Champignons

Les champignons utilisés pour lutter contre les insectes sont connus comme les champignons
entomopathogenes. Par exemple, au moins quatorze especes connues attaquent les pucerons.
Beauveria bassiana est utilisé pour gérer une grande variété d'insectes nuisibles, notamment

les aleurodes, les thrips, les pucerons et les charancons. Et Trichoderma harzianum contre
L’anthracnose du pois et pois chiche
Il y a quelque exemple suivant :
Champignons prédateurs
_ Arthrobotrys irregularis sur larves M.
_ Paecilomyces lilacinus
_ Champignons ovocides
_ Paecilomyces lilacinus
_ Verticillium (chlamydosporium, lamellicola...)
_ Champignons a spores adhésives
_ Hirsutella rhossiliensis, H. minnesotensis
_ Drechmeria coniospora
_ Verticillium balanoides
> Les Virus

Les virus d'insectes sont des organismes pathogeénes obligatoires qui se reproduisent
uniquement dans un insecte hoéte. Ils peuvent fournir un moyen de lutte efficace et durable
d'une espéce d'insectes nuisibles. Certains virus sont disponibles dans le commerce, mais
beaucoup d'autres sont naturellement présent dans les systemes agricoles et forestiers, et

peuvent déclencher des épidémies de leur insecte hote sans intervention humaine.
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Les baculovirus sont spécifiques a certaines especes d'insectes hotes et se sont révélés étre
utiles dans la lutte biologique. Par exemple, le virus spécifique a la spongieuse(Lymantria
dispar) (en anglais : Lymantria dispar multicapsid nuclear polyhedrosis, LAIMNPYV) peut agir
comme régulateur naturel des populations de ce ravageur des foréts de feuillus et a été utilisé
pour traiter de grandes zones foresticres en Amérique du Nord séverement attaquées. Les
larves sont tuées par le virus ingéré, et laissent des particules virales sur le feuillage qui

infectera d'autres larves.
3.5. Présentation de Trichoderma
3.5. 1. Généralité

Depuis plus de soixante ans les propriétés antagonistes des 7richoderma sont connues

c’est I’'un des agents antagonistes le plus étudié. Ces dernieres années :

IIs vivent dans le sol et les liticres forestieres, et hydrolysent la cellulose qui constitue leur
nutrition, ils agrémentent volontiers leur « menu » d’autre champignon, comme ils prouvent

produire des substances inhibitrices de leur croissance.

En 1932 déja, WEINDLING proposait ’emploi de 7richoderma viride comme agent

de la lutte biologique contre les maladies de fonte de semis

Depuis cette époque, plusieurs tentatives d’utilisation des Trichoderma se sont succédées avec

des résultat contradictoires et souvent décevants

Une révision taxonomique des Gennes Trichoderma est réalisée par des travaux de

(MUGHGHO, 1968, et RIFAT ,1969).

Les Trichoderma intéressent depuis longtemps les industriels en tant qu’agent cellulosique.
Entant qu’agent biologique Trichoderma a été étudié surtout en Israél, aux Etats-Unis et en
France. Les recherches ont porté sur son écologie, ses mécanismes d’action et sa sélection des
souches les plus performantes. Parallelement a cela ; des essais de lutte sont réalisés a petite
¢chelle avec des résultats assez encourageants, ce qui permet aujourd’hui de généraliser leur

utilisation.

Le genre Trichoderma a été¢ décrit par FRIES, (1629) in PERSOON, (1794) sous le
nom de moisissure verte .Cette moisissure offrait aux biologistes de nombreuses voies de

recherches.
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» L’étude de la taxonomie et des caractéres morphologiques des Trichoderma.
» L’étude de 1’écologie de Trichoderma. Les TULSAN (1965) ’ont attaché a la forme

parfaite Hypocrua rufa.
3. 5. 2. Taxonomie

Classe : Adelomycéte
Ordre : Hhyphales

Famille : Mucidinacées

YV V VYV V

Genre : Trichoderma

» Espece : Trichoderma harzianum
3.5.3. Mécanisme d’action du Trichoderma
Les Trichoderma agissent différemment sur les parasites par trois modes actions
3.5.3.1. Action par antibiose

Elles s’effectuent pour la production de substances antibiotique c’est la forme la plus
fréquente d’antagonisme entre micro-organisme. Elle résulte de la production de deux types

de substance inhibitrice : volatiles ou non volatiles (Maslouhi1989)

En effet, Trichoderma exerce une action fongistatique a distance atteignant notamment

les jeunes hyphes c’est surtout le fait de Trichoderma harzianum

On peut rencontrer chez les especes de Trichoderma des souches capables d’inhiber la

croissance mycélienne de Rhizctonia solani (Olivier in Davet,1987)
3.5.3.2. Action par mycoparasitisme

Dans ce cas, I’antagoniste attaque le pathogéne en percant les hyphes et les

envahissant, Trichoderma est un champignon connu pour ce type d’action (Elad, et al 1983).

Il s’attaque a son hote en enroulant son mycélienne autour des hyphes de 1’hote ; il
peut se fixer aussi par des crochets, aprés contact ; il secrete des enzymes de type B (1-3)
glucanase, le mycoparasitisme pénetre dans les cellules d’hdte et Y consomme le contenu

(Maslouhi 1989).
3.5.3.3. Par compétition

Les substances nutritives se trouvent en générale en quantité limité et les microorganismes

entrent en compétition pour se les procurer.

.
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Exceptionnellement lorsqu’un micro habitat tellurique est riche en substrat nutritif; la

compétition s’exerce sur leur I’espace, (Maslouhi, 1989).
3.6.3.4. Par Elicitassions

Des travaux préliminaires de (Molot, 1983) montrent que les filtrats de culture de
Trichoderma contiennent des fractions électrices d’une résistance au pathogene dans les
feuille des végétaux. En regle générale les mécanismes antiparasitaires varient non seulement

selon les protagonistes présents mais ¢galement selon les fonctions de milieu.

3.7. Les champignons endophytes

Les champignons sont les microorganismes les plus fréquemment isolés en tant
qu’endophytes (Strobel et al., 2004). Le terme endophyte a été utilis€¢ pour la premicre fois
par De Bary en 1866 pour décrire les champignons qui colonisent l'intérieur des tissus
végétaux des tiges et des feuilles (Moricca et Ragazzi, 2008).
La définition la plus couramment utilisée pour décrire les champignons endophytes est celle
de Petrini (1991), qui définit les endophytes comme étant tous les microorganismes vivant de
fagon intra et/ou intercellulaire (Pimentel et a/., 2011) dans les organes végétaux internes a un
certain moment de leur vie et peuvent coloniser les tissus végétaux internes sans causer de
dommages apparents chez 1’hote (Hyde et Soytong, 2008).
Ils ont longtemps pensé¢ que ces champignons ne montraient aucune fonction, ni intérét.
Cependant, ces dernieres années, les endophytes ont été exploités (Moricca et Ragazzi, 2008)
comme source de composés antimicrobiens, antioxydants, anticancéreux, insecticides, etc.

(Maheshwari, 2006).

I.7. 2. Réles des champignons endophytes

Les champignons endophytes recoivent la nutrition, la protection, et la possibilité de se
propager grace a leurs hotes (Clay et Schardl, 2002); et en retour la plante hote bénéficie aussi
de certains avantages procurés par I’endophyte.
Protection contre les insectes, Certains endophytes peuvent aussi protéger leurs hotes contre
les insectes en produisant des métabolites secondaires (Spiering et al., 2005).
Protection contre les microorganismes pathogenes, Plusieurs mécanismes peuvent étre utilisés

par les endophytes pour inhiber les microorganismes phytopathogene.

.
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Chapitre 1

Matériel et méthodes
1.1. Objectif

Ce travail consiste a évaluer I’effet «in vitro de Trichoderma harzianum » et deux
champignons endophytes sur le développement (croissance mycélienne) de Ascochyta rabiei,

A cet effet, deux méthodes de confrontation (directe et indirecte) sont testées.
1.2. Matériels et Méthodes

1.2.1. Matériel fongique

1. 2. 1.1 Agent pathogéne :

Les isolats de Ascochyta rabiei utilisés dans cette étude ont été obtenus par isolement a
partir d'échantillons de tiges, de feuilles et de gousses de pois chiche présentant des
symptomes caractéristiques d'anthracnose. Les échantillons ont été collectés dans certaines

régions de 1'ouest Algérien (Tab.7).

Tableau 07 : présentation des sites d’isolement

Région (wilaya) Sites date
1. Ain témouchent (1) hammam bouhdjer juin 2014
2. Ain témouchent (2) hammam bouhdjer Juin 2014
3. Mostaganem (1) mesra (yanaro) Juin 2014
4. Mostaganem (2) sidi Lakhdar Juin 2014
5. Mascara Mascara (1-2-3) Juin 2014
6. Sidi Bellabes (1) belarbi Juillet 2018
7. Sidi Bellabes (2) ITCMI Juillet 2015
8. Sidi Bellabes (3) belarbi (guerbenzou) Juillet 2018

1.2.1.2. Les antagonistes

Les manipulations portant sur I’étude de pouvoir antagoniste contre Ascochyta rabiei
agent responsable de I’anthracnose du pois chiche ont été réalisés par ['utilisation de

« Trichoderma harzianum » acquit au niveau de laboratoire de phytopathologie de I'université

.
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de Mostaganem et de deux champignons endophytes obtenus par isolement a partir d’organes

de plantes de pois chiche (tiges, feuilles et gousses) présentant des symptomes d’anthracnose.
1.2.3. Milieux de culture utilisés

Selon les besoins expérimentaux, deux types de milieux de culture (CDA et PDA) sont
retenus. La composition des milieux de culture utilises est indiquée en annexe N°1. Le choix
d’un milieu de culture est basé sur son adéquation pour un bon développement du pathogene.
Pour la croissance mycélienne de Ascochyta rabiei, le milieu PDA est choisi. Le milieu de
pois chiche (Chickpea Seed-Meal Dextrose Agar), favorise une bonne croissance mycélienne
et une sporulation importante (Singh et Reddy, 1990 ; Trapero-Casas et Kaiser, a et b,
1992 ; Basandrai et al., 2005 ; Bayraktar et al., 2007).

1.2.4. Technique d’isolement et purification de Ascochyta rabiei

Les zones nécrosées (Fig.11) contiennent non seulement l'agent pathogene, mais
¢galement des saprophytes qui peuvent compliquer l'isolement du parasite en cause. Les
échantillons de 1 a 2 mm de longueur sont nettoyés superficiellement a l'aide d'un coton
imbibé d'alcool a 96%. Ils sont ensuite désinfectés pendant 3 minutes, dans une solution
d'hypochlorite de sodium a 2 %, et rincés trois (3) fois avec l'eau distillée stérile pendent
Imin, sachés sur du papier filtres stérile puis déposés aseptiquement sur un milieu de culture
CDA a raison de quatre (4) fragments par boite de Pétri et mis en incubation a 22 °C sous une
photopériode de 12 heures. Des 1’apparition des filaments mycéliens autour des petits
fragments, des observations microscopiques sont effectuées, Une fois I’identification primaire
de Ascochyta rabiei est établie, des repiquages successifs sont réalisés afin d’obtenir des

cultures pures.

[

Figure 11: Organes de pois chiche (tiges A, gousses B) nécrosés

(originale 2019)
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1.2.5. L’obtention des cultures monospores
Apres purification des souches isolées, un repiquage a effectué sur milieu CDA
(annexe 2) les boites de pétri sont mis a incuber a 20°C sous régime photopériodique,
condition favorables a la conidiogéneses (BARRAULT et a/1990), une suspension mere est
alors réalisée dans de 1’eau distille stérile. Par dilution successive, on obtient une suspension
cnidienne d’une concentration (1000 conidies /ml) telle quelle permette, a 1’aide d’une pipette
pasteur de déposer sur une lamelle stérilisé 4 a 5 microgoutte ne renferment qu’un nombre
réduit de conidies a défaut d’une seule.
L’observation du nombre de conidies présentes dans une microgoutte est faite au microscope,
le dessechement de la microgoutte étant évité par ['usage d’une chambre humide de VAN
TIAGHAM préalablement stérilisée, apres avoir été repérées, les microgouttes ne renferment
qu’une seule conidie sont individuellement captés par capillarité a 1’aide d’un petit triangle de
papier filtres stérilisé. Ce dernier est aseptiquement déposé a la surface d’un substrat nutritif
(CDA gélosé) et mis a incubé a 22°C et a obscurité.
1.2.6. Technique d’évaluation de la croissance mycélienne
Des explants circulaires de 5 mm de diametre sont prélevés a 1’aide d’un emporte-picce
stérile a partir d’une colonie jeune de 10 jours. Chaque explant est déposé au centre d’une
boite de Pétri contenant le milieu CDA. Le diametre de la colonie a été évalué en mesurant les
diametres perpendiculaires de la colonie au bout du dixieéme jour de culture. Pour chaque
isolat, nous avons réalisé 6 répétitions. Les boites sont mises a incuber a 20 + 2 °C sous une
lumiere blanche alternée (photopériode de 12 heures).
1.2.6.1. Caractérisation cultural
La caractérisation des isolats obtenus est basée sur les caractéres morphologiques du
champignon et 1’aspect cultural (la couleur des colonies, aspect du mycélium, couleur du
cirrhe, zonations) exprimés sur milieu de culture CDA.
1.2.6.2. Caractérisation morphologique
Les caracteres sont observés sur des thalles agés de 10 jours et provenant d’un clone
(culture monosporale) de fagon a éviter les variations morphologiques qui seraient dues a
plusieurs souches. Toutes les cultures sont soumises a des conditions identiques : température
de 22 £ 0,5 °C, lumiere alternée (12h de photopériode).
De nombreuses espeéces fongiques ont des exigences générales identiques ou méme tres
proches, mais chaque espéce ne manifeste une croissance et une sporulation optimales que
dans des conditions particulieres. Ces dernieres sont surtout déterminées par la qualité et la

quantité des €léments nutritifs présents dans le milieu de culture (Moreau, 1953).




Partie II : Etude expérimentale Matériel et méthodes

Dans le cas de A. rabiei I'utilisation du milieu de culture CDA est recommandée. Ce dernier
¢tant favorable a sa croissance mycélienne (Kaiser, 1973; Labdi, 1990). Il permet aussi une
bonne sporulation chez ce pathogene. Aussi, toutes nos études morphologiques et culturales
sont réalisées sur ce milieu.
1.2.6.3. Caractérisation macroscopique
L’étude des caractéres macroscopiques des isolats est basée sur la description
morphologique de colonies incubées pendent 15 jours sur les deux milieux (CDA et PDA) a
une température de 22°. Les critéres retenus pour la caractérisation des colonies sont les
suivants :
» Couleur de la face supérieure des colonies
» Aspect de mycélium
» Abondance des pycnides
» Croissance mycéliennes (mm)
1.2.6.4. Caractérisation microscopique
Dans cette partie 1’étude de quatre criteres est réalisée afin de caractériser les isolats au
microscope :
» Couleur des pycnides
» Forme des pycnides
» Forme des conidiospores
» Nombres des pycnidiospores
1.2.6.5. Evaluation de la sporulation
Elle est réalisée apreés son apparition sur des cultures in vitro du champignon. La
sporulation de Ascochyta rabiei étant difficile a obtenir, nous avons eu recours a un stress
thermique (froid et chaud). La technique consiste a verser 10 ml d’eau distillée stérile dans la
boite contenant la colonie du parasite, aprés 20min d’incubation a température (25°C), les
colonies sont raclées superficiellement a laide dune tige en verre afin de libérer les
pycnidiospors
La suspension du spore est filtrés a laide dune mousseline puis collectes dans une
erlenmeyer ,A partir de celle-ci nous avons prélevé «3 échantillon de 100 ul. Chaque
¢chantillons est dépose sur une lame de mallassiez puis recouvert dune lamelle .Le nombre de

conidies est comptés sous microscope optique.

.
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1.3. Etude « in vitro » de confrontation des antagonistes avec Ascochyta rabiei

L’étude de I’effet antagoniste des deux isolats de Trichoderma harzianum et les
champignons endophytes sur 1’agent causal de I’anthracnose du pois chiche « Ascochyta
rabiei » est réalisée en utilisant les techniques de confrontation directe et indirecte.
1.3. 1. Méthode de confrontation directe

La technique de la confrontation directe décrite par Sivan et Chet (1989), consiste a

Pourcentage d’inhibition = (R témoin - R test) / R témoin x 100

Co-ensemencer dans la méme boite de Pétri contenant un milieu CDA, deux pastilles gélosées
prélevées a partir de cultures de 1’antagoniste et du pathogene prélevée a partir d’une culture
agée de 7 jours. Les témoins représentent uniquement le pathogéne ou 1’antagoniste repiqué
au centre de la boite de Pétri contenant le milieu CDA. Les boites sont par la suite incubées a
20°C et une photopériode de 12h pendant 10 jours (Fig.12).

Les notations sont prises chaque jour en mesurant la croissance mycélienne des deux
antagonistes en suivant le méme sens de mesure (de I’explant vers le centre de la boite).

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne du pathogene est calculé selon la
formule de Datta et al. (2004.).

R tmoin: distance radiale max de la croissance du champignon pathogene

R test: distance radiale sur une ligne en direction de 1’antagoniste. Aprés 2 a 10 jours
d’incubation la région d’interface a été observée sous microscope optique en vue d’étudier le

mode d’action du I’antagoniste testé.

Pathogéne  [-{~ || Antagoniste

PDA

Figure 12 : Technique de la confrontation directe sur milieu solide.

1.3. 2. Méthode de confrontation indirecte

Appelée aussi confrontation a distance. Cette méthode consiste a repiquer 1’antagoniste

et le pathogéne dans deux boites séparées, un assemblage est réalisé¢ par superposition des

<
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deux boites, 1’antagoniste (7richoderma harzianum. Ou champignons endophytes) en bas et

A. rabiei en haut (Fig.13).

La jonction entre les deux boites est assurée par des couches de para film afin d’éviter toute
déperdition des substances volatiles. Les conditions de culture sont identiques a celles de la

confrontation par contact direct sur milieu de culture

- Milisu ce culmre PLA
Ascacipin ribivl

Puralilme

Trichoderma spp
Figure 13 : Présentation schématique de la confrontation indirecte in vitro. (BAYOU
Rima.BELBAZ Nacira.2017)
1.4. Etude statistique

Les résultats obtenus sont soumis a une analyse de variance selon le dispositif
expérimental retenu suivie d’une comparaison de moyenne selon test de Newman-keuls au

risque =d 0 .05 sous le logiciel statistique STATBOX (version 6 .01).
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Chapitre 2

Résultats et discussion

2.1. Résultats

L’objectif de cette étude porte sur la caractérisation de 16 isolats de Ascochyta rabiei
obtenus dans différentes régions de culture de pois chiche du nord-ouest algérien. Le
deuxiéme volet consiste a évaluer 1’effet antagoniste in vitro de trois champignons sur la

croissance mycélienne des isolats de Ascochyta rabiei.

2.1.1. Isolement et identification des champignons a partir du végétal

A partir des tiges et des gusses des plants infectés du pois chiche, on note un développement
d’isolats fongiques crémeux a faible vitesse de croissance. Aprés 15 jours d’incubation sur
milieu CDA a 20° C + 2, pH = 5,8 et une photopériode de 12 h, les résultats obtenus montrent
certaines différences macroscopiques entre les trois isolats retenus (Fig. 14). Selon les isolats
I’aspect des cultures est variable, par la couleur des colonies, I’abondance du mycélium et la
couleur des pycnides. On observe également une différence assez importante dans la moyenne
de croissance des isolats de Ascochyta rabiei, selon les milieux de culture utilisés (CDA ou
PDA). L’incubation des cultures sous un cycle d’éclairage alternatif (16 heures d’éclairage, 8
heures d’obscurité) est a 1’origine de la zonation observée au niveau de 1’ensemble des
colonies. Les hyphes mycéliens de Ascochyta rabiei ont un développement relativement long
(environ 15jours), elles sont d’abord crémeuses, puis prennent des teintes extrémement

variées selon les isolats et le milieu (noir, vert claire ou foncé, marron et brun).

' /1 Figure
14: Aspects culturaux des isolats de Ascochyta rabiei sur milieu de culture CDA, (Aspect

générale de trois isolats (A), isolat avec apparition des pycnides (B)), (originale 2019).

L’observation microscopique réalisée sur les isolats de Ascochyta rabiei montre la présence

de pycnidiospors a I’intérieur des pycnides (Fig.15). Le stade imparfait est caractérisé par la




Partie II : Etude expérimentale Résultats et discussion

Formation des pycnides apparaissant sous forme du point noir visibles a I’ceil nu, portant des

Conidies ou pycnidiospors.

- Les pycnides

Elles sont caractérisées sous forme de « carpospores » communément appelées « Pycnides »,
ils sont globuleux et forment toujours une véritable cavité, leur couleur varie du blanc au brun
foncé selon les milieux de culture. Les pycnides sont disposées en cercles concentriques et
munies d’un ostiole .

- Les pycnidiospors

Ce sont des conidies qui sortent a maturité en masse des pycnides engluées dans un mucus
(Cirrhe). Elles sont hyalines, cylindriques ou ellipsoidales et ovales a oblongues, les
extrémités des conidies sont étroites ou légerement incurvées et arrondies. Certaines sont
bicellulaires présentant une cloison excentrique qui provient des parois latérales mais la
plupart sont unicellulaires.

Les pycnides observées sont de forme sphérique ou en forme de poire, contenant de
nombreuses spores hyalines unicellulaires (pycnidiospors) et occasionnellement bicellulaires
naissant ou conidies sur de courts conidiospores intégrés dans une masse mucilagineuse.

Pour chaque isolat nous avons compté entre 3 a 4 % de spores qui présentent une cloison
(bicellulaires), les autres étant monocellulaires. Les conidies sont hyalines droites,

cylindriques et arrondies a I’'une ou aux deux extrémités (Fig.15).

Figure 15 : Conidies de Ascochyta rabiei observé a la microscopie (x 40) (Originale, 2019).

2.1.2. Isolement et identification des champignons endophytes

3
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L’observation morphologique et microscopique de cultures obtenues par isolements a partir
de fragments de plants de pois chiche infectés montre que les isolats obtenus sont

caractéristiques a savoir :

2.1.2.1. Endophyte 1

Apres 7 jours d’incubation sur PDA, les isolats fongiques présentent une variation
considérable entre les caractéres morphologiques. La couleur de la colonie varie du clair au
foncé a une teinte olivatre verdatre et grisatre. La majorité des colonies ont un aspect
duveteux ou cotonneux, avec variations de la croissance mycélienne et des bordures régulieres

et irrégulieres (Fig.16)

Figure 16: Aspect culturaux des isolats endophytes obtenus sur milieu de culture PDA .(face
inferieur (A) et face supérieure (B)(Originale ,2019).

Les conidies observées se présentent en chaine ou solitaire, leur formes varient d’obliforme a
ovale ou enclavées, de couleur brune jaunatre a brune foncé¢, avec 1 a 8 transepta et 1 a 3

longisepta., (Fig.17) .
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Figure 17 : Observation microscopique des conidies (A X 10 ET B X40) (Originale, 2019).

Les conidies sont septées avec cloisons transversales et longitudinales, les cellules sont multi
nucléées (pluricellulaires) de couleur foncée généralement piriformes de tailles variable selon

les especes (Rotem, 1994),

D’aprées les observations morphologiques (macro et macroscopiques) réalisées et en
s’appuyant sur une comparaison avec la clé de détermination des champignons ; nous pensons

que le champignon endophyte (1) appartient genre Alternaria sp.

2.1.2.2. Endophyte 2

Observation microscopique

Apres 7 jours d’incubation sur PDA, les isolats fongiques présentent une variation des

caracteres morphologiques. La couleur de la colonie est rose claire a beige,(Fig. .18)

Figure 18 : Aspect culturaux des isolat d’endophyte sur milieu de culture PDA,
,(Originale,2019).

Les pycnides sont de couleur marron foncé avec un bec allongés, leur mycélium est cloisonné

bien ramifié¢ de couleur marron, (Fig. 19)
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Figure 19 : Observation microscopique du champignon endophyte 2, ( A X10 la pycnide,
X40 le mycélium ),(originale,2019).

Les ¢éléments recueillis apres les observations macroscopiques et microscopiques n’ont pas

permis d’identifier ce champignon.

2.1.3. Résultats d’antagonistes

2.1.3.1. Ascochyta rabiei et Trichoderma harzianum
2.1.3.1.1. Confrontation directe

Les résultats obtenus montrent que la croissance mycélienne des souches de Ascochyta
rabiei est différente suite a 1’action antagoniste exercée par Trichoderma harzianum. (Fig.

20 et 21).

Figure 20 : Effet inhibiteur d’antagoniste sur la croissance mycélienne de Ascochyta rabiei

par confrontation directe ( A :face supérieure des colonies ,B :face inferieure et C :témoin )

(Originale ,2019)
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Figure 21 : La croissance mycéliennes de 4 isolats de Ascochyta rabiei (A1 ;A2,A3 et A4) en

présence de Trichoderma harzianum (confrontation directe).

D’apres ce résultat on constante que pour les souches témoins de Ascochyta rabiei, la
croissance mycélienne est supérieure a celles des isolats mis en confrontation avec

Trichoderma harzianum .

C’est résultats montrent également que pour 1I’ensemble des confrontations Ascochyta rabiei —
trichoderma harzianum les colonies de ce dernier envahissant celles de Ascochyta rabiei avec

une vitesse de croissance variable selon les isolats

Apres 24 h d’incubation, les souches de Ascochyta rabiei n’ont pas été influencées par la
présence de Trichoderma harzianum et ont montrées une vitesse de croissances proche des
souches de témoins, a I’instar de la souche Al qui a enregistré 0,1 cm en présence de 7r

harzianum 2,1 cm et 0,9cm pour le témoin.

Dés le deuxieme jour, I'influence de Trichoderma harzianum devient remarquable sur les

croissances des souches de Ascochyta rabiei (confrontées)

Aprés 4 jours d’incubation on note la formation dune zone d’inhibition suivi par un

ralentissement des souches confrontées a I’antagonisme, comme c’est le cas de la souche 3 ou

E
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la croissance mycélienne est de 1,8 cm avec Trichoderma harzianum 6,4 cm et 2,8cm

concernant le témoin.

L’analyse de la variance calculé avec le test NEWMAN-KEULS au seuil de 5% montre une
action significative des Trichoderma harzianum sur la croissance mycélienne de Ascochyta
rabiei , aussi une déférence significative entre les facteurs étudiés , souche parasites ;souche

antagoniste et leur interactions.

2.1.3.1.2. Confrontation indirecte

Les résultats obtenus a travers ce test, sont illustrés par les figure 22 et 23 et motionné par les

tableaux 3 et 4 (Annexes).

Ces résultats montrent une action inhibitrice des colonies de Trichoderma harzianum sur la

croissance mycélienne de Ascochyta rabiei comparativement aux témoins.

L’influence de Trichoderma a été remarquées dés les premicres heurs du test, ou on a
enregistré une différance de croissance mycélienne entre les souches de Ascochyta rabiei

confrontées a I’antagoniste et ceux du témoin.

N

T —

Figure 22 : Effet inhibiteur d’antagoniste Trichoderma harzianum sur la croissance
mycélienne de Ascochyta rabiei par rapport ou t€émoin par une confrontation indirect (A :
apres 4jours et B : apres 10jours) (Originale ,2019)

Figure 23: La croissance mycélienne de 4 isolats d’Ascochyta rabiei (A1, A2, A3 et A4) en
présence de Trichoderma harzianum (confrontation indirecte).

-A titre exemple, la croissance mycélienne de la souche A4 apres 24 heures d’incubation se

présente comme suit : 0,5 cm avec Trichoderma harzianum 1,6 cm et 0,9 cm pour le témoin.
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On remarque que la souche A2, est fortement inhibé par la substance émises par Trichoderma
harzianum, 1’isolat 3 enregistre apreés 4 jours d’incubation une croissance mycélienne de 0,9

cm en présence de Trichoderma harzianum et 5,2 cm et 2,8 cm pour le témoin.

A D’exception de la souche A3, ce test montre que ’influence de Trichoderma harzianum

exercée sur toutes les autres souches ne représente pas de différence.

A T’instar de la premicre technique (confrontations directe), 1’analyse de la variance révele
une différence significative pour les trois facteurs (Ascochyta rabiei, antagoniste et leur

interaction).

2.1.3.2. Ascochyta et les endophytes
2.1.3.2.1. Confrontation directe

Pour les deux champignons endophytes ( Alternaria. Sp et endo 2), les résultats obtenus
montrent une action inhibitrice a 1’égard des isolats de Ascochyta rabiei comme le montre les
figures 24 et 25.

Figure 24: Effet inhibiteur des champignons endophytes sur la croissance mycélienne de
Ascochyta rabiei par confrontation directe (Originale ,2019)
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Figure 25: La croissance mycéliennes de 4 isolats de Ascochyta rabiei (Al ; A2, A3 et A4)
en présence des champignons endophytes (endo 1 et Alternaria sp) (confrontation directe)

Les résultats obtenus montrent

Les observations effectuées au cours de nos mesures, montres que la croissance mycélienne
de pathogene A. rabiei a la présence des deux différents endophytes est faible par rapport au
témoin. Au 6 eme jour le développement de 1’isolat 1 d’Ascochyta rabiei est de 2.03 cm de
diametre a la présence d’endophyte 1 (4.2 cm) et de 2.1 cm a la présence d’Alternaria sp. (4.3
cm), I’isolat 2 montre un développement de 2.06 cm a la présence d’endophyte 1 (4.1 cm) et
de 2.03 a la présence d’Alternaria sp. (4.5 cm), 2.3 cm et 2.06 cm pour 1’isolat 3 d’Ascochyta
rabiei a la présence d’endophyte 1 et Alternaria sp. (4.5 cm et 3.8 cm a I’ordre pris) avec 1.6
cm et 1.7 cm de développement pour 1’isolat 4 a la présence d’endophyte 1 et Alternaria sp.
avec un développement de 4.8 cm et 4.3 cm de ces derniers.

On remarque que la croissance d’isolat 4 d’Ascochyta rabiei est faible par rapport aux autres
isolats (isolat 1, isolat 2, isolat 3) a la présence des deux endophytes (endophyte I et
Alternaria sp.) se qui montre un effet d’inhibition par ces agents antagonistes.

2.1.3.2.2. Confrontation indirecte
2.1.3.2.2.1. Ascochyta et endophyte 1

Les résultats obtenus montrent un effet inhibiteur exercé par endophyte 1 sur la croissance
mycélienne de Ascochyta rabiei
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Figure 26 : Effet inhibiteur de endophyte 1 sur la croissance mycélienne de Ascochyta

rabiei par une confrontation indirecte (Originale ,2019)

2.1.3.2.2.2. Ascochyta et Alternaria sp

La technique utilisé a permis de constaté une réduction de la croissance mycélienne de
Ascochyta rabiei sous I’effet de Alternaria sp. Cette inhibition peut étre interprété grace a
I’action de substances volatiles émissent par le champignon antagoniste,(Fig.,27 et 28) .

Figure 27: Effet inhibiteur de A/ternaria sp sur la croissance mycélienne de Ascochyta rabiei
par une confrontation indirecte (Originale ,2019)
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Figure 28 : La croissance mycélienne de 2 isolats de Ascochyta rabiei (Al et A2) en présence
d’Alternaria sp et endophyte 1 (confrontation indirect)

Selon I’histogramme présent, on remarque qu’il y a une faible croissance mycélienne des 2
isolats d’Ascochyta rabiei a la présence d’endophyte et Alternaria par rapport au témoin avec
une absence de développement pour chaque isolat en 1° jour.

Le deuxiéme jour, Ascochyta rabiei montre un développement de 0.3 cm pour chaque isolat
avec un développement de 1.8 cm pour I’endophyte et 1.7 pour Alternaria.

Apres 6 jours, les deux isolats d’Ascochyta rabiei arrivé au diametre de 1.6 cm de
développement avec une croissance de 4.7 cm d’endophyte et 4 cm d’Alternaria.

Cette réduction est suivie par un arrét complet de la croissance de pathogene. En ce qui
concerne les agents antagonistes (endophyte et Alternaria sp) leur croissance a la fin de
I’incubation est 5 cm pour I’endophyte et 4.3 pour Alternaria sp.

2.2. Discussions

La lutte biologique est considérée comme le moyen de lutte alternative a la lutte
chimique le plus efficace et économique contre les maladies des plantes.
Cette étude consiste en une approche de control biologique de Ascochyta rabiei qui est I’agent
responsable du 1’anthracnose du pois chiche, en utilisant un agent antagoniste d’un genre

largement utilis¢ dans la lutte biologique (7richoderma harzianum). Parallélement, deux
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champignons endophytes obtenus par isolement a partir d’échantillon de plantes de pois
chiche présentant des symptomes de I’anthracnose sont également testés.
L’effet antagoniste des isolats (7richoderma harzianum et les deux endophytes ont été testé,

en utilisant deux techniques de confrontation (directe et indirecte)

L’¢étude morphologique des isolats de A. rabiei a permis de dégager quelques données
permettant d’¢€largir les connaissances sur ce champignon. Cette étude montre une variabilité
au niveau cultural, morphologique.

Au niveau cultural, la couleur des colonies varie entre le vert clair et vert — olive. La couleur
des pycnides varie entre le brun et le noir selon I’isolat, sauf la couleur brune foncé chez les
isolats Sba3. Les mémes résultats ont été signalés par Benzohra (2009), et Ali et al. (2009).
Tous les isolats présentent un mycélium de type rasant. Les isolats Sba3 présentent un
mycélium de type aérien.

Nos résultats indiquent que la vitesse de croissance mycélienne des isolats de A. rabiei
montrent que celle ci est différente. Ces résultats sont en adéquation avec ceux obtenus par

Khouaidjia (2000), Basandrai et al. (2005) et Ali et al. (2009),

L’étude montre que I’abondance des pycnides est faible chez tous les isolats. La sporulation
varie également d’un isolat a un autre, Les résultats que nous avons obtenus montrent que le
milieu CDA est le plus favorable aussi bien pour la croissance que pour la sporulation des
isolats, qui se développent bien sur ce type de milieu contenant des quantités relativement
importantes de composés organiques, en plus d’un apport minéral, (Singh et Reddy, 1990 ;

Tropero-casas et Kaiser, a et b, 1992 ; Basandrai et al., 2005 ; Bayraktar et al.,2007).

L’ensemble des champignons antagonistes (7 Harzianum et endophytes) testés ont un effet
inhibiteur important sur le développement de 1’agent pathogene.

Le potentiel des especes de Trichoderma en tant qu'agent de lutte biologique contre les
maladies des plantes a été identifi€¢ pour la premiere fois au cours des années 1930 (Howell,
2003). Pendant de nombreuses années, l'antagonisme de 7. harzianum a été étudié pour de
nombreuses maladies des plantes (Wells et al., 1972, Schirmbock et al., 1994, Elad et Kapat
1999, Yedidia et al. 2000, Sharon ef al., 2001, Yedidia et al. ., 2001, Roco et Peres, 2001,
Ozbay et Newman, 2004). L'antagonisme existant entre les micro-organismes peut étre utilisé
pour lutter contre les parasites phytopathogenes. Navas-Cortés (1992) a noté que lorsque le
champignon A. rabiei est enterré dans un sol stérile, il se produit une énorme production de
pycnides et de pseudothéces dans un sol naturel; il a conclu que le champignon est affecté par

d'autres microorganismes saprophytes. Wang et al. (2003) ont rapporté que le champignon

.
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antagoniste 7richoderma viride influait sur le développement et la survie de A. rabiei. La
bactérie native Rhizobium produit un acide antifongique, ce qui limite le développement de A.
rabiei dans le sol (Khokhar et a/ 2001). En laboratoire, Dugan et al. (2005) ont constaté que
les deux formes, Ascochyta rabiei et Didymella rabiei, sont inhibées par Aureobasidium
pullulans et Clonostachys rosea. Howell (2003) a rapporté¢ que 7. harzianum attaque les
champignons phytopathogene par le mycoparasitisme et la production d'antibiotiques. ce
mycoparasitisme est obtenu par appressorium, qui se lie a la surface des cellules fongiques en
sécrétant des enzymes spécifiques qui lysent les parois cellulaires des parasites (Harman et al.,
2004). Kuguk et al. (2007) ont démontré que les enzymes 2 1,3 glucanase et chitinase sont
capables d'hydrolyser les parois cellulaires des champignons parasites. L'antibiose est un autre
mode d'antagonisme mis en ceuvre par 7. harzianum par la sécrétion de substances volatiles
telles que les glio-viridines et les glio-toxines, substances jouant le rdéle d'antibiotiques,
capables d'inhiber le développement de plusieurs deutéromycetes. phytopathogéne (Howell,
2003). Sur la base de ces travaux, il serait intéressant de mesurer 1’effet antagoniste in situ de
T. harzianum sur I’anthracnose sur les plantes de pois ou sur semence comme traitement

préventif a 1’égard de I’inoculum primaire en vue de bloquer le démarrage de la maladie.

Les techniques de confrontation directe et indirecte sur milieu solide nous a permis d’évaluer
I’effet de deux autres antagonistes (Alternaria sp , endophyte 2) sur le développement de

I’agent pathogenes Ascochyta rabiei.

Les résultats obtenus montrent que les deux antagonistes endophytes testés ont un effet

inhibiteur important sur les croissances mycéliennes de I’agent pathogéne.

.






Conclusion

L’anthracnose du pois chiche causée par Ascochyta rabiei, peut engendrer des pertes de
rendements considérables sur la culture du pois chiche qui peuvent atteindre jusqu’a 90 % en
condition optimales de développement du pathogene. Différentes méthodes de lutte peuvent
étre utilisées pour endiguer la maladie. Pour un meilleur respect a I’environnement.la lutte
biologique peut étre une alternative a la lutte chimique couteuse et polluante. Dans cette
optique, le présent travail qui consiste a étudier I’effet antagoniste in vitro de Trichoderma
harzianum, endo 1(champignon non identifier) et Alternaria sp sur la croissance mycélienne
de Ascochyta rabiei. Pou les deux technique utilisées (confrontation direct et indirecte), Les
résultats obtenus montrent un effet inhibiteur de la croissance mycélienne de Ascochyta
rabiei.

Cette ¢tude révele un effet antagoniste important exercé par les isolats Trichoderma
harzianum sur le développement de Ascochyta rabiei, et notamment par confrontation direct.
Les deux champignons endophytes (Alternaria sp et endo 1) possédent également des

aptitudes intéressantes pour la réduction de la croissance mycélienne de I’agent pathogene.

Cette approche de lutte biologique montre que les champignons antagonistes testés sur
Ascochyta rabiei peuvent étre utilisés dans le cadre d’une lutte biologique afin de préserver la

culture de pois chiche contre 1’anthracnose.

Ces résultats préliminaires doivent cependant étre confirmés par d’autres travaux in vitro

avant leur application in situ.
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Milieu de culture: PDA; pH 5,6 £0,2.

Composants Quantités (g/L)

Pomme de terre 200
D-Glucose 20
Agar 20

Milieu de culture: CDA; pH 5,6 £0,2.

Composants Quantités (g/L)
Graines du pois chiche 200
D-Glucose 20
Agar 20
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