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Résumé
Résumé

Les travaux de cette these consistent a réaliser des bioessais a ’échelle zz-vitro et
a Péchelle in-vivo ou in-planta dans le but d’étudier lactivité antifongique des extraits
végétaux de Artemisia alba, A. campestris, Cleome arabica, Lycinm arabicum, Peganum harmala,
Thapsia garganica, Thymelaea birsuta et T. microphylla, plantes poussant spontanément dans la
steppe du Hodna (Algérie), contre Ascochyta rabiei, agent de I'ascochytose du pois chiche
(Cicer arietinum 1..) et A. pinodes, A. pisi et Phoma medicaginis var. pinodella, agents responsables

de I'ascochytose du pois (Pisum sativum 1..).

L’évaluation de Ueffet in-vitro des huit extraits végétaux bruts, appliqués a 1,5, 3
et 6%, sur la croissance mycélienne, la sporulation et la germination des pycnidiospores
des quatre champignons, montre une action qui varie significativement suivant I'origine
botanique et la dose de 'extrait. Excepté A. pisi qui se montre sensible presque a la
majorité des extraits, les meilleurs niveaux d’activité antifongique sont enregistrés avec les

extraits de A. alba, L. arabicum et P. harmala.

Le fractionnement des extraits bruts de .A. alba, de L. arabicum et de P. harmala
et étude de TIeffet de leurs sous-fractions sur les mémes parametres biologiques de A.
rabiei et A. pinodes, révelent que Paction de lextrait de P. harmala est surtout due a ses
alcaloides alors que, dans le cas des extraits de A. alba et de L. arabicum, T'action

antifongique est 1égerement plus marquée avec leurs composés phénoliques.

A Déchelle in-vivo, les traitements des folioles du pois et les plantes du pois
chiche avec des extraits bruts de .A. alba et de P. harmala a 1,5, 3 et 6%, s’avérérent
efficace, surtout a 6%, sur l'allongement du temps des principales composantes
épidémiologiques des agents causals, a savoir la période d’incubation et la période de
latence. Ces traitements ont également montré des effets remarquables en réduisant les
niveaux de sévérité de la maladie sur pois et sur pois chiche. En dehors d’un traitement
fongicide conventionnel, les deux extraits ont fortement réduit la sévérité de
I'ascochytose, particuliecrement lorsqu’ils sont appliqués a 6%, toutefois lextrait de P.

harmala, se montre sensiblement plus efficace que celui de A. a/ba.

Mots clés : Extraits végétaux, Activité antifongique, Ascochyta sp., Ascochytose, Pisum

sativum, Cicer arietinum



Laile

uaidla

dal e e Gaind) o 5ol gind) o ladelpal () Aa s kY1 oda Jlel g
s Cleome arabica s Artemisia campestris s Artemisia alba Soaliiud S Hladll Aiaal) i) 4u) )
s Thymelaea microphylla_s Thymelaea hirsuta_s Thapsia garganica_s Peganum harmalas 1ycium arabicunm
o S SV @8l (= e e Ascochyta rabiei 2a (O3 3a))) Aadasd) s (A LD gaii i
O sty 8N | Phoma medicaginis var. pinodella s A. pisi s A. pinodes s (Cicer arietinum 1..) oaes]
(Pisum sativum 1..) ¢33 A i yall (adi S

53 515 3S b el dplall Lol dglall claliiuall o i) s siudl o 3l apis ekl
oo 15 Valaie ) sy 5 s Il 138 o o ) iRl L) 5 1 by sl e o6
o &3 ¢ Ly Glaliioa) auead dulia il Al 4, pig ol e ja 5 (aliiua] Sl JaY)
D. harmala s L. arabicum s A. alba <ualiiue Sy kil adl LUl il gise Juadl

Ton ol sl) Jal gall i e Aaliaall e al il al il A 50 5 AU Alall cilealiivsl o3 4552 )
S L& ) ws 0 P harmala palies 586 G Jg @il W Gaan ¢ A, pinodes s A. rabiei
Gl yladll Saal)l LU S« [ grabicum s A. alba  Soaliiue Ala 8 Ly ¢ 2800 o8 gy gias
A sl S pall pe ity ST Us ale

On Pl laliiindly asall il s oY 3 Cld 5 cilallae cilS ¢ Sl 5 sy s siuall e
J6 Ao mdials A€ KUl addl LilaYl s Jad 7 6 53 5 1.5 Sle s P fammala 5 A. alba
By o eaSll 5 yid g Ailiasl) E)ﬁggi ¢ dua yaall b ylaall A HI) A0 6l Ol Sall ¢ g el |l 13a
Se o eV e o) g (e pall Bk b ghie leansatil Ads gale <l ails Wal ciladlall oda < e il
Lol 8ad e S JS Gualiind) SIS (el (gl (5 kil anally #30adl e Hlaill (i | aeal)
SVl il P armala oaldiee O S ae 7 6 Aoy dalladll e dala ¢ S KUY adaly
A alba paliiue (e Aleld

, S SuY) aagll Ascohyta sp., <l shdll sloadd) i)l | 4l cilialiin ; Adlal) st
Pisum sativum, Cicer arietinum

Vi



Abstract
Abstract

The work of this thesis are to perform an inz-wvivo and in-vitro or in-planta
bioassays in order to study the antifungal activity of plant extracts of Artemisia alba, A.
campestris, Cleome arabica Lycium arabicum, Peganum barmala, Thapsia garganica, Thymelaea hirsuta
and T. microphylla, plants growing spontaneously in the steppe of Hodna (Algeria), against
Ascochyta rabiei, causal agent of ascochyta blight of chickpea (Cuer arietinum 1.) and
A. pinodes, A. pisi and Phoma medicaginis var. pinodella, causing ascochyta blight of pea (Pisum

sativum 1..).

The evaluation of the zn-vitro effect of the eight crude plant extracts, applied at
1.5, 3 and 6%, on the mycelial growth, sporulation and germination of the pycnidiospores
of the four fungi, shows an action which varies significantly according to the botanical
origin and the dose of the extract. Excluding A. pisi, which is sensitive to almost all
extracts, the bestlevels of antifungal activity are recorded with extracts of 4. alba, L.

arabicum and P. harmala.

The fractionation of the crude extracts of A. alba, 1. arabicum and P. harmala
and the study of the effect of the different sub-fractions on the same biological
parameters of A. rabiei and A. pinodes, reveal that the action of the extract of P. harmala is
mainly due to its alkaloids whereas, in the case of extracts A. alba and L. arabicum, the

antifungal activity is slightly more marked with their phenolic compounds.

In-vivo treatments of pea leaflets and chickpea plants with crude extracts of 4. a/ba and P.
harmala at 1.5, 3 and 6% were effective, especially at 6%, in increasing the time of main
epidemiological components of the causal agents, namely the incubation period and the
latency period. These treatments have also shown significant effects in reducing the
severity levels of pea and chickpea disease. Except from a conventional fungicide, both
extracts significantly reduced the severity of ascochyta blight, especially when applied to

6%, however the P. harmala extract is significantly more effective than that of 4. a/ba.

Key words: Plant extracts, Antifungal activity, Ascochyta sp., Ascochyta blight, Pisum

sativum, Cicer arietinum
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Introduction générale
Introduction générale

Depuis que 'homme est devenu agriculteur, il a toujours essayé de
domestiquer le maximum d’animaux et de plantes (Purugganan & Fuller, 2009). Cette
domestication a entrainé des modifications morphologiques et physiologiques chez les
étres vivants (Mannion, 1999). Concernant les plantes, ’'homme a toujours préféré
domestiquer celles qui produisent de grosses graines, méme a petite quantité, vu qu’elles
s’apprétaient mieux a la récolte et au stockage que les plantes a petites graines. Le choix de
’homme de I'époque s’est orienté également vers les plantes a dominance apicale en
écartant au maximum celles qui n'en avaient pas, pour causes les plantes a dominance
apicale sont plus robustes que les autres, de plus les plantes au goiit moins amere et moins
astringent ont été aussi préférées a celles qui contiennent en exces des substances ameres

et astringentes, telles que les alcaloides et les composés phénoliques (Cook &
Evans, 1983).

Au fil du temps, les pratiques de sélection ont affecté fortement la physiologie
et la génétique des plantes en réduisant la variabilité au sein des populations et en
augmentant la densité des plantes domestiquées, ce qui les a rendus plus vulnérables. Ces
mémes pratiques sont a lorigine de grandes perturbations des équilibres naturels des
biotopes et des écosystemes préexistants qui ont touché entre autres les agents
pathogenes et leur interaction avec les plantes au point ou ces derniéres sont devenues

tres dépendantes de la protection de ’homme (Doebley & a/., 2000).

Tous les organismes vivants sont susceptibles d’étre des proies d’agents
pathogenes. L’interaction entre ces derniers et les plantes sont parmi les plus plurielles et
les plus complexes. Le pathogene se développe en parasite au détriment de la plante pour
accomplir son cycle de vie, ce qui se traduit souvent par une maladie qui peut conduire
parfois a la mort de la plante hote (Talbot, 2004). Cependant, certaines conditions
favorisent d’avantage la propagation et I'implantation des agents phytopathogenes. C’est

le cas de 'agriculture intensive qui crée des conditions favorables a leur prolifération.

Le FAO (Food and Agriculture Organisation ou Organisation des Nations
Unies pour l'alimentation et l'agriculture) estime que 20 a 25% des rendements agricoles
potentiels sont perdus a cause des attaques de ravageurs et de maladies. Parmi les
pathogeénes responsables des maladies des plantes cultivées, plus de la moitié
appartiennent au regne des fungi (Agrios, 2005) qui causent des pertes de rendements et de
récoltes qui se comptent parmi les plus importantes. Ces pertes démontrent 'impact

dramatique que peuvent provoquer les champignons phytopathogenes sur les cultures et
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la disponibilité des denrées alimentaires (Dickinson, 2003). Le genre Ascochyta, parasite des

légumineuses alimentaires, en est un exemple qui illustre cet impact.

Les légumineuses alimentaires, parmi lesquelles figurent le pois, la feéve, le pois
chiche, 1a lentille, le haricot, le soja, l'arachide, ...etc., font partie de la famille des fabaceae,
plantes a fleurs mondialement distribuées. Elles succedent les graminées (Poaceae) en
importance agroéconomique en tant qu’aliments pour I'homme et en tant que fourrages
pour les animaux d’élevage. Les graines de ces plantes sont une riche et accessible source
de protéines et constituent une part tres importante dans P'alimentation des populations
croissantes des pays en voie de développement (Pande & a4/, 2009). Comme cultures, les
légumineuses jouent un role clé dans le maintien de la productivité des sols, notamment
par leur capacité a assimiler 'azote atmosphérique (N2) leur procurant une valeur certaine
dans les systemes de production agricole partout ou elles sont cultivées (Buddenhagen,
1988). Ces dernieres années, leur utilisation a augmenté dans le monde entier en raison de

leurs qualités nutritionnelles et de leurs utilisations industrielles (Jaiwal & Singh, 2003).

En Algérie, les légumineuses alimentaires occupent une place importante dans
les systemes de production et le calendrier agricole de plusieurs régions, car elles
constituent pour la population une importante source d’alimentation. Leurs graines sont
I'une des principales sources de protéines, particulicrement pour les ménages a faible
bourse, vu que les protéines qu’elles contiennent restent plus accessibles que celles
d’origine animale. I’amélioration de la production des légumineuses permet par ailleurs de
réduire les importations et de limiter la dépendance économique vis-a-vis de I'étranger
(Benbelkacem, 1988). Malgré cette importance, les rendements des cultures ont trés peu

progressé en comparaison avec les céréales.

Partout ou la culture de légumineuses est pratiquée, elle ne va pas sans
encombres et contraintes de différentes natures. Parmi les contraintes qui s‘opposent a
leur développement, il y a lieu de citer 'ascochytose, maladie a distribution mondiale que
beaucoup de spécialistes considérent comme la plus dévastatrice des cultures de
légumineuses et économiquement la plus importante (Tivoli & /., 2007 ; Rubiales & al.,
2018). L’ascochytose, anciennement connue sous le nom d’anthracnose, est une maladie
cryptogamique affectant les parties aériennes des plantes, elle est causée par un ensemble
d’especes de champignons appartenant au genre Ascochyta. Elle est responsable de grandes
pertes de rendement (Rubiales & Fondevilla, 2012). Les attaques les plus séveres
déprécient la qualité des récoltes, réduisent fortement les niveaux de production pouvant

parfois aboutir a 'anéantissement total des cultures (Davidson & Kimber, 2007).
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Les moyens de lutte contre I’ascochytose les plus pratiqués reposent
essentiellement sur l'utilisation de produits chimiques de synthese. Actuellement, ces
produits connaissent de plus en plus des limites d'emploi du fait de leurs couts élevés, de
I'apparition de souches résistantes chez le parasite et a cause des conséquences néfastes
sur la santé humaine et animale et sur l'environnement. Pour toutes ces raisons, la
recherche de solutions alternatives a l'usage des pesticides synthétiques s’impose de jour
en jour. A cet effet, des efforts substantiels sont consacrés au développement de
nouvelles méthodes et stratégies de gestion de la maladie. L’intérét porté aux produits
naturels, visant a développer des biopesticides, prend progressivement de 'ampleur et
ouvre ainsi de nouvelles perspectives pour des moyens de lutte écoresponsables
protecteurs de la santé humaine et animale. Les produits d’origine botanique attirent le
plus d’attention, vu que les plantes, via leur métabolisme secondaire, offrent une gamme
tres diversifiée de substances bioactives dont les effets antimicrobiens sont souvent
démontrés et largement reconnus. Un cas concret de la possibilité de valorisation des
produits botaniques, le Neemazal® extrait du neem (Azadirachta indica), est utilisé
actuellement en plein champ contre Erysiphe pisz, agent de I'oidium du pois (Sahni & 4.,
2005 ; Singh & a., 2007).

Ce sujet nous a paru important a traiter, dans le cadre de travaux d’une these
de doctorat, pour différentes raisons : () 'importance agroéconomique des légumineuses
alimentaires en Algérie, (i) leur état phytosanitaire qui se caractérise surtout par la
prévalence de I'ascochytose comme maladie sévissant dans toutes les régions productrices,
(z17) les moyens utilisés dans la lutte contre cette maladie qui restent pour la plupart des cas
de nature chimique dont les méfaits ne sont plus a démontrer, (72) la diversité floristique
des steppes algériennes et du Hodna en particulier, qui peut étre exploitée comme source
de phytocomposés susceptibles d’avoir une activité antifongique. Ce sont toutes ces
raisons qui nous ont amenés dans le cadre de ce travail de these a réaliser un ensemble de
bioessais testant zn-vitro et in-planta etfet anti-ascochytique des extraits de Artemisia alba
Turra., Artemisia campestris L., Cleome arabica L., Lycium arabicum Schweinf. ex-Boiss.,
Peganum harmala Linn., Thapsia garganica L., Thymelaea hirsuta (1..) Endl., Thymelaea microphylla
Coss & Dur., plantes poussant toutes spontanément dans la steppe du Hodna (Algérie).
Les tests antiparasitaires sont menés sur ’ascochytose du pois chiche (Cicer arietinum 1..) et
du pois (Pisum sativum 1.). Par la méme occasion, nous visons une valorisation des

ressources phytogénétiques steppiques.
phytog q pPpP1q

Ce document est agencé en trois parties distinctes : (7) la premicre partie est

une revue bibliographique traitant le sujet des métabolites secondaires des végétaux et leur
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utilisation dans la protection des plantes. Elle décrit aussi les derniéres connaissances sur
I'ascochytose des légumineuses alimentaires, en mettant accent sur le pois et le pois
chiche, (%) la deuxi¢cme partie est réservée a la description de la méthodologie et des
techniques analytiques pratiquées dans ’ensemble des expérimentations, (7z) la troisicme

partie rapporte les résultats obtenus, leur interprétation et leur discussion.

Enfin, il y a lieu de signaler que ces dernieres années, les phytopathologistes
réservent le terme "anthracnose" aux maladies causées par Colletotrichum sp., champignon
dont I'appareil sporifere est un acervule. A la place de anthracnose on préfere le terme
"ascochytose" dont 'agent causal est Ascochyta sp. qui produit des pycnides. Tout au long

de ce document, il sera donc question d’ascochytose et non pas d’anthracnose.
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Revue Bibliographique Utilisation des substances végétales dans la protection des plantes

Chapitre 1: Utilisation des substances végétales dans la
protection des plantes

I-1. Introduction

Le FAO (Food and Agriculture Organisation ou Otrganisation des Nations
Unies pour l'alimentation et l'agriculture) estime que 20 a 25% des rendements agricoles
potentiels sont perdus a cause des attaques de ravageurs et des maladies. D’autres experts
pensent que 20 a 60% de nos produits agricoles sont perdus chaque année dans les
champs, apres la récolte et pendant le transit et le stockage. Un tiers de la production
agricole mondiale, évaluée a plusieurs milliards de dollars, est détruit chaque année dans
les champs et les entrepots par plus de 20 000 especes de ravageurs et d’agents
phytopathogeénes. A ce titre, la protection des cultures et des récoltes joue un role
extrémement important dans I'augmentation des rendements agricoles et la préservation
des stocks pour subvenir aux besoins alimentaires des populations, continuellement

croissantes (Sergeeva, 2015).

Beaucoup de méthodes et de moyens de lutte sont utilisées dans la protection
des cultures. Ces dernicres années, les substances naturelles d’origine végétale surtout,
sont de plus en plus étudiées et suscitent beaucoup d’intérét, car il s’agit de composés
bioactifs dont certains sont connus pour inhiber ou retarder la croissance des micro-
organismes. La demande croissante actuelle en matiere d'une alimentation saine et d'une
agriculture durable et protectrice des écosystemes et de la biodiversité, a entrainé une
augmentation parallele de l'intérét pour l'utilisation des substances naturelles pour
remplacer les pesticides chimiques conventionnels dans la lutte contre les ravageurs et
les maladies des plantes cultivées (Copping & Duke, 2007 ; Dubey & 4/, 2011;
Sales & al., 2010).

I-2. Historique

Il y a environ 10 000 a 13 000 ans, 'homme a changé son mode de vie en
passant de ’homme chasseur-cueilleur a celui d'agriculteur (Purugganan & Fuller, 2009).
Un tel changement a eu de grandes conséquences avec des effets parfois dramatiques sur
les animaux et les plantes que 'homme a domestiqués (Mannion, 1999). La domestication
des plantes surtout, a entrainé des modifications morphologiques et physiologiques
parfois néfastes a celles-ci (Salamini & a/, 2002). A titre d’exemple, les plantes moins
ameres, c'est-a-dire celles qui contenaient moins de substances ameres telles que les
alcaloides et les glycosides, ont été préférées a celles qui en contiennent davantage, alors

que ces substances sont douées d’activité antimicrobienne largement reconnue
1
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actuellement (Doebley & a/, 20006). Par ailleurs, la sélection a donné naissance a des
spécimens de plantes a faible pool et variabilité génétiques comparativement aux types
sauvages (Zhang & al., 2002). Par conséquent, ’équilibre entre les plantes et leurs agents
pathogenes s’est trouvé fortement perturbé et les plantes sont devenues plus vulnérables
aux bioagresseurs et tres dépendantes de la protection de Iagriculteur (Doebley & L.,
2000). Malgré l'absence de preuves, il est supposé que '’homme agriculteur est devenu
agriculteur-protecteur en commengant a protéger ses cultures des parasites et des

ravageurs, juste apres le début de la domestication.

Historiquement, II est difficile de déterminer avec précision ou et quand des
plantes ou des extraits de plantes ont été systématiquement utilisés en phytopharmacie ou
plus généralement en agriculture (Sergeeva, 2015). Néanmoins, des écritures hiéroglyphes,
chinoises, grecques, romaines et indiennes mentionnent que les plantes étaient utilisées
avant tout autre pesticide, aprés que ’homme ait constaté que certaines plantes se

rotégent mieux que d’autres.
p g q

Lutilisation de l'atbre de neem (Azadirachta indica Juss ; Meliaceae) a été
rapportée dans un ensemble de manuscrits écrits en sanskrit archaique de 4000 ans d’age
(Koul & Walia, 2009). Les bienfaits des huiles essentielles végétales sont reconnus depuis
des milliers d'années. Leur utilisation dans les rituels et dans la guérison des malades est
décrite dans des manuscrits tres anciens. Des 2500 ans avant notre ére, des herbes et des
huiles étaient utilisées pour protéger les semences et les grains stockés des attaques
d'insectes. Le premier insecticide d’origine botanique remonte au XVIIéme siecle, lorsqu'il
a été démontré que la nicotine contenue dans les feuilles de tabac détruisait le doryphore.
Le siecle suivant, certaines publications traitaient déja des préparations a base de plantes

pour lutter contre les insectes nuisibles aux plantes (Raja, 2014).

Avant la seconde guerre mondiale, plusieurs groupes de composés avaient
commencé a étre utilisés, il s’agissait surtout de la nicotine et les alcaloides du tabac
(Nicotiana tabacum), de la roténone et les roténoides de Lonchocarpus sp., du pyréthre et des
pyréthrines du Chrysanthenum cineraritfolinm et des huiles végétales. Néanmoins, l'utilisation
de ces substances, en raison de leur toxicité vis-a-vis des especes non ciblées, la nicotine
surtout, ou de l'instabilité des molécules comme le pyrethre, a diminué particuliérement
suite a la mise au point et la commercialisation pendant la guerre de nouveaux produits
plus efficaces, moins couteux et faciles a utiliser tels que les organochlorés, les

organophosphorés et les carbamates (Sergeeva, 2015).
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Bien que des efforts substantiellement plus importants aient été consacrés au
développement de nouveaux pesticides de synthese, la recherche sur les substances
naturelles, d’origine botanique entre autres, visant a développer des biopesticides, prend
de plus en plus de 'ampleur, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour une protection

des plantes cultivées écoresponsable et protectrice de la santé humaine et animale.

I-3. Métabolisme secondaire chez les végétaux

La biosynthese chez le regne végétal donne naissance a une vaste gamme de
métabolites organiques, dont un grand nombre contribuent a faire fonctionner les
processus vitaux fondamentaux tels que la croissance, la division cellulaire, la respiration,
la photosyntheése, la reproduction et 'accumulation des réserves. Ces métabolites sont
appelés métabolites primaires. D’autres métabolites sont également synthétisés, mais ne
jouent aucun réle dans le métabolisme primaire. Ces composés remplissent des fonctions
variées et sont collectivement appelés métabolites secondaires. Au niveau biosynthétique,
les deux catégories de composés sont synthétisées a partir des mémes voies métaboliques
fondamentales (Figure 01) et partagent de nombreux intermédiaires (Ghorbanpour & 4/,

2017 ; Bhatla, 2018).

Pendant de nombreuses années, la signification des métabolites secondaires
n’était pas bien comprise et on pensait qu’ils s’agissaient de simples déchets métaboliques
ou des intermédiaires sans fonction ou des produits finaux du métabolisme primaire. Au
XIXeme siecle, des recherches initiées par des chimistes organiques, ont révélé
I'importance des métabolites secondaires dans la pharmacologie (découverte de l'aspirine
ou lacétylsalicylate), en tant que composés de défense des plantes (phytoalexines), role
dans la restriction de la germination et la croissance d’autres plantes en croissance
(allélopathie), protection contre les rayons UV, ...etc. Ces métabolites contribuent donc a
I'adaptation des plantes a leur environnement (Cragg & a/, 2012 ; Nascimento & Fett-
Neto, 2016, Bhatla, 2018 ; Devi & /., 2017).

Un métabolite secondaire est une molécule qui, par exclusion, n'appartient pas
au métabolisme primaire. Il s’agit de molécules organiques non directement impliquées
dans le développement ou la reproduction d'un organisme et leur absence n'entraine pas
une mort immédiate mais peut limiter la survie. Les métabolites secondaires sont
également appelés produits secondaires, métabolites spécialisés ou produits naturels.

(Luckner, 1984 ; Koul & Dhaliwal, 2001 ; Macheix & /., 2005 ; Sarker & /., 20006).

Les métabolites secondaires appartiennent a des groupes chimiques variés
(alcaloides, terpenes, composés phénoliques...etc.). Ces especes chimiques sont tres

3
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inégalement réparties chez les végétaux mais dont le niveau d’accumulation peut quelques
fois atteindre des valeurs élevées (Stalikas, 2010). Trois principales caractéristiques
différentient les métabolites secondaires des métabolites primaires: () une difficulté
d’attribuer a ces métabolites une fonction bien déterminée dans la physiologie de la
plante, (77) une répartition inégale entre des espcces végétales trés voisines ou méme entre
sous-especes ou variétés de la méme espece, (7z) une certaine inertie biochimique, vu que
ces substances sont rarement remobilisées dans la plante apres qu’elles y ont été

accumulées (Macheix & a4/, 2005).

Sunlight

Photosynthesis

Saponins, ¢ Cyanogenic
Cardiac < Sugars > P | glycosides,
glycosides | Glucosinolates
Respiration
Acetyl-CoA Amino acids

i Malonyl-CoA Protein Alkaloids

Sterols

Phenols

Ly o

Flavonoids

v
Fatty acids/Lipids

Figure 01 : Représentation simplifiée des interconnexions entre les principales voies métaboliques
primaires et secondaires, les métabolites secondaires sont encadrés. Bhatla (2018).

On estime a plusieurs centaines de milliers les métabolites secondaires, de
structure et de fonction tres diverses. Ils sont classés de différentes maniéres, notamment
en fonction de leur structure chimique (présence d’une structure cyclique), de leur
composition (azote, sucre, etc.), de leur solubilité dans divers solvants ou suivant la voie

métabolique via laquelle ils sont synthétisés. L’ensemble des spécialistes s’accordent a



Revue Bibliographique Utilisation des substances végétales dans la protection des plantes

classer les métabolites secondaires des plantes en trois principaux groupes (Macheix & al.,
2005; Sarker & al, 2006 ; Jeyasankar & al, 2014 ; Miresmailli & Isman, 2014 ;
Sergeeva, 2015).

" Terpenes ou terpénoides (monoterpenes, sesquiterpenes, limonoides, pigments,
huiles essentielles, stéroides) ;

* Composés phénoliques (phénols simples, coumarines, flavonoides, lignine,
tanins) ;

* Composés contenant de l'azote tels que les alcaloides, les glycosides (saponines,

glycosides cyanogenes), les glucosinolates et les a-aminoacides non protéogenes.

I-3-1. Terpenes

Les terpenes constituent la classe de métabolites secondaires la plus vaste et la
plus diversifiée, avec plus de 25 000 composés. Ils se caractérisent souvent par leur forte
odeur et leur nature volatile. Chimiquement, les terpenes de formule brute (CsHs)a, sont
des produits lipophiles formés d'unité de base dite isoprene de formule CsHs (Figure 02).
C’est la condensation d’unités isopréne qui conduit aux différents terpenes et lorsque les
terpenes contiennent des fonctions chimiques comme un hydroxyle, un carbonyle, une
cétone ou un aldéhyde, ils sont dits terpénoides ou isoprenoides (Luckner, 1984 ; Sarker
& al., 2000).

HEE{__{,\‘I’,’;,CHE

CHs

Figure 02 : Unité d’isoprene (2-Methyl-1,3-butadiene). Bhatla (2018).

Les terpénes et les terpénoides sont produits par diverses plantes,
principalement des coniferes, des agrumes et des eucalyptus. Leur forte odeur et leur
nature hydrophobe aident les plantes a se protéger contre les parasites, les insectes
phytophages et les herbivores. C’est le cas surtout du menthol dans les feuilles de Mentha,
des cannabinoides dans le cannabis, de 'azadirachtine dans le neem (Azadirachta indica). 1ls
sont des composants de base des huiles essentielles pour lesquelles Dactivité
antimicrobienne est largement reconnue. Par ailleurs, ces substances remplissent
également d’autres fonctions biologiques, ils interviennent notamment dans les aromes et
les saveurs de girofle (Syzyginm aromatic), de cannelle (Cinnamomum verum), de gingembre
(Zingiber officinale) et dans la pigmentation chez le tournesol (Helianthus annuus) et la tomate
(Solanum  hcopersicum). Chez les gymnospermes, tels que les coniferes, ils inhibent les
attaques d’agents pathogeénes et ils interviennent comme répulsifs d’herbivores et
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d’insectes (Isman & al, 1996 ; Nagegowda & Dudareva, 2007 ; Regnault-Roger &
Philogene, 2008 ; Pretorius & Van Der Watt, 2011).

Une multitude de travaux se sont intéressé a I’étude de la bioactivité des
terpenes, des terpénoides et des huiles essentielles a Pégard de plusieurs agents
phytopathogenes. Dans beaucoup de cas, ces travaux révelent une activité antifongique
potentiellement exploitable dans le contréle des maladies des plantes cultivées (Sheetal &

Singh, 2008 ; Kusumoto & a/., 2014 ; Sergeeva, 2015).

Selon Madar et a/ (1995), le Cupressotropolone A et B, deux terpénoides
isolés de Iécorce du cypres d'Italie (Cupressus sempervirens 1..) étaient efficaces a des doses
de 3,3 et 3,7ug respectivement, pour réduire de moitié les taux de germination des spores
de Alternaria alternata et de Verticillium dabliae. Rasoamiaranjanahary et a/ (2003),
rapportent des effets inhibiteurs tres notables de la croissance de Cladosporinm
cucumernnum, agent de la gale des cucurbitacées, lorsquil est cultivé sur des milieux
contenant du Fusicoserpenol A (Fusicoccane) et de l'acide dolabeserpenoique A
(Dolabellane), deux diterpenes isolés des feuilles de Hypoestes serpens (Vahl) R. Br.
(Acanthaceae). Baraza et al. (2008) ont également observé les mémes effets sur le méme
champignon d’un autre diterpéne dit Hugorosenone et qu’ils 'ont obtenu a partir de

I’écorce des racines de Hugonia castaneifolia Engl..

Le Trianthenol, un tetraterpénoide purifié a partir d’un extrait chloroformique
de Trianthema portulacastrum Linn. (Aizoaceae), exerce également une activité antifongique a
I’égard de plusieurs champignons phytopathogene. Nawaz et a/. (2001), ont révélé que ce
tétraterpénoide inhibe la croissance de Fusarium solani var. lycopersici, agent du flétrissement
fusarien de la tomate, de Macrophomina phaseolina, champignons tellurique responsable de
I'altération et de la pourriture du collet et des racines de plusieurs plantes cultivées et de
Rhizoctonia solant, agent du rhizoctone brun de la pomme de terre. A cet effet, les taux

d’inhibition enregistrés étaient respectivement de 58,3, 40 et 69,5%.

Une étude menée par Sirirat et 2/ (2009), a montré que l'huile de cannelle
(écorce de cannelier, Laurus cinnamomum 1..) exerce de puissants effets inhibiteurs sur
Botrytis cinerea en stoppant complétement sa croissance mycélienne. Dans le méme sillage,
d’autres chercheurs rapportent qu'une multitude d’huiles essentielles de plantes, telles que
l'huile de citronnelle (Cymbopogon spp.), 'huile du basilic (Ocimum basilicum), 'huile d'orange
(Citrus sinensis), 1'huile de citron (Citrus Medica limonum) et 1'huile de moutarde (Brassica
Juncea), pouvaient réduire considérablement lanthracnose et les pertes post-récolte
induites par Colletotrichum gloeosporioides dans les manguiers (Salomone & al., 2008 ; Abd-
Alla & Haggag, 2013 ; Masangwa & al., 2013).
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D’apres Rao et a/. (2010), la nature lipophile des terpenes, des terpénoides et
des huiles essentielles serait a origine de leur mode d’action. Cette lipophilicité, qui leur
permette de s’interférer dans les membranes cellulaires, perturbe les échanges
transmembranaires, particulicrement celles des ions. En ce qui concerne les huiles
essentielles, leur mode d’action conjugue une action fongitoxique directe, en inhibant la
croissance mycélienne et de la germination des spores, a une action d’activation des
mécanismes de défense de la plante en jouant le réle d’inducteur ou d’éliciteur de la

synthese des phytoalexines et des PR-Profeins ou PRP (Pathogenesis Related Proteins) liées a la

résistance (Stangarlin & 4/ 1999). En outre, le spectre d’action des terpeénes et des
terpénoides ne se limite pas qu’aux champignons, cependant, selon Gurjar et 4
(2012), ils peuvent exercer également une action antibactérienne, antivirale et

insecticide (Tableau 01).

Tableau 01 : Spectre d’action de quelques terpénoides. Adapté de Gurjar & 4/ (2012).

Plante source (famille) Nom Scientifique Composé Spectre d’action
) ) _ Antifongique,
Le Bael ( Rutaceae) Aegle marmelos Linn. Huile essentielle o
antivirale
) . Antifongique,
Le curcuma (Zingiberaceae) Curcuma longa Linn. Curcumine _ )
antibactérien
. Antifongique,
Le neem ou le margousier ) o _ ) ) _
Agzadirachta indica A. Juss. | Azadirachtine antibactérien,
(Melzaceae) ) o
insecticide

I-3-2. Composés phénoliques

Les composés phénoliques sont des composés qui possedent un ou plusieurs
groupes hydroxyle liés directement a un cycle aromatique (benzeéne). Le phénol
(Figure 03) est la structure sur laquelle repose tout le groupe des ces composés (Vermerris

& Nicholson, 20006).
OH

Figure 03 : Le cycle phénol. Vermerris & Nicholson (2006).
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Les polyphénols sont des composés qui ont plus d'un groupe hydroxyle
phénolique attaché a un ou plusieurs cycles benzéniques (non pas des polymeres de
molécules de phénol individuelles). Les composés phénoliques sont caractéristiques des
plantes, c’est a dire qu’ils sont des substances typiquement végétales. Comme groupe, ils
se trouvent généralement sous forme d'esters ou de glycosides plutot que sous forme de
composés libres. A 'image des autres métabolites secondaires, les composés phénoliques
ont une répartition inégale chez les différentes especes végétales et parfois pour une
méme espece. Les variations sont aussi considérables suivant les tissus et les

cellules (Fleuriet & Macheix, 2003)

Plusieurs milliers de composés phénoliques, tres diversifiés, ont été
caractérisés jusqu’a aujourd’hui. Ils peuvent étre regroupés en de nombreuses classes
(Tableau 02) qui se différentient par: (7) la complexité de I’édifice de base qui peut aller
d’une simple molécule a 6 carbones aux molécules treés polymérisées, () le degré
d’oxydation, d’hydroxylation et de méthylation, (7z) la possibilité de ponter des liaisons
avec d’autres molécules telles que des glucides, des lipides, des protéines et des
métabolites secondaires autres que les composés phénoliques (Macheix & 4/, 2005 ;

Talapatra & Talapatra, 2015).

Biologiquement, les composés phénoliques agissent en tant qu'éléments
protecteur de la plante contre les agressions d’agents pathogenes et d’insectes nuisibles
(Harborne & Williams, 2000). A ce terme, il faut différencier entre les composés qui sont
présents avant l'agression et ceux qui sont synthétisés en réponse a celle-ci. Lorsque des
composés sont présents avant linfection, ils sont classés en tant que métabolites
antimicrobiens préformés ou phytoanticipines et font partie des mécanismes de résistance
passive, en revanche, s’ils sont synthétisés apres, ils sont classés comme phytoalexines et

font partie dans ce cas des mécanismes de résistance active (Van Etten & 4/, 1994).

Les composés phénoliques interviennent dans la réponse et les mécanismes de
défense des végétaux contre les agressions biotiques, soit en tant que barriere mécanique
dans le cas de la lignine, soit encore comme barricre chimique en agissant comme
antibiotiques ou antifongiques. Cette bioactivité peut résulter de la capacité des phénols
ou des quinones qui en découle par oxydation a se lier aux protéines et bloquer ainsi les
enzymes microbiennes impliquées dans les processus infectieux (Macheix & a/., 2005). Ce
mode d’action explique en partie le réle que joue ces métabolites dans la résistance a la
pénétration et a la progression des pathogenes suite a leur accumulation au niveau du site

d’infection (Mellersh & Heath, 2004).
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Trois groupes de composés phénoliques sont impliqués dans la réaction des
plantes aux attaques d’agents pathogenes, I'acide salicylique et I'acide jasmonique, comme
molécules signaux dans linduction (élicitation) des PR-Proteins, les composés
phénylpropanoides (phénoliques et phytoalexines) et la lignine et les polyphénols
apparentés (Bennett & Wallsgrove, 1994 ; Ruiz & Romero, 2001 ; Smith & 4/, 2009).

Tableau 02 : les principales classes de composés phénoliques. Adapté de Macheix & 4/ (2005).

Squelette Origine
Classe Exemple
carboné (exemple)
C() Phénols simples Catéchol
Cs-C, Acides hydroxybenzoiques p-hydroxybenzoique Epices, Fraise
Acides caféique, Pomme de
Acides hydroxycinnamiques (Fig. 04)
CG-C 3 férulique terre, Pomme
Coumarines Scopolétine, Esculétine | Citrus
CG‘C 4 Naphtoquinones Juglone Noix
C(;C Z‘C() Stilbénes Resvératol Vigne
Flavonoides (Fig. 05, I)
Kaempférol, Quercétine
Flavonols Fruits, légumes
Cyanidine, Pélargonidine
Anthocyanes Fruits rouges
C()‘C 3_C() Cathéchine,
Flavanols Pomme, raisin
Epicathéchine
Flavanones Citrus
Naringénine
Isoflavonoides (Fig. 05, 1I) Daidzéine Soja, pois
(CG‘C 3)2 Lignanes Pinorésinol Pin
Bois, Noyau de
(Ce-C5), Lignines //
fruits
(Ci9)a Tannins // Raisin rouge
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Figure 04 : L’acide chlorogénique. Stalikas (2010).
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Figure 05 : Structure de base des (I) flavonoides (R = OH: flavonols, R = H: flavones) et (II) isoflavones.
Stalikas (2010).

Harborne et Williams (2000) et Vermerris et Nicholson (2006), rapportent que
I'implication des composés phénoliques dans la résistance des plantes aux agents
pathogeénes recouvre trois aspects complémentaires: (7) Dexistence de barricres
phénoliques constitutives, préexistant a l'infection et qui peuvent en limiter les effets,
(z7) la stimulation de la biosynthese de phénols déja existants avant l'infection ce qui les
accumule d’avantage, (77) la biosynthése de phytoalexines, de nature phénolique parmi
d’autres, qui n’existaient pas dans la plante avant 'infection. Ces dernieres résultent de
Iexpression de genes du métabolisme secondaire suite a 'interaction hote-pathogene. La
diversité des composés phénoliques ainsi que leur role dans les systemes de défense des
plantes, ont incité les chercheurs a lancer des travaux qui butent sur I'identification et la

caractérisation de nouvelles molécules douées d’activité biologique.

Dans ce sens, Svetaz et a/ (2004) ont noté une intéressante activité
antifongique d’une flavanone (7-hydroxyflavanone) et dun ester de lacide caféique
(1-methyl-3-(4-hydroxyphenyl)-propyl  caffeate), purifiés a partir dun extrait
méthanolique de Zucagnia punctata Cav. (Fabaceae), contre plusieurs champignons
phytopathogenes économiquement importants, a savoir Phomopsis longicolla, et Colletotrichunm
truncatum agents de la pourriture des graines et de I'anthracnose du soja respectivement,
Sclerotium bataticola, agent de la pourriture charbonneuse du tournesol, A/ternaria alternata,
agent de lalternariose des solanacées et Fusarium graminearnm, agent de la fusariose des
épis du mais.

10
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Lee et al (2004), ont isolé d’un extrait de Acorus graminens (graminée) un
phénylpropanoide qu’ils 'ont identifié comme étant la 3-Asarone (cis-2,4,5-triméthoxy-1-
propénylbenzene) et pour lequel ils attribuent une forte activité antifongique et
antibactérienne. En effet, la B-Asarone, appliquée #n-vitro a des doses allant de 0,5 a
30 ug.ml', inhibe completement la croissance mycélienne des champignons
phytopathogenes, Cladosporium cucumerinum, Colletotrichum orbiculare, Magnaporthe grisea et
Pythium ultimum. La meéme étude rapporte qu’un traitement zz-vivo a la B-Asarone des
feuilles de concombre a une dose de 500ug.ml-!, inoculées préalablement par Colletotrichum
orbiculare, inhibe également la formation de Iésions sur ces feuilles. La méme substance
présente aussi une activité antibiotique appréciable a D'égard des bactéries
phytopathogenes, Emwinia carotovora subsp. carotovora, Ralstonia solanacearum et Xanthomonas

canmpestris pv. vesicatoria.

Quant aux flavonoides, Roy et Chatterjee (2010), rapportent qu’une flavone,
identifiée comme étant la 5-hydroxy flavone et extraite des feuilles de Catharanthus roseus
(L) G. Don (Apocynaceae) exerce une activité antifongique notable contre Fusarium
oxcysporum, Botrytis cinerea et Alternaria alternata, trois agents phytopathogenes. Alcerito & al.
(2002), décrivent par ailleurs, une activité antifongique contre Cladosporium sphaerospermun,
champignon responsable des pertes post-récoltes des fruits et légumes, de trois
flavonoides extraits des feuilles de Arrabidaea brachypoda (DC.) Bur. (Bignoniaceae), il s’agit

du Cirsiliol, de la Cirsimaritine et de la Hispiduline.

I-3-3. Composés contenant de 1'azote

Cette catégorie de métabolites secondaires comprend les alcaloides, les
glycosides (saponines, glycosides cyanogenes), les glucosinolates et certains o-aminoacides
non protéogenes. La plupart des produits, contenant de l'azote, sont principalement
synthétisés a partir d'a-aminoacides courants (x-aminoacides protéogenes), tels que la
lysine, la tyrosine et le tryptophane. Un certain nombre de ces métabolites ont une

importance significative en raison de leur bioactivité (Nascimento & Fett-Neto, 2016).

I-3-3-1. Alcaloides

Les alcaloides constituent un vaste groupe de biomolécules diverses
comprenant plus de 15 000 composés. Comme leur nom l'indique, la plupart des
alcaloides sont de nature alcaline, mais certains sont neutres. Ils ont tous au moins un
atome d’azote dans leur structure, généralement en tant que partie d'un hétérocycle

(Bennett & Wallsgrove, 1994 ; Talapatre & Talapatra, 2015). Les alcaloides sont presque
11
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présents dans tout le regne végétal, principalement dans les angiospermes. Les
Magnoliaceae, les Solanaceae, les Papaveraceae, les Fabaceae, les Rubiaceae, les Apocynaceae et les
Ranuncunlaceae font partie des familles de plantes importantes produisant des alcaloides. Le
premier alcaloide a avoir été isolé et caractérisé a partir des plantes ¢était la morphine du

Papaver somniferum ou pavot a opium (Bennett & Wallsgrove, 1994 ; Farkas, 2015).

D’aprés Bhatla (2018), les alcaloides jouent plusieurs roles physiologiques chez

les végétaux. Toutefois leurs principales fonctions sont les suivantes :

* [Is agissent comme composés de défense et offrent une protection contre les
agents pathogenes et les prédateurs en raison de leur toxicité et de leur amertume.

= Jls peuvent agir en tant que réserves mobilisables d’azote, permettant de libérer de
'azote en cas de carence.

*= Jls peuvent agir en tant que régulateurs de croissance, en particulier en tant
qu’inhibiteurs de la germination.

* lIs peuvent aider a maintenir 1'équilibre ionique grace a leur pouvoir chélateur.

= Jls peuvent fonctionner comme agents de détoxication en séquestrant des

composés nocifs ou toxiques via la méthylation, la condensation et la cyclisation.

S’intéressant a leur action comme composés intervenant dans la défense des
plantes, plusieurs travaux consactrés a I’étude de ce type d’action, rapportent qu’un grand
nombre d’alcaloides sont bioactifs et potentiellement antimicrobiens contre un grand

nombre de pathogenes (Osbourn, 1996 ; Dzoyem & Kuete, 2013).

I’Allosécurinine, un alcaloide extrait de Phyllanthus amarus Linn. (Euphorbiaceac),
selon Singh et a/. (2007) inhibe fortement la germination des spores de _Alternaria alternata,
A. solani, A. brassicicola, A. brassicae, Curvularia lunata, C. pallescens, C. maculans, Colletotrichum
musae, C. gloeosporioides, Erysiphe pisi, Fusarinm udum, Helminthosporium echinoclova, H. pennisetts,
H. spicifernm et Heterosporium sp.. Dans la méme étude, il a été observé également qu’avec
une concentration de 200ppm, considérée comme tres faible comparativement a
1000ppm, Curvularia sp., Collectotrichum sp. et Heterosporium sp. présentaient le plus de
sensibilité a cet alcaloide, dans la mesure ou la germination des spores est complétement
inhibée.

Drautres essais réalisés par Oros et Ujvary (1999) consacrés a I’étude des etfets
antifongiques et antibactériens d’une poudre, préparée a partir des graines de Schoenocanlon
officinale A. Grey (Melanthiaceae), autrefois utilisée comme insecticide botanique sélectif
contre les thrips (thysanopteres). Les principes actifs de cet insecticide sont constitués de

la Cévacine, de la Cévadine, de la 3-0-Vanilloylvéracévine et de la Vératridine, toutes sont

12
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des dérivés esters de l'alcaloide stéroidien Véracévine et appartiennent au groupe

Ceveratrum, alcaloides du genre VVeratrum.

L’étude a concerné une large gamme de bactéries et de champignons
phytopathogenes. A lissu de ces essais, les auteurs rapportent que 10pumol des alcaloides
testés zn-vitro avaient des effets tres restrictifs de la croissance des bactéries appartenant
aux genres Erwinia et Corynebacterium, il en était de méme pour les champignons Fusarium
graminearun, Glomerella cingnlata et Colletotrichum coccodes, avec une forte activité antifongique

a une dose de Tumol.

Pareillement, des tests zz-vivo des mémes alcaloides contre Erysiphe graminis f. sp.
tritici, agent de loidium du blé et Plasmopara halstedii, agent du mildiou du tournesol,
révelent qu’une pulvérisation des plantes, inoculées préalablement, avec une solution a
50 umol réduit considérablement les symptomes et la formation des propagules
reproductives induisant ainsi une perturbation des cycles épidémiques des deux
pathogenes. L’activité antimicrobienne de ce groupe d’alcaloides serait, d’apres les mémes
auteurs, liée a leur action sur les échanges membranaires des cellules microbiennes, en

particulier sur la pompe de sodium.

1-3-3-2. Glycosides et glucosinolates

Les Glycosides et les glucosinolates représentent deux autres classes de
métabolites secondaires contenant de I'azote, il s’agit de composés largement répandus
chez le regne végétal. Les glycosides, réparties généralement en saponines et glycosides
cyanogenes, sont des substances formées de la liaison condensatrice entre
une fraction glucidique ou glycone et des molécules non glucidiques qui peuvent étre des
a-aminoacides ou des stéroides et qui forment la fraction non glucidique ou aglycone

(génine). La liaison entre les deux fractions étant une liaison glycosidique.

Métaboliquement, les glycosides sont dérivés d'autres métabolites secondaires
par l'addition de la fraction glucidique, addition catalysée par des glycosyltransférases. Le
glucide le plus couramment additionné est le glucose, mais il peut s’agir aussi de di-, tri-
ou tétrasaccharide, de plus des modifications fréquentes des fragments de sucre,
telles que l'acylation et l'oxydation, s'ajoutent aux variations existant au sein des

glycosides (Dubey & a/., 2011).

Les glucosinolates sont des glycosides contenant du soufre. 1ls sont présents
dans les plantes au gott et aux arémes piquants, spécialement les Brassicaceae ou cruciféres
pour lesquelles ce type de métabolites constitue 'une de leurs caractéristiques. Les

glucosinolates sont également connus sous le nom de thioglycosides ou glycosides d’huile
13
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de moutarde, ils se décomposent pour libérer des isothiocyanates qui agissent comme des
substances défensives (Figure 06). Du point de vu chimique, Les glucosinolates sont
formés de trois structures différentes : une fraction B-thioglucose, une fraction oxime
sulfonate et une chaine latérale variable dérivée d'a-aminoacides aliphatiques, aromatiques
ou indoliques (Ishida & a/, 2014). Il existe trois types différents de glucosinolates en
fonction de la nature des acides aminés : les glucosinolates aliphatiques dérivés de leucine,
de valine, de méthionine, d’isoleucine et d’alanine; les glucosinolates d'indole, dérivés du
tryptophane et les glucosinolates aromatiques dérivés de la phénylalanine ou de la tyrosine

(Bennett & Wallsgrove, 1994).

Lorsque les plantes sont intactes, les glycosides cyanogenes et les
glucosinolates (localisés dans la vacuole des cellules) sont séparés de leurs enzymes
hydrolytiques et donc ne subissent pas de décomposition. En cas d’attaque parasitaire ou
de blessures physiques, substrats et enzymes se trouvent alors en contact et des réactions
de dégradation de ces composés se déclenchent (Figure 06). En effet, La dégradation a
lieu sous l'action d'une enzyme appelée myrosinase, une B-thioglucosidase libérant ainsi
des produits chimiquement différents et bioactifs dans les réactions de défense des
plantes, tels que les isothiocyanates, les nitriles, et les thiocyanates (Sanchez-Pujante & 4.

2017).
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i > — | HS — R
>
OH Lixs // \
Glucosinolate \/ \\
=

R-INCS RN R -SCN
Isothiocyanate Nitrile Thiocyanate

Figure 06 : Structure, hydrolyse et produits d’hydrolyse des glucosinolate. Bennett & Wallsgrove (1994).

Les glycosides et les glucosinolates sont connus pour étre impliqués dans la
réponse des plantes aux stress abiotiques, salinité surtout (Bennett & Wallsgrove, 1994),
mais ils sont aussi connus pour leur implication dans les stress biotiques, ils sont tres
toxiques aux herbivores une fois pris en exces et ils sont tres connus pour leur action
insecticide. D'autre part, les glucosinolates, les glycosides cyanogenes et leur produits de
dégradation, isothiocyanates surtout, possedent également des activités antibactériennes
et antifongiques (Bennett & Wallsgrove, 1994 ; Jang & 4/, 2010 ; Ishida & a4/, 2014 ;
Sanchez-Pujante & /., 2017).

Abbassy et a/ (2007), ont isolé deux glycosides a partir des graines de

Simmondsia chinensis (Link) Schneider (Simmondsiaceae) ou jojoba. 1ls les identifient comme
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étant le Simmondsine et le Simmondsine 2’-ferulate. En plus d’une action insecticide, les
deux glycosides présentent également une activité fongicide comparable a un fongicide
conventionnel a I'égard de quatre champignons phytopathogenes a savoir Rbzizoctonia
solanz, Pythium debaryanum, Botrytis fabae et Fusarium oxysporum. Au méme titre, Aires et al.
(2009), en étudiant Ieffet antibactérien des produits d’hydrolyse des glucosinolates,
rapportent que des isothiocyanates représentés par le Benzylisothiocyanate, le 2-
Phenylethylisothiocyanate et le Sulforaphane sont des produits phytochimiques
potentiellement aptes a se substituer aux bactéricides de synthése dans la mesure ou ils
ont montré une action fortement inhibitrice de la croissance de Agrobacterium tumefaciens,
Erwinia chrysanthemi, Pseudomonas cichorii, P. tomato, Xanthomonas campestris et de X. juglands,

toutes des bactéries phytopathogenes.

I-4. Conclusion

L’importance des plantes supérieures comme source de substances bioactives,
réside dans leur capacité de synthese d’une large gamme de métabolites secondaires pour
lesquelles une activité biologique tres diversifiée est largement reconnue (Wedge & Smith,
20006 ; Copping & Duke, 2007 ; Springob & Kutchan, 2009). Les végétaux sont également
reconnus pour ¢étre les producteurs les plus efficaces de différents composés
biologiquement actifs. Ils mobilisent ces composés dans leur interaction avec leur
environnement. Cette interaction se manifeste dans les réponses aux stress biotiques et
abiotiques, en particulier dans leur résistance aux bioagresseurs (Dubey & al, 2011 ;

Gurjar & al., 2012).

En revanche, et comme il a été déja signalé, la sélection a fait que les plantes
cultivées ont des niveaux de biosynthe¢se de ce type de composés moins importants
comparativement a leurs ancétres sauvages (Salamini & a/., 2002 ; Doebley & al., 2000).
De nombreuses especes cultivées du genre Brassica a saveur plus douce, par exemple,
accumulent moins de glucosinolates, par conséquent, elles sont plus vulnérables et plus
fréquemment infectés par le mildiou, contrairement aux especes sauvage apparentées a

forte teneur en glucosinolates (Luckner, 1984).

L’ensemble des travaux réalisés sur Dactivité biologique des produits
phytochimiques, révelent souvent leur efficacité comme substances antimicrobiennes.

L’action bioactive ciblée, la biodégradabilité et la disponibilité de ces produits, leur
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procure tout l'intérét pour étre intégrés dans les stratégies de lutte comme substituants
aux pesticides chimiques (Pandey & a4/, 2002). Le Neemazal®, un produit extrait du neem
(Azadirachta indica), est utilisé en plein champ avec succes contre 'oidium du pois (Erysiphe
pisi), constitue déja un exemple concret de la possibilité de valorisation des produits

botaniques dans la protection des plantes (Sahni & a/., 2005 ; Singh & a/. 2007).
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Chapitre 11 : L’ascochytose des légumineuses alimentaires
II-1. Les légumineuses alimentaires

I1-1-1. Introduction

Les légumineuses sont une famille de plantes a fleurs mondialement
distribuées et qui succedent les graminées (Poaceae) en importance et en tant qu’aliments
pour I'homme comme légumes secs et pour les animaux en tant que fourrages. Les graines
de ces plantes sont une riche et accessible source de protéines et constituent une part tres
importante dans lalimentation des populations croissantes des pays en voie de
développement (Pande & a/, 2009). Anciennement, toutes les civilisations issues du
développement agricole avaient choisi au moins une légumineuse en plus d'une céréale
pour leur alimentation, soja et riz en Asie, lentilles et orge ou blé au Moyen-Orient,

haricot et mais en Amérique (Smartt, 1990).

Les légumineuses regroupent des plantes ornementales telle que le pois de
senteur (Lathyrus odoratus 1..), fourrageres comme le trefle (I7ifolinm repens 1..) et bien sur
alimentaires. Selon leur utilisation, ces derniéres se répartissent en trois groupes : (7) les
légumes secs qui regroupent essentiellement les lentilles (Lens culinaris Medik.), le pois
(Pisum sativum 1..), le pois chiche (Cicer arietinum 1..), la feve-feverole (Vicia fabae 1.), le
haricot (Phaseolus vulgarisL.)... etc., (i) les oléagineux représentés surtout par I’arachide
(Arachis hypogaea 1..) et le soja (Glycine max (L..) Merr.) et (i) les légumes a cosses (petit

pois, haricots verts ...).

En dehors des légumineuses cultivées a grande échelle et faisant 'objet d’un
commerce mondial, il existe d’autres légumineuses dont la culture est limitée a certaines
régions du monde. Celles-ci jouent un role trées important dans la sécurité alimentaire des
pays en voie de développement. On peut citer la cornille ou niébé (Iigna
unguiculata subsp. unguiculata (L.) Walp.) qui représente le principal légume sec cultivé en
Afrique, le dolique ou pois antaque (1%gna unguicnlata subsp. ¢ylindrica (L.) Verdc.) cultivé
dans les tropiques... etc. (Cullis & Kunert, 2010).

La production et la consommation des légumineuses augmentent de plus en
plus dans tout le globe en raison de leurs qualités nutritionnelles et de leurs utilisations
industrielles. Les légumineuses constituent également un ¢élément important des
agrosystemes dans le monde entier. Ils restaurent I'azote atmosphérique et la fertilité des
sols et réduisent fortement le recours aux engrais azotés. Jaiwal et Singh (2003) et

Schneider et a/. (2015) attribuent aux légumineuses les caractéristiques suivantes :
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" Des fleurs en forme de papillon (fleurs papilionacées) pour la plupart des especes
cultivées ;

" Des gousses qui sont botaniquement des fruits issus du développement de I'ovaire
et qui contiennent les graines ;

" JLa capacité d’utiliser I'azote atmosphérique (N2) pour produire ses propres
composants protéiques. Cette capacité est permise grace a une symbiose avec des
bactéries telluriques fixatrices de 'azote (Rhizobium) au sein d’organes spécialises
dits nodules qui se développent sur les racines.

" Ta richesse de leurs graines en protéines, certaines especes, telles que le soja et

'arachide, ont des graines tres riches en lipides également.

Par leur capacité de fixer le N2 et contrairement aux autres végétaux cultivées,
les cultures légumineuses n’ont en général pas besoin de fertilisation d’une part, d’autre
part, cette caractéristique leur réserve une place prépondérante dans les systemes de

production et les calendriers agricoles (Widholm, 2003).

II-1-2. Botanique

Les légumineuses sont des plantes dicotylédons appartenant a la famille
botanique des Fabaceae ex-Ieguminosae, ordre des Fabales. Cette famille qui regroupe
environ 750 genres, occupe le troisicme rang par le nombre d’especes (16 000 a 19 000
especes, dépendant des taxonomistes), apres les composées et les orchidées (Allen &
Allen, 1981 ; Smartt, 1996). Les légumineuses cultivées appartiennent a la sous-famille des
Faboideae, ex-Papilionoideae et plus précisément aux tribus des zieae (Feve, pois, lentilles),

des Cicereae, (pois chiche) des Phaseoleae (haricot) et des Trifolieae (trefle).

I1-1-3. Intérét nutritionnel

Les graines de légumineuses sont caractérisées a la fois par une forte densité
énergétique et une forte densité nutritionnelle. Elles apportent des protéines, des fibres,
des glucides, des vitamines du groupe B, du fer, du cuivre, du magnésium, du manganese,
du zinc et du phosphore (Tableau 03). Ces aliments ont également un faible index

glycémique et un effet hypocholestérolémiant (Rémond & Walrand, 2017).

Les graines de légumineuses contiennent également des facteurs
antinutritionnels tels que les polyphénols, les tannins (antiprotéases) et les phytate, mais
ces facteurs sont fortement inactivés par la cuisson. Les protéines de légumineuses sont

relativement riches en lysine, mais elles sont relativement pauvres en aminoacides soufrés.
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A cet effet, elles complémentent bien les protéines des céréales, généralement déficientes

en lysine (Cheftel & Cheftel, 1992).

Tableau 03 : Teneurs moyennes des graines de légumineuses en différents nutriments (pour 100g de
graines crues). Rémond & Walrand (2017).

Energie | Protéin | Lipides | Glucide | Fibres Fer | Zinc | Calcium

(keal) | s (g) ® s (g) ©) (mg) | (mg) | (mg)
Haricot 333 234 0,9 60,3 152 | 10,40 | 3,67 | 240
Lentilles 352 24,6 1,1 63,4 10,7 | 6,51 | 3,27 35
Pois chiche 378 20,5 6,0 63,0 122 | 431 | 2,76 57
Pois 352 23,8 12 63,7 155 | 4,82 | 3,55 37
Feve 341 26,1 1,5 58,3 250 | 6,70 | 3,04 | 103
Soja 446 36,5 19,9 30,2 93 | 1570 | 489 | 277

I1-1-4. Importance
I1-1-4-1. Dans le monde

Le cycle végétatif relativement court, I'aptitude a s'adapter a aux différents
climats et a plusieurs systemes de culture, la tolérance aux stress abiotiques, en particulier
la sécheresse, et la valeur nutritionnelle et industrielle font des légumineuses 'une des plus

importantes cultures pratiquées mondialement (Kole, 2007).

D’apres le FAO (Food and Agriculture Organisation ou Organisation des
Nations Unies pour l'alimentation et I'agriculture), en 2017, les superficies cultivées par
des légumineuses a I’échelle mondiale avoisinaient les 5 612 033 ha avec une production

totale de 4 232 978 tonnes dont 47,5% sont produites en Asie.

Par pays, le premier producteur mondial reste de tres loin 'Inde qui en 2017, a
produit 953 005 tonnes soit 22,5% de la production mondiale. ILes graphiques ci-apres
illustrent les moyennes de production des légumineuses de 2012 a 2017 des principaux

pays producteurs (Figure 07) et les quantités produites en 2017 (Figure 08).

II-1-4-2. En Algérie

A Tlinstar des pays en voie de développement, les légumineuses alimentaires
occupent en Algérie une place importante dans le secteur agricole, mais aussi dans
I'alimentation de la population. Les graines de légumineuses sont 'une des principales
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sources de protéines, particuliecrement pour les ménages a faible bourse, vu que ce type de

rotéines reste plus accessible que celui d’origine animale.
g
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Figure 07 : Production des légumineuses des principaux pays producteurs. Moyenne. Période 2012-2017.
Adapté de FAOSTAT 2019. http://www.fao.org/faostat/ fr/#data/QC/visualize (Consulté le

07/06/2019).
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Figure 08 : Production des légumineuses des principaux pays producteurs pour 'an 2017. Adapté de
FAOSTAT 2019. http://www.fao.org/faostat/fr/#data/QC/visualize (Consulté le 07/06/2019).

En dépit des efforts déployés pour dynamiser l'agriculture en général, 1'Algérie
connait un grave déficit dans la production de légumineuses alimentaires. Pour longtemps
les programmes nationaux de développement agricole se sont davantage concentrés sur

les céréales et ont accentué le déficit des légumineuses.

Les investissements dans la mécanisation, les engrais et la mise en place de
politiques de crédit et de prix n’ont pas suffi a stimuler la production. Les besoins du pays
en légumes secs, qui ne cessent d’augmenter, demeurent insatisfaits et ne sont couverts
que par le recours aux importations. Les premicres opérations d’importation des

légumineuses, pois chiche en particulier, ont débuté en 1975 (Benbelkacem, 1988).
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La production locale en légumineuses alimentaires reste tres faible
comparativement a d’autres pays producteurs. A titre indicatif, cette production a frolé les
96 000 tonnes en 2013, année connue pour sa forte pluviométrie. Les quantités produites

passent en 2016 a 77300 tonnes, pour une superficie de 77400ha environ (Figure 09).

Par culture, la production de légumes secs est dominée par la feve-féverole qui
occupe le premier rang suivie par le pois chiche et le pois (Figure 10). S’agissant des
légumineuses consommeées en vert (feves vertes, petits pois, haricots verts), malgré les
grands écarts des quantités produites par apport aux légumes sec, la féve occupe
également le premier rang suivie par les petits pois et en fin les haricots verts (Figure 11).
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Figure 09 : Production algérienne en légumes secs. Période 2011-2016.
Source : Statistiques Agricoles, Ministere de ’Agriculture.
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Figure 10 : Production algérienne par culture de légumes secs. Période 2012-2016.
Source : Statistiques Agricoles, Ministere de I’Agriculture.
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Figure 11 : Production algérienne de légumineuses consommées vertes. Période 2012-2016. Source :
Statistiques Agricoles, Ministere de I’ Agriculture.

II-2. ’ascochytose

I1-2-1. Introduction

Comme la plupart des plantes cultivées, les légumineuses alimentaires peuvent
subir les effets de contraintes abiotiques et biotiques s’opposant a leur développement
normal, ce qui se traduit par des baisses de rendements et de rentabilité (Solh & 4/, 1994 ;
Rubiales & al., 2014). Cependant, le long de leur cycle de croissance, les cultures de
légumineuses sont affectées entre autres par différentes maladies fongiques telles que la
tache chocolat, I'anthracnose, la rouille, 'oidium, le mildiou et I’ascochytose (Johansen &

al., 1994 ; Monti & al., 1994 ; Herath & a/., 2001; Grinwald & a/., 2004; Chen & /., 2011).

L’importance relative de ces maladies et leurs effets sur les rendements varient
énormément d’une région a une autre contrairement a ’ascochytose qui est mondialement
distribuée et qui sévit dans Pensemble des pays et des zones ou les légumineuses

alimentaires sont cultivées (Tivoli & Banniza, 2007 ; Rubiales & Fondevilla, 2012).

L’ascochytose, comme maladie des 1égumineuses, est également connue sous
d’autres noms, au Canada elle est dite brulure ascochytique, elle est aussi nommée
anthracnose, néanmoins ce dernier nom est de moins en moins utilisé puisqu’il préte
confusion avec 'anthracnose causée par Colletotrichum sp. 1.’école anglo-saxonne lui réserve
le nom de « Ascochyta blight ». La maladie a été décrite pour la premicre fois sur pois
chiche en 1911 par Butler au Pakistan (Nene, 1982 ; Nene & Reidy, 1987). Actuellement
elle s'étend de ’Australie et de I'Asie du Sud-est a 'Amérique du Nord et ’Amérique
latine en passant par 'Europe et PAfrique du Nord (Ozkiline & a/, 2010 ; Kaiser & al.
2000). En Algérie, cette maladie n'est pas récente, Landy et Le Bot (1958) rapportent
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qu’elle a déja suscité une étude menée par Aumont et Chevasses en 1956, ce qui revient a
dire qu'elle y existait bien avant cette date. Actuellement, la maladie persiste toujours ou
beaucoup d’auteurs la signalent, surtout sur pois et pois chiche, dans différentes régions
d’Algérie (Setti & al., 2009 ; Tadja & al., 2009, Bendahmane & a4/, 2012 ; Labdi & al.,
2013 ; Mahiout & a/. 2015).

La majorité voire la totalité des auteurs s’accordent a considérer I'ascochytose
comme la plus importante et la plus dévastatrice des maladies affectant les légumineuses
alimentaires dans le monde entier ou elle conduit a des pertes considérables (Peever & al.,
2007 ; White & Chen, 2007). Les attaques les plus séveres réduisent fortement les
rendements en plus de la dépréciation de la qualité des récoltes et peuvent aboutir parfois

a Panéantissement total des cultures (Davidson & Kimber, 2007 ; Rubiales & 4/, 2018).

En Algérie et dés son signalement, la maladie a pris de 'importance au point
de la considérer comme le facteur phytosanitaire qui entrave le plus la production des
fabacées. Les chiffres concernant I'évolution exacte des pertes occasionnées n'ont pas été
estimés. Cependant, il a été rapporté que I'ascochytose a souvent entrainé la destruction
de parcelles enti¢res de pois et de pois chiche durant les années de forte pluviométrie

(Benbelkacem, 1988 ; Zaghouane, 1997).

L’ascochytose est une maladie foliaire, affectant tous les organes aériens des
légumineuses (Tivoli & af/, 2006). Elle est causée par un ensemble de champignons
appartenant a un coelomycete du genre Ascochyta (Rubiales & Fondevilla, 2012).
Conséquence du phénomene de la spécificité d’hote qui caractérise le genre Ascochyta,
différentes especes de ce genre affectent différentes especes de légumineuses (Hernandez-

Bello & al., 2006 ; Peever, 2007 ; Tivoli & Banniza, 2007 ; Kim & a/. 2016).

Cependant, I'ascochytose de la feve-feverole est causée par Ascochyta fabae
(Ahmed & al., 20106), celle de la lentille est attribuée a Ascochyta lentis (Rodda & al., 2017),
alors que sur pois chiche c’est Ascochyta rabiei qui en est la cause (Li & al, 2017).
Contrairement aux légumineuses précédentes ou la maladie est causée par un seul agent
pathogene, 'ascochytose du pois est attribué a trois especes appartenant toutes au genre
Ascochyta et connues sous le nom du complexe-ascochyta. 1l s’agit de A. pisz, A. pinodes et
A. pinodella (Tivoli & al., 2006 ; Davidson & a/., 2013). La maladie peut étre induite par les
trois especes en association ou séparément avec une prévalence et une virulence de A

pinodes (Gossen & al., 2011 ; Tran & al., 20144a).
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IT-2-2. Ascochytose de la féve

La feve est susceptible d’étre attaquée par différents agents pathogene,
néanmoins, I'ascochytose est considérée comme 'une des maladies les plus importantes
¢conomiquement (Stoddard & a/, 2010 ; Redden & 4/, 2014). 1l s’agit d’'une maladie
foliaire induite par un champignon nécrotrophe dit _Ascochyta fabae Spegazzini.
(anamorphe) (synonyme Ascochyta fabae f. sp. fabae Gossen B.D., Sheard ].W., Beauchamp
CJ., & Morrall R.A.A.), téléomorphe Didymella fabae Jellis & Punithalingam (Jellis &
Punithalingam, 1991 ; Torres, 2006). Vu la grande ressemblance entre A. fabae et A. lentis,
certains chercheurs considerent les deux champignons comme une seule espece avec deux

formes spécialisées et le nom de A. fabae f. sp. fabae Gossen & al. lui a été proposé (Gossen

& al., 1986 ; Ye, 2002).

Initialement, le champignon n’était connu que sous sa forme imparfaite ou
asexuée (anamorphe), il a été signalé pour la premicre fois en Argentine par Spegazzini en
1899. La forme parfaite ou sexuée (téléomorphe) a été décrite pour la premicre fois au
Royaume-Uni par Jellis et Punithalingam (1991) en l'isolant des restes d’une culture de
teve et 'identifiant comme Didymsella fabae. D. fabae Jellis & Punith. a ensuite été signalé en
Australie (Jellis & 4/, 1998), en Syrie (Bayaa & Kabbabeh, 2000), en Espagne (Rubiales &
Trapero-Casas, 2002) et en Tunisie (Omri Benyoussef & a/, 2012). Comme toutes les
Ascochyta spp. A. fabae se reproduit de fagcon asexuée via des pycnidiospores (pycniospores)
produites dans des pycnides (Figure 12), les pycniospores sont hyalines, droites parfois
légerement incurvées et chacune porte un seul septum (Tivoli & Banniza, 2007). Quant a
la reproduction sexuée, A. fabae est hétérothallique avec deux mating types et dont la
reproduction est assurée a travers des asccospores (Kaiser & a/., 1997 ; Barve & al., 2003 ;

Peever & al., 2007 ; Ozkilinc & al., 2015).

Figure 12 : (A) Représentation schématique de A. fabae, (A1) pycnidium, (A2) partie de la paroi
pycnidiale, cellules conidiogénes et pycniospores. Punithalingam & Holliday, /# Snowdon (2010). (B)
pycniospores de A. fabae. Bar = 20pum. Chilvers & a/. (2009).
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La maladie est tres répandue sous les climats de type méditerranéen ou
océanique doux, en particulier sur les cultures d’hiver. Au printemps elle se propage
rapidement avant méme que la plante ne commence a fleurir (Ahmed & 4/ 2016). En
Europe, en Asie et en Afrique du Nord, I'ascochytose peut conduire a des pertes de
rendement de l'ordre de 35 a 40%, avec des cultivars sensibles et sous des conditions
climatiques favorables, les pertes peuvent atteindre 90% (Sillero & a/., 2001 ; Avila, 2004 ;
Kharrat & al., 2006 ; Sillero & al., 2010 ; Sillero & al., 2012).

Les symptomes concernent tous les organes aériens de la plante. Ils se
manifestent sous forme de lésions nécrotiques qui apparaissent sur les feuilles, agées
surtout, sur les tiges et sur les gousses. Les lésions sur feuilles sont généralement
circulaires, brun foncé et mesurent en moyenne 1 mm de diametre. Apres, elles
deviennent plus grosses et légerement enfoncées, avec un centre allant du brun pale au
gris foncé et entourées d'une large marge sombre de couleur chocolat, ce qui peut parfois
entrainer une confusion avec des 1ésions de la tache chocolat, maladie causée par Bozrytis
fabae Sardina (Madeira & al., 1993 ; Elzbieta, 1997 ; Rhaiem & a/, 2002). Lorsque les
taches s'agrandissent, leur forme devient plus irréguliere et se fusionnent pour couvrir de
plus grandes surfaces de la feuille. Des pycnides noires se développent alors au sein des
lésions, en particulier 2 mesure que les feuilles vieillissent. Les pycnides peuvent varier en
abondance et sont souvent disposées en cercles concentriques. Sur les tiges, les 1ésions
sont généralement plus petites au début de l'infection, mais elles s’allongent le long de la
tige et s’enfoncent plus profondément que sur feuilles (Muehlbauer & Chen, 2007 ;
Ozkiline & al., 2015). Elles sont généralement plus sombres que celles des feuilles et
contiennent des pycnides dispersées. Lorsque les lésions sont profondément enfoncées,
les tiges des plantes peuvent se casser (Jellis & a/, 1998 ; Kohpina & a/, 1999). Sur
gousses, des lésions peuvent se produire et se développer a la surface et s’enfoncent apres
avec une production abondante de pycnides en condition humides et les graines sont alors

infectées (Snowdon, 2010).

A. fabae est un pathogene séminicole, d’ou le déclanchement de l'infection au
niveau des parties basales des plantes. A cet effet, la gravité de la maladie selon Tivoli et
Banniza (2007), est généralement tres élevée dans les parties inférieures des plantes que
dans les parties les plus hautes. Maurin et Tivoli (1992) font la distinction de trois phases

dans le cycle épidémique de I'ascochytose de la feve (Figure 13) :

v" L'initiation de la maladie qui se caractérise par l'apparition de quelques lésions sur les
plantules, le champignon se transmet alors de plante en plante et l'incidence de la

maladie augmente rapidement surtout si ’établissement des cultures en hiver coincide
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avec un temps froid et humide; conditions généralement favorables au
développement du pathogene sur les plantules a croissance lente.

v' La phase suivante d'infection des plantes débute souvent a la fin de l'hiver, ou les
plantes se développent plus rapidement. Les lésions, initialement limitées au feuillage,
se développent sur les tiges et se propagent au sommet de la plante. L'épidémie peut
ctre réduite lorsque les conditions climatiques, les précipitations surtout, ne sont pas
propices a la propagation alors que la croissance des plantes est plus rapide. Par
conséquent, les plantes peuvent échapper temporairement aux attaques car leur
croissance devient plus rapide que la progression du pathogene. Au cours de cette
seconde phase épidémique, la propagation du champignon et 'incidence de la maladie
dépendent fortement de la pluviométrie et de la pression de l'inoculum, conséquence
de l'infection initiale.

v' La troisitme phase est une phase d'infection des gousses, le pathogéne infecte les
gousses qui se développent sur les nceuds infectés. La dispersion des conidies par
éclaboussures pendant la pluie (effet splash) facilite la contamination des gousses les
plus basses. Cette phase a lieu lorsque la croissance de la plante ralentit apres le stade
de floraison, ainsi que pendant 'initiation et le remplissage des gousses. A ce stade de
croissance de la plante, méme une légere pression de la maladie peut causer de graves

dommages, car I'infection des gousses provoque l'infection des graines.

Secondary inoculum

Disease initiation
Pycnidiospores

Splash dispersal
Short distance

Primary inoculum
- Seeds

- (Volunteers) Fungal survival

Figure 13 : Cycle de I'ascochytose de la feve (177ia faba 1..). Tivoli et Banniza (2007).
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I1-2-3. Ascochytose de la lentille

Comme pour 'ensemble des légumineuses alimentaires, 'ascochytose est 'une
des maladies les plus contraignantes de la culture de la lentille et conduit souvent a des
pertes considérables de rendement (Fratini & a/., 2014 ; Sari & al., 2017 ; Sari & al., 2018).
La maladie a été signalée pour la premicre fois 'an 1934 en Inde et depuis, elle a été

signalée a travers le monde entier, 1a ou la lentille est cultivée (Sudheesh & a/., 2016).

C’est une maladie foliaire causée par Ascochyta lentis Vassiljevsky (synonyme :
Ascochyta fabae f. sp. lentis Gossen B.D., Sheard J.W., Beauchamp C.J., & Morrall R.A.A.),
téléomorphe Didymella lentis W.]. Kaiser, B.C. Wang & J.D. Rogers (Rodda & a/. 2017). A.
lentis tut identifié et décrit pour la premiere fois en 1940 par Bondartzeva-Monteverde et

Vassilievsky en Russie (Ye & a/., 2002).

Morphologiquement, I'espece A. /entis est trés semblable a A. fabae et en
dehors de la spécialisation vis-a-vis de leurs hotes respectifs, il est difficile de les
distinguer, par conséquent beaucoup de mycologues considerent ce champignon comme
une forme spéciale de A. fabae et lui donne le nom de A. fabae f. sp. lentis Gossen & dal.
(Gossen & al., 1986 ; Kaiser & al, 1997 ; Ye & al, 2002 ; Kim & al, 2016). 11 est
caractérisé par ses pycnides globulaires de diametre variant entre 175 a 300pum et disposés
en anneaux concentriques. Les conidies (pycnidiospores), de taille oscillant entre 11,5 et
19,5um, sont hyalines, cylindriques avec des extrémités arrondies, droites et rarement
incurvées. Elles sont généralement bi-septées, en tres faible pourcentage, d’autres sont tri-
septées (Ford & al., 2011). Comme A. fabae, A. lentis est hétérothallique exigeant deux
mating types pour produire le téléomorphe (Ahmed & 4/, 1996a ; Davidson & al., 2014).

L’ascochytose de la lentille est caractérisée par des lésions nécrotiques sur
feuilles, tiges et gousses, des chutes prématurées des feuilles, des flétrissements des
pointes des branches et des ruptures de tiges. En dépit des pertes de rendement, la gravité
de la maladie aboutit également a la décoloration et a la dépréciation de la qualité des
graines récoltées. Les nécroses sur feuilles sont généralement arrondies avec des marges
marron, alors que sur gousses, elles sont plus ou moins oblongues et irrégulicres, sur tiges
elles sont allongées et peuvent la ceinturer en provoquant sa rupture. Au niveau des
centres des lésions nécrotiques, des pycnides apparaissent surtout sur feuilles et gousses.
Dans les cas d’infections séveres, la taille des gousses et des graines est fortement réduites

en plus de leur décoloration (Tivoli & a/., 2006 ; Ford & al., 2011).

Du point de vue épidémiologique, le cycle de I'ascochytose de la lentille est

superposable a celui de la feve (Tivoli & Banniza, 2007). L’infection des jeunes plantules
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prend, comme source d’inoculum primaire, les semences infectées par le mycélium et les
conidies du pathogene. Sous environnement froid et humide, I'inoculation primaire peut
ctre assurée par des ascospores a dispersion anémophile provenant particuliecrement des
débris de plantes infectées des cultures précédentes (Ahmed & a4/, 1996b). Apres la phase
d’infection, le pathogene se propage d’un organe a un autre et d’une plante a une autre en
produisant des pycnidiospores qui forment I'inoculum secondaire et le cycle épidémique

se répete ainsi (Pedersen & Morrall, 1995).

I1-2-4. Ascochytose du pois chiche

L’ascochytose est 'une des contraintes biotiques les plus importantes limitant
la culture du pois chiche (Mantri & a/., 2010 ; Rasool & a/., 2015 ; Li & al., 2015). Causée
par le champignon Ascochyta rabiei, elle est considérée comme la maladie la plus
dévastatrice et qui provoque le plus de dégats et de pertes (Gan & al., 2006 ; Tar’an & al.,
2007 ; Singh & al, 2014 ; Li & al, 2017). A titre indicatif, dans les pays du basin
méditerranéen, les pertes de rendement les plus importantes sont surtout enregistrées sur
des cultures d’hiver (Porta-Puglia, 1990). Nene (1982), Nene et a/ (1996), Jhorar et 4.
(1997), Pande & al. (2005) et Iruela et /. (2007), estiment que si les conditions climatiques
pendant la saison de la culture sont favorables au développement de la maladie, a savoir
des températures de 15 a 25° C, avec un optimum de 20° C et des précipitations
avoisinant les 150 mm, les pertes de rendement sont souvent totales. Les mémes auteurs
rapportent également que la maladie est mondialement distribuée et affecte le pois chiche
en Afrique du Nord, en Amérique Latine, en Australie, au Bengladesh, en Bulgarie, en
Italie, dans les républiques de I'ex-URSS, au Canada, en Inde, au Pakistan, en Syrie, en

Iran, en Turquie et aux USA.

1I-2-4-1. Symptémes

L’ascochytose affecte tous les organes ariens du pois chiche (Figures 14 et 15),
cependant les symptomes concernent les feuilles, les pétioles, les tiges, les gousses et les
graines (Basandrai & a/, 2007 ; Shahid & a/., 2008). Initialement, I'infection produit des
petites lésions qui se transforment graduellement en taches nécrotiques. Les lésions sur
feuilles sont de forme arrondie avec des marges marron foncées et un centre gris clair
autour duquel s’arrangent des pycnides en cercles concentriques. Sur tiges et pétioles les
nécroses sont plus ou moins allongées avec des pycnides disposés en ronds ovales et elles
conduit souvent a la rupture des tiges. Les Iésions sur gousses sont semblables a celle sur
feuilles et s’étendent souvent aux graines provoquant ainsi leur décoloration et leur
déformation (Pande & a/., 2005).
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Figure 14 : Symptémes de I'ascochytose du pois chiche: (A) Lésions sur feuillage, (B) Symptoémes
foliaires séveres (nécroses), (C) Lésions sur tige montrant les pycnides, (D) Rupture de la tige due a la
ceinturassion, (E) Lésions avec cercles concentriques de pycnides sur gousse, (F) Graines saines et
infestées (gauche, droite respectivement, type Kabouli en haut et type Desi en bas). Chongo &
Gossen (2003).

II-2-4-2. Agent causal

Ascochyta  rabiei  (Passerini)  Labrousse  [téléomorphe  Didymella  rabiei
(Kovatschevski) Arx (synonyme Mpycosphaerella rabiei Kovatschevski)] est a Porigine de
I'ascochytose du pois chiche (White & Chen, 2007 ; Frenkel & a/., 2010, Bahr & 4/, 20106).
Le champignon a été décrit pour la premicre fois en 1867 par Passerini, qui le nomme
alors Zythia rabiei en se basant sur Pobservation de pycniospores hyalines et unicellulaires
(Nene, 1982). En 1930, Labrousse le décrivit comme étant Phyllosticta rabiez, car pour sa
part il ne décela pas la présence de conidies bicellulaires sur un prélevement direct d’un
hote atteint de maladie, bien que quelques-unes aient été observées sur des spécimens
cultivés. Un an plus tard (1931), le méme chercheur proposa le nom de Ascochyta rabiei
apres avoir remarqué que le champignon produisait 02 a 04% de conidies uni-septées
(bicellulaires) sur des hoétes inoculés artificiellement. Actuellement, certaine divergence
persiste encore concernant le nom de ce champignon mais, Ascochyta rabiei est le nom

adopté par la majorité des chercheurs spécialistes (Shahid & a/., 2008).
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Figure 15 : Symptomes de 'ascochytose du pois chiche : (G) sur graines, (H) sur folioles, (I) Sur tige, ()
sur gousse. Islam & a/. (2017).

A. rabiei se cultive facilement sur une grande variété de milieux artificiels ou il

y développe généralement un mycélium pale dans lequel émergent des pycnides marron

dont la paroi est constituée d’'une ou deux couches de cellules et des ostioles de 30 a

50 um de largeur (Figure 16: b, c). Les pycnidiospores, qui se développent dans les

pycnides, sont hyalines, droites, parfois légerement incurvées, certaines sont uni-septées

(Bruns & Barz 2001).

Le téléomorphe Didymella rabiei (syn. Mycosphaerella rabiei Kovatschevski.) est
hétérothallique, cependant pour que la reproduction sexuée ait lieu, il faut la présence de
deux mating types compatibles désignés MAT1-1 et MAT1-2 (Barve & al., 2003 ; Gurjar
& al., 2011). Le téléomorphe se développe naturellement hors saison de culture sur les
débris et chaumes du pois chiche. Il aboutit a la formation de pseudothéces de couleur

brun foncé a noir et de 120 a 270 um de diametre (Figure 16 : d).

A maturité, les pseudotheces laissent apparaitre des asques (Figure 16 : e, f) de
10-12 x 50-80 wm, de forme cylindrique qui contiennent en moyenne huit ascospores
chacun (Trapero-Casas & Kaiser, 2007). Les ascospores (4,5-7 x 9,5-16um) sont hyalines,

de forme ellipsoidales a biconiques et bicellulaires (Kaiser, 1997 ; Armstrong & /., 2001).
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Figure 16 : L’anamorphe et le téléomorphe de D. rabiei. (b, ) Pycnides sur tissus de la tige du pois chiche.
(d) Pseudotheces sur tissus de la tige du pois chiche. (¢) Pseudotheces et pycnides sur le milieu
cau Gélosée additionné de 40 g de poudre de tige du pois chiche. (f) Pseudothéce avec asque
et ascospores. (g) Détail d’asque et d’ascospores. Trapero-Casas & /. (2012).

I1-2-4-3. Taxonomie

Selon Gupta et Paul (2002), Muthaiyan (2009), Akamatsu et /. (2012) et Bahr
et al. (2016), Didymella rabiei (Kovatschevski) Arx, anamorphe Ascochyta rabiei (Passerini)

Labrousse, se classe comme suit :

= Regne: Fungi

* Phylum: Ascocmycota

*  Sous-phylum : Pezizomycotina

= (lasse: Dothideomycetes

®  Sous-classe : Pleosporomycetidae
" Otrdre: Pleosporales

= Famille: Didymellaceae

= Genre: Didymella

= Espece: Didymella rabiei
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1I-2-4-4. Epidémiologie
a. Gamme d’héte

En plus du pois chiche, A. rabiei peut infecter d’autres especes végétales
essentiellement des Cicer spp. (Shahid & al., 2008). Par ailleurs, Akem (1999) et Ali et a/.
(2011) rapportent que, via une inoculation artificielle, ce pathogene peut également
infecter d’autres légumineuses telles que la lentille, le pois, la vesce et le haricot. Khan &
al. (1999) relatent que A. rabiei a pu étre isolé a partir de d’autres especes végétales, sans
quil y développe des symptomes, comme Brassica nigra (moutarde noire) et Triticum

aestivum (froment).
b. Survie et conservation

Entre les saisons de culture de pois chiche, A. rabiei survie et se conserve sur
ou dans les graines infectées et/ou sur les débris post-récolte du pois chiche sous forme
de mycélium, de pycnides ou sous différentes formes de téléomorphe (Dugan & a/., 2005 ;
Bayaa & Chen, 2011). Le champignon en téléomorphe peut se conserver également a
I’état libre dans le sol (Pande & /., 2005). A des températures oscillant entre 10 et 35° C,
il peut survivre environ 08 mois sur des débris de pois chiche infectés (Nene & Reddy,
1987), 20 mois sur des tiges (Kaiser & Hannan, 1987) et 05 mois sur la surface des graines
de pois chiche (Singh & 4/, 1995). Toutefois, si les débris sont enterrés par un labour
profond, la survie du pathogene sera tres réduite. Selon Kaiser (1997), A. rabiei peut
survivre aussi et maintenir son pouvoir infectieux sur des semences de pois chiche
conservées a 04° C pendant une durée qui peut atteindre 13 ans. Navas-Cortes et a.
(1995) ont observé que, sur des débris de pois chiches laissés a la surface du sol dans des
conditions naturelles, A. rabiei colonisait rapidement les tissus, formait abondamment des
pseudotheces et des pycnides et restait viable deux années. Par contre I'enfouissement des
débris réduit la viabilité de A. rabiez de 2 a 4 mois. Les mémes auteurs ont remarqué
Iexistence d’hyphes enflés, bruns, a paroi épaisse et associés a des structures fructiferes
dans les tissus infectés; ils étaient incapables de distinguer des structures spécialisées de
survie fongique telles que des chlamydospores ou des sclérotes a la surface ou sur des

débris enterrés.
c. Cycle épidémique

Que se soit sur pois chiche ou sur autres légumineuses, I’ascochytose due a
Ascochyta spp. est une maladie polycyclique (Figure 17) ou se succedent en une saison de
culture cing a dix cycles (Tivoli & Banniza, 2007). Les semences infectées et
éventuellement les ascospores, issues de la reproduction sexuée sur les débris et les

chaumes de pois chiches en hors saisons, constituent la source de 'inoculum primaire en
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s’installant sur les jeunes plantules (Peever & al, 2004). Les ascospores, libérées au
printemps en temps pluvieux et humide et dispersées par le vent et les conidies dispersées
par les éclaboussures de pluie, infectent les différents organes et les différentes plantes de

pois chiche quelque soit le stade végétatif (Chongo & Gossen, 2001).

Selon Reddy et Singh (1990), Navas-Cortés et a/ (1998) et Bayaa et Chen
(2011), les conditions optimales de I'infection se situent autour de 15 a 25° C avec 06 a
12 heures d’humidité relative élevée. A de telles conditions, les symptomes sont visibles
dans les 04 a 05 jours suivant l'infection et les pycnides apparaissent 07 a 10 jours apres,
de nouvelles conidies sont alors disséminées, constituant ainsi une inoculation secondaire

et un nouveau cycle de la maladie se déclenche (Kaiser, 1997).

d. Voie d’infection

Une fois les spores germent, A. rabiei pénetre dans la plante du pois chiche via
la cuticule de la foliole suite a I'élongation du tube germinatif et la formation d'une
structure infectieuse dite appressorium (Koehler & al, 1995). L'agent pathogene se
propage alors dans l'espace interstitielle a travers les lamelles moyennes des tissus du
parenchyme épidermique et palissadique des folioles et de la aux tiges en passant par les

pétioles. Le pathogene peut également pénétrer directement a travers la cuticule de la tige.

Anamorph

= =3
Ascospo r:s\' =F

Infested trash

Teleomorph

Ascus Pseudothecium
Figure 17 : Cycle épidémique de l'ascochytose du pois chiche. Kaiser (1997).

A l'intérieur de la tige, il se propage principalement dans le phloéme. Les tissus
non lignifiés sont completement détruits et les tissus lignifiés, le xyleme en particulier,
restent plus ou moins structurellement intacts (Pandey & a/, 1987 ; Ilarslan & Dolar,
2002). L’invasion des ces tissus aboutit a un jaunissement, une nécrose et un encerclement
de la tige avec formation importante de pycnides matures pres des tissus vasculaires. La
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nature nécrotrophe de l'agent pathogene lui permet alors de se développer de maniere

saprophyte sur les tissus morts (Jayakumar & /., 2005).

II-2-4-5. Processus infectieux et histopathologie
a. Adhésion et pénétration

L’une des étapes les plus importantes dans le processus d’infection d’un hote
par un agent pathogene est 'adhésion a la surface de la plante (Dickinson, 2003). La
premicre barri¢re rencontrée par un agent pathogene est la cuticule qui enveloppe toute la
partie aérienne de l'hote. La cuticule est formée essentiellement de cutine qui est
un polyester d’acides gras hydroxylés et imprégné de cire. A la cutine, s’ajoutent la
pectine et le xylane qui sont aussi des composants structurels majeurs des parois

cellulaires végétales (Agrios 2005).

Les tubes germinatifs émis par les spores de A. rabiei sécrétent de grandes
quantités d'un exsudat mucilagineux qui assure une adhésion étroite sur la cuticule (Hohl
& al., 1990 ;Jaykumar & al., 2005). Cet exsudat enrobe également le site de pénétration et
protege les tubes germinatifs de la dessiccation. La pénétration de la cuticule n'est
probablement pas mécanique puis qu’elle s’accompagne souvent de la production
d'enzymes hydrolytiques dégradant les parois cellulaires (Jaykumar & a/., 2005 ; Bahr & 4/,
2016). A. rabiei secréte essentiellement trois hydrolases impliquées dans le processus de
pénétration en s’attaquant a la cuticule et aux parois cellulaires, il s’agit d’une cutinase,
d’une xylanase et d’une galacturonase ou pectinase (Tenhaken & Barz 1991, Bruns 1999).
Sous leffet de ces enzymes hydrolytiques, les parois cellulaires sont partiellement digérées,
le cytoplasme se désorganise et des substances osmophiles s'accumulent sur le site de

pénétration (Ilarslan & Dolar, 2002).

Le gene codant la cutinase de A. rabiei a été cloné et caractérisé, ce qui offre
ainsi la possibilité de développer des mutants avec ce gene de la cutinase inactivé, pour
confirmer que les enzymes dégradant la paroi cellulaire, sont des facteurs essentiels

dans le mécanisme d’infection dans le pathosysteme A. rabiei/ Cicer arietinum (Tenhaken &

al., 1997).

b. Phytotoxines

La principale caractéristique des champignons nécrotrophes tel A. rabiei est
qu’ils tuent les tissus hotes au cours de linfection, généralement par la sécrétion entre
autres de substances phytotoxiques (Huang, 2001 ; Stergiopoulos & al, 2012). Les

informations sur le mode d'action de ces substances constituent une étape importante
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dans la compréhension de la susceptibilité aux maladies et du phénomene de résistance
des plantes (Pandey & 4/, 1987 ; Pande & a4/, 2005 ; Tivoli & /., 2006 ; Tivoli & Banniza
2007 ; Varejao & al., 2013).

Des études histologiques de plants de pois chiches infectés par A. rabies ont
montré que, peu apres l'expansion du pathogene dans les tissus sous-épidermiques, les
cellules de I'hote se trouvent déformées et leur structure se désintegre, de tels symptomes
suggerent l'implication de phytotoxines dans le processus infectieux de la maladie (Hohl

& al., 1990).

Trois toxines sont produites par A. rabiei, ces toxines sont les solanapyrones A,
B et C (Figure 18). II s’agit de toxines qui ont été isolées et caractérisées pour la premiere
tois chez Alternaria solani ; agent de D'alternariose de la pomme de terre et de la tomate
(Hamid & Strange, 2000 ; Mogensen & /., 2006 ; Zerroug & al., 2007). D’apres Hohl &
al. (1990), l'application de solanapyrones purifiées sur des feuilles de pois chiche produit
des symptomes visibles en 24 h, suivies de la contraction et de la plasmolyse des cellules
épidermiques. Par ailleurs, Kaur (1995), relate qu’il existait une forte corrélation entre la
production #n-vitro de solanapyrones par différents isolats de .A. rabiei et leur pouvoir
pathogene. En plus des solanapyrones, la cytochalasine D est une autre phytotoxine qui
est produite par A. rabie; (Latif & al., 1993 ; Latif & al., 1998 ; Dolar, 2010 ; Verma & 4/,
2016). A. rabiei synthétise également d’autres toxines de nature protéique surtout, la plus
citée est un polypeptide de 14 a-aminoacides conjugué a un fragment glycosidique et

ayant un poids moléculaire de 7,6 kilodalton (Chen & Strange, 1994).

Parmi toutes ces toxines, la solanapyrone A est considérée comme la plus
importante en jouant un réle majeur dans la pathogénicité et la virulence de A. rabiei
(Alam & al., 1989 ; Chen & Strange, 1991 ; Hamid & Strange, 2000). Dans un bioessai
confrontant /z-vitro des cellules de pois chiche séparément aux trois solanapyrones, Shahid
& al. (2008) sont arrivé a les classer par ordre décroissant de toxicité vis-a-vis des cultures
cellulaires de pois chiche comme suit: solanapyrone A > solanapyrone B >

solanapyrone C.

II-2-4-6. Variabilité pathogénique

La variation dans la réponse des différents germoplasmes et cultivars de pois
chiche a P’égard de I'ascochytose et le comportement différentiel d’'un méme cultivar
suivant 'endroit de culture a laissé suspecter I'existence d’une variabilité ou différentes
races de _A. rabiei, ces races sont qualifiées aprés comme pathotypes (Taylor & Ford,
2007 ; Atik & al., 2013). La reproduction sexuée et la présence du téléomorphe (D. rabiez)
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dans le cycle épidémique de I'ascochytose du pois chiche contribue amplement dans la
variabilité au sein des populations du pathogene et la génération de nouvelles pathotypes

résultant des combinaisons et de brassages de genes de virulence (Hamza & 4/, 2000 ;

Jamil & a4/, 2000 ; Pande & /., 2005 ; Shahid & a/., 2008 ; Frenkel & a/., 2010).
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Solanapyrone A Solanapyrone B Solanapyrone C

Figure 18 : Structure des solanapyrones produites par A. rabiei. Bahti & Strange (2004).

La majorité des chercheurs s’accordent pour définir trois pathotypes de A.
rabiei, a savoir le pathotype 1, le pathotype 1I et le pathotype 111 (Jamil & a/., 2000 ; Chen
& al., 2004). Un autre pathotype baptisé pathotype IV est également signalé, il s’agit d’un
pathotype capable de dévier la résistance du pois chiche appartenant aux lignées ICC-
12004 et ICC-3996, considérées jusqu’alors comme des références en maticre de

résistance aux trois pathotypes déja connus (Imtiaz, 2011).

II-2-4-7. Réponse de I’héte

Les plantes évoluées ont développé des stratégies de défense tres diversifiées
qui leur permettent de résister aux agressions de la plupart des agents pathogenes
(Strange, 2003 ; Mellersh & Heath, 2004). La résistance du pois chiche a I'ascochytose est
déterminée par un ensemble de caracteéres anatomiques, biochimiques, physiologiques et
génétiques. Le métabolisme de I’héte s’opposant a Iinvasion et le développement du
pathogeéne, comprennent l'induction de Phypersensibilité, le renforcement de la paroi
cellulaire par dépot de callose, de la lignine, d'acides cinnamiques, des polyphénols liés aux
esters et des glycoprotéines riches en hydroxyproline et l'induction de phytoalexines et
des protéines inhibant la croissance de l'agent pathogene ou réduisant sa virulence (Van

Loon, 1999 ; Pataky & Carson, 2004 ; Pande et 4/, 2005).
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a. Caractéres anatomiques

Du point de vue anatomique et histologique, I’épaisseur de la cuticule des
feuilles et celle des tiges ainsi que les cellules palissadiques constituent une barriere
mécanique contre la pénétration des agents pathogenes (Talbot, 2004 ; Vidhyasekaran,
2008). Angelini et a/., (1993), rapportent qu'un nombre plus élevé d'éléments de xyleme et
de cellules patenchymatiques du xyléme, ainsi qu'un épiderme et un hypoderme de tige
plus épais caractérisent les génotypes résistants de pois chiche comparativement aux
génotypes sensibles. Venora et Porta-Puglia (1993) et Sarwar et a/ (1996), décrivent des
parois cellulaires et des régions corticales plus minces chez le génotype sensible Aug 424

que celles des génotypes résistants.

b. Caractéres physiologiques et biochimiques

Beaucoup d’auteurs rapportent une corrélation positive entre la résistance du
pois chiche a I'ascochytose d’une part et 'intensité respiratoire et la teneur en glucides

totaux d’autre part (Dolar & Gurcan, 1995 ; Akem, 1999 ; Pande & /. 2005).

L’hypersensibilité chez les génotypes résistants se manifeste généralement par
une augmentation de l'intensité respiratoire et la teneur en glucides totaux dés le deuxieme
jour succédant I'inoculation, en revanche un génotype sensible ne voie son intensité
respiratoire et sa teneur en glucides augmenter qu’a partir du cinquieme jour de
I'inoculation. Par ailleurs, les teneurs en sucres réducteurs, en phosphore et en potassium
augmentent davantage chez les génotypes résistants que chez les génotypes sensibles

(Dolar & Gurcan, 1995 ; Khirbat & Jalali, 1999).

La plante hote manifeste également d’autres réactions d’ordre biochimique
suite aux attaques d’agents pathogenes, tel A. rabiei. Parmi les constituants du pois chiche
intervenant dans sa réponse a 'ascochytose, il y a lieu de citer deux principaux composés
phénoliques (isoflavones), la biochanine A (5,7-dihydroxy-4’-methoxyisoflavone) et la

formononetine (7-hydroxy-4’-methoxyisoflavone).

Comparés aux génotypes sensibles de pois chiche, des génotypes résistants
confrontés a 4. rabiei ou a un filtrat brut de sa culture, accumulent davantage de
composés phénoliques (Khirbat & Jalali, 1997 ; Pande & a/, 2005 ; Kanouni & 4/, 2011).
Kessmann et Barz (19806) relatent qu’un traitement de cotylédons de pois chiche par un
filtrat brut d’une culture de A. rabiei augmente considérablement les niveaux de la

biochanine A et de la formononetine.
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c. Pathogenesis Related Proteins (PRP) = Protéines Liées a lIa Pathogenése

En réponse aux attaques de pathogenes, les plantes ont développé une variété
complexe de mécanismes de défense. Les protéines liées a la pathogenese ou PRP pour
Pathogenesis Related Proteins (PR-Proteins) en est exemple. 1l s’agit d’un groupe de protéines
diverses dont l'accumulation est déclenchée par une attaque d'agents pathogeénes ou un

stress abiotique (Van Loon, 1999 ; Coram & Pang, 20006).

Les PR-Proteins ont été classées en 12 groupes ou familles principaux. Certains
d'entre elles présentent une activité antifongique, mais les fonctions de la plupart de
ces protéines restent encore a ¢élucider. Certaines d'entre elles sont connues pour étre des
B-1,3-glucanases (PR-2), des chitinases (PR-3) alors que d’autres sont considérées comme
des perméabilisants des membranes fongiques (PR-5) (Collinge & 4/, 1993 ; Honee,
1999 ; Hanselle & Barz, 2001 ; Coram & Pang, 2005). L’expression constitutive des PR-
Proteins, pourrait conférer une sensibilité réduite a un groupe spécifique d'agents

pathogenes (Bent & Yu, 1999 ; Van Loon, 1999 ; Ferreira & /., 2007).

L'induction d'enzymes hydrolytiques de dégradation de la paroi cellulaire
fongique et des enzymes catalysant la lignification de la paroi cellulaire joue un role
important dans la résistance du pois chiche a 'ascochytose (Pande & a4/, 2005). Nehra &
al. (1994) rapportent que suite a une inoculation avec A. rabiei, I'activité de la chitinase
dans les feuilles d’un génotype résistant a été multipliée par cinq au sixiéme jour apres
inoculation, par rapport a un témoin non inoculé. En outre, l'induction de la chitinase
était également plus élevée dans des gousses infectées de génotypes résistants par rapport

aux génotypes sensibles.

Les peroxydases, enzymes essentielles a la lignosuberisation, est également
synthétisée davantage dans les parois cellulaires en réponse a linvasion de
pathogenes. Lactivité de peroxydase dans les tiges de pois chiche augmente au cours de
l'infection a A. rabiei avec une activité plus importante chez les génotypes résistants
que chez les sensibles. Reste a signaler aussi que 1'accumulation de la peroxydase et de la
B-1,3-glucanase qui est une enzyme hydrolytique de la paroi cellulaire fongique, était plus
élevée chez les génotypes résistants que chez les sujets sensibles, lorsqu'ils sont traités

avec un filtrat brut d’une culture de A. rabie; (Vogelsang & Barz, 1990 ; Sindhu & a/., 1995).

I1-2-5. Ascochytose du pois

Tel est le cas pour 'ensemble des légumineuses alimentaires, I’ascochytose
constitue également une des limites biotiques les plus importantes de la culture du pois.

C’est une maladie a distribution mondiale et qui cause, partout ou le pois est cultivé, des
38



Revue bibliographique L ascochytose des léguminenses alimentaires

pertes considérables, atteignant parfois les 70% en plus de la dépréciation de la qualité des
gousses et des graines récoltées (Allard & a4/, 1993 ; Bretag & al., 1995a ; Bretag & al.,
2000 ; Tivoli & Banniza, 2007 ; Davidson & a/., 2013 ; Jha & al., 2017 ; Saced & al., 2017)

II-2-5-1. Agent causal

L’ascochytose du pois fait exception dans la mesure ou elle est induite par un
groupe de champignons pathogenes, chose qui la différencie des autres especes
légumineuses ou I'agent causal est constitué d’une seule espece de champignon pathogene
(Tivoli & al., 2006 ; Moussart & al., 2007 ; Tran & al., 2016). Cependant, sur pois elle est
induite par trois champignons phytopathogenes étroitement apparentés, connus sous le
nom de complexe ascochyta et qui inclue Ascochyta pisi, Mycosphaerella pinodes (anamorphe
Ascochyta pinodes) et Phoma medicaginis var. pinodella communément appelé Ascochyta pinodella
(Davidson & al., 2011 ; Liu & al., 2016 ; Sivachandra Kumar & Banniza, 2017). A cet
égard, I'ascochytose du pois est considérée comme une maladie complexe car les trois
agents pathogenes provoquent des symptomes plus ou moins similaires et se manifestent
souvent ensemble (Muehlbauer & Chen, 2007), néanmoins chacune des trois especes peut

a elle seule causer la maladie (Fondevilla & /., 2007 ; Onfroy & al., 2007).

La littérature récente, australienne surtout, cite Phoma koolunga Davidson,
Hartley, Priest, Krysinska-Kaczmarek, Herdina, McKay & Scott, comme une autre espece
causant, seul ou en association avec les trois especes suscitées, 'ascochytose sur pois, mais
cette espece n’est signalée qu’en Australie et dont la présence reste limitée au sud-ouest de
ce continent (Davidson & a/., 2009 ; Ahmed & a/., 2015 ; Barilli & 4/, 2016 ; Khani & 4/,
2016 ; Tran & al., 2016 ; Tran & al., 2017). D’autres especes appartenant au genre Phoma,
quoiqu’elle le soit a tres faible degré comparativement a P. koolunga, sont également
signalées comme associées a ’'ascochytose du pois en Australie. Il s’agit de P. glomerata
(Tran & al., 2014b), P. herbarum (Li & al., 2011) et Boeremia exigna var. exigna (Li & al.,
2012).
a. Mycosphaerella pinodes

Mycosphaerella pinodes (Berk. & A. Bloxam.) Vestergren (téléomorphe) [syn.
Didymella pinodes (Berk. & A. Bloxam) Petrak., syn. Peyronellaea pinodes (Berk. & A. Bloxam)
Aveskamp, Gruyter & Verkley] anamorphe Ascochyta pinodes L. K. Jones est un
champignon hemibiotrophe (Suzuki & a/. 2017), il a été isolé chez Prsum sativum, Lathyrus,
Phaseolus et Vicia spp. Le May & al. (2014) rapportent que ce champignon phytopathogene
peut affecter en plus du pois, d’autres especes légumineuses cultivées ou sauvages telles

que la vesce, le trefle, la luzerne et la féverole. L’ensemble des spécialistes le considere
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comme le pathogene le plus important parmi les espéces constituant le complexe
ascochyta inféodé au pois (Kemal, 2002 ; Tivoli & Banniza, 2007 ; Tran & al, 2014a ;
Barilli & al., 2016 ; Tran & al., 2016).

Concernant la forme parfaite du champignon, Peever et a4/ (2007) lui ont
suggéré lappellation de Didymella pinodes Petrak, car la phylogénie des ITS (Internal
Transcribed Spacer) a clairement démontré que M. pinodes n'est pas apparenté a Mycosphaerella
spp. tels que M. graminicola, M. fijiensis et M. punctiformis ; especes-types représentatives du
genre Mycosphaerella, par contre elle le rapproche étroitement aux Didymella spp., plus
spécialement a D. exegra qui est considéré comme lespece-type du genre Didymella.
Cependant Pappellation D. pinodes est de plus en plus adoptée par les mycologues et les

phytopathologistes et commence a étre largement citée dans la littérature la plus récente.

D. pinodes est homothallique (Barve & a/, 2003 ; Sivachandra Kumar &
Banniza, 2017), il forme des pseudotheces de couleur brun foncé, globuleuses et mesurant
90 a 180 um de diametre. Les asques sont cylindriques a claviformes, a parois bituniquées
et sessiles. IlIs contiennent souvent huit ascospores bicellulaires et hyalines. Elles sont

arrondies aux extrémités et mesurent 12 a 18 sur 4 a 8 um (Figure 19).

Dans sa reproduction asexuée, le champignon forme des pycnides brun foncé
qui ont des parois plus épaisses que celles de A. pisi et de P. medicaginis var. pinodella. Au
départ de leur genese, les pycnides sont enfoncées dans les tissus de la plante hote (tige,
feuilles, gousses, graines), mais elles font surface a mesure qu'ils arrivent a maturité. Les
pycniospores, qui mesurent 8 a 16 sur 3 a 5 um, sont généralement bicellulaires avec
une constriction au niveau du septum (Figure 19), quoique rarement, les
pycniospores puissent avoir deux septa (Richard & Boivin, 1994 ; Skoglund & a/., 2011 ;
Davidson, 2012).

Contrairement a de nombreux champignons nécrotrophes, D. pinodes peut
développer simultanément ses formes asexuées et sexuées sur la méme plante pendant la
saison de culture (Roger & Tivoli, 1996 ; Le May & a/., 2012). A cet effet, il est possible
d’observer simultanément des pycnides (asexuées) et des pseudotheces (sexuées) sur les
mémes organes de la plante. Les pycnides sont produites a la fois sur les
organes des plantes vertes et sénescentes, alors que les pseudothéces n'apparaissent que
sur les parties sénescentes (Laloi & a/, 2016). Le champignon produit également
des chlamydospores qui lui permettent de se conserver dans le sol (Bowen & a/, 1997;

Tivoli & Banniza, 2007).
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Figure 19: D. pinodes (anamorphe Ascochyta pinodes) : (H) Pycnides, (I) Coupe d’une pycnide (J) Paroi
pycnidiale (K) Pycniospores (C) Pseudothéce (E) Coupe d’une pseudothece (F, G) Asques, (D)
Ascospore. Barres: H = 100 pm; I = 20 pm; J-K = 10 pm; B = 200 ym; C, E = 20 pm; D = 2.5 pm, F =
10 um, G = 5 um. Chen & /. (2015).

b. Phoma medicaginis var. pinodella

La littérature cite ce champignon comme Phoma medicaginis Malbranche &
Roumegucre var. pinodella (1. K. Jones) Boerema (syn. Ascochyta pinodella 1.K. Jones, syn.

Phoma pinodella [L.K. Jones| (Morgan-Jones & K.B. Burch). Il est également cité sous le
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nom de Peyronellaca pinodella (I.K. Jones) Aveskamp, Gruyter & Verkley (Aveskamp & 4.,
2010 ; Bacanovié-Sisi¢ & al., 2018).

Cet agent pathogene s'appelait a l'origine Ascochyta pinodella 1.K. Jones (Bretag
& al., 2006 ; Irinyi & al., 2009), tenant compte de la similarité de sa morphologie avec
Phoma medicaginis Malbr. & Roum., il a été transtéré dans le genre Phoma, en devenant
Phoma medicaginis (Malbr. & Roum.) var. pinodella (LK. Jones) Boerema (Aveskamp & a.,
2010). Morgan-Jones et Burch (1987) 'ont élevé au rang d'espéce, sous le nom de Phoma
pinodella (LK. Jones) Morgan-Jones & Burch, apres avoir décelé des différences
significatives et constantes avec espece P. medicaginis, mais ce nom est trés peu utilisé
contrairement a la terminologie de P. medicaginis var. pinodella qui reste largement citée

(Chen & al., 2015 ; Chen & al., 2017).

La forme parfaite de P. medicaginis var. pinodella a été mise en évidence pour la
premicre fois par Bowen et a/ (1997) sans qu’ils lui suggerent un nom, mais ils observent
que les pseudotheces, les asques et les ascospores produits sont fortement semblables a
ceux de D. pinodes (Figure 20). Les mémes auteurs avancent également qu’elle serait

probablement hétérothallique.

Aveskamp et a/. (2010), rapportent que du point de vue phylogénique le
téléomorphe de cette especes se rattacherait plausiblement au genre Didymella, alors que
Chen et a/. (2015) et Chen et a/. (2017) dans deux études consacrées au genre Phoma et au
Didymellaceae respectivement, la rapportent d’emblée comme étant Didymella pinodella (LK.
Jones) Q. Chen & L. Cai.

Figure 20 : Phoma medicaginis var. pinodella. (1) Pseudotheces indiquées par les fleches, (8) Asque contenant
des ascospores. Bares : (1) = 20pum, (8) = 100 um. Bowen & 4/ (1997).

42



Revue bibliographique L ascochytose des léguminenses alimentaires

Les pycnides de P. medicaginis var. pinodella sont globuleuses ou irrégulicres et
mesurant 96 a 320 pm de diametre. Les pycniospores de taille moyenne de 4-7,5 x 2-
3,5 um, sont ovales a ellipsoidales, principalement non-septées, pas moins de 80 + 2% sur
un lot de 200 selon Bowen et @/ (1997) et lorsqu’elles le sont, elles sont uni-septées. Les
chlamydospores abondement produites, sont intercalaires ou terminales, solitaires ou en
chaines, en forme sub-globuleuses a sub-cylindriques et mesurent 8 a 20 pm de diametre
(De Gruyter, 2002 ; Boerema & a/., 2004). Les pseudothéces sont globuleuses, brun foncé
et de taille de 140-250 um sur 170-420 um (Figure 20-1). Les asques sont cylindriques a
claviformes, a paroi bituniquée et mesurent 140-290 um de longueur et 20-30 pm de
largeur. Chaque asque contenait huit ascospores (Figure 20-8). Les ascospores de 12,5 a
19 um, sont hyalines, ellipsoides, bicellulaires, rétrécies au niveau du septum et arrondies

aux extrémités (Bowen & a/., 1997).

c. Ascochyta pisi

Ascochyta pisi Libert, dont le téléomorphe a été induit dans des conditions de
laboratoire et décrit comme étant Didymella pisi sp. nov MI. Chilvers, J.D. Roger, F.M.
Dugan, JE. Stewart, W. Chen & T.L. Peever, est hétérothallique, impliquant ainsi deux
mating types pour 'accomplissement de sa reproduction sexuée (Chilvers & a/. 2009, Liu

& al. 2013).

Dans le but d’approuver que la forme parfaite (Figure 21) de cette espece, s’il
existerait, doit étre rattachée au genre Didymella, Hernandez-Bello & a/. (20006) relatent
qu'un croisement interspécifique dans des conditions de laboratoire entre A. pisi et A.
fabae a conduit a la formation de pseudotheces (Figure 21) avec des ascospores viables et

comparables a celles produites par des Didymella spp.

Contrairement a A. pinodes et P. medicaginis var. pinodella, A. pisi ne produit pas
de chlamydospores (Navas-Cortes & al., 1995 ; Kraft & al., 1998 ; Fatehi & al., 2003). Ses
pycnides sont de couleur brune, de forme globuleuse et de diameétre similaire a celles de
A. pinodes a savoir 100 a 200 pm (Figure 22). Les pycnidiospores, qui mesurent en
moyenne 10-16 x 3-4,5 um, sont hyalines, droites a légerement incurvées, aux extrémités
arrondies et uni-septées avec une légere constriction au niveau du septum (Richard &

Boivin, 1994 ; Davidson, 2012).

En plus du pois, 11 a été rapporté que A. pisi infecterait une vingtaine de genre
et plus d’une cinquantaine d’especes de plantes, notamment Glhycine max, Lathyrus odoratus,
Lens culinaris, Medicago sativa, Phaseolus vulgaris, Trifolinm spp. et Vicia faba (Farr & al., 2010 ;

Skoglund & af., 2011).
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Figure 21 : Didymella pisi Chilvers & a/ (anamorphe _Ascochyta pisi) (A-B) Pseudothéces (grands corps

noirs) et pycnides (petits corps) avant et apres séchage respectivement, (C—E) Asques colotés a l'iodine.

(F-G) Asques montés dans 'eau. Barres : (A-B) 1 mm; (C-G) 10 pm. Chilvers & a/. (2009).

Figure 22 : A. pisi Libert. (G) Pycnides, (H) Pycnides, (I) Section d’une pycnide, (J-K) Cellules
Conidiogenes, (L) Pycniospores. Barres: G=200pm; H-I=20pm; ][-K=5pm; L=10um. Chen & 4/ (2015).
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La classification des trois champignons du complexe ascochyta, responsables

de I'ascochytose du pois est la suivante :

wMode=Basic (page consultée le 19/05/2019).

a. Ascochyta pinodes L. K. Jones (anamorphe) = Mycosphaerella pinodes (Berk. & A.

Bloxam.) Vestergren (téléomorphe) = Didymella pinodes (Berk. & A. Bloxam) Petrak.

(Téléomorphe).

Regne :
Phylum :
Sous-phylum :
Classe :
Sous-classe :
Ordre :
Famille :
Genre :

Espece :

Fungi
Ascoemycota
Pezizomycotina
Dothideomycetes
Pleosporomycetidae
Pleosporales
Didymellaceae
Didymella
Didymella pinodes

b. Phoma medicaginis Malbranche & Roumeguere var. pinodella (LK. Jones)

Boerema (anamorphe) = Ascochyta pinodella 1.K. Jones (anamorphe) = Phoma pinodella
(L.K. Jones) Morgan-Jones & K.B. Burch (anamorphe) = Didymella pinodella (L.K. Jones)

Q. Chen & L. Cai (T¢éléomorphe).

Regne :
Phylum :
Sous-phylum :
Classe :
Sous-classe :
Ordre :
Famille :
Genre :

Espece :

Fungi

Ascocmycota
Pezizomycotina
Dothideomycetes
Pleosporomycetidae
Pleosporales
Didymellaceae
Didymella
Didymella pinodella

c. Ascochyta pisi Libert (anamorphe) = Didymella pisi M1. Chilvers, J.D. Roger,
F.M. Dugan, JE. Stewart, W. Chen & T.L. Peever (téléomorphe).

Regne :
Phylum :
Sous-phylum :

Fungi
Ascocmycota

Pezizomycotina
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= (lasse: Dothideomycetes

® Sous-classe : Pleosporomycetidae
" Otdre: Pleosporales

= TFamille: Didymellaceae

= Genre: Didymella

» Espece: Didymella pisi

II-2-5-3. Interaction et coexistence des agents du complexe ascochyta

Les trois agents pathogenes impliqués dans I’ascochytose du pois peuvent
coexister et étre isolés d'une méme lésion sur feuilles, sur tiges ou sur gousses d’une
méme plante de pois (McDonald & Peck, 2009 ; Davidson & a4/, 2012). Le type de
relation entre les trois agents pathogenes du complexe ascochyta qui induisent la maladie
fait encore défaut, mais semble impliquer une compétition interspécifique et
éventuellement des optima climatiques différents, ainsi qu'une résistance différentielle des
cultivars de pois a I’égard d’une espece particuliere du complexe (Tivoli & Banniza, 2007 ;
Ahmed & a/., 2015). Une étude conduite par le May et «/ (2009) dans le but de définir le
type d’interaction et d’expliquer comment la coprésence de M. pinodes et P. medicaginis var
pinodella sur le méme organe de la plante hote, le pois en loccurrence, affecte le
développement des pathogenes et la sévérité de 'ascochytose, il en ressortit que cette
coprésence limite la reproduction des pathogenes et le développement de la maladie d’une
part, d’autre part, les dommages dus a la maladie augmentent lorsque les plantes subissent
des inoculations décalées dans le temps. En effet, la méme équipe avance deux types de

relations, synergisme et antagonisme suivant les conditions d’inoculation.

La prédominance dune espéce du complexe par apport aux autres varie
surtout suivant la région. En Australie, Bretag et @/ (1995b) ont observé que sur 436 lots
de semences diagnostiqués, 94,8% des isolats étaient constitués de D. pinodes, 4,2% de P.
medicaginis var. pinodella et 1,0% de A. pisi. Tivoli et Banniza (2007) rapportent que 85% des
lots de semences canadiennes infectées l'ont été par A pisi. Toutefois, depuis
I'introduction au Canada de variétés de pois résistantes a A. pisi, D. pinodes a pris le dessus.
En France, D. pinodes est 'agent pathogene dominant sur pois, mais dans le sud de la
France, en Espagne et probablement en Afrique du Nord, c’est A. pisi qui prédomine

parfois.

II-2-5-4. Symptomes

De méme que sur feve, lentille et pois chiche, les symptomes de I'ascochytose

sur pois se manifestent également sur les parties aériennes de la plante et qui consiste
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grossicrement en des lésions nécrotiques ou taches sur feuilles (Figure 23), tiges et
gousses, les nécroses sur ces dernicres conduit souvent a une infection des graines

(Gossen & al., 2011 ; Tran & al., 2016).

En plus des symptomes caractéristiques des Ascochyta spp., M. pinodes et P.
medicaginis var. pinodella provoquent un symptome typique dit « Foot rot » (Bowen & al.,
1997 ; Onfroy & al., 1999 ; Tivoli & Banniza, 2007 ; Khan & a/, 2013) A cet effet, les
symptomes différent sensiblement et sont a considérer alors suivant chacune des especes

du complexe pathogene.

Figure 23 : Lésions causées par les trois pathogenes du complexe ascochyta sur Pisum sativum cv. ‘Lifter’.
(A=D) M. pinodes, E—H) P. medicaginis var pinodella, (1-K) A. pisi. Bars = 5 mm. Chilvers & a/. (2009).
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A. pinodes infecte les plantules et toutes les parties aériennes du pois, causant
des taches nécrotiques foliaires, des lésions sur les tiges, un rétrécissement et une
décoloration vers un brun foncé des graines, un noircissement de la base de la tige et un
« foot rot». Les symptomes causés par P. medicaginis var. pinodella sont similaires a ceux
observés avec A. pinodes. En revanche, P. medicaginis var. pinodella peut entrainer un « foot
rot» plus grave, qui s’étend souvent a la partie souterraine tout en causant moins de
dommages sur feuilles, tiges et gousses. A. pisi provoque des lésions sur feuilles, tiges et

gousses légerement enfoncées, circulaires, de couleur bronzée, avec des marges brun

foncé (Bretag & al., 2006 ; Chilvers & a/., 2009 ; Liu & al., 2010).

a. Symptéomes dus a A. pinodes

L'infection due a A. pinodes entraine au début l'apparition de petites taches
pourpres sur les feuilles. A défaut d’humidité favorable, celles-ci restent petites et sans
marges définies, tandis qu'en conditions humides, elles s'agrandissent et virent du brun au
noir, en prenant des marges définies et souvent une apparence zonée. En cas de fortes
attaques, les feuilles peuvent étre totalement nécrosées tout en restant attachées a la
plante. Les lésions sur tige sont de couleur similaire que celles sur feuilles mais plus
allongées, apres elles deviennent progressivement plus longues et souvent elles fusionnent
pour ceinturer completement la tige et donner a la partie inférieure un aspect bleu-noir.
Lorsque les fleurs sont infectées, de petites lésions ponctuelles apparaissent sur les fleurs
ce qui provoque la chute de la fleur ou de la petite gousse, ou déforme la gousse
survivante et limite la production de graines (Roger & al, 1999a; Bretag & Ramsey,
2001). Les symptomes sur graines se caractérisent souvent par un rétrécissement et une
coloration brun foncé. Apres semis, la propagation de l'infection des semences aux plants
en formation provoque le « foot rot», en partant du point de fixation des semences et en
progressant sur la tige ou I’hypocotyle et le long de la racine pivotante ou Iépicotyle
(Figure 24). Une infection grave peut retarder la croissance ou tuer les jeunes
plantules. Lorsque les plantes approchent de la maturité, une infection générale
grave provoque la sénescence de toutes les feuilles inférieures et le noircissement des tiges
a la base de la plante (Clulow & a4/, 1991 ; Clulow & Lewis, 1992 ; Richard & Boivin,
1994 ; Davidson, 2012).

b. Symptémes dus a P. medicaginis var pinodella

Les symptomes causés par P. medicaginis var. pinodella sont trés semblables a
ceux dus a A. pinodes. Néanmoins, les nécroses sur feuilles, tiges et gousses sont moins
accentués et provoque moins de dommages, contrairement au « foof rot» qui est
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généralement plus grave que celui di a A. pinodes et peut s'étendre en atteignant les racines
(Persson & al., 1997 ; Bretag & al., 2006). Bacanovié-Sisi¢ & al. (2018) relatent que sur des
plants de pois atteints de «foot rot», P. medicaginis var. pinodella avait une fréquence

d’isolement longeant les 86%.
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Figure 24 : Le foot rot causé par M. pinodes sur épicotyle et racines. Tran (2017).

c. Symptémes dus a A. pisi

A. pisi est considérée comme la moins dommageable comparativement aux
autres especes du complexe ascochyta (Chilvers & 4/, 2009). Les nécroses causées par A.
pisi sur feuilles, tiges et gousses sont semblables a celle causées par A. rabiei et A. lentis sur
pois chiche et lentille respectivement (Peever & a/, 2007). Elles sont légerement
enfoncées que celles causées par les deux autres especes du complexe ascochyta et laissent
apparaitre des pycnides noires arrangées en cercles concentriques. Les marges des Iésions
sont bien délimitées et de couleur brun foncé. Sur tiges les lésions sont allongées alors
que, sur feuilles et gousses elles sont bien arrondies (Figure 25). Contrairement a 4.
pinodes et P. medicaginis var. pinodella, A. pisi attaque rarement la base de la plante et ne cause
pas de « foot rot » (Davidson, 2011 ; Tran 2017).
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Figure 25 : Lésions nécrotiques dues a 4. pisi. (B) sur tige, (C) sur gousses. Sivachandra Kumar (2016).

1I-2-5-5. Epidémiologie

a. Facteurs influengant le développement de Ia maladie

Les conditions climatiques, humidité et température en particulier, sont les
principaux facteurs conditionnant la gravité de 'ascochytose sur pois, I'apparition des
symptomes ou durée d’incubation et le développement de nouvelles propagules
reproductives ou durée de latence (Roger & Tivoli, 1996 ; Suffert & Thompson, 2018). A
20° C, la production des pycnides dure en moyenne 3 a 4 jours, alors qu’elle peut durer 8
jours pour des températures plus élevées ou plus basses et des périodes humides plus
longues. Pour des températures oscillant entre 5 et 20 ° C, le nombre de pycnides sur les
feuilles augmentait, en revanche, ce nombre diminuait entre 20 et 30° C (Roger et 4/,
1999a).

Bretag et a/. (2000) rapportent que sur un milieu artificiel, une température de
16° C est optimale pour le développement a la fois de pycnides et de pseudotheces, #n-
planta, la formation et la maturation de pseudotheces a lieu 13 a 14 jours a partir du début
de linfection. En plus de la température, 'humidité est également cruciale. Cependant, la
pluviométrie et les taux d’humidité proches du point de rosée sont considérés comme tres

favorables a la fois pour la formation d’ascospores et la libération des pycniospores par les

pycnides (Roger & al., 1999b ; Zhang & al., 2005 ; Schoeny & al., 2007).

La température et humidité influencent fortement la germination des
ascospores et des pycnidiospores. Dans des conditions seches, ces dernicres peuvent
survivre trois semaines sans qu’elles perdent leur pouvoir infectieux (Roger & a/., 1999b).

A 10° C, une période humide de 12 heures est nécessaire pour que les conidies germent et
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linfection ait lieu sur feuilles, alors qu’il suffisait que 6 heures si les températures
avoisinent les 20° C. Pour la méme température, I'intensité des symptomes et la gravité de
la maladie augmentent fortement si la période humide passe de 6 a 12 heures. Apres
Iinfection, c’est la température qui continue a jouer un role important dans le
développement de la maladie (Bretag & Ramsey, 2001 ; Bretag & /., 2006). Roger et 4.
(1998) et Roger et a/. (1999a), relatent que la température optimale pour le développement
de la maladie est de 20° C, toutefois un développement rapide peut avoir lieu a une

gamme plus large de température allant de 15 a 25° C (Tableau 4).

Tableau 04 : Synthése des effets d’une période séche et/ou humide sur le développement de la maladie
causée par D. pinodes a des températures de 5 a 30° C. Adapté de Roger et a/. (1998).

Etapes de I'infection .,
Intensité de la

Humidité Germination Formation fies Pénération maladie*®
appressoria
PS Pas de développement
4-8heures (15- | 8-24heures (15- | Fortes >4,5 (apres

Z2heures (15-30° €) 25° Q) 25°C) 8jours d’incubation)

PHC

48-72heures | 48-72heures (5, | TFaibles <3 (apres

6-24heures (5-10°C) (5, 10, 30° C) 10, 30° C) 8jours d’incubation)

Intensité de la
maladie <3 (15-
25° C)

Fortes >4,5 (apres
8jours d’incubation)

PH-PS Pas de symptomes Intensité <2

Intensité de la
maladie <1 (5,
10, 30° C)

Faibles <3 (apres
8jours d’incubation)

PS : période seche apres incubation

PHC : période d’humidité continne ; durée minimale pour l'initiation de linfection apres contamination par D. pinodes et
intensité de maladie apres buit jours d'incubation.

PH-PS : alternance de période humide et de période séche survenant an conrs des différentes étapes de l'infection on lorsque
les symptomes apparus ; nivean de maladie apres huit jours de période séche.

* Suivant une échelle de 0 a 5.

La vitesse de développement de la maladie est également sous la dépendance
du niveau d’inoculum, a températures équivalentes, des faibles niveaux d’inoculum tel est
souvent le cas de linoculum primaire, lapparition des symptomes est tardives, en
revanche, des niveaux plus élevés d’inoculum qui surviennent apres plusieurs cycles
infectieux (inoculum secondaire), les premiers symptomes apparaissent généralement dans
les 24 heures succédant 'inoculation, et ceci pour des températures oscillant entre 15 et

25° C (Roger & al., 1998).
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b. Cycle de Ia maladie

Hormis A. pisi pour lequel une forme parfaite n’a pas encore était observée sur
champ, les cycles épidémiques des especes fongiques composant le complexe ascochyta,
se confondent (Peever & al, 2007). Les trois agents pathogenes responsables de
I'ascochytose du pois sont considérés comme des champignons séminicoles, ils peuvent
ainsi survivre et étre désiminés et transmis par les semences, ils peuvent également
survivre sur les chaumes issus des cultures de pois, les repousses et les légumineuses
sauvages. En plus, D. pinodes et P. medicaginis var. pinodella survivent également dans le sol
sous forme de sclérotes et de chlamydospores contrairement a 4. pisi qui n’a pas de stade

dormant dans le sol (Tivoli & a/., 1996 ; Bretag & a/., 2006 ; Tivoli & Banniza, 2007).

Roger et a/. (1998), énumerent quatre principales sources d’inoculum primaire :
(2) le sol, source qui concerne D. pinodes et P. medicaginis var. pinodella qui ont la capacité de
produire et de se conserver sous forme de chlamydospores, (i) Les débris de récoltes
contaminés et non enfouis qui peuvent servir de support aux périthéces dont les
ascospores disséminées par le vent contaminent les nouvelles plantules, (7z) Les
légumineuses sauvages et les repousses spontanées de plantes de pois sur lesquelles le
parasite se conserve; (&) les semences infectées qui déclenchent la maladie sur les
nouvelles plantules. Selon Moussart et @/ (1998), 'inoculum séminicole n’intervient que
dans linitiation de la maladie et non pas dans I’épédimie, mais une forte infection des
semences par D. pinodes et P. medicaginis var. pinodella conduit directement au symptome de
« foot rot» et pouvant entrainer la mort des jeunes plantules. Toutefois une forte charge de
D. pinodes provoque parfois des fontes de semis des graines responsable d’'un manque

important a la levée.

L’ascochytose du pois est une maladie polycyclique (Figure 206), une fois
initiée, de nouvelles pycnides et pseudothéces sont alors produites. Ces propagules
assurent ensuite I'inoculation secondaire et de nouveaux cycles infectieux se succedent
(Davidson, 2012 ; Bretag & Ramsey, 2001). Des pseudotheces, des ascospores sont
éjectées et transportées par le vent sur de longue distance; ainsi elles peuvent étre
propagées sur de grandes surfaces. Les ascospores sont libérées en conditions seches,
mais des taux élevés d'humidité tels que ceux que l'on trouve dans les couverts végétaux
denses favorisent leur germination. Plusieurs générations de spores peuvent étre produites
durant une saison de culture, a partir de feuilles malades a des intervalles de deux
semaines ou plus (Richard & Boivin, 1994). Les conidies a leur tour, sont expulsées des

pycnides sous forme d'une matrice gélatineuse et disséminées par les éclaboussures de
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pluie ou par les gouttelettes transportées par le vent. Des tubes germinatifs sont émis et

pénetrent directement la cuticule et les parois cellulaires.

Les symptomes causés par D. pinodes et P. medicaginis var. pinodella apparaissent
apres deux a quatre jours et ceux causés par A. pisi apres six a huit jours. La production
abondante de pycnides au niveau des 1ésions libere plus de conidies, ce qui favorise ainsi
la propagation de la maladie en conditions humides (Bretag & a/., 2006 ; Schoeny & 4.,
2007 ; Schoeny & a/. 2008).

Necrotic lesion
Pycnidia

‘ «—%em leaves

Pseudothacia

Figure 26 : Cycle épidémique de l'ascochytose du pois causée par D. pinodes. Tivoli et Banniza (2007).

II-2-5-6. Processus infectieux

ILa germination des spores marque le déclenchement du processus infectieux,
des tubes germinatifs sont alors émis et la pénétration (Figure 27) s’effectue soit
directement a travers la cuticule ou via les stomates (Wroth, 1998 ; Liu & 4/, 2010).
Clulow et a/. (1991) décrivent deux phases distinctes dans le processus infectieux par D.
pinodes ; une phase biotrophe dans laquelle des appressoria se développent a travers la
paroi externe de I'épiderme, pénétrant parfois dans les cellules sans provoquer de nécrose.
Cette phase est suivie par une autre phase nécrotrophe impliquant une nécrose

progressive.
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Les conidies de D. pinodes émettent un ou plusieurs tubes germinatifs, qui se
ramifient fréquemment et forment des appressoria a la surface de la feuille et du
cotylédon 6 heures apres I'inoculation et la pénétration se produit a travers les parois de
'épiderme 8 heutres apres inoculation (Roger & al, 1999a). Une vésicule infecticuse
émerge a la pointe de lappressorium (Figure 28), située en partie dans la paroi de
I'épiderme et en partie dans la lumiére des cellules (Suzuki & 4/, 2017). A partir de Ia, un
hyphe de pénétration apparait et initie des hyphes inter et intracellulaires. La colonisation
se produit alors et sera suivie rapidement d'un effondrement des tissus et d'un

brunissement des cellules atteintes (Nasir et @/, 1992).

Figure 27 : Micrographie électronique a balayage de la pénétration de D. pinodes. (E) Pénétration via le
stomate, (F) Pénétration directe. Liu & a/. (2010).

Figure 28: Micrographie électronique a transmission des structures infecticuses de D. pinodes. (Ap)
Appressorium, (V) Vésicule infectieuse, (gc) Cellule de garde, (ep) Cellule épidermique. Bare : 5um. Suzuki
& al. (2017).

a. Réle des enzymes

Les trois champignons du complexe ascochyta affectant le pois sont capables
de produire des enzymes dégradant les parois cellulaires de la plante hote, ces enzymes
leur permettent la dégradation de la cellulose pariétale surtout et elles pourraient étre
importantes a la fois pour la pathogénicité et la survie de ces champignons en tant que

saprophytes (Anderson & Powelson, 1979 ; Liu & 4/, 2016 ; Suzuki & al., 2017). A. pisi et
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D. pinodes produisent des polygalacturonases, des amylases, des peptidases et des
invertases. M. pinodes semble avoir une activité cellulolytique et pectinolytique plus intense
que celle développer par A. pisi, ce qui explique peut étre le fait que les Iésions nécrotiques

associées a D. pinodes sont plus grandes (Bretag & a/., 2000).

b. Réle des toxines

Parmi les trois especes du complexe ascochyta, c’est A. pisi qui est le plus cité
comme toxinogene en produisant un métabolite doté de pouvoir phytotoxique. C’est en
1980 que Kaur et Deshpande ont isolé un composé thermostable a partir de cultures de
A. pisi et ont montré qu'il pouvait provoquer des bralures sur feuilles de pois. Ce
composé (Figure 29) dont le role est avéré dans le processus infectieux de I’ascochytose

du pois est nommé ascochitine (Beed & 4/, 1994 ; Hwang & al., 2004).

Des études menées par Lepoivre (1982) ont montré que le pouvoir pathogene
des isolats de 4. pisi était en corrélation avec leur capacité a produire zn-vitro de
I'ascochitine. Selon Kaur et Deshpande (1980), Tascochitine agit en perturbant
essentiellement la perméabilité transmembranaire des cellules qui terminent par perdre
leur contenu. Lepoivre (1982) et Huang (2001) en décrivant le mode d’action, ils
rapportent qu’en dépit des taches nécrotiques provoquées par un traitement de feuilles
détachées a l'ascochitine, des disques de feuilles de pois trouvent également leur
perméabilité augmentée lorsqu’ils sont traités avec une solution de 100pg/litre
d’ascochitine. Quoique son role dans la maladie ne soit pas encore établi, 'ascosalitoxine
est une autre toxine synthétisée par A. pisi. Cette substance était considérée a tort comme

précurseur de 'ascochitine (Evidente & a/., 1993a ; Strange, 2000).

H

Figure 29 : L’ascochitine (C1sH16Os). Beed & a/. (1994).

Huang (2001) rapporte que D. pinodes produit lui aussi une phytotoxine dite
pinolidoxine (Figure 30). Evidente et 4/ (1993b), sans qu’ils décrivent son mode d’action
et sans role dans I'ascochytose du pois, ils relatent qu’elle était hautement phytotoxique a

I'égard d’un hote de D. pinodes (pois) et d’'un non-hoéte (haricot).
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Figure 30 : La pinolidoxine. Evidente et a/. (1993b).

Hwang et a/. (2004) mettent en évidence d’autres métabolites secrétés par D.
pinodes et ils proposent la formule générale Ci1sH12N3Og pour le plus important d’entre
eux. Les mémes auteurs notent également que le traitement de disques de feuilles de pois
avec ce métabolite, provoque une décoloration des zones traitées, ce qui laisse supposer

qu’il pourrait avoir une part dans la pathogénicité de D. pinodes.
II-2-5-7. Réponse de I’héte

a. Les phytoalexines

En plus des caractéres anatomiques de défense propres a I'ensemble des
végétaux dont la cuticule et les parois cellulaires qui constituent les premicres barri¢res qui
s‘opposent a la pénétration des pathogenes, les plantes déploient d’autres mécanismes de
défense de nature chimique (Talbot, 2004 ; Ferreira & a/, 2007). Ces mécanismes se
manifestent surtout a travers la synthése de phytoalexines, dont I'induction est assurée par
des éliciteurs endogeénes et/ou exogénes (Putkayastha, 1996 ; Thakur & Sohal, 2013). A
cet effet, il a été rapporté que la synthese de la pisatine (Figure 31), qui est une
phytoalexine (isoflavonoide) du pois, est liée a sa résistance aux maladies (Bretag & al.,

2006 ; Vermerris & Nicholson, 20006).

H,CO

0

Figure 31 : La pisatine. Vermerris et Nicholson (2000).
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Lorsque le pois subit les attaques de D. pinodes ou A. pisi, la concentration de la
pisatine augmentent dans le cas de taches nécrotiques limitées, alors que cette
concentration est beaucoup plus faible dans le cas de taches diffuses et étalées (Amit & al.,
2002). Tivoli et Banniza (2007), rapportent que les concentrations de la pisatine
diminuaient avec la sénescence des plantes de pois alors que le tissu devenait plus
susceptible a l'infection par M. pinodes, un tel constat a laisser Roger et Tivoli (1996)
conclure que tout facteur contribuant a une diminution de la concentration de la pisatine
et a une sénescence accélérée des plantes pouvait favoriser D. pinodes a produire des
pseudotheces. En revanche, I'humidité excessive des feuilles favorise probablement le
développement des pycnides en raison d'une dilution de la pisatine selon Roger et 4.

(1999a).

Bretag et a/. (20006), relatent que les agents pathogenes composant le complexe
ascochyta manifestent une tolérance différentielle a ’égard de la pisatine et leur pouvoir
pathogene réside entre autre dans leur capacité a dégrader la pisatine. M. pinodes produit
un éliciteur et un suppresseur de la production de la pisatine au niveau des feuilles de pois
(Kiba & al., 1996) et sa pathogénicité peut résulter de la suppression de I'induction de la
pisatine. Le suppresseur produit par M. pinodes empéche la production de la pisatine et
semble empécher l'expression de la résistance de la plante hote, tandis que 'éliciteur
favorise la formation de la pisatine, augmentant ainsi la résistance de I'hote (Shiraishi &

al,, 1983).

b. Les chitinases

Les plantes réagissent aux attaques de micro-organismes pathogenes en
induisant I'expression d'un grand nombre de génes codant pour diverses protéines, dont
beaucoup auraient un réle dans la défense (Bol et @/, 1990 ; Coram & Pang, 2006). Parmi
les genes induits, on trouve ceux codant pour les chitinases qui sont considérées comme

des PR-Proteins (Honee, 1999 ; Van Loon, 1999 ; Coram & Pang, 2005).

Les chitinases ont été décrites et caractérisées pour un grand nombre d’especes
végétales. Elles présentent un intérét particulier dans les études de résistance des plantes
aux agents pathogenes fongiques, car leur substrat naturel est présent dans les hyphes

fongiques mais absent chez les plantes.

Ces enzymes ont comme substrat la chitine, un composant majeur des parois
cellulaires fongiques (Linthorst, 1991 ; Dickinson, 2003). L'activité de la chitinase dans les
plantes peut étre induite non seulement par une infection par des agents pathogenes, mais
également par des éliciteurs isolés des parois cellulaires fongiques ou par des substances
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apparentées a la chitine telles que le chitosane (Mauch & 4/, 1988a ; Collinge & a/., 1993 ;
Thakur & Sohal, 2013).

Vad et a/. (1991), constatent que 'activité de la chitinase augmente dans des
feuilles de pois suite a leur inoculation que se soit par des isolats virulents ou avirulents de
A. pisi. Cependant les mémes chercheurs ont pu séparer et identifier chez le pois trois
classes de chitinases Al, A2 et B, les chitinases Al et A2 avaient un PM (poids
moléculaire) avoisinant les 34 kilodalton (kDa) et un pH;i de 8,5 alors que la B est de PM
de 25 kDa et un pHi de 9. Dans la méme étude il a été constaté que 150 heures apres
inoculation, les niveaux des chitinases augmentent considérablement dans les feuilles. Les
chitinases Al et A2 combinées trouvent leurs niveaux multipliés par neuf alors que ceux

de B le sont par trois chez des variétés sensibles.

En plus des chitinases, la 3-1,3-glucanase est une autre hydrolase impliquée
dans les mécanismes de défense du pois en réponse aux agressions parasitaires (Lai & 4/,
2002). Mauch et a4/ (1988b) ont démontré que la B-1,3-glucanase extraite des gousses de
pois avait une action synergique avec les chitinases apres avoir remarqué que les chitinases
inhibent zz-vitro une large gamme de pathogene y compris A. pisi, toutefois I'inhibition de
A. pisi était beaucoup plus importante lorsque les chitinases et la 3-1,3-glucanase sont

combinées.

II-2-6. Méthodes et Moyens de Lutte

La complexité des agents pathogenes sur le plan biologique et épidémique, la
variabilité pathologique a lintérieur des populations des _Ascochyta spp. et surtout
I'inexistence de variétés de légumineuses parfaitement résistantes rendent I’ascochytose
I'une des maladies les plus difficile a2 maitriser. Cependant il est beaucoup plus réfléchi de
patler d’une gestion de la maladie que de parler de la lutte proprement dite (Gan & 4l
2006 ; Gutjar & al., 2011).

La gestion de I'ascochytose repose sur la mise en place d’une stratégie
intégrant d’une maniere raisonnée, ’ensemble des moyens de lutte a savoir la lutte

culturale, la lutte chimique et la lutte biologique (Pande & /., 2009).

L’ensemble des stratégies de gestion de I'ascochytose des légumineuses,
reposent essentiellement sur I'utilisation des variétés et de cultivars résistants, la réduction
voire la destruction des inocula primaires, les rotations culturales, le choix des dates de
semis, l'utilisation de semences exemptes de maladies et I'application de fongicides
comme traitement de semences et traitement foliaire (Gan & a/., 2006 ; Davidson &

Kimber, 2007).
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II-2-6-1. La lutte culturale

Les pratiques agronomiques et culturales visant la gestion de 'ascochytose
reposent surtout sur la réduction au minimum des niveaux de l'inoculum et de sa survie
sur les résidus de récolte et dans le sol pour échapper a Iinfection initiale ou primaire
(McDonald & Peck, 2009). L’ensemble des chercheurs s’accordent que les pratiques
culturales qui détruisent les inocula ou réduisent au maximum leurs niveaux sont les plus

importantes pour une gestion efficace de la maladie (Pande & /., 2005 ; Boudreau, 2013).

L’utilisation de semences saines, la pratique des rotations avec des cultures
non-hotes telles que les céréales, la destruction des chaumes de légumineuses et des
repousses spontanées et le semis profond sont autant de mesures essentielles pour réduire
les quantités d’inocula et la probabilité d’apparition d’épidémies (Bailey & 4/, 2001 ;
Fernandez-Aparicio & al., 2010 ; Gurjar & al., 2011).

Sous faible pression de la maladie, des pratiques agronomiques telles qu'un
semis retardé et a faible densité peut réduire l'incidence et la gravité de la maladie (Pande
& al., 2005 ; Dusunceli & al., 2007). Par ailleurs, les rotations culturales peuvent s’avérer
efficaces dans la rupture des cycles épidémiques par des rotations d'au moins de 3 a 4
ans. De telles rotations peuvent amoindrir l'inoculum a des niveaux suffisamment bas
(Shahid & al., 2008). A ce titre, des niveaux d’inoculum ont pu étre réduits de 90% en

pratiquant des rotations de 6 ans (Khan & 4/, 2013).

L'application d'engrais potassiques, en particulier dans les sols a forte teneur
en azote, peut améliorer les rendements et retarder le déclanchement de la maladie (Kader
& al., 1990). Par ailleurs, le travail du sol peut étre utilisé pour réduire la production
d’ascospores, car l'enfouissement des restes de cultures légumineuses empéche la
formation et la maturation des téléomorphes sur les résidus déja infectés (Navas-Cortes &
al., 1995). Le nettoyage des champs a lissue des récoltes réduit considérablement les

inocula primaires (Marley & a/., 2005).

Des études ont montré que le labour et l'enfouissement des chaumes infestés
peut conduire a une réduction substantielle de la gravité de l'ascochytose sur les cultures
ultérieures, au début de la saison de croissance (Bailey & 4/, 2001 ; Dugan & a/., 2005). A
ce titre, Zhang et a/. (2005), ont constaté que la production d’ascospores par D. pinodes sur
des résidus de pois enfouis continuait rarement apres 11 mois, quelle que soit la
profondeur de l'enfouissement, mais que des quantités plus élevées étaient parallelement

produites sur des résidus a la surface du sol. Des constatations similaires concernant la
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survie a la fois de D. pinodes et de P. medicaginis var. pinodella sur les résidus de pois sont

également rapportées par Davidson et Kimber (2007).

Dans d’autres études s’intéressant a la survie de A. rabier (Gossen & Miller,
2004) et de A. lentis (Gossen, 2001) sur des chaumes infestés, constatent qu’en dépit de
Penfouissement des résidus, les agents pathogenes ont pu survivre plus de 4 ans. Par
conséquent, Gossen et Derksen (2003) et Gossen et Miller (2004) recommandent qu’en
plus de 'enfouissement des résidus, des rotations culturales doivent étre pratiquées et que
deux voire trois cultures non-hotes sont nécessaires entre les cultures successives de pois
chiches ou des lentlles pour réduire le risque de développement d’une épidémie

ascochytique.

I1-2-6-2. La lutte chimique

Le recours aux produits phytosanitaires fongicides dans la lutte contre
I'ascochytose des légumineuses repose principalement sur deux types d’application : le

traitement de semences et les traitements fongicides foliaires.

a. Traitement de semences

Comme il a été déja signalé en haut, les semences infectées des légumineuses
jouent un role primordial dans la transmission de l’ascochytose. Conséquemment, le
traitement des semences est une pratique importante contre [linitiation et le

développement de la maladie.

De nombreux fongicides ont été mis au point pour lutter contre les agents
pathogenes séminicole et telluriques. Les premiers fongicides commercialisés comme
traitement de semences étaient principalement des composés a base de cuivre et de
mercure, néanmoins ceux a base de mercure ont été rapidement abandonnés et

désormais sont interdits dans la plupart des pays (Ogle, 1997).

Bretag & a4l (2006), rapportent que ces fongicides ont été utilisés
principalement pour lutter contre les agents pathogeénes du sol responsables des fontes de
semis et contre certaines maladies transmises pat les semences, notamment 'ascochytose.
Les mémes auteurs relatent aussi que ces fongicides étaient spécialement efficaces contre
les champignons de surface et des téguments externes ainsi que les agents pathogenes
entourant les semences aprés plantation. En revanche ces traitements se sont avérés
inactifs lorsque l'infection fongique était confinée plus profondément a lintérieur des

cotylédons.
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Pour remplacer les composés organo-mercurique, d'autres composés
inorganiques et organiques moins toxiques et a forte et large activité fongicide ont été
développés. Certains de ces fongicides tels que le Captane et le Thirame ont été largement

utilisés comme traitement de semences.

Bien qu'ils ne puissent généralement pas pénétrer profondément dans la graine
et ne controlent pas les infections profondes, ces deux produits ont montré une grande
efficacité lorsque linfection des graines de pois se limite aux enveloppes externes de la
graine (Ali & al, 1982 ; Xue, 2000). Maude et /. (1986b), ont démontré que ces produits
étaient davantage efficaces et avec une meilleures pénétration lorsqu’ils sont appliqués
sous forme de bouillies, on y trempant les semences, plutot que sous forme de poudres

seches.

Des essais réalisés par Demirci et a/. (2003), ont montré un taux de réduction
des niveaux d’inoculum des semences de pois chiche avoisinant les 90% suite a un
traitement au Carbendazime ou au Chlorothalonil. Wise et @/ (2011) constatent également
une sensibilité zz-vitro et sur champ de D. rabiei au Prothioconazole et au Thiabendazole.
Des essais consacrés a leffet de cinq fongicides, a savoir le Chlorothalonil,
I’Azoxystrobine, la Pyraclostrobine, le Mancozebe et le Boscalide, sur I'ascochytose du
pois chiche ont montré des résultats trés concluants ou la gravité de la maladie était
réduite a 25% apres avoir frolé les 99% dans des lots de semences non traités (Banniza &

al., 2011).

D’autres études consacrées au groupe des Benzimidazoles, en particulier le
Bénomyl et le Thiabendazole, ont révélé quune application en mélange de ces deux
fongicides donne des résultats intéressants comme traitement de semences de pois chiche,
en revanche, ils se sont montrés moins efficaces lorsqu’ils sont appliqués séparément
(Kaiser & Hannan, 1988). Par ailleurs, ces deux fongicides semblent étre les plus efficaces
pour anéantir 'ascochytose transmises par les semences et sont par conséquent largement

utilisé (Maude & a/., 1986a).

b. Fongicides foliaires

L’ensemble des chercheurs s’accordent que 'ascochytose des légumineuses
peut étre controlée efficacement par des pulvérisations foliaires de fongicides. Les
premiers essais sur champ citent des fongicides inorganiques a large spectre tels que la
bouillie bordelaise et 'oxychlorure de cuivre comme produits efficaces contre la maladie,
néanmoins leur efficacité reste tres limitée dans le temps, d’ou la nécessité d’applications
répétitives (Bretag & al., 20006).
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Plus tard, des fongicides organiques a large spectre ont été testés et ont donné
des résultats intéressants dans la lutte contre I'ascochytose du pois, c’est le cas surtout du
Thirame, du Chlorothalonil (Warkentin & 4/, 2000), du Mancozeb et du Top®© dont la
formulation associe I’Azoxystrobine et le Difenoconazole (Amin & Melkamu, 2014). Bien
que la période de protection ne soit pas la méme pour tous ces produits, leur activité est
relativement longue comparativement aux produits organiques et présentent a la fois des

propriétés préventives et curatives lorsqu'ils sont appliqués sur le feuillage des cultures.

Courant les trois dernic¢res décennies, Les dithiocarbamates ont pris une
grande place dans la lutte contre 'ascochytose des légumineuses. Cependant, un grand
nombre de produits de ce groupe étaient particulicrement efficaces. Toutefois, les
produits de ce groupe présentaient deux inconvénients majeurs. D’une part leur activité
protectrice se limitait au site d’application ou de contact, d’ou la nécessité de I'uniformité
de pulvérisation sur tout le feuillage, d’autre part, ces produits ne protégeaient les cultures
que pour une période relativement courte et des applications répétées étaient alors
nécessaires pour lutter contre la maladie durant toute la saison de culture (Bretag & 4/,

2006 ; Armstrong-Cho & a/., 2008).

Dans des essais zz-vitro consacrés a la sensibilité de 324 isolats de D. pinodes a la
Pyraclostrobine, fongicide de la famille des Strobilurines, Bowness et a/ (2016), ont
constaté que des doses allant de 0,03 a 0,29 mg litre! étaient suffisantes pour réduire la
croissance mycélienne de 50%, alors qu’il suffisait que 0.008 a 0.041mg litre-! pour inhiber

de moitié la germination des conidies.

Des fongicides systémiques ont été également utilisés pour lutter contre
I'ascochytose, c’est le cas surtout des fongicides du groupe des Benzimidazoles tels le
Bénomyl, le Carbendazime et le Thiabendazole. En plus de leur action préventive et
curative, ces produit ont I’avantage d’avoir une activité plus ou moins longue, ce qui réduit
le nombre de rappel de traitement (Bretag, 1985; Warkentin & a/, 1996). Outre
Pefficacité des fongicides du groupe des Benzimidazoles comme traitement de semences,
Liu et a/. (2010), signalent également leur efficacité comme traitement foliaire dans une
¢tude incluant cinq fongicides de ce groupe a savoir le Tridemorph, le Difenoconazole, le

Prochloraz, le Tebuconazole et le Propiconazole.

Par ailleurs, Davidson et Kimber (2007), rapportent que les pulvérisations
foliaires du Chlorothalonil sont généralement efficaces lorsqu'elles sont appliquées tot au
début de la floraison ou au début de la formation des gousses chez des cultivars de

téverole, de lentilles et de pois chiches partiellement résistants. A cet effet, le
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Chlorothalonil reste le fongicide le plus utilisé dans la lutte chimique contre l'ascochytose
des différentes cultures légumineuses étant donné qu’il joue le role le plus efficace dans la
réduction des épidémies (Chongo & al., 2003 ; Gan & al., 2006 ; McMurray & al., 2000 ;
Shtienberg & al., 2006 ; McMurray & al., 2011 ; Gossen & al., 2014).

I1-2-6-3. Résistance et sélection variétale

La résistance des plantes aux maladies a été toujours considéré comme 'un des
principaux objectifs de la plupart des programmes de sélection variétale (Tivoli & 4/,
2000). L'utilisation de la résistance de I'hote est le moyen le plus économique dans la lutte
et la gestion des maladies. La résistance a 'ascochytose est une priorité majeure dans les
programmes de sélection de légumineuses a travers le monde. Aucun des cultivars ou des
variétés de ces programmes ne présente une résistance ou une immunité totale a
l'ascochytose en raison de la complexité de la relation hote-pathogene, mais un certain
nombre de cultivars des différentes especes légumineuses présentent une résistance

partielle (Davidson & Kimber, 2007 ; Kanouni & a/., 2011).

La résistance a I'ascochytose est présente dans le germoplasme de toutes les
légumineuses alimentaires. Dans la plupart des cas, la résistance compléte est inexistante
et elle n’est que partielle. Néanmoins, il a été démontré que la résistance disponible,
partielle qu’elle soit, pouvait réduire I'impact de Dascochytose et les pertes de
rendement et de la qualité des graines (Davidson & Kimber, 2007 ; Muehlbauer & Chen,
2007 ; Khan & 4., 2013).

La résistance des légumineuses a I'ascochytose a été recherchée suivant des
programmes d’exploration de germoplasmes, de collecte et d’évaluation systématique du
matériel génétique (Muehlbauer & Chen, 2007 ; Siddique & a/, 2013 ; Singh & al., 2014).
Des sources de résistance partielle ont été identifiées chez toutes les légumineuses
alimentaires et la résistance actuellement disponible est utilisée dans les programmes
d’amélioration et de sélection congus pour développer des cultivars présentant la
moindre résistance a la maladie (Ye ef al, 2002 ; Pande & al., 2005 ; Bretag & al., 2000 ;
Torres & al., 20006).

Actuellement, la recherche s’oriente surtout vers exploitation des ressources
génétiques liées a la résistance aux maladies chez les especes de 1égumineuses sauvages.
Dans ce sens, une résistance a D. rabies, agent de 'ascochytose du pois chiche a été décelée
chez plusieurs especes sauvages du genre Cicer, telles que C. judaicum Boiss., C. pinnatifidum
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Jaub. & Sp. (Collard & al., 2001), C. echinospermum P.H. Davis, C. reticulatum Ladiz et C.
bijugnm K.H. Rech. (Collard & a/., 2003). Singh et a/. (1999), ont constaté que C. reticulatum
et C. echinospermum présentaient une compatibilité de croisement avec C. arietinum. Par
conséquent, les sources de résistance présentes chez ces deux especes sauvage peuvent
étre introduites dans des cultivars de pois chiches. Pour les espéces non compatibles des
techniques de culture zz-vitro et des techniques transgéniques pourraient constituer une
solution pour franchir les croisements entre partenaires présentant des incompatibilités

génétiques (Singh & Ocampo, 1997).

Quant au pois, aucune résistance compléte au complexe ascochyta n'a été
identifiée, en revanche des sources de résistance partielle ont été identifiées et sont en
voie d’exploitation dans des programmes de sélection (Tivoli & af., 20006). C’est le cas
surtout du cultivar Carneval (Tar’an & a/, 2003). D’autres programmes de screening de
matériel génétique de pois ont permis d'identifier des sources de résistance partielle a D.
pinodes chez cinq lignées a savoir PI 142441, PI 142442, PI 381132, PI 404221 et PI
413691, néanmoins toutes ces lignées n'était plus résistante que le cultivar Radley, pris
comme référence en maticre de résistance. Un pois sauvage, a savoir Pisum fulvum est
également cité comme une espece chez laquelle des niveaux de résistance a I’ascochytose

ont été observée (Muehlbauer & Chen, 2007).

Bretag et a/. (2000), rapportent que d’excellentes sources de résistance a .A. pisi
existent chez quelques variétés de pois et ont été utilisées avec succes dans le
développement de nouvelles variétés résistantes a ce champignon alors que, seuls des
niveaux modérés de résistance a D. pinodes ou a P. medicaginis var. pinodella ont été observés.
Par ailleurs, Gurung et a/ (2002), signalent que les meilleures sources de résistance a ces
champignons ont été décelées chez les especes primitives du genre Pisum et Lathyrus, mais
les tentatives de transfert de cette résistance au pois cultivé ont été infructueuses.
Pareillement, une importante résistance a été décelé chez Medicago truncatula Sardi a I'égard

de P. medicaginis var. pinodella (Ellwood & al., 2006) et D. pinodes (Moussart & al., 2007).

I1-2-6-4. La lutte biologique

La lutte biologique consiste surtout en I'utilisation de microorganismes pour
tenter de maitriser et a contrer des agents phytopathogenes. Il s’agit d’un alternatif

accessible et peut couteux comparativement aux moyens de lutte conventionnels (Cook

& Baker, 1983 ; Baker & Paulitz, 19906).

S’agissant de I'ascochytose des légumineuses, il y a lieu de citer quelques études
qui ont testé I'effet de quelques agents biologiques a ’égard du genre Ascochyta. Kigik et
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al. (2007), Signalent des taux d’inhibition #z-vitro de la croissance de A. rabiei, agent de
I'ascochytose du pois chiche en le confrontant a Trichoderma harzianum ; champignon
tellurique connu pour son activité antifongique en secrétant dans le milieu des chitinases

qui empéche la formation de la paroi de la cellule fongique.

Wang et a/ (2003), dans une étude consacrée a 'ascochytose du pois, ont
observé une nette réduction de la gravité de la maladie causée artificiellement par A. pisi
suite a des traitements avec des antagonistes bactériens appartenant aux genres Serratia et
Bacillus et des souches de Pseudomonas fluorescens. De méme, trois souches de Bacillus sp. et
une souche de Pantoea agglomerans ont présenté, sous conditions controlées et en plein
champ, des effet significatifs dans la réduction de la sévérité de I'ascochytose du pois

induite artificiellement par D. pinodes (Liu & al., 2016).

Bretag et a/. (2000), relatent que le pois peut étre protégé des attaques de D.
pinodes par un traitement bactérien a base de  Pseudomonas phaseolicola ou encore par
inoculation préalable par A. fabae ou par des souches avirulentes de A. pisi ou de D.
pinodes. Les mémes auteurs rapportent que ces traitements conduisent a une réduction du
nombre de taches nécrotiques ainsi que leur taille, en effet ils supposent que de telles
observations seraient liées a 'accumulation de la pisatine, substance connue pour son role

dans le systeme de défense du pois contre les agressions parasitaires.

I1-2-6-5. Gestion intégrée de la maladie

La gestion de I'ascochytose est une composante essentielle de la réussite de la
production des légumineuses (Davidson & Kimber, 2007). L’adoption d’une stratégie de
lutte efficace peut savérer difficile en raison de la complexité des pathosystemes
Ascochyta/légumineuses, de 1’épidémiologie de I'ascochytose, de la biologie et de la
variabilité pathologique des agents causals et I'absence de variétés ou de cultivars

totalement résistant (Bretag & /., 2006 ; Shahid & a/., 2008).

Le recours a un seul moyen de lutte reste cependant inefficace. A cet égard,
une maitrise efficiente des épidémies doit combiner d’'une maniere raisonnée la résistance
des cultivars, les semences indemnes de maladie, les traitements fongicides et les pratiques
culturales qui incluent la destruction et enfouissement des chaumes et de repousses
spontanées, les dates de semis appropriées et les rotations culturales (Vail, 2005 ;

McDonald & Peck, 2009 ; Stoddard & a/., 2010 ; Ahmed a/., 2016 ; Tran 2017).

L’inexistence de wvariétés ou de cultivars de légumineuses alimentaires
totalement résistants et le poids économique des autres moyens de lutte, ont fait que le

recours aux traitements chimiques reste le moyen le plus efficace pour contrer les
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épidémies de I'ascochytose. En revanche, l'utilisation répétée et abusive des fongicides de
synthese, particulicrement sous une forte pression de la maladie, ne va pas sans
inconvénients. En dépit du cout élevé et les risques de développement des résistances
chez les agents pathogenes vis-a-vis de telle ou telle molécule, les méfaits des traitements
fongicides a I'égard de I'environnement et de la santé humaine et animale ne sont plus a
démontrer. A ce terme, la recherche de moyens alternatifs a la fois efficaces contre les
maladies des plantes et protecteurs de lenvironnement et de la santé est plus que

nécessaire.
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Chapitre I : Matériel biologiques

I-1. Plantes source d’extraits

Le matériel végétal constituant la source des extraits végétaux est un ensemble
de huit especes de plantes, appartenant a des familles différentes et poussant
spontanément dans les steppes algériennes, elles ont été collectées dans la réserve
naturelle d’El-Mergueb, située au centre de I’Algérie, dans la steppe du Hodna
précisément (Figure 32). Ces plantes, considérées comme des espéces typiques et tres
répandues dans la steppe algériennes, sont : Artemisia alba Turra., Artemisia campestris L.,
Cleome arabica L., Lycium arabicum Schweint. ex-Boiss., Peganum harmala Linn., Thapsia

garganica L., Thymelaea hirsuta (L.) Endl., Thymelaea microphylla Coss & Dur. (Figure 33).

La sélection de ces espcces végétales s’est effectuée sur la base de leur
importance dans la pharmacopée et la médecine traditionnelles, importance appréciée
suite 2 des entretiens directs avec des riverains de la région, des phytothérapeutes et
guérisseurs traditionnels et des herboristes. De plus, le choix de ces plantes s’est
également basé sur leur abondance dans la zone de collecte, abondance que nous I'avions

estimé visuellement.

I-1.1. Artemisia alba Turra : Plante steppique appartenant a la famille des
composées (Asteraceae), c’est une espece vivace de 40 a 80 cm, elle possede des capitules
solitaires a l'extrémité des rameaux axillaires, gréles et longs de 3 a 4 cm. Treés abondante
en zones steppiques, plus rare au Sahara septentrional (Ozenda, 2004). En Algérie la
plante est connue sous le non de “ Achih = zsill . A. alba est utilisé comme aromatisant
pour le café et le thé, mais aussi comme plante médicinale pour le traitement du rhume,
de la toux, des troubles intestinaux et comme agent antidiabétique. Des recherches sur les
propriétés médicinales d'extraits de A. alba ont révélé également des propriétés

leishmanicides, antibactériennes, antifongiques et antioxydantes (Akrout & a/., 2010).

I-1.2. Artemisia campestris L.: plante de la famille des composées
(Asteraceae) de 30 a 150 cm, a rameaux constituant une panicule plus ou moins ample. Tige
ligneuse a la base et striée, feuilles glabrescentes, vert foncé, elle pousse le plus dans les
Hauts-Plateaux méditerranéens, absente au Sahara septentrional, plus rare au Tassili
(Ozenda, 2004). Localement, .A. campestris est connu sous le nom de « Tlgouft = <587 >,
Les feuilles de cette plante sont largement utilisées en médecine traditionnelle sous forme
de décoction pour leurs propriétés anti-venin, antimicrobiennes, anti-inflammatoires et

antithumatismales (Boutemak & a4/, 2015).
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Figure 32 : Situation géographique de la réserve naturelle El Mergueb. Adaptée de Sekour et a/. (2015)

I-1.3. Cleome arabica L.: Cette espcce est classée dans la famille des

cappridacées ou capparacées (Capparaceae), en Algérie elle est dite “ Nettine = et 7. 11

s’agit d’une plante vivace de 30 cm de hauteur en moyenne, ses tiges sont dressées et

ramifiées et ses feuilles sont petites, poilues et trifoliées dont les folioles sont lancéolées.

C'est une plante a odeur fétide, toxique et provoque des effets hallucinogenes. Ces

glandes stipées sécretent une substance visqueuse (Ozanda, 2004). La plante est surtout

citée pour ses effets répulsifs et anti-appétissants a ’égard des insectes, dans ce sens,

Kemassi et a/. (2012), rapportent que cette plante est toujours épargnée par le criquet

pelerin.

I-1.4. Lycium arabicum Schweinf. ex-Boiss.: Connu sous le nom de

“Awsaj = gl 7. Cest un arbuste épineux glabre, a feuilles petites, oblongues,

spatulées et fasciculées. Calice urcéolé non accrescent. Arbuste assez élevé a épines fortes,

nues ou portant 1 a 2 fascicules feuillées. Feuilles non charnues, lancéolées linéaires.

Ozenda (2004), inclue cette espece dans la famille des Solanacées (Solanaceae). Dans la

68



Matériel et méthodes Matériel biologiques

médecine traditionnelle en Afrique du Nord, le jus ou la décoction de feuilles de L.
arabicum sont utilisés comme collyre pour le traitement des maladies ophtalmiques. Les

fruits de cette espece possedent des propriétés plus ou moins similaires a celles des

feuilles (Cherouana & a/., 2013).

I-1.5. Peganum harmala Linn. : C’est une plante herbacée vivace, glabre et
qui peut atteindre 30—100 cm de hauteur. Ozenda (2004), classe cette espece dans la
famille des zygophyllacées (Zygophyllaceae). Son habitat normal est constitué de terrains et
de parcours semi-arides steppiques et des sols sableux. Elle est connue en Afrique du
Nortd sous le nom de “ Harmel = ot . 1.a plante a des feuilles alternées ressemblant a
des lanieres, qui ont une forte odeur dissuasive lorsqu'elles sont froissées. Les fleurs sont

blanches solitaires a veines vertes (Mahmoudian & /., 2002).

Les graines de P. harmala sont utilisées en médecine traditionnelle comme anti-
hémorroide et stimulant du systéme nerveux central. Au Moyen-Orient et en Afrique du
Nord, cette plante est utilisée en médecine traditionnelle comme anthelminthique,

lactogogue, antispasmodique, antipyrétique, abortif et antimicrobien (Najjaa & a/., 2017).

I-1.6. Thapsia garganica L. : Plante vivace de 90 a 140 cm de hauteur, sa tige
est striée, glabre et ramifiée dans sa partie supérieure. Les feuilles sont vertes et glabres.
Elles sont petites et elliptiques. La racine est volumineuse, noiratre extérieurement et
blanche intérieurement. L'inflorescence est une grande ombelle composée a 15-20 rayons,
portant des fleurs jaunes. Le fruit est elliptique, comprimé dorsalement, de 10-15 sur 20-

25 mm. Ozenda (2004), inclue cette espece dans la famille des apiacées (Apzaceac).

T. garganica, dite localement “ Bounafaa ou Derias = (bl sl #dlis 7 est une
plante médicinale traditionnellement utilisée comme diurétique, émétique et laxatif. La
plante est également utilisée en Afrique du Nord contre les envenimations scorpioniques

(Bouimeja & L, 2018).

1-1.7. Thymelaea hirsuta (L.) Endl. : Cest une plante de la famille des
Thymelaeacées (Thymelaeaceae), vivace, arbustive et qui peut atteindre les 2 a2 3 m de
hauteur. Ses feuilles sont tres petites, densément imbriquées, coriaces et ovoides (Ozenda,
2004). Elle est tres fréquente dans les régions seches et ensoleillées, plus spécialement
dans les formations steppiques (Denelle & Puech, 1985). T. hirsuta, nommée localement
“ Almethnan = Olidedl ”| est une plante trés utilisée en médecine traditionnelle pour ces
propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et antimicrobiennes (Miyamae & /., 2009 ;

Akrout & al., 2011).
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" P e

Thymelaea hirsuta Thymelaea microphylla

Figure 33 : Plantes sources d’extraits. Originale (2013).
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I-1.8. Thymelaea microphylla Coss. & Dur. : Arbrisseau de 30 cm a 1
metre, a rameaux nombreux, dressés, allongés et blanchatre-soyeux, feuilles lancéolées,
tres petites (quelque mm) et espacées, fleurs blanc- jaunatre en glomérules, trés commun
dans les steppes des hauts plateaux algériens, plus rare au Sahara (Ozenda, 2004). T.
microphylla, appelée localement « A/ Methnan labyad = oax¥! oliall 7| est utilisée en
médecine traditionnelle comme antibactérien pour le traitement des plaies, de I'érysipele,
des boutons et des abces (Ghanem & 4/, 2014). Noman & a/. (2011), citent plusieurs
études qui attribuent a cette plante des activités antibactériennes, antioxydantes et anti-

inflammatoires remarquables.

I-2. Pois et pois chiche

Parmi les légumineuses cultivées en Algérie, le pois et le pois chiche sont
considérés comme les plus importants. Ils sont trés consommés par l'algérien et ils
occupent une place prépondérante dans le calendrier agricole de beaucoup de régions
algériennes. A cet effet, ils ont été retenus comme plantes hotes dans nos essais consacrés

au pathosysteme Fabaceae/ Ascochyta.

En ce qui concerne le pois (Pisum sativum 1..), nous avons opté pour la variété
“Solara . La semence a été procurée aupres de ACI Algérie (Agro Consulting International,
Sarl)), Oued Romane, Alger (Algérie). Cest une variété tres sensible aux trois agents
phytopathogenes du complexe ascochyta et souvent utilisée dans les études s’intéressant
au pathosysteme pois/ Ascochyta (Roger & Tivoli, 1996 ; Garry & al., 1998 ; Béasse & al.,
2000).

S’agissant du pois chiche (Cicer arietinum 1.), notre choix s’est porté sur la
lignée “II.C7929 7. C’est une lignée connue pour étre sensible a tous les pathotype de 4.
rabiei et beaucoup de chercheurs la considére comme une référence en maticre de
sensibilité a I'ascochytose (Vogelsang & Barz, 1990 ; Jamil & a/, 2000 ; Imtiaz, 2011).
Cette lignée, que nous avons obtenue de 'ITGC de Constantine (Algérie), est d’origine
ICARDA (International Center for Agricultural Research in the Dry Areas).

I-3. Matériel fongiques

Le matériel fongique est constitué de quatre champignons causant

’ascochytose du pois et du pois chiche (Figure 34).

Ceux inféodés au pois sont les trois especes du complexe ascochyta, ze.
Ascochyta pinodes 1. K. Jones [téléomorphe Didymella pinodes (Berk. & A. Bloxam) Petrak.],

Ascochyta pisi Libert [téléomorphe Didymella pisi M. Chilvers & al] et Phoma medicaginis
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Malbranche & Roumeguere var. pinodella (1.K. Jones) Boerema [téléomorphe Didymella
pinodella (LK. Jones) Q. Chen & L. Cai|. Toutes ces especes, considérées comme souche
de référence, ont été acquises de la mycotheque de Julius Kéhn-Institut fiir Biologischen

Pflanzenschutz, Allemagne.

Le quatricme champignon est _Ascochyta rabiei (Passerini) Labrousse
[téléomorphe Didymella rabiei (Kovatschevski) Arx], agent causal de I'ascochytose du pois
chiche. Il s’agit également d’une souche de référence appartenant au pathotype II, tres
virulente (Peever & /., 2012). Cette souche, répertoriée sous le nom de AR628, nous a été

octroyée par le USDA-ARS laboratory, Pullman, WA, USA.

L[':— *'\
Ascochyta pinodes Ascochyta pisi

Phoma medicaginis var. pinodella Ascochyta rabiei

Figure 34 : Especes fongiques, cultures sur Pofato Dextrose Agar, agées de 15jours. Originale (2014).

I-4. Milieux de culture

Le choix d’un milieu de culture repose sur son adéquation pour un bon
développement du champignon. Etant donné qu’il s’agit de champignons hétérotrophes,
trois milieux de culture organiques de base ont été utilisés le long des travaux

expérimentaux. Il s’est agi du milieu V8 (egetable Soup) consacré aux essais portant sur
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les trois especes du complexe ascochyta, du milieu CSMDA (Chickpea Seed Meal Dextrose
Agar) destiné aux tests sur A. rabie et du milieu PDA (Potato Dextrose Agar) utilisé dans les
tests de germination des conidies appartenant aux quatre especes. La composition de

chacun des milieux est rapportée dans les tableaux 05, 06 et 07.

Tableau 05 : Composition de base du milieu V8 (VVegetable Soup = Vegetable Juice Agar). Messiaen & al.
(1991) et Champion (1997).

Ingrédient Quantité

Soupe de légumes V8 (Campbell ™) 170g
Agar agar 15¢
Eau q.s.p. 1000ml

Tableau 06 : Composition de base du milieu CSMDA (Chickpea Seed Meal Dextrose Agar). Rapilly (1968).

Ingrédient Quantité
Farine de pois chiche (grain) 70g
Agar agar 15¢
Glucose 20g
Eau q.s.p. 1000ml

Tableau 07 : Composition de base du milieu PDA (Potato Dextrose Agar). Rapilly (1968).

Ingrédient Quantité
Pomme de terre (épluchée et coupée en petits dés) 200g
Agar agar 15¢
Glucose 20g
Eau g.s.p. 1000ml

Afin de faire ressortir d’éventuel effet antifongique d’une substance
additionnée a un milieu de culture d’un champignon, un appauvrissement de milieu et un
tamponnement du pH le long des tests sont souvent suggérés. Cependant, les quantités
d’ingrédients dans les trois milieux utilisés sont réduites de moitié pour le méme volume
(1litre), a exception de la quantité d’agar agar qui est maintenue telle qu’elle est sus-

indiqués (Molot, 1979).
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Par ailleurs, un tampon est ajouté aux milieux en ajustant leur pH a 5,6, pH
optimal pour le développement des Ascochyta spp. selon Hwang (2004). Le tampon de pH

se compose de phosphate monopotassique et de phosphate disodique (Tableau 08).

Tableau 08 : Composition du tampon de pH.

Composé Quantité
PO,H,K 49,07 g " d’eau distillée 917,5 ml
PO,HNa, 2 11,87 g " d’eau distillée 82,5ml
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Chapitre 11 : Techniques phytochimiques
II-1. Obtention des extraits

I1-1-1. Préparation des plantes

Tous les extraits végétaux ont été obtenus des parties aériennes des plantes.
Une fois collecté, le matériel végétal est nettoyé et mis a sécher sous les conditions
ambiantes du laboratoire (18 a 23° C, 45% d’humidité relative moyenne) et a I'obscurité
pour éviter la photo-oxydation (Seidel, 2006 ; Mahlot & 4/, 2010). Une fois sec, le
matériel végétal est alors broyé et réduit en une poudre tres fine dans un broyeur de
végétaux a couteaux (Rez‘sd9® Grindomix GM200). La poudre obtenue est ensuite stockée a

I'obscurité dans des sacs en papier jusqu’a utilisation.

I1-1-2. Extraction

L’extraction est réalisée dans un montage intégrant un tube Soxhlet
(Figure 35). C’est un procédé d’extraction solide-liquide en mode continu. Il permet de
répéter le cycle d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet des solutés
contenus dans la matiere solide. Cette dernicre (matériel végétal) est placée dans une

cartouche en cellulose perméable au solvant.

Le solvant, contenu dans le ballon, est évaporé a la plus faible température
possible pour éviter la thermodestruction, la vapeur est alors amenée dans le réfrigérant,
situé dans la partie supérieure du montage, pour qu’elle soit condensé. Lorsqu’il est
liquéfié, le solvant retourne et s’accumule dans le tube extracteur (tube Soxhlet), ou il
entre en contact avec le solide (poudre végétale) contenu dans la cartouche. Par effet
siphon, le solvant chargé de maticre extractible est renvoyé dans le ballon, ou il est a
nouveau évaporé et le cycle se répete. Plusieurs cycles d’extraction sont a effectuer,
au point ou on considere avoir atteint I’épuisement total des solutés contenus dans

le solide (Leybros & Frémeaux, 1990).

Au terme de Pextraction, 'extrait est séparé du solvant par évaporation de ce
dernier, opération réalisée sous vide dans un évaporateur rotatif. Une fois le solvant est
completement évaporé, le résidu de évaporation ou extrait reste dans le ballon alors que
le solvant passe dans un autre ballon collecteur. Dans le cas de nos essais, 30g de poudre
de chacune des plantes, sont passé séparément dans le montage d’extraction (Figure 30),
tenant compte de sa polarité, le solvant utilisé est ’éthanol (Scherf & a/, 2010 ; Do & al.,

2014 ; Abarca-Vargas & al., 2016) a 96% de pureté. Une fois Pextraction arrive a sa fin, la
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solution récupérée est passée dans un évaporateur rotatif (Rofavapor R-210 BUCHI),
couplé a un cryostat et une pompe a vide (évaporation sous vide), afin d’évaporer

I’éthanol (Figure 37).

B : Ballon chauffé contenant le solvant
E : Tube Soxhlet contenant la cartouche remplie de matiere solide

R: Réfrigérant dans lequel un flux d’eau froide circule

Figure 35 : Représentation du montage d’extraction Soxhlet. Leybros & Frémeaux (1990).

A Tissue de I’évaporation, les résidus secs sont pesés et dissouts ensuite dans
de I’éthanol (96%) de telle sorte a obtenir des solutions stock a 50% (p/v). Ces solutions,
conservées dans des flacons opaques a -10° C, serviront ensuite a la préparation de
solutions filles a utiliser dans les différents bioessais. Au moment de I'utilisation, la
fraction éthanolique de chacune des solutions stock est évaporée, extrait sec obtenu est

alors dissout dans une solution aqueuse a 3% d’éthanol.

Figure 36 : Systeme d’extraction Soxhlet. Originale (2014)
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Figure 37 : Evaporation rotative du solvant. Originale (2014)

II-2. Rendement en extraits

Le rendement en extrait est un parameétre qui nous renseigne sur la richesse
d’un matériel végétale en maticre extractible et I'efficacité de la technique d’extraction et
du solvant a extraire un maximum de composants phytochimiques (Murugan &
Parimelazhagan, 2014). Conformément a Walsh (2003), le rendement en extrait est
mesuré pour les huit plantes sources d’extraits, suivant la formule ci-aprées.

Mex

pv

Yex (%) = x100

Y. : Rendement en extrait ; M. : Masse de l'extrait ; Mpy : Masse de la poudre végétale mise en extraction.

II-3. Fractionnement des extraits végétaux bruts

Le fractionnement d’un extrait végétal brut consiste a subdiviser et a séparer
les différents composants qui le constituent. Il s’agit de dissoudre et de laver Iextrait
végétal successivement par un ensemble de solvants, les constituants se séparent ainsi par

partition entre les liquides suivant leur solubilité (Sarker & a/., 2000).

Dans nos essais, le fractionnement des extraits végétaux bruts a été effectué
suivant un procédé dit shake-out (Figure 38). Ce procédé repose sur le principe de la

solubilité des différents constituants des extraits dans des solvants a différentes polarité.
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La séparation des différents constituants s’effectue alors par un partage liquide/liquide

(Jones & Kinghorn, 2000).

L’opération de fractionnement a concerné trois extraits, jugés intéressant a
Iétat brut. Il s’est agit des extraits issus de A. alba, de L. arabicum et de P. harmala. Du
point de vue opératoire et selon Scherf (2011) et Scherf et a/. (2012), la phase éthanolique

de chacune des trois solutions stock est évaporée sous vide dans un évaporateur rotatif.

Dans une ampoule a décanter, I'extrait sec est ensuite dilué avec deux volumes
égaux de dichlorométhane (CH2Clz) et d’acide chlorhydrique HCl) a 5%.
Successivement, cette opération est répétée autant de fois (trois fois minimum) sur la
phase surnageante (phase dichlorométhanique) par lavage, apres I'avoir séparé de I'autre
phase, avec un volume égale de l'autre solvant jusqu’a que I'une des deux phases soit le
plus claire possible. Au terme de ce lavage, I'ensemble des phases solubles dans le

dichlorométhane sont mélangé, ce mélange est libellé F1.

S’agissant de la phase aqueuse (phase HCI), elle est alcalinisée avec de
I'ammoniaque (NH4OH) a 33% jusquau pH 12 et lavée ensuite plusieurs fois au
dichlorométhane, les phases dichlorométhaniques issues de ce lavage sont a leur tour
mélangé est libellées F2 (alcaloides). La nouvelle phase aqueuse est évaporée et le résidu
sec est lavé de nouveau a DIéthanol 96%. Le surnageant est nommé F3 (alcaloides

quaternaires et sucres) alors que les sels précipités sont écartés.

La phase dichlorométhanique (F1) de la premicre étape de fractionnement est
lavée plusieurs fois avec une portion de soude caustique (NaOH) a 5% équivalente a son
volume. A Pissue de ce lavage, la phase CH2Clz est passée dans un évaporateur rotatif afin
d’évaporer le dichlorométhane. Le résidu d’évaporation est ensuite dissout dans deux
volumes égaux de méthanol a 90% et de #-hexane. La phase méthanolique est nommée

F4 (terpenes et stérols) alors que la phase hexanique est libellée F5 (lipides et cires).

La phase aqueuse de I’étape précédente (phase de la solution de la soude) est
acidifiée avec de 'HCl a pH 2 puis lavée plusieurs fois avec un volume équivalent de
CH2Cl frais. La nouvelle phase dichlorométhanique est nommée F6 (substances acides

incluant phénols, flavonoides) alors que, la phase aqueuse est écartée.

En fin de fractionnement, les solvants de toutes les fractions sont évaporés
sous vide dans un évaporateur rotatif. Quant aux résidus secs (sous-fractions) ils sont
dissouts séparément dans de éthanol a 96% de telle sorte a obtenir des solutions stock a
50% (p/v), les solutions des sous-fractions sont également conservées dans des flacons
opaques a -10° C jusqu’a utilisation.

78



Matériel et méthodes Techniques phytochimiques

EXxtrait

Végétal Brut

CHChL | HCI 5%

F1 CH,C, () H* ) Alcaloides et substances
Acides et Alcalis hydrosolubles
NaOH

CHyC/, NH,OH — pH 12

NeOH CH,CY, (i) CH,C, (iii) o

CH,Cl | HCl— pH 2 Méthanol 90% | n-Hexane Ethanol

4 \
F6 . F4 F5 F3 c
CH,CY, (i) L H" @ Méthanol n-Hexane Ethanol Do
J

Figure 38 : Diagramme de fractionnement des extraits végétaux bruts. Adaptés de Scherf (2011).

F1: substances acides et alealis, F2 : alcaloides, F3 : alcaloides quaternaires et sucres, F4 : terpénes et stérols, F5 : lipides
et cires, 6 : substances acides, phénols et flavonoides.

I1-4. Tests phytochimiques

Un ensemble de tests phytochimiques est réalisé dans le but de vérifier et de
confirmer la présence de certains phytocomposés connus pour étre bioactifs. Ces tests
ont concerné les extraits bruts issus de A. alba, de L. arabicum et de P. harmala ainsi que

leurs sous-fractions respectives F2, F3, 4 et Fo.

IIs ont visé les alcaloides dans la F2 et la F3, les terpenes et stérols dans la F4
et les flavonoides et autres composés phénoliques dans la F6. Par ces mémes tests, la
présence des alcaloides, des terpenes des stérols et des flavonoides et autres composés

phénoliques est également vérifiée dans les extraits bruts des trois plantes.

I1-4.1. Alcaloides: 1.e test de Wagner a été réalisé pour déceler la présence
des alcaloides dans les extraits bruts, la F2 et la F3. A cet effet, des aliquotes d’extrait brut
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et des deux sous-fractions ont été dissoutes séparément dans 6ml d’HCI a 1%. Dans un
bain marie, les deux solutions ont été bien agitées pendant 5 minutes et puis filtrées. A
chacun des filtrats, quelques gouttes d’une solution préparée préalablement sont ajoutées.
La composition pour 100ml d’eau distillée de cette solution est de 2g d’iodure de
potassium et 1,27g d’iodine. L’apparition d’un précipité de couleur brune indique la

présence d'alcaloides (Joshi & al., 2013).

II-4.2. Terpénes : la présence des terpenes dans les extraits bruts et la F4 a
été vérifiée suivant le test de Salkowski (Igbal & a/, 2015). Dans un tube a essai, quelques
mg de la sous-fraction seche sont dissous dans 2ml de chloroforme, puis additionner en
agitant 2ml d’H2SO4 concentré. I apparition d’une coloration brun rougeatre a l'interface

entre les deux phases indique la présence de terpenes.

I1-4.3. Stérols: Les stérols ont été mis en évidence dans les extraits bruts et
les sous-fractions F4 suivant le test de Liebermann-Burchard. Dans un tube a essai,
mettre quelques mg d'extrait ou de sous-fraction d’extrait secs, ajouter 1ml d’acide
sulfurique concentré HoSO4 et bien mélanger. L’apparence de couleur vert rougeatre
foncé confirme la présence de stérols dans I’extrait ou dans la sous-fraction (Dhawan &

Gupta, 2017).

I1-4.4. Flavonoides : Les flavonoides ont été mis en évidence dans les extraits
bruts et la F6 selon le test de Shinoda (Joshi & 4/, 2013). Dans un tube a essai contenant
0,5 ml d’un filtrat aqueuse de la F6 ou de Pextrait brut, 10 gouttes d'acide chlorhydrique
(HCI) et une petite pincée de magnésium sont additionnées. La formation de couleur rose

rougeatre a brune indique la présence de flavonoides.

I1-4.5. Autres composés phénoliques : Dans un tube a essai, ajouter a 2ml
du filtrat aqueux de chacun des extraits bruts et de la F6, quelques gouttes d’une solution
d’acétate de plomb [Pb(CH3COO)2:-3H20)]. L’apparition d’un précipité blanc indique la

présence de composés phénoliques, y compris des tannins (Banso & Adeyemo, 2000).
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Chapitre 111 : Activité antifongique in-vitro des extraits végétaux

ITI-1. Conduite des bioessais

Lactivité antifongique des extraits végétaux bruts est évaluée a travers des
mesures de la croissance mycélienne des quatre champignons, de leur sporulation et du
taux de germination de leurs conidies. Le bioessai consiste a incorporer séparément dans
le milieu de culture de chaque champignon des extraits bruts issus des huit especes
végétales. Un bioessai plus ou moins similaire est réalisé avec les sous-fractions des

extraits jugés comme plus bioactifs a I’état brut.

III-1.1. Bioessai aux extraits bruts : Apres stérilisation par filtration a travers
des filtres seringue (Nylon 0,45um, Thermo Fisher Scientific™ Nalgene™), les extraits bruts
ont été additionnés aseptiquement et séparément aux milieux de culture en surfusion a
trois doses différentes a savoir 1,5, 3 et 6% (p/v). A cet effet, 96 lots expérimentaux ont
été constitués afin de cerner toutes les combinaisons de Pensemble des traitements
(8 extraits x 3 doses x 4 champignons = 96 lots). En plus des 96 lots, dont le milieu est
additionné d’extraits végétaux, d’autres lots expérimentaux ont été également constitués,
un lot témoin négatif pour chacune des especes fongiques, le milieu de ces lots est

exempt de tout extrait (dose nulle d’extrait).

Outre les lots témoins négatifs, un lot témoin dit témoin solvant est également
constitué pour chaque champignon, ce milieu de culture est additionné d’éthanol a une
dose de 3% (v/v), ce qui raméne le nombre total a2 104 lots expérimentaux. Les lots
témoins solvant sont constitués car les extraits végétaux sont incorporés aux milieux sous
forme d’une solution aqueuse contenant 3% d’éthanol afin d’améliorer leur solubilité
(Lattanzio & al, 1994). En guise de répétition, chaque lot expérimental comporte
cing boites de Pétri de 9mm de diametre dans chacune d’elles sont coulés 10 ml de milieu

de culture.

II1-1.2. Bioessai aux sous-fractions d’extraits : Parmi les six sous-fractions,
seulement la F4 (terpenes et stérols), la F6 (substances acides, phénols et flavonoides) et
un mélange de la F2 (alcaloides) et de la F3 (alcaloides quaternaires et sucres) sont testées.
Tenant compte la parenté chimique entre alcaloides et alcaloides quaternaires, le mélange

de la F2 et de la 3, baptisé F2-3, est permis.

Du point de vue méthodologique, ce bioessai est globalement similaire a celui
réalisé aux extraits bruts. Néanmoins, les tests n’ont concerné que A. rabiez, agent de
I'ascochytose du pois chiche et .A. pinodes, considéré comme I'agent le plus important du

complexe ascochyta causant ’'ascochytose sur pois (Tran & /., 2014a ; Barilli & /., 2010).
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De plus, les sous-fractions, issues des extraits de A. alba, de L. arabicum et de P. harmala,
n’ont été incorporées aux milieux de culture qu’a 3%, dose considérée comme moyenne
parmi les trois doses auxquelles les extraits bruts ont été appliqués, identiquement aux

extrait bruts, les sous fractions sont également stérilisées aux filtres seringue.

Conformément a la méme méthodologie suivie dans le cas des extraits bruts,
Ueffet zn-vitro des sous-fractions des extraits a été évalué également sur la croissance
mycélienne, la sporulation et la germination des pycnidiospores des deux especes

fongiques.
III-2. Effet des extraits végétaux sur la croissance mycélienne

L’action des extraits végétaux, appliqués aux doses susmentionnées, sur la
croissance mycélienne de chacune des especes fongiques étudiées, a été évaluée dans tous
les lots expérimentaux suivant une méthode décrite par Cakir et /. (2005) et Mondal

et al. (2005).

A Taide d’une emporte picce, des disques mycéliens de 5mm de diameétre
chacun, pris aseptiquement de la périphérie croissante de la culture de chacun des quatre
champignons (cultures monosporées agées de 10 jours), sont déposés au centre des boites
de Pétri, préalablement coulées avec 10 ml de milieu par boite contenant ou non les
extraits végétaux, les sous-fractions d’extraits ou I’éthanol. Les boites ensemencées sont

incubées dans une chambre de culture a une température de 20£1° C et une

photopériode de 12/12 (Tegegne & al., 2008).

Lorsque les cultures fongiques des lots témoins négatifs atteignent les bords
des boites, I'incubation est stoppée et la croissance mycélienne dans ’ensemble des boites
est alors évaluée en mesurant au moins deux diameétres perpendiculaires de la colonie.
Conformément a Amadioha (2000) et Dalili et a/ (2015), I'effet des extraits végétaux ou
de leurs sous-fractions sur la croissance mycélienne est estimé en déterminant le taux
d’inhibition de la croissance par rapport aux traitements témoins négatifs suivant la
formule ci-apres.

D (mm) - d (mm) <100

Taux d' Inhibition de la Croissance (TIC%) =

o D : Croissance mycélienne du témoin (mm)
o d: Croissance mycélienne du champignon subissant le traitement (1mm)
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III-3. Effet des extraits végétaux sur la sporulation

Au terme des mesures de la croissance mycélienne, la sporulation de chacun
des champignons est évaluée par comptage du nombre de spores dans chaque boite des

lots expérimentaux ayant subi les traitements aux extraits végétaux et des lots témoins.

Dans la boite contenant la colonie de champignon, il est versé 10ml d’eau
distillée stérile, 15 minutes apres, la colonie est raclée superficiellement, a aide d’une tige
en verre aseptisée, pour libérer les conidies. La suspension sporale obtenue est ensuite
filtrée a travers quatre couches de compresse médicale stérile afin d’éliminer les particules

mycéliennes.

Sur chaque suspension sporale, trois comptages de pycniospores sont réalisées
sous microscope optique en utilisant ’hémocytometre de Malassez. Le nombre de
pycniospores obtenu est divisé par la surface de la colonie fongique pour le rapporter au
cm? de colonie. L’effet des extraits végétaux sur la sporulation est mesuré via le taux
d’inhibition de la sporulation (TIS) en rapportant le nombre de pycniospores par cm? de
chacun des champignons a celui dans les lots témoins corresponds suivant la formule ci-

apres (Bautista-Banos & 4/, 2004 ; Bahous & a/., 2005).

s
x 100

Taux d Inhibition de la Sporulation (TIS%) =

o S Nombre de spores du lot témoin ;
o s Nombre de spores du lot subissant le traitement

I1I-4. Effet des extraits végétaux sur la germination des conidies

L’effet des extraits végétaux sur la germination des pycniospores des quatre
champignons étudiés est estimé via le taux d’inhibition de la germination
comparativement a des lots témoins en adaptant une méthodologie décrite par Kishore et

al. (2007) et Bowness & a/. (2016).

Contrairement aux essais consacrés a la croissance mycélienne et la sporulation
ou les extraits végétaux ont été incorporés directement aux milieux de culture des
champignons, dans le cas de la germination des conidies, les extraits sont additionnés aux
suspensions conidiénnes appartenant aux différentes especes fongiques. Les suspensions
conidiennes des différents champignons, obtenues de la méme technique que dans le cas

de I’évaluation de la sporulation, ont été ajustées a 102 spores par ml.

Aux suspensions, les extraits végétaux ainsi que leurs sous-fractions sont

additionnés séparément aux doses appliquées précédemment. Parallelement, des
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suspensions conidiennes, a la méme concentration sporale, sont également préparées en
guise de témoins négatifs, exempts d’extraits végétaux et de témoins positifs solvant a 3%
d’alcool éthylique. Les traitements aux extraits végétaux ou les traitements témoins,

chacun est répété cinq fois.

Trente minutes apres, des boites de Pétri, remplies préalablement de 10ml du
milieu PDA, sont ensemencées par 1ml par boite de suspensions conidiennes issues des
différents traitements y compris les traitements témoins. Les boites ensemencées sont
ensuite incubées dans une chambre de culture a une température de 20£1° C pendant
48heures. Les conidies germées sont alors comptées sous une loupe binoculaire et
rapportées aux cent conidies mises en culture afin de déduire le taux d’inhibition de la
germination (TIG) suivant la formule ci-aprés (Bahous & 4/, 2005 ; Mondal & a/., 2005 ;
Uldahl & Knutsen, 2009).

Nombre de conidies germées

T d inhibition de inati TIG%) = 100
aux d inhibition de la germination ( %) Nombre de conidies mises en culture x
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Chapitre I : Activité antifongique in-vivo des extraits végétaux

IV-1. Principe des bioessais

Les bioessais zn-vivo ou in-planta visent a étudier effet des extraits végétaux
bruts sur 'ascochytose provoquée artificiellement sur des plantes enticres de pois chiche
et des folioles détachées de pois en les inoculant par les agents causals respectifs de la
maladie. Les tests consistent a appliquer, séparément et a différentes doses, des
traitements aux extraits végétaux bruts issus de A. alba et de P. harmala. Le choix de ces
deux extraits est dd surtout a leur activité antifongique meilleure dans les bioessais zn-vitro,

mais aussi aux rendements en extrait enregistrés avec ces deux especes végétales.

Lefficacité zn-vivo de ces deux extraits comme traitement contre ’ascochytose
du pois chiche et du pois a été appréciée en évaluant leurs effets sur la durée d’incubation

des pathogene, la durée de leur latence et la sévérité de la maladie.

IV-2. Préparation des inocula

Les inocula appartenant aux quatre champignons, objet de tests, ont été tous
préparés a partir de cultures monosporées agées de 12 jours pour A. rabiei et de 15 jours
pour les especes fongiques du complexe ascochyta ie., A. pisi, A. pinodes et P. medicaginis

var. pinodella.

Conformément a Chen et a/ (2004), Trapero-Casas et Kaiser (2007) et Barilli
et al. (20106), la colonie du champignon en boite est émergée d’eau courante stérile. 15
minutes apres et a 'aide d’une raclette en verre aseptisée, les pycniospores sont délogées
par raclage superficiel de la colonie et récupérées dans une fiole sous forme d’une
suspension sporale apres avoir été filtrées sur quatre couches de compresse
médicale stérile. Les concentrations conidiennes sont alors déterminées avec

I’hémocytometre de Malassez.

La suspension conidienne de A. rabiei, destinée a inoculer les plantes de pois
chiche, est ajustée avec de 'eau courante stérile a 2.10> conidies ml! (Tar’an & a4/, 2007).
S’agissant des suspensions de A. pisz, de P. medicaginis var. pinodella et de A. pinodes, elles
sont ajustées respectivement a 102, 102 et 103 conidies ml!, avant qu’elles soient
mélangées. Etant donnée que A. pinodes est considéré par ensemble des spécialistes
comme le pathogene le plus important dans I’ascochytose du pois (Tivoli & Banniza,
2007 ; Tran & al., 2016), la suspension conidienne destinée a I'inoculation des folioles du

pois est préparée de telle sorte qu’il ait prédominance des conidies de cette espece.
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Juste avant utilisation, du Tween-20 (polyoxyethylene sorbitol monolaurate)
est additionné a raison de 0,05% (v/v) a la suspension conidienne de A. rabiei et au
mélange des suspension des conidies des especes du complexe ascochyta. Le Tween-20

est ajouté comme tensioactifs afin d’améliorer ’adhérence des conidies au végétal (Liu &

al., 2013).

IV-3. Préparation des plantes du pois et du pois chiche

Les plantes du pois et du pois chiche sont cultivées dans des conditions
controlées en chambre de culture sous une température de 20£1° C et une photopériode
de 16/8. Le substrat de culture utilisé, suivant Garry et a/ (1998) et Liu et a/ (2013), est
un mélange de 1/3 de sable et 2/3 de terreau (v/v). Avant utilisation, le substrat est

désinfecté dans une étuve ventilée a 70° C pendant 30 minutes.

Afin d’éliminer la flore séminicole, les semences du pois chiche et du pois ont
subi une désinfection de surface par émersion dans un bain a 1% d’hypochlorite de
sodium (NaOCl) pendant 10 minutes, suivie de 4 rincage dans des bains d’eau
stérile et un séchage a lair libre (Ahmed & 4/, 2015). Le semis est réalisé dans des pots en
plastique de forme carrée de 42cm?/8,5cm (section/hauteur) a raison de 5 graines
par pot. Apres émergence, un éclaircissage est réalisé pour ne laisser qu’un seul plant par

pot (Figures 39 et 40).

CN—

Figure 39 : Plants de pois. Originale (2014)
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- -~

Figure 40 : Plants de pois chiche. Originale (2014)

IV-4. Inoculation

La maladie a été suivie différemment sur pois chiche et pois. A cet effet, deux

techniques d’inoculation sont alors pratiquées selon la plante hote.

1IV-4.1. Sur pois chiche : 1'inoculation est réalisée sur des plantes enticres en
pots au stade 4 a 6 feuilles (24 jours d’age). A l'aide d’'un pulvérisateur manuel, chaque
plante est aspergée par 5 ml de suspension conidienne de A. rabiei. Au terme de
I'inoculation, les plantes sont mises en chambre de culture, réglée aux conditions
suscitées, apres avoir été enveloppées par des gobelets coniques en plastique pour assurer
une humidité suffisante, nécessaire a linfection (Barilli & a/, 2016). Les gobelets
sont préalablement aspergés a leur intérieur d’eau distillée stérile avant utilisation
(Figure 41). 48 heures apres, les gobelets sont retirés. I’irrigation est effectuée a volonté et

quand c’est nécessaire.

IV-4.2. Sur pois : Contrairement aux essais sur pois chiche, ceux sur pois ont
été réalisés sur folioles détachées. A partir du 3¢m¢ et du 4¢me étage des plantes de pois de
21 jours d’age (Fondevilla & 4/, 2005 ; Onfroy & Tivoli, 2005 ; Fondevilla & /., 2011),
des folioles de taille plus ou moins similaire sont coupées avec un ciseau stérilisé et mises
dans des boites de Pétri, a raison de trois folioles par boite, sur papier filtre stérile et

imbibé de 4ml d’eau courante stérile (Figure 42).
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Les folioles sont inoculées en déposant au centre de chacune une goutte de
15ul du mélange des suspensions sporales des trois especes du complexe ascochyta. Les
boites sont alors scellées et mises en chambre de culture sous les mémes conditions
appliquées aux plantes de pois chiche inoculées. Le papier filtre est imbibé
quotidiennement par Iml d’eau stérile afin d’assurer la continuité des conditions

humides (Pretorius & a/., 2002).

Figure 42 : Folioles de pois aprés inoculation. Originale (2014)
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IV-5. Traitement aux extraits végétaux

Les extraits végétaux bruts de A. alba et de P. harmala ont été appliqués aux
mémes doses pratiquées dans le bioessai sz-vitro, a savoir 1,5, 3 et 6% (p/v). Les extraits

végétaux sont dissous séparément aux doses voulues dans de I'eau stérile contenant de

I’éthanol a 3% (v/v).

Dans le but de déceler d’éventuels effets préventifs et/ou curatifs des extraits
végétaux, deux bioessais différents par plante hote sont réalisés (Tegegne & /., 2008). Un
bioessai dans lequel les traitements sont appliqués 24 heures avant inoculation et un
deuxieme pour lequel les traitements sont réalisés 48 heures apres inoculation. Dans les

deux cas, le traitement est effectué par aspersion en utilisant un pulvérisateur manuel.

IV-5.1. Phytotoxicité des extraits végétaux : la phytotoxicité d’'un produit
phytosanitaire ou d’un extrait végétal est un préalable primordial qu’il faut prendre en
compte dans les bioessais zz-vivo (Pretorius & al., 2002 ; Tegegne & al., 2008). Afin de
déceler une éventuelle phytotoxicité des extraits végétaux, un lot de trois plantes du pois
chiche et un autre de trois boites de Pétri, chacune contient trois folioles du pois ont subit
séparément des traitements a fortes doses d’extrait (6%). Ces lots sont respectivement
comparés aux lots traités au fongicide conventionnel et aux lots témoins dont les plantes

et les folioles subissent un traitement a ’eau.

IV-5.2. Bioessai sur pois chiche : dans ce bioessai, 6 lots de 6 plantes de
pois chiche chacun, prises comme répétition, ont été constitués pour qu’ils subissent
séparément les traitements aux extraits végétaux issus de A. alba et de P. harmala aux doses
susmentionnées (2 extraits x 3 doses = 6 lots). En plus de ces lots, quatre autres lots, de 6
plantes chacun, sont également constitués. Un lot pris comme témoin positif dans lequel
les plantes sont traitées a I’Amistar-Top® (Syngenta Crop Protection), un fongicide
conventionnel de plus en plus utlisé dans le traitement de maladies foliaires. La
formulation de ce fongicide associe deux matieres actives ze. 200gL1 d’Azoxystrobine et
125 g L1 de Difenoconazole (Amin & Melkamu, 2014), le fongicide a été appliqué sous

forme d’une solution aqueuse a 0,05 g I de mati¢re active (Keinath, 2009).

Comme témoin solvant, un lot de plantes a été traité a ’eau contenant de
I’éthanol a 3% et un autre traité a ’eau contenant du Tween-20 a 0,05%. Un dernier lot,
pris comme témoin négatif et constitué¢ aussi de 6 plantes qui n’ont subi ni inoculation au

pathogene ni traitement fongicide.
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IV-5.3. Bioessai sur pois : L.e méme protocole en maticre de lots constitués
et de traitements appliqués a été adopté dans le bioessai sur folioles de pois. A cet effet,
chaque lot expérimental comporte 6 boites de Pétri en guise de répétition, avec trois
folioles par boite. II est a noter également que dans le cas des tests ou I'inoculation
succede aux traitements, ces derniers ont été effectués sur des plantes de pois enticres

avant que les folioles soient coupées, mises en boites et inoculées.

IV-6. Effet des extraits végétaux sur la durée d’incubation

En pathologie des plantes, la durée d’incubation d’un agent pathogene est
définie comme étant le temps écoulé entre linoculation ou la contamination et

P'apparition des premiers symptomes (Barnes, 1979 ; Agrios, 2005 ; Madden & /., 2007).

Dans nos essais, la durée d’incubation de .A. rabiei et du complexe ascochyta
sur pois chiche et sur pois respectivement, est déterminée en heure post inoculation (hpi)

selon Suffert & Thompson (2018).

Partant du moment de I'inoculation, des inspections visuelles des plantes de
pois chiche est des folioles de pois, sont réalisées et ce jusqu’a 'apparition des premiers
symptomes (Basandrai & 4/, 2007). Que se soit sur pois ou sur pois chiche, I’évaluation
de la durée d’incubation n’a concerné que des lots subissant des traitements aux extraits, a

I’éthanol ainsi que des traitements témoins inoculés.

IV-7. Effet des extraits végétaux sur la durée de latence

La durée ou la période de latence est le délai entre la contamination ou
I'inoculation et la production ou lapparition des premicres nouvelles propagules
infectieuses du pathogene qui, dans les épidémies polycycliques, constituent I'inoculum
secondaire (Strange & Scott, 2005 ; Cooke, 2000). Ce parameétre, considéré comme 'une
des principales composante de lagressivité d’un agent phytopathogene, trouve sont
importance surtout dans le cas des maladies polycycliques, telle I’ascochytose des
légumineuses, ou il nous renseigne sur la durée et le nombre des cycles

épidémiques (Suffert & Thompson, 2018).

Comme pour la détermination de la période d’incubation, des inspections
quotidiennes a une loupe a main sont effectuées (les inspections en vue de déceler la
présence des pycnides débute dés que les symptomes apparaissent). Dés Iapparition des
pycnides, le temps écoulé a partir de I'inoculation est compté et la période de latence est

ainsi déterminée en hpi sur les mémes lots pour lesquels la durée d’incubation est évaluée.
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IV-8. Effet des extraits végétaux sur la sévérité de la maladie

L’effet des extraits végétaux bruts sur I’ascochytose du pois chiche et du pois a
¢té évalué a travers des mesures de la sévérité de la maladie. Des échelles préétablies ont
été utilisées pour transformer la nature qualitative des observations visuelles en notations

quantitatives (Pande & /., 2010).

IV-8.1. Sévérité de Pascochytose sur pois chiche : La sévérité de la maladie
sur pois chiche est estimée suivant une échelle que nous I’avons adapté de celles de Singh
et al. (1981) et Nene & a4/ (1981). 11 s’agit d’'une échelle de notation allant de 1 a 9 point
(Figure 43), ou 1 = aucune lésion visible sur aucune plante (trés résistant); 3 = Lésions
visibles sur moins de 10% des plantes, pas de ceinturement de la tige (résistant); 5 =
lésions visibles sur une moyenne de 25% des plantes avec trés peu de dommages
(tolérant); 7 = lésions sur la plupart des plantes, tige ceinturée sur moins de 50% des
plantes entrainant la mort de quelques plantes (sensible); 9 = Les Iésions abondantes sur
toutes les plantes, tige ceinturée sur plus de 50% des plantes et la mort de la plupart des

plantes (tres sensible).

Il est d’'usage de ne pas prendre en compte les notations paires (2, 4, 6 et 8),
car chacune d’elles est plus ou moins semblable a la notation qui la précede ou la succede

en plus de la difficulté de déceler visuellement les différences (Chongo & 4., 2004).

IV-8.2. Sévérité de Pascochytose sur pois : La sévérité de 'ascochytose sur
pois est évaluée en se basant sur ’échelle de Roger et Tivoli (1996). C’est une échelle de 5
notations (0 a 5), elle est congue pour P'estimation de la symptomatologie sur feuilles et
gousses (Figure 44). Les notations sont attribuées en tenant compte du rapport de la
surface des taches nécrotiques a la surface de la feuille ou de la gousse. Les cinq notations
de cette échelle sont comme suit : 0= pas de lésions; 1= quelques taches éparses;
2= nombreuses mouchetures; 3 = 25% de la surface des feuilles ou des gousses
recouverte de petites lésions coalescées; 4 = 26—75% de la surface des feuilles ou des
gousses couvertes par de grandes 1ésions coalescées; 5 = taches couvrant 76—-100% de la

surface des feuilles ou celle des gousses.

Sur folioles détachées, la surface des nécroses est déterminée en mesurant au
moins deux diametres perpendiculaires de la tache. Le pourcentage de cette surface est
alors calculé par apport a la surface foliaire que nous l'avons mesuré a I'aide d’un

planimetre foliaire (I.AI-meétre ADC BioScientific 1.td., AM300-002).
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Que se soit sur pois ou sur pois chiche, la sévérité de la maladie est évaluée via
la détermination de l'indice de maladie ou DI (Disease Index) conformément a Cooke
(2000). Les notations, prises au 18¢m¢ jour succédant I'inoculation (18 dpi) sont utilisées

pour quantifier le DI suivant la formule de Scott et Hollins (1974), développée ci-apres.

dien; x)
N x 1

N;: Notation attribuée (de 1 a 9 pour sur pois chiche et de 0 a 5 sur pois) ; 7 : Nombre de plantes ayant la notation 1 ;
N : Nombre total de plantes ; I : Notation maximale de Péchelle (9 sur pois chiche et 5 sur pois).

Disease Index (DI) =

Figure 43 : Echelle de notation des symptomes de ’ascochytose du pois chiche. Chongo & a/. (2004).
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Figure 44 : Echelle de notation des symptomes de ’ascochytose du pois. Roger & a/. (1998).
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Chapitre 17 : Traitement statistique des résultats

V-1. Analyse de la variance et comparaison des moyennes

Les résultats issus de lensemble des bioessais ont subi des traitements
statistiques en utilisant le software SAS, pour Statistical Analysis System (SAS System 9.4,
SAS Institute Inc.). Les effets des différents traitements ou de leurs interactions ont fait
Iobjet d’analyse de variance (ANOI4) des données relatives aux différentes variables
mesurées. Si nécessaire, le test de Newman et Keuls au seuil de 5% est appliqué pour la

comparaison des moyennes des différents traitements (Vessereau, 1992).

V-2. Dispositifs statistiques

Différents dispositifs statistiques sont adoptés. Un dispositif a trois criteres
de classification (tri-factoriel en randomisation totale avec répétitions) a été adopté pour
I'analyse de variance relative aux variables croissance mycélienne, sporulation et
germination des conidies (Tableau 09), variables mesurées dans les tests zz-vitro des extraits
végétaux bruts. Les criteres de classification sont: (7) le type d’extrait végétal (origine
botanique) avec huit modalités en plus des traitements éthanol et témoin ; () la dose de

Pextrait avec trois niveaux ; (#7) 'espece fongique avec quatre modalités.

Tableau 09 : Dispositif statistique relatif au bioessai zz-vitro des extraits végétaux bruts.

Facteur 1 (F1) Facteur 2 (F2) Facteur 3 (F3)
Dose
Type d’extrait (Traitement) . Espece fongique
d’extrait

Md | Md | Md | Md | Md | Md | Md | Md | Md | Nv | Nv | Nv | Nv | Md | Md | Md | Md

N
A}
[OV)
~
ul
N
~
oo
=)
—
DN
(O]
~
—
A}
[SV)
~

C. arabica
T. garganica
T. hirsuta

L. arabicum
P. harmala

A. alba
A. campestris
T. microphylla

Ethanol
Témoin
1,5 %
3,0 %
6,0 %

A. rabiei
A. pisi
A. pinodes
A. pinodella

Md : Modalité ; Nv : Nivean.

Quant au bioessai de leffet des sous-fractions d’extraits sur la croissance
mycélienne, la sporulation et la germination des conidies, le dispositif adopté est un bi-
factoriel randomisé avec répétitions (Tableau 10). Les criteres de classification sont : (7) le
type de traitement avec 12 modalités en plus d’un traitement a éthanol et un traitement
témoin ; (77) 'espece fongique avec deux modalités.

S’agissant des bioessais /#-vivo, un dispositif randomisé a deux facteurs étudiés

(bi-factoriel avec répétitions) a été appliqué aux tests des extraits bruts sur pois chiche et
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sur folioles de pois (Tableau 11). Les deux facteurs étudiés sont : (2) le type de traitement
avec dix modalités ; (%) le temps de traitement avec deux modalité. L.a variable mesurée
est la sévérité de I'ascochytose exprimée DI (Disease Index). Quant aux variables durée
d’incubation et durée de latence, le dispositif adopté est le méme que celui de la

variable sévérité, mais avec un facteur type de traitement a huit modalités au lieu de

dix (Tableau 12).

Tableau 10 : Dispositif statistique relatif au bioessai /z-vitro des sous-fractions d’extraits.

Facteur 1 (F1) Facteur 2 (F2)
Type de traitement Espéce fongique
Md Md Md Md Md Md Md Md Md Md Md Md Md Md
Md1 Md 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
N N < ® .
S N S N N S S < ~= = < \§o 3 ~
Sl<| <l a)2|a| 2= =28 e] 3
< -+ © : N <+ © Q S ~+ © ) S § ) <
N I ¥ o, 0 3 3 i 8 . w S < <
Md : Modalité ; Eb : Extrait brut ; A. a : A. alba ;1. a : L. arabicum ; P. b : P. harmala.
Tableau 11 : Dispositif statistique relatif aux bioessais 7z-vivo.
Facteur 1 (F1) Facteur 2 (F2)
. Temps de
Type de traitement .
traitement
Md1 Md 2 Md 3 Md 4 Md 5 Md 6 Md 7 Md 8 Md 9 Md 10 Md1 Md 2
S 3 S N N
N N N X K X X 3 R S N
= S | = S N S X S N N 2 N
< s YW SIS SIS Y S Y S| 8 |8 §E YN §| Y
A Al A S S

Md : Modalité.

Tableau 12 : Dispositif statistique relatif aux variables durée d’incubation et durée de latence.

Facteur 1 (F1) Facteur 2 (F2)
. Temps de
Type de traitement )
traitement
Md 1 Md 2 Md 3 Md 4 Md 5 Md 6 Md 8 Md 9 Md 1 Md 2
] ] ] N N
N N N X K R 3 S w S 2
=< = =< S 0 R <R
< <l Vs S SN S SF |8 8T § TS
& & Q& S S

Md : Modalité.
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Résultats et discussion Phytochimie
Chapitre I : Phytochimie
I-1. Rendement en extraits

Les rendements en extraits bruts de Pensemble des especes végétales étudiées
sont répertoriés dans le tableau 13.

Tableau 13 : Rendement en extraits végétaux bruts.

Espéce végétale Rendement (%)
Artemisia alba Turra 13,96
Artemisia campestris 1. 08,21
Cleome arabica 1. 006,76
Lycium arabicum Schweinf. ex-Boiss. 14,69
Peganum harmala 1Linn. 11,88
Thapsia garganica L. 07,83
Thymelaea hirsuta (L) Endl 18,56
Thymelaea microphylla Coss. & Dur. 16,34

L’analyse des résultats relatifs au rendement en extraits végétaux bruts des huit
plantes montre clairement que pour les mémes conditions d’extraction, la quantité
d’extrait obtenue varie amplement d’une espece végétale a une autre. A cet effet, un ordre
décroissant des rendements nous a permis de classer les huit plantes comme suit :
T. hirsuta > 1. microphylla > L. arabicum > A. alba > P. harmala > A. campestris > 1. garganica
> C. arabica. Les meilleurs rendements sont de I'ordre de 18,56 et 16,34%, enregistrés
respectivement avec 1. hlirsuta et T. microphylla alors que, T. garganica et C. arabica ont

enregistré les rendements les plus faibles avec 7,83 et 6,76% respectivement.

L’obtention d’un extrait végétal passe par plusieurs étapes telles que la
mouture ou le broyage, 'homogénéisation et I’extraction, cette dernic¢re est considérée
comme la principale étape de la récupération d’extrait a partir de maticres végétales
(Stalikas, 2007). L’efficacité d’un procédé d’extraction, qui s’évalue surtout a travers le
rendement en extrait, dépend de la nature chimique de la matiere extractible (composés
phytochimiques), du solvant et de sa polarité, de la température et de la durée
d'extraction. Pour un méme temps et une méme température d'extraction, la composition
du végétal et le solvant sont les parametres les plus importants qui influencent les

rendements (Do & /., 2014).

D’utilisation du procédé Soxhlet et de I’éthanol comme solvant dans
Pextraction nous ont permis de réaliser des rendements en extrait plus ou moins
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comparables a ceux obtenus dans les mémes conditions d’extraction a partir de Mentha
spicata L. (Lamiaceae) par Bimakr et al. (2011), de Bougainvillea x buttiana Holttum & Standl
(Nyctaginaceae) par Abarca-Vargas et al. (20106) et de Severinia buxifolia (Poir.) Ten. (Rutaceae)
par Truong et a/. (2019). Les mémes auteurs rapportent que les rendements en extraits
végétaux sont proportionnels a la polarité du solvant et considerent par ailleurs ’éthanol
comme I'un des meilleurs solvants apres ’eau et le méthanol en mati¢re d’extraction de
composés phytochimiques. Bimakr et 4/ (2011), avancent que les constituants polaires de
la matrice végétale seraient plus faciles a extraire avec un solvant de polarité élevée alors
que, les solvants de polarité inférieure permettraient d'extraire les composés végétaux a

forte concentration dans le matériel végétal.

I-2. Screening phytochimique

Le screening phytochimique des extraits bruts de .A. a/ba, de L. arabicum et de
P. harmala, réalisé dans le but de vérifier la présence de quelques phytocomposés issus du
métabolisme secondaire et doués éventuellement d’activité antifongique, nous a permis de
mettre en évidence la présence d’alcaloides, de terpenes, de stérols, de flavonoides et
autres composés phénoliques dans les trois extraits. Par ailleurs, les tests visant la mise en
évidence des quatre groupes de composés suscités dans les sous-fractions F2, F3, F4 et
F6, issues de chacun des trois extraits bruts, nous ont permis également de confirmer la
présence d’alcaloides dans la F2 et la F3 appartenant aux trois extraits et il en était de
méme concernant les terpenes et les stérols dans la F4 et les flavonoides ainsi que d’autres

composés phénoliques dans la F6 (Tableau 14).

Tableau 14 : Tests phytochimiques.

Alcaloides Terpenes Stérols Flavonoides Autre§ COmpOses
phénoliques
Eb + + + + +
S F2 +
R +
T | F4 + +
F6 + +
X Eb + + + + +
s [ +
R +
4 F4 + +
F6 + +
Eb + + + + +
I [P +
= +
= [ + ¥
e + +

Eb : Extrait brut ; F2, F3, F4, F6 : Sous-fractions ; + : Présence ; Cellule vide : Test non réalisé
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La présence des principales substances végétales, dont la bioactivité est
reconnues, dans les extraits bruts de A. alba, de L. arabicum et de P. harmala confirme
d’avantage Defficacité du systeme d’extraction et de I’éthanol comme solvant pour
extraire ce type de substances. Une telle efficacité est également constatée par Dhawan et
Gupta (2017) dans une étude comparative de plusieurs méthodes d’extraction et de
solvants dont I’éthanol, utilisés afin d’extraire des substances bioactives a partir du métel

(Datura metel, Solanaceae).

D’autre part, la partition des différents composants des extraits végétaux bruts
entre les différentes sous-fractions appuie l'efficience du procédé de fractionnement.
Lutilisation de solvants a différentes polarité a permis de séparer les différents groupes de
phytocomposés. Cette séparation des composés bioactifs est un avantage pour pouvoir les
tester séparément et réduire ainsi les interférences entre constituants chimiques, car les
composés présents en mélange dans les extraits bruts peuvent parfois s’interférer et

influencer la bioactivité (Jeyaseelan & a4/, 2011 ; Igbal & a4/, 2015).
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Chapitre 11 : Activité antifongique in-vitro des extraits végétaux

IT1-1. Résultats

II-1-1. Bioessais aux extraits végétaux bruts

Les bioessais réalisés aux extraits végétaux bruts de Artemisia alba, Artemisia
campestris, Cleome arabica, Lycium arabicum, Peganum harmala, Thapsia garganica, Thymelaea
hirsuta et Thymelaea microphylla, consistent a une évaluation de leffet de leur introduction a
différentes doses dans le milieu de culture sur la croissance mycélienne, la sporulation et la
germination des pycnidiospores de Ascochyta rabiei, agent de I'ascochytose du pois chiche
et sur celles de Ascochyta pinodes, Phoma medicaginis var. pinodella et Ascochyta pisi agents

causals de I'ascochytose du pois.
II-1-1-1. Effet des extraits végétaux bruts sur Ia croissance mycélienne

Les effets des extraits végétaux bruts des huit plantes susmentionnées sur la
croissance mycélienne de A. rabiei, de A. pinodes, de P. medicaginis var. pinodella et de A. pisi,
¢valués via le taux d’inhibition de la croissance (TIC) aux doses de 1,5, 3 et 6%, sont

représentés respectivement dans les figures 45, 46, 47 et 48.

De ces résultats, il apparait clairement que Peffet des extraits végétaux bruts
sur la croissance mycélienne des quatre champignons varie amplement suivant le
type d’extrait. Les différences enregistrés a ce sujet sont trés significatives
(probabilité, £ < 0,01). Elles laissent noter aussi que les meilleurs taux d’inhibition sont
ceux qui découlent des traitements a 'extrait de P. barmala suivie de ceux de A. alba et de

L. arabicum.

S’agissant du facteur dose d’extrait, I'analyse des résultats montre que pour
Iensemble des traitements, Daction inhibitrice de la croissance augmente
proportionnellement et d’une maniére significative avec laugmentation de la dose

appliquée (£ < 0,01). Les pourcentages d’inhibition les plus importants sont enregistrés
avec une dose d’extrait de 6%. La comparaison des moyennes issues de leffet de

interaction type et dose d’extraits sont significativement différentes.

Quant a leffet espece fongique, lanalyse statistique des résultats et la
comparaison des moyennes générées par ce facteur, dégagent un effet hautement
significatif (£ < 0,01). Ces résultats montrent que A. pisz s’est distingué comparativement
aux autres especes par sa forte sensibilité a lensemble des traitements. Le taux

d’inhibition de sa croissance mycélienne oscille entre 21%, lorsqu’il est cultivé dans un
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milieu contenant 1,5% d’extrait de T. hirsuta et 71% en moyenne lorsqu’il est confronté a
cette méme dose de 'extrait de A. a/ba. A une concentration de 3% d’extrait de P. harmala
ou de A. alba, sa croissance est réduite de plus de 90%, alors qu’elle est completement

stoppée dans un milieu contenant 6% des mémes extraits.
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Figure 47 : Effet des extraits végétaux bruts sur la croissance mycélienne de P. medicaginis var. pinodella.
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Figure 48 : Effet des extraits végétaux bruts sur la croissance mycélienne de A. pisi.

En ce qui concerne les trois autres especes, les figures 43, 44 et 45 laissent
constater que leur comportement vis-a-vis des traitements appliqués est globalement
similaire en dépit de légeres différences dans les taux d’inhibition de la croissance.
Comparativement au traitement témoin, .4. rabiei trouve sa croissance réduite de 70% en

moyenne sous leffet de 6% d’extrait de P. harmala dans le milieu contre des taux qui
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frolent les 80% a la méme dose du méme extrait lorsqu’il s’agit de 4. pinodes et P.
medicaginis var. pinodella. A des traitements similaires a extrait de A. a/ba, la croissance de
A. rabiei est réduite de plus de la moitié, tandis que celles de A. pinodes et P. medicaginis var.

pinodella accusent une inhibition avoisinant les 70 et 60% respectivement.

A faible dose, 1,5% en Poccurrence, lextrait de P. harmala s’est montré plus
efficace que celui de 4. a/ba en inhibant la croissance des trois espéces d’un taux moyen
dépassant les 28%. En revanche, 'extrait de A. alba appliqué a la méme dose, n’inhibe la
croissance de 4. rabiei que de 10% contre 20 et 25% en moyenne dans le cas de A. pinodes
et P. medicaginis var. pinodella, respectivement. Par ailleurs, il est a constater qu'a 3%
d’extrait dans le milieu, P. barmala réduit de moitié la croissance de A. rabiei et P. medicaginis
var. pinodella, alors que celle de A. pinodes est réduite de plus de 65%. Dans le cas de
Pextrait de A. alba, appliqué a la méme dose, c’est A. pinodes qui s’est montré plus sensible
que P. medicaginis var. pinodella et A. rabiei, en enregistrant un taux moyen avoisinant les

50% contre des taux respectifs de 47 et 38% pour le deux autres champignons.

En dehors des extraits de P. harmala et de A. alba, c’est avec I'extrait de L.
arabicum que des taux d’inhibition relativement appréciables sont enregistrés. La présence
de 1,5% de cet extrait dans le milieu a pu limiter la croissance de .A. rabiei et de P.
medicaginis var. pinodella a des taux d’inhibition moyens qui s’approche de 10%. A la méme
dose, A. pinodes trouve sa croissance inhibée de plus de 16% comparativement a la
croissance d’une culture témoin. A 3% du méme extrait, les taux d’inhibition oscillaient
entre 14,62% pour A. rabiei et 26% pour A. pinodes en passant par 16% dans le cas de P.

medicaginis var. pinodella.

L’addition de cet extrait au milieu de culture a une dose de 6%, a permis
Ienregistrement des taux d’inhibition de croissance plus meilleurs et qui avoisinent les
25% en moyenne. Quant a A. pisi, Uetfet de cet extrait sur sa croissance s’est avéré tres
remarquable. En effet, a 1,5% Paction inhibitrice s’affichait a 62%, alors qu’a 3 et 6%, les

taux d’inhibition effleuraient les 90%.

II-1-1-2. Effet des extraits végétaux bruts sur la sporulation

Les figures 49, 50, 51 et 52 illustrent les résultats de l'effet des extraits
végétaux bruts étudiés sur la sporulation de A. rabiei, A. pinodes, P. medicaginis var. pinodella
et A. pisi. Cet effet est exprimé au taux d’inhibition de la sporulation (TIS) par rapport aux

traitements témoins.
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Identiquement a I'effet des extraits végétaux bruts sur la croissance mycélienne
des quatre agents phytopathogenes, I'analyse de la variance des résultats relatifs au taux
d’inhibition de la sporulation (TIS) fait ressortir des effets significatifs (£ < 0,01) de
I'ensemble des facteurs étudiés, a savoir le type de 'extrait, sa dose ainsi que le facteur
espece fongique, les écarts entre les moyennes des différents traitements sont également
significatifs. D’autre part, la dose de P'extrait a beaucoup influencé le taux d’inhibition de
la sporulation de telle sorte que ce taux augmente graduellement avec 'augmentation de la
dose, quelque soit I'extrait. A cet effet, les meilleurs taux d’inhibition sont enregistrés avec

la dose 1a plus élevée.
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Figure 49 : Effet des extraits végétaux bruts sur la sporulation de A. rabiei.
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Figure 50 : Effet des extraits végétaux bruts sur la sporulation de A. pinodes.
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Figure 51 : Effet des extraits végétaux bruts sur la sporulation de P. medjcaginis var. pinodella.
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Figure 52 : Effet des extraits végétaux bruts sur la sporulation de A. pisi.

Globalement, I’évaluation des effets des différents extraits sur la sporulation
révele que c’est les extraits de P. barmala, de A. alba et de L. arabicum qui ont limité le plus
le pouvoir sporulant des champignons. En plus de ces trois extraits qui avaient également
des effets notables sur la croissance mycélienne, il y a lieu de signaler celui de A. campestris
qui enregistre aussi des effets inhibiteurs importants de la sporulation de I'ensemble des

especes fongiques.

Par especes, A. pisi s’est également distingué quant a Peffet des différents
traitements sur sa sporulation. En plus des quatre extraits qui se montrent efficaces en

inhibant la sporulation de tous les champignons, les extraits de T. hzrsuta, de 'I. microphylla,
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de C. arabica et de T. garganica ont fortement réduit le nombre de pycniospores produites
par A. pisi. Les taux de réduction enregistrés dans ce sens sont légerement au dessus de
90% dans le cas de lextrait de 1. hirsuta a 6% contre 76, 63 et 62% enregistrés
respectivement avec les trois autres extraits a la méme dose. A 3% de ces extraits, les taux

variaient entre 29% pour T. garganica et 72% pour T. microphylla.

Au sujet des autres especes fongiques, I'allure ou la tendance générale des taux
d’inhibition de leur sporulation est fortement identique a celle notée dans le cas des taux
d’inhibition de leur croissance mycélienne. A cet égard, les taux les plus importants sont
ceux dus a Peffet des extraits de P. barmala, de A. alba et de L. arabicum ou P. medicaginis var.
pinodella trouve sa sporulation completement inhibée avec 6% d’extrait de P. harmala ou de
A. alba alors que, Pextrait de L. arabicum a la méme dose, a pu la diminuer d’un taux

avoisinant les 70%.

Sagissant de A. rabiei et de A. pinodes, les taux d’inhibition de leur sporulation
suite 2 un traitement a 'extrait de P. harmala a 6%, sont respectivement de 'ordre de 92 et
82% en moyenne contre 76 et 73% respectivement lorsqu’ils sont confrontés a un
traitement pareil avec lextrait de L. arabicum. De telles constatations sont également
valables quant a 'application de ces trois extraits aux doses de 1,5 et 3%. Les taux
d’inhibition de la sporulation des trois champignons varient entre 40% a une dose de

1,5% et 57 a 71% pour une dose de 3% d’extrait dans le milieu.

Contrairement a son effet sur la croissance mycélienne de A. rabiez, A. pinodes
et P. medicaginis var. pinodella qui s’est montré relativement faible, Pextrait de A. campestris a
une dose de 6%, s’avere tres efficace comme inhibiteur de la sporulation en réduisant le
nombre de pycniospores des trois pathogenes de plus de 48% en moyenne et il en est de

méme dans le cas des doses plus faibles, a savoir 1,5 et 3%.

II-1-1-3. Effet des extraits végétaux bruts sur la germination

Parallelement a I’évaluation de Teffet des extraits végétaux bruts des huit
especes végétales sur la croissance et la sporulation de A. rabiei, A. pinodes, P. medicaginis
var. pinodella et A. pisi, Peffet sur le pouvoir germinatif de leurs pycnidiospores est
également évalué a travers le taux d’inhibition de la germination (TIG) comparativement a
des témoins ne subissant pas de traitements aux extraits. Les résultats relatifs a cette

évaluation sont représentés dans les figures ci-apres.
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Figure 53 : Effet des extraits végétaux bruts sur la germination des conidies de A. rabie.
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Figure 54 : Effet des extraits végétaux bruts sur la germination des conidies de .A. pinodes.

Des figures 53, 54, 55 et 56, il ressort que les huit extraits végétaux testés z-
vitro comme traitement antigerminatif des pycniospores des quatre agents
phytopathogenes, objet des bioessais, agissent différemment et laissent apparaitre des
effets statistiquement significatifs des facteurs étudiés (P < 0,01). Ces facteurs laissent
apparaitre des moyennes de traitement avec des différences également significatives. En
outre, il y a lieu de noter que pour ensemble des extraits, le niveau d’inhibition de la
germination des conidies est fortement lié a la dose de I'extrait. Les effets inhibiteurs les
plus importants correspondent a la dose d’extrait la plus élevée (6%) alors que, les plus
bas le sont a 1,5% d’extrait dans le milieu.
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Figure 55 : Effet des extraits végétaux bruts sur la germination des conidies de P. wedicaginis var. pinodella.
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Figure 56 : Effet des extraits végétaux bruts sur la germination des conidies de A. pisi.

Les résultats de DIévaluation des taux d’inhibition de la germination des
conidies confirment d’avantage les effets inhibiteurs des extraits de P. harmala, de A. alba
et de L. arabicum, exercés sur la croissance et la sporulation en enregistrant aussi des effets
antigerminatifs trés appréciables a I'égard des conidies appartenant aux quatre
champignons. Dans ce sens, les taux d’inhibition de la germination les plus élevés sont
ceux issus des traitements a 6% d’extrait de P. harmala suivis de ceux de A. alba et L.
arabicum, appliqués a la méme dose sur les pycniospores de A. rabiei et A. pinodes. En

revanche, les pycniospores de P. medicaginis var. pinodella semblent étre plus sensibles a 6%
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d’extrait de A. alba que de celui de P. harmala en affichant respectivement des taux de
72 et 67%. Concernant A. pisi, 'action des deux extrait sur le taux de germination de ses

conidies s’est montré sensiblement la méme.

En plus des extraits de P. barmala, de A. alba et de L. arabicum, le reste des
extrait, particulicrement ceux de A. campestris et de 1. garganica, ont aussi influencé le
pouvoir germinatif des conidies en montrant des taux d’inhibition de germination
relativement appréciables. En effet, Iextrait de A. campestris a 6% a pu inhiber la
germination des conidies de A. rabiei et de A. pisi d’'un taux dépassant les 40% en
moyenne tandis que les taux enregistrés dans le cas de A. pinodes et de P. medicaginis var.
pinodella n’atteignaient qu’une moyenne de 23%. Par ailleurs, Les taux observés avec
Pextrait de T. garganica a la méme dose oscillaient entre 32 et 35% pour I'ensemble des

especes fongiques.

I1-1-2. Bioessais aux sous-fractions d’extraits

A Tissue des tests aux extraits végétaux bruts, les extraits de A. a/ba, de L.
arabicum et de P. harmala, jugés comme intéressant en maticre de leur action inhibitrice de
quelques parametres biologiques des quatre agents phytopathogenes, ont subi un
fractionnement afin de séparer et d’isoler les principaux groupes de phytoconstituants,
connus pour étre bioactifs et susceptibles d’avoir joué un réle dans la bioactivité des

extraits bruts.

Identiquement aux extraits bruts, des bioessais aux sous-fractions F2-3
(alcaloides), F4 (terpenes et stérols) et F6 (substances acides, phénols et flavonoides),
issues des extraits des trois plantes, ont été réalisés afin de tester leurs effets sur la

croissance, la sporulation et la germination des pycniospores de A. rabiei, et A. pinodes.

II-1-2-1. Effet des sous-fractions d’extraits sur la croissance mycélienne

I’évaluation de la croissance mycélienne de A. rabies et de A. pinodes, suite a
I'introduction séparée des sous-fractions F2-3, F4 et F6, issues des extraits de A. alba, de
L. arabicum et de P. harmala, 2 une dose de 3% dans leur milieu de culture et la
comparaison de cette évaluation a la croissance des cultures témoins dont le milieu est
exempt de sous-fractions d’extraits, nous ont permis de déterminer les taux d’inhibition
de la croissance (TIC) des deux champignons, ces taux sont représentés ci-dessous dans

les figures 57 et 58.
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Figure 57 : Effet des sous-fractions d’extraits végétaux sur la croissance mycélienne de A. rabiei.
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Figure 58 : Effet des sous-fractions d’extraits végétaux sur la croissance mycélienne de 4. pinodes.

L’analyse statistique des résultats relatifs a DPaction des différentes sous-
fractions sur la croissance mycélienne de A. rabiei et A. pinodes a montré des effets tres
significatifs (P < 0,01) suivant la variation de la nature et de lorigine de la sous-fraction,
de Pespece fongique ainsi que de linteraction entre ces deux facteurs. Globalement,
Iensemble des sous-fractions affichent des taux beaucoup plus importants que ceux

enregistrés avec les extraits bruts.

Selon le type et Porigine de la sous-fraction, il semble que dans le cas des deux
agents phytopathogenes, la sous-fraction F2-3 inhibe plus leur croissance quand elle
provient de Pextrait de P. harmala que si elle I'est de A. alba ou de L. arabicum. En
revanche, les sous-fractions F6 issues de ces dernieres plantes, ont montré des taux

d’inhibition de la croissance des deux especes fongiques supérieurs a ceux de la F6
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d’origine P. harmala. Concernant la F4, il semblerait que son action est plus marquée
sur la croissance de .A. rabie: que sur celle de A. pinodes lorsqu’elle est d’origine
L. arabicum, par contre, cette action se trouve plus accentuée sur A. pinodes dans le cas ou

cette sous-fraction est extraite de A. a/ba ou de P. harmala.

II-1-2-2. Effet des sous-fractions d’extraits sur la sporulation

Les effets des sous-fractions d’extraits végétaux sur la sporulation de A. rabiei
et A. pinodes, exprimés au taux d’inhibition de la sporulation (TIS) comparativement a la
sporulation des témoins respectifs, sont illustrés dans les figures 59 et 60.
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Figure 59 : Effet des sous-fractions d’extraits végétaux sur la sporulation de 4. rabiei.
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Figure 60 : Effet des sous-fractions d’extraits végétaux sur la sporulation de 4. pinodes.
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De ces deux figures, on constate que les niveaux d’inhibition de la sporulation
des deux pathogenes varient suivant l'origine de la sous-fraction dans la mesure ou la
sporulation de chacune des deux especes fongiques est différemment influencée par des
sous-fractions de méme nature mais d’origines botaniques différentes. A cet effet, la
comparaison statistique des actions des différents facteurs sur la sporulation laisse noter

des différences significatives (P < 0,01).

Suivant lorigine, c’est les sous-fractions issues de I'extrait brut de P. harmala
qui réduisent le plus la capacité des deux champignons a sporuler. Dans ce sens, la
sporulation de A. pinodes est réduite de plus de 90% dans le cas d’un traitement a la F2-3
contre un peu plus de 85% dans le cas d’un traitement a la F4 ou a la F6. Avec A. rabiez,
c’est la F2-3 et la F6 qui réduisent d’une manicre importante les niveaux de sporulation en

atteignant le taux de 90%.

En ce qui concerne les sous-fractions de A. alba, les taux d’inhibition de la
sporulation succedent directement ceux enregistrés avec les sous-fractions de P. barmala.
Les meilleurs taux avoisinent les 85% si A. rabier est traité a la F6, contre 81% en
moyenne dans le cas d’un traitement du méme champignon a la F2-3 ou a la F4. Lorsqu’il
s’agit de A. pinodes, les taux sont sensiblement inférieurs comparativement a ceux notés
dans le cas de A. rabiei en s’affichant a des niveaux d’inhibition en dessous des 80% avec
plus d’efficacité de la F2-3 et de la F6. S’agissant des sous-fractions de 'extrait de L.
arabicum, les taux d’inhibition de la sporulation enregistrés laissent distinguer que d’une
part, les sous-fractions de 'extrait de cette plante inhibent moins la sporulation des deux
champignons comparativement aux sous-fractions de A. alba et de P. harmala. D’autre
part, A. rabiei s’est montré plus sensible a ces sous-fractions que A. pinodes. A ce sujet, les

taux moyens, toute sous-fraction confondue, avoisinent respectivement les 68 et 58%.

II-1-2-3. Effet des sous-fractions d’extraits sur Ia germination

Les résultats qui concernent I’étude de leffet des sous fractions d’extraits
végétaux de A. alba, de P. harmala et de L. arabicum sur le pouvoir germinatif des
pycnidiospores de A. rabiei et de A. pinodes, sont rapportés par les figures 61 et 62. L’effet
antigerminatif des sous-fractions est exprimé au taux d’inhibition de la germination (TIG)

par comparaison a des traitements témoins.

Le traitement statistique de ces résultats révele qu’ils sont tres influencés par
le facteur type de la sous-fraction qui enregistre un effet hautement significatif (P < 0,01)

et qui laisse découler ainsi des moyennes avec des écarts également significatifs, en
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revanche leffet du facteur espece fongique s’est révélé non significatif (P> 0,05), les
moyennes enregistrées dans ce sens (A. rabiei = 52,016, A. pinodes = 52,011) appartiennent
a un seul groupe. Par conséquent, il apparait clairement qu’en matiere de germination des

conidies, les deux champignons se sont comportés d’'une maniere presque semblable.

100 a
90
80
70 A
60
50 A
40 -
30 A
20 -
10 -
00 -

TIG (%) / Témoin

E'thanol

L. arabicum

Sous-fractions d'extraits

TIG : Tanx d'inhibition de la germination [ témoin, Eb : Extrait brut, Barres verticanx : Erveur Standard (SD) pour n = 5, Lettres minuscules : Groupes homogénes
issues du test de Newman-Keuls a 5%.

Figure 61 : Effet des sous-fractions d’extraits végétaux sur la germination des conidies de A. rabiei.
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Figure 62 : Effet des sous-fractions d’extraits végétaux sur la germination des conidies de A. pinodes.

Concernant Peffet des différentes sous-fractions, c’est avec celles de I’extrait de
P. harmala que les taux d’inhibition de germination des pycniospores sont les plus
importants, suivis dans I'ordre par ceux exercés par les sous-fractions de A. a/ba et de L.
arabicum. Quelque soit Pappartenance des conidies, leur germination est influencée le plus
par les sous-fractions F2-3 et F6 de P. harmala avec des taux d’inhibition moyens de 91 et

89% respectivement contre 60% avec la F4 du méme extrait.
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Quant aux sous-fractions de lextrait de A. alba, c’est la F6 qui prédomine en
réduisant le nombre de conidies germées d’un taux moyen frolant les 87% contre 68 et
66% dans le cas de la F2-3 et la F4 respectivement. Par ailleurs, les taux d’inhibition de la
germination des conidies les plus faibles sont enregistrés avec les sous-fractions de L.

arabicum, toutes sous-fractions confondues.

II-2. Discussion

La croissance et le développement d’un champignon sont tres dépendants des
conditions trophiques et environnementaux. La présence dans leur milieu de substances
antibiotiques a leur égard, peut perturber leur cycle de développement normal. Comme
pathogene de plantes, la capacité d’'un champignon a croitre et a se reproduire est une des
principales composantes de son pouvoir pathogene. A cet effet, beaucoup de méthodes
de lutte contre les maladies cryptogamiques de plantes visent a perturber ou bloquer le
cycle de développement des agents causals de maladies. La recherche de nouvelles
techniques et de nouvelles stratégies de gestion des maladies des plantes a conduit a la
mise au point d’études sur les antagonistes des agents phytopathogenes (Johnson &
Dileone, 1999 ; Bashan & De-Bashan, 2002 ; Aysan & a/., 2003). Une attention croissante
et particulicre est accordée dans se sens aux substances d’origine botaniques, en raison de
leur bioactivité avérée contre un tres grand nombre de champignons pathogenes de

plantes (O’Callaghan & a/., 2000 ; Buskov & a/., 2002).

La plupart des travaux s’intéressant a lactivité antifongique des substances
végétales, passent inéluctablement par des études zn-vitro des effets de ce genre de
substances sur la croissance et le développement des champignons phytopathogenes
avant d’accomplir des tests in-planta (Pandey & al., 2002 ; Aires & al., 2009 ; Sales & al.,
2016). Cest dans ce sens que nous avons réalis¢é des bioessais de screening -
vitro d’extraits végétaux de A. alba, A. campestris, C. arabica, L. arabicum, P. harmala, T.
garganica, . bhirsuta et T. microphylla en testant leurs effets sur la croissance, la sporulation et
la germination des pycnidiospores de A. rabiei, de A. pinodes, de P. medicaginis var. pinodella
et de A. pisi.

Des résultats obtenus, on constate que, d’'une part, les extraits bruts issus des
huit plantes suscitées, ont agi différemment sur les parametres biologiques mesurés
suivant la plante fournissant I'extrait ainsi que suivant la dose de ce dernier. D’autre part,

C’est surtout a partir de A. alba, de P. harmala et de L. arabicum que proviennent les extraits

qui ont manifesté des actions inhibitrices plus remarquables sur la croissance, la
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sporulation et la germination des conidies des champignons étudiés. A notre sens, la
diversité des especes végétales, qui appartiennent a des familles botaniques différentes,
pourrait expliquer les différences enregistrées dans leur action sur les trois parametres
mesurés. En outre, des extraits issus de plantes différentes auraient vraisemblablement des
profils phytochimiques différents, en particulier sur le plan de structure, de composition
et de contenance en substances bioactives. Par ailleurs, ’addition d’extrait au milieu de
culture du champignon a différentes doses se répercuterait directement sur la
concentration de ces substances dans le milieu, concentration a laquelle nous pourrions
imputer les différences notées, d’une dose a une autre au sein du méme extrait, en maticre

de niveaux d’actions inhibitrices.

Sesan et a/. (2015), dans des travaux de screening d’extraits végétaux obtenus
de Achillea millefolinm L., Alliwm sativwm L., Artemisia dracunculus L., Hyssopus officinalis 1.,
Mentha sp., Rosmarinus officinalis L., Satureja hortensis L., Tagetes patula L., 1 aleriana officinalis
L., testés contre Botrytis cinerea Pers., agent de la pourriture grise de plusieurs plantes
cultivées, décrivent des activités antifongiques tres variables suivant la plante d’ou
provient lextrait. A cet effet, les auteurs avancent plusieurs raisons quant a cette
variabilité, en mettant ’accent surtout sur l'origine botanique de 'extrait ainsi que sa dose
dans le milieu, du moment qu’ils influencent fortement la composition chimique des

extraits.

Dans une étude similaire, Masangwa et a/ (2013), enregistrent des
comportements tres différents de Colletotrichum lindemuthianum et Colletotrichum dematium,
respectivement agents causals de 'anthracnose de lharicot et du niébé, lorsqu’ils sont
cultivés sur des milieux contenant séparément des extraits végétaux de Ipomoea batatas,
Carica papaya, Allium  sativum, Syzyginm  cordatum, Chlorophytum comosum et Agapanthus
canlescens. Outre Torigine de lextrait, les auteurs attribuent les différences dans I'efficacité
des extraits au type de I'extrait suivant le solvant et le procédé d’extraction dans la mesure
qu’ils utilisaient plusieurs solvants et procédés dans 'obtention des extraits, alors que les
comportements distincts des deux champignons a I’égard du méme extrait, les attribuent
a leffet espece de lagent phytopathogene lui-méme. Eksteen et @/ (2001), dans des
travaux consacrés a 'étude du comportement zz-vitro de Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum,
Sclerotium rolfsit, Rhizoctonia solani, Verticillium dabliae, Botryosphaeria dothidea et Pythinm ultimum
suite a lintroduction séparée dans leur milieu de culture d’une douzaine d’extraits
végétaux, rapportent des réponses tres variées selon 'espece fongique et qu’ils 'imputent
également a la variabilité entre les genres étudiés, une variabilité qui peut étre méme
interspécifique.
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La variabilité interspécifique est une explication qui peut étre avancée afin
d’interpréter le comportement tres différent vis-a-vis des extraits, voire du méme extrait,
de A. pisi comparativement a A. rabiei, A. pinodes et P. medicaginis var. pinodella, sachant que
le comportement de ces trois dernicres especes, a pris une tendance générale tres
semblable. Beaucoup de spécialistes considérent ces espéces comme trés apparentées
(Peever, 2007 ; Chen & al., 2017) en revanche, sur le plan phylogénique, A. pisi est plus
proche a Ascochyta fabae et Ascochyta lentis (Peever & al., 2007 ; Ozkilinc al., 2015).

Le fractionnement des extraits végétaux bruts de A. alba, de P. harmala et de L.
arabicum et Pétude de Pactivité antifongique de leurs sous-fractions a I’égard de A. rabiei et
A. pinodes, nous ont permis de confirmer davantage 'efficacité de ces extraits comme
inhibiteurs de la croissance et du développement des champignons étudiés. Ce bioessai
nous a permis aussi de mettre en évidence une action antifongique plus importante
lorsqu’il s’agit de tester seul chaque groupe de phytocomposés constituant lextrait.
Excepté L. arabicum dont 'extrait brut est particulierement plus efficace que ses trois sous-
fractions a la dose utilisée, les alcaloides (F2-3), les terpenes et stérols (F4) et les
substances acides et composés phénoliques (F6), issus des extraits de A. a/ba et de P.
harmala, ont exprimé mieux leur activité que les extraits sous leur forme brute. La
coexistence de composés de différentes natures peut donner lieu a des interactions
chimiques susceptibles de diminuer leur bioactivité (Walsh, 2003 ; Jeyaseelan & /., 2011 ;
Scherf, 2011 ; Igbal & 4/, 2015).

Par ailleurs, les résultats du bioessai aux sous-fractions nous laissent supposer
que lactivité antifongique de U'extrait de P. harmala exercée sur les deux agents pathogenes
pourrait étre attribuée en premier lieu aux alcaloides de cette plantes alors que, celles de
A. alba et de L. arabicum seraient beaucoup plus liées aux substances acides et composés
phénolique dont les flavonoides. Les alcaloides et les composés phénoliques, les
flavonoides en particulier, sont largement reconnus en matiere d’activité antifongique.
Beaucoup de travaux confirment cette activité a ’égard des bactéries et des champignons

phytopathogene (Lee & al., 2004 ; Svetaz & al., 2004 ; Dzoyem & Kuete, 2013).

I1-3. Publication

Préalablement aux bioessais zz-vitro que nous venons de discuter les résultats,
un autre bioessai a été réalisé en étudiant Deffet zw-vitro des extraits végétaux
bruts des mémes plantes et I'effet de quelques sous-fractions d’extraits de 4. a/ba et de
L. arabicum, sur la croissance et la sporulation de A. pisi. Ce travail a fait 'objet de la

publication ci-apres.
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Resumen

Efecto in vitro sobre el crecimiento micelial y la esporulacién de
Ascochyta pisi Lib. de extractos crudos ocho plantas esteparias de
Argelia

Se ha estudiado el efecto de extractos crudos de ocho plantas,
gque crecen en la estepa argelina, contra Ascochyta pisi Lib., uno
de los miembros del complejo Ascochyta que causa la antracnosis
del guisante, con el objetivo de sustituirlos por fungicidas quimicos
con reconocida nocividad para el medio ambiente y la salud pu-
blica. Con este proposito, se realizo una prueba de control biolégi-
co in vitro del crecimiento y la esporulacién de A. pisi, agregando
extractos de plantas crudas o sus sub-fracciones a su medio de
cultivo. Al final de este ensayo, encontramos que los extractos de
Artemisia alba Turra, Lycium arabicum Schweinf. Ex Boiss. y
Peganum harmala Linn. registraron las mejores tasas de inhibicién
del crecimiento de patégenos, mientras que Arfemisia campestris
L. es mas efectiva contra su esporulacion.

Palabras clave: Antracnosis, Guisante, Inhibicién de crecimiento,
Esporulacién, Plantas esteparias, Extracto crudo

Abstract

This work consists of studying the effect of crude extracts of eight
plants growing in the Algerian steppe against Ascochyta pisi Lib.,
one of the members of the Ascochyta complex causing the As-
cochyta blight of pea, with the aim of substituting them for chemical
fungicides recognized for their harmfulness to the environment and
public health. For this purpose, an in-vifro biocontrol test of the
growth and sporulation of A. pisi was achieved by adding to its cul-
tural medium a crude plant extracts or their sub-fractions. At the
end of this trial, we found that the extracts of Arfemisia alba Turra,
Lycium arabicum Schweinf. Ex Boiss. and Peganum harmala Linn.
recorded the best growth inhibition rates of pathogenic whereas,
Artemisia campestris L. is more effective against its sporulation.

Key words: Ascochyta blight, Pea, Growth inhibition, Sporulation,
Steppe plants, Crude extract.
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Introduction

Ascochyta blight is the most important and most
devastating disease effecting pea (Pisum sativum
L.). It is caused by a group of fungi belonging to
the genus Ascochyta Lib., known as the As-
cochyta complex and including Ascochyta pisi
Lib., Mycosphaerella pinodes (anamorphic syn.
Ascochyta pinodes L. K. Jones) Boerema) and
Didymella pinodella (L.K. Jones) Q. Chen & L.
Cai (anam. syn. Ascochyta pinodella L. K. Jones)
(=Phoma medicaginis var. pinodella (L.K. Jones)
(Schoeny er al. 2007, Tivoli & Bannisa 2007). In
recent years, in Australian literature has cited
Phoma koolunga Davidson, Hartley, Priest,
Krysinska-Kaczmarek, Herdina, McKay & Scott
as a pathogen causing, alone or in association with
the other three species. Ascochyta blight on pea
(Davidson et al. 2009, Tran & You 2014, Ahmed
et al. 2015, Barilli et al. 2016). In Algeria, and de-
spite the presence of the three species of As-
cochyta causing Ascochyta blight, 4. pisi predom-
inates in addition to the other two species (Tadja
et al. 2009,). The disease affects peas all over the
world, including Algeria, where it causes impor-
tant losses. The lack of effective control measures
and the severity of attacks can sometimes lead to
the total destruction of crops (Fondevilla ef al.
2007). The most commonly used control methods
focus mainly on the use of chemical pesticides
(Onfroy et al. 2007), except seed treatments, these
products are not very effective in addition to their
harmful effects on the environment and the health
of the consumer.

Fungal diseases in plants can be controlled by
using fungicides. Use of fungicides may have
adverse effects including toxicity to humans and
organisms in the environment. Alternatively. bio-
logical control using natural substances may be
used against plant pathogens (Mahlo ef al. 2010).
The search for alternative solutions to the usual
chemical control methods is more than necessary.
Multiple studies on biopesticides show that some
plant-derived products can be a cure for conven-
tional plant protection problems by being effective
in controlling plant pathogens (El Guilli et al.
2009).

We have conducted this work which aims to
study the effect of some crude extracts of plants
from the Algerian steppe on the growth and sporu-
lation of A. pisi, one of the three pathogens of
Ascochyta blight of pea and we also want to a

contribution of valorization of plants which grow
naturally in the steppe in the research and the
development of new molecules of natural origin
allowing us to reduce the use of the chemical
products, whose problems with which there are
bound are well established.

Material and methods

Plant Material

The plant material constituting the source of plant
exftracts is a set of eight plants collected in the na-
tural El-Mergueb reserve located in the Hodna
Steppe (Central Algeria). These eight species be-
longing to different families and selected accord-
ing to their importance in pharmacopoeia and
popular medicine as well as their abundance
which has been visually estimated. These plant
species are: Artemisia alba Twra., Artemisia
campestris L., Cleome arabica L., Lycium ara-
bicum Schweinf. Ex Boiss., Peganum harmala
Linn., Thapsia gavganica 1., Thymelaea hirsuta
(L.) Endl., Thymelaea microphylla Coss & Dur.

The aerial parts of the steppe plants were col-
lected in the spring of 2015 and kept in the shade
to minimize photo-oxidation (Mahlo er al. 2010).
According to Ogbebor ef al (2005), the plant
material has undergone drying. Drying of the
plants was done af room temperature (about 20-23
°C) for two weeks after being examined and the
old and infected leaves were removed. Drying is
stopped when the plants are sufficiently brittle.
Once dried, the plant material is then ground into
a very fine powder using a laboratory plant
grinder. The vegetable powder obtained is stored
in paper bags in the dark until extraction.

Fungal material

The fungal material is the fungus Ascochyta pisi.
causal agent of ascochyta blight of a pea. It is iso-
lated from pea plant showing the symptoms of the
disease. The cultures used in the bioassay come
from pure and single-spore cultures to ensure
maximum genetic uniformity (Bowen et al. 1997).
CDA medium (Chickpea seed meal Dextrose
Agar) was selected as a basic culture medium.

Plant extracts and sub-fractions

The crude plant extracts were obtained in a Soxh-
let type assembly (Pretorius et al. 2002) and
whose solvent is absolute ethanol. Part of the
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crude extracts (crude extracts will show high le-
vels of inhibition of mycelial growth) are then
fractionated separately by successive washing
with HCI and NaOH solutions, Dichloromethane,
Methanol and Hexane in according to a protocol
described by William ef al., (2006). In our test, the
fractionation only concerned with L. arabicum
and 4. alba. Once the different sub-fractions have
been obtained, the solvents are then removed from
the solutions of the sub-fractions by evaporation
under reduced pressure using a rotary evaporator
(ROTAVAPOR R-210 BUCHI). The dry exfract
resulting from evaporation is then dissolved in
ethanol at a known concentration and stored at
-18 °C. to use. The sub-fractions prepared for test-
ing are detailed in Table 1.

Antifungal activity

The bioassay consists of measuring the mycelial
growth and sporulation of 4. pisi on the CDA
medium supplemented separately with plant ex-
tracts at 1.5, 3 and 6%. Mycelial growth and
sporulation are also evaluated on the same
medium supplemented with ethanol at a dose of
3% (solvent control) and on the same medium
free of plant extract and ethanol (negative con-
trol). Mycelial discs of diameter 5mm taken are
then deposited in the centre of each of Petri dish
containing the medium with or without added
plant extract. The incubation is carried out in the
room temperature at 21 °C £ 0.1.

When the growth of the fungus in the Petri
dishes of control treatment reaches the edges, the
incubation is stopped and the mycelial growth and
the number of spores per cm’ with the
MALASSEZ Hemocytometer, are then measured
in order to evaluate the effect of the extracts on
sporulation and calculate the growth inhibition
(GI) rate of the different extracts according to the
formula shown below (Dalili ef al. 2015):

Gl %=

x 100

A: The average mycelial growth in the control treatments.

B: The average mycelial growth in treatments with different
plant extracts.

In the same way with the trial with crude plant
extracts, another test is carried out by adding the
sub-fractions of plant extracts of L. arabicum and
A. alba following the same protocol and with the
same measurements carried out previously.
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Sub-fraction extraction solvent | Name of sub-fraction
HCIl and NaOH Solutions F2
Dichloromethane F4
Methanol F5
Hexane F6

Tabla 1. Descripeidn de las sub-fracciones utilizadas en el
bioensayo.

Table 1. Description of the sub-fractions used in the bioassay.

Data Analysis

All the results obtained have been statistically an-
alyzed using SAS software (SAS System 9.4, SAS
Institute Inc.). ANOVA tests are performed at the
0.05 and 0.01 levels.

Results and discussion

The results clearly show that at the end of the in-
cubation, the mycelial growth of 4. pisi was to-
tally inhibited compared to the negative control
and the solvent control at 6% of all the plant ex-
tracts tested. Except for 6% of plant extract, the
inhibition rate of growth is clearly proportional to
the dose of extract where the growth is more in-
hibited at 3% than at 1.5% of the extract in the
medium. However, at 3% of plant extract in the
medium, the highest levels of inhibition were
recorded with L. arabicum. A. alba and P. har-
mala extracts, note that in this case, the inhibition
of mycelial growth is around 98%. On the other
hand and at the same dose. the extracts from A.
campestris and T. microphylla were less effective
than the extracts cited above and recorded average
rates which oscillate around 85% (Fig. 1).

Concerning sporulation, it is to be noted that
when A. pisi is cultivated on a medium containing
6% of plant extract of any plant, does not sporu-
late contrary to the control and the cultures on
medium containing 3% of ethanol. The lowest
sporulation levels were recorded with exftract at
3%, particularly with the crude extract of A.
campestris when the medium contains 1.5% of
plant extract, the fungus could sporulate at levels
sometimes exceeding the confrols (Fig. 2).

The result of the evaluation of the inhibition
rates of the various crude plant extracts, it
appeared to us that the level of 3% of crude
extract in the medium of the fungus constitutes
the lowest effective dose where. L. arabicum and
A alba were relatively effective and their crude
extracts were then fractionated into four sub-frac-
tions mentioned.
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Figura 1. Efecto de los extractos de plantas crudas en el crecimiento micelial de 4scochyta pisi.
Figure 1. Effect of crude plant extracts on mycelial growth of 4scochyra pisi.
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Figura 2. Efecto de extractos de plantas crudas en la esporulacién de Ascochyta pisi.

Figure 2. Effect of crude plant extracts on sporulation of Ascochyta pisi.

The result of the evaluation of the inhibition rates
of the various crude plant extracts, it appeared to
us that the level of 3% of crude extract in the cul-
ture medium of the fungus constitutes the lowest
effective dose where the extracts of L. arabicum
and 4. alba were relatively effective compared to
other extracts and their crude extracts were then
fractionated into four sub-fractions that we called
F2, F4, F5, F6. In comparison, the effect of the
sub- fractions of each of the two extracts of plant
species, it seems that all the sub-fractions of A.

alba significantly inhibit (P< 0.01) the growth of
A. pisi compared to the sub -fractions of L. ara-
bicum. The statistical treatment of the results
relating to the effect of the different sub-fractions
shows a significant action of the type of extract
(P<0.01) and such results are almost similar to
those reported by Tegegne et al. (2008) in South
Africa. Unlike the effect of the type of the sub-
fraction where the differences found were not sta-
tistically significant. Numerically, F4 of L. ara-
bicum recorded the best rate of inhibition com-
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pared to other sub- fractions of the same plant
species:; nevertheless this rate remains low com-
pared to the rates recorded with all the sub-frac-
tions from 4. alba (Fig. 3).

The present bioassay, has allowed us to con-

firm the possibility of valuing some plants of the
Algerian steppe known for its phytogenetic biodi-
versity. The valuation of these naturally growing
plants, which are known for their richness in sec-
ondary metabolites such as alkaloids, phenolic
compounds and essential oils, can be an important
source of bioactive natural substances, antifungals
especially, potentially able to substitute for con-
ventional phytopharmaceutical products for the
purpose of sustainable agriculture that protects the
environment and public health.
The eight tested plants showed to be able to
inhibit in vifro mycelial growth and sporulation at
very appreciable levels. The bioassay with the
sub-fractions of 4. alba and L. arabicum further
supports their effectiveness in biocontroling the
growth of 4. pisi causative agents of Ascochyta
blight. All the observations that we have been able
to record through this study open up promising
prospects for in plant or in vivo assays in addition
to other frials including other species of
Ascochyta (P. medicaginis var. pinodella and M.
pinodes) which are also involved in Ascochyta
blight. Moreover, it is more than necessary to
deepen and push the research towards the precise
identification of the chemical substances responsi-
ble for antifungal activity.

Growth Inhibition / Control (%)
|90
0=y - 101 ]

Ethanol (3%)

L. arabicum
Sub-fractions of crude plant extracts

Figura 3. Efecto de la subfracciones de extractos de plantas
crudas sobre el crecimiento micelial de Ascochyia pist.

Figure 3. Effect of sub-fractions of crude plant extracts on myce-
lial growth of Ascochyta pisi.
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Chapitre 111 : Activité antifongique in-vivo des extraits végétaux
III-1. Résultats

ITI-1-1. Phytotoxicité des extraits végétaux

La figure 63 représente les résultats des tests de phytotoxicité des extraits
végétaux a I’égard des plantes de pois chiche et des folioles de pois. De cette figure, il
apparait clairement que, comparativement aux plantes et aux folioles des lots traités au
fongicide et celles du lot témoin, les extraits végétaux de A. alba et de P. harmala,

appliqués a une dose de 6%, ne présentent aucune toxicité apparente.

A. alba P. barwzala

T érmroin

Fongicide (Awistar-Top™)

A. alba

Fongicide (Amistar-Top™) Terroir

Figure 63 : Phytotoxicité des extraits végétaux. haut : sur pois, bas : sur pois chiche
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I1I-1-2. Bioessai sur pois

Ce bioessai est réalisé dans le but de tester zz-vivo les extrait végétaux bruts de
A. alba et de P. harmala sur ascochytose, provoquée artificiellement sur des folioles de
pois. L’efficacité de ces extraits comme traitement anti-ascochytique préventif et/ou
curatif est jugée a travers I’évaluation de leurs effets a différentes doses sur la durée
d’incubation et la durée de latence des agents causals ainsi que sur la sévérité de la

maladie.

II1-1-2-1. Effet des extraits bruts sur Ia durée d’incubation des pathogénes

Partant du moment de I'inoculation des folioles, la durée d’incubation des
agents causals de I'ascochytose du pois a savoir A. pinodes, P. medicaginis var. pinodella et A.
pisiy pris ensemble, a été mesurée dans les lots subissant le traitement aux extraits
végétaux, dans le lot témoin solvant (éthanol) ainsi que dans le lot témoin (lot de folioles

inoculées). Les résultats des ces mesures sont détaillés dans la figure 64.

Statistiquement, le temps de traitement comme facteur étudié et son
interaction avec le facteur type de traitement, n’ont pas eu d’influence significative sur la
durée d’incubation des agents phytopathogenes (P> 0,05). Quelque soit le traitement,
cette durée ne varie que tres sensiblement entre les traitements précédant I'inoculation
d’une part et ceux qui la succeédent d’autre part. Contrairement au facteur temps de
traitement, le facteur type traitement a joué un réle significatif (P < 0,05) en départageant
les moyennes des durées d’incubation suivant le traitement appliqué aux folioles du pois.
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Figure 64 : Effet des extraits végétaux bruts sur la durée d’incubation des pathogenes sur pois
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Avec des traitements effectués avant inoculation ou apres, extrait brut de P.
barmala a 6% semble étre le plus efficace en allongeant la durée d’incubation par rapport
au témoin de plus de 22 hpi (heure post-inoculation) en moyenne, avec un traitement a la
meéme dose avec Uextrait de A. a/ba, la durée d’incubation se trouve allongée de plus de 13
hpi. S’agissant des traitements appliqués a 3%, I'augmentation de la durée d’incubation
oscille entre un peu plus de 10 hpi pour Pextrait de P. harmala et plus de 8 hpi pour celui
de A. alba. En ce qui concerne les traitements a la dose 1,5%, touts extraits confondus, la
durée d’incubation des pathogeénes ne varie que trés peu voire pas comparativement a

celle enregistrée avec le traitement témoin.
IT1-1-2-2. Effet des extraits bruts sur Ia durée de latence des pathogénes

La durée de latence des champignons phytopathogeénes inoculés sur folioles du
pois a ¢été également mesurée en partant de I'inoculation jusqu’a ce que les premicres
propagules reproductives (pycnides) soient apparues. La durée de latence est déterminée
pour l'ensemble des traitements appliqués aux folioles en tenant compte le temps
d’application des traitements. Les différentes durées de latence enregistrées suivant le type
et le temps du traitement sont rapportées dans la figure 65.
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Figure 65 : Effet des extraits végétaux bruts sur la durée de latence des pathogenes sur pois

Contrairement aux durées d’incubation, les durées de latence semblent étre
affectées par le temps d’application des traitements. Les variations notées a ce sujet, aussi
faibles qu’elles soient, sont significatives sur le plan statistique (P < 0,05). De méme, ces

durées sont apparues également dépendantes du facteur type de traitement qui a exercé un
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effet significatif sur leur variation suivant le traitement pratiqué (P < 0,05). Toutefois,

I'interaction entre le temps et le type de traitement n’a pas eu d’effet significatif (P > 0,05).

Par traitement, c’est aussi avec 6% d’extrait de P. harmala et celui de A. alba
que les durées de latence durent plus longtemps qu’avec le traitement témoin.
L’allongement de la latence des pathogenes dans ce sens est respectivement de I'ordre de
13 et 11 hpi en moyenne. Quant aux autres traitements, les différences enregistrées

comparativement au témoin restent tres infimes.

II1-1-2-3. Effet des extraits bruts sur Ia sévérité de Ia maladie

La sévérité de I'ascochytose sur folioles du pois, exprimée en DI (Disease
Index), a été évaluée au 18¢me jour apres inoculation ou dpi (day post-inoculation) pour
I'ensemble des traitements. Les résultats relatifs a cette évaluation sont représentés dans la
tigure 66. De cette figure, il y a lieu de noter que des traitements a 3 et a 6% d’extraits de
P. harmala et de A. alba réduisent la sévérité de 'ascochytose, particuliecrement a 6%. En
revanche, les niveaux sont presque identiques pour le reste des traitements, quelque soit le
temps de leur application, les différences entre une application de traitements avant
inoculation ou apres sont statistiquement insignifiantes (P > 0,05). Par ailleurs, il est clair
que pour les deux temps, le type de traitement a influencé significativement la sévérité de

I'ascochytose (P < 0,01).

Excepté le niveau nul de la maladie dans le cas d’un traitement fongicide
conventionnel (Figure 67), les extraits végétaux ont agi différemment suivant leur origine
botanique et la dose a laquelle sont appliqués. A ce sujet, 'effet sur la sévérité de la
maladie est proportionnel a la dose au sein du méme extrait dans la mesure ou un
traitement a 6% d’extrait végétal s’avere plus efficace que des traitements a des doses de 3
ou 1,5%. Par ailleurs, les niveaux de sévérité enregistrés dans le cas des traitements avec
Pextrait de P. harmala restent inférieurs a ceux issus des traitements avec extrait de .A. a/ba

quelque soit la dose.

Comparativement au traitement témoin inoculé, la sévérité de I’ascochytose
est réduite de plus de 23% en moyenne, si les folioles du pois sont traitées, avant ou apres
inoculation, avec lextrait de A. a/ba a une dose de 3% contre une réduction moyenne
s’approchant de 55%, si cet extrait est appliqué a 6%, néanmoins, avec une dose de 1,5%,
les niveaux de réduction de la sévérité de la maladie sont insignifiants. Quant aux
traitements avec extrait de P. harmala, 1a sévérité s’est trouvée réduite de 15 et de 36%,
respectivement a des traitements de 1,5 et 3% d’extrait. En revanche, les taux de
réduction enregistrés dans le cas d’un traitement a une dose de 6% de cet extrait, variaient
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entre 58 et 70%, respectivement a des traitements réalisés avant et apres inoculation des
folioles.
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Figure 66 : Effet des extraits végétaux sur la sévérité de ’ascochytose sur folioles détachées pois.

Figure 67 : Effet des extraits végétaux sur les symptomes de I'ascochytose sur folioles de pois.
Du hant en bas et de ganche a droite : A. alba 1,5, 3, 6% ; P. harmala 1,5, 3, 6% ; Fongicide ; Ethanol ;
Témoin inoculé, Témoin non inoculé.
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I1I-1-3. Bioessai sur pois chiche

Contrairement au bioessai sur pois, les tests sur pois chiche sont réalisés sur
des plantes enticres. L’effet des extraits végétaux bruts, comme traitement contre
I'ascochytose, est évalué sur les durées d’incubation et de latence de .A. rabie: et sur la

sévérité de la maladie exprimée en DI (Disease Index).
I11-1-3-1. Effet des extraits bruts sur Ia durée d’incubation du pathogéne

I’évaluation de la durée d’incubation de .A. rabiei suivant les différents
traitements appliqués aux plantes de pois chiche avant ou apres inoculation, a permis de
noter les résultats illustrés ci-apres dans la figure 68. L’analyse statistique de ces résultats a
montré que les variations de la durée d’incubation du pathogene ne dépendent que du
type de traitement, pour lequel l'effet exercé est significatif (P < 0,01) alors que, leffet du
facteur temps ainsi que son interaction avec le facteur type de traitement s’est avéré non

significatif (P > 0,05).
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Figure 68 : Effet des extraits végétaux bruts sur la durée d’incubation du pathogene sur pois chiche

Indépendamment du temps de traitement, il y a lieu de signaler quelques
allongements dans la durée d’incubation de .A. rabie; comparativement au témoin. Un
traitement aux extraits végétaux de P. harmala et de A. alba a une dose de 6%, a pu
allonger cette durée de 21 et 7,5 hpi respectivement. Lorsque les extraits de ces deux
especes végétales sont appliqués a une dose de 3%, les écarts par rapport au témoin
diminuent mais, ils restent toujours supérieurs, si les plantes de pois chiche sont traitées

avec extrait de P. barmala que dans le cas d’un traitement avec celui de A. A/ba. En effet,
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la durée d’incubation enregistre une augmentation avoisinant les 14 hpi sous 'action de
Pextrait de P. harmala contre 5 hpi avec celui de A. a/ba. Néanmoins, pour des traitements

a 1,5% d’extrait végétal, la durée d’incubation du pathogene ne varie que tres légerement.

II1-1-3-2. Effet des extraits bruts sur Ia durée de latence du pathogéne

Les résultats de I’évaluation de la durée de latence de A. rabiei, sont illustrés
dans la figure 69. L’analyse de ces résultats montre que le comportement du pathogene
en matiere de durée de latence est globalement semblable quelque soit le temps auquel les
plantes de pois chiche sont traitées. A cet effet, traiter les plantes avant inoculation ou
apres, semble sans effet significatif sur la durée de latence (P > 0,05). En revanche, cette

durée a significativement varié d’un type de traitement a un autre (P < 0,01).
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Figure 69 : Effet des extraits végétaux bruts sur la durée de latence du pathogene sur pois chiche

Pareillement a la durée d’incubation, des traitements a une dose de 6%
d’extrait influencent plus la durée de latence que le reste des traitements. Cette durée a
enregistré un allongement de plus de 8 hpi, dans le cas d’un traitement a U'extrait de P.
harmala contre 7 hpi si le traitement est a 'extrait de A. a/ba. Quant aux doses de 3 et

1,5%, les variations enregistrées restent tres faibles.
I11-1-3-3. Eftfet des extraits bruts sur la sévérité de Ia maladie

La figure 70, illustre les résultats d’étude de P'effet des extraits végétaux bruts
sur la sévérité de I'ascochytose sur pois chiche, évaluée a 18 dpi. Ces résultats expriment
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les niveaux de sévérité dans le cas ou les traitements sont effectués avant inoculation des
plantes de pois chiche ainsi que ceux ou les plantes sont traitées apres inoculation.
Lanalyse statistique de ces résultats montre que le facteur temps de traitement et son
interaction avec le facteur type de traitement n’ont pas eu de rdle significatif sur les
niveaux de la sévérité de la maladie (P> 0,05). Par contre, les différences enregistrées
suite a la comparaison des niveaux de sévérité, issus des différents traitements, sont dues a

un effet significatif du facteur traitement (P < 0,01).

Tout d’abord, il faut signaler que contrairement a tous les traitements, les
plantes de pois chiche subissant un traitement fongicide conventionnel restent indemnes
de maladie (Figure 71). En ce qui concerne les autres traitements, la tendance générale des
niveaux de la sévérité de I'ascochytose est globalement superposable a celle suivie dans
Pessai sur folioles de pois. Cependant, I'effet exercé par les extraits de P. harmala et de A.
alba restent tres tributaire et proportionnel a la dose. L’ascochytose, a cet effet est moins

prononcée a fortes doses qu’aux faibles doses d’extrait.
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Figure 70 : Effet des extraits végétaux sur la sévérité de ’ascochytose sur pois chiche.

Tenant compte de lorigine botanique de I'extrait, des différences notables sont
enregistrées entre les deux extraits végétaux, particulicrement aux doses de 3 et 6%. Par
rapport aux plantes du lot témoin inoculé, un traitement avec 3% d’extrait de A. alba,
diminue la sévérité de la maladie de 24% s’ est appliqué avant inoculation et de 21%,
dans le cas ou ce traitement la succede. Respectivement, les taux de diminution sont de

lordre de 33 et 37% avec un traitement a la méme dose de 'extrait de P. harmala, alors

129



Résultats et Discussion Activité antifongiqne in-vivo des exctraits végétanx

qua 6% d’extrait, les taux enregistrés sont a 57 et 61% pour I'extrait de 4. alba et de 66 et

68% lorsqu’il s’agit d’un traitement a 'extrait de P. harmala.

Figure 71: Effet des extraits végétaux sur les symptomes de

P’ascochytose sur pois chiche.

Du haut en bas et de ganche a droite : A. alba 1,5, 3, 6% ; P. harmala 1,5, 3, 6% ;
Fongicide ; Ethanol ; Témoin inoculé, Témoin non inocule.
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ITI-2. Discussion

Les résultats des bioessais zn-vivo ou in-planta, viennent confirmer ceux des
bioessais réalisés zn-vitro. Aux conditions de déroulement des tests, le traitement des
folioles de pois et des plantes de pois chiche avec des extraits végétaux bruts de P. harmala
et A. alba, semble affecter notablement les parametres épidémiologiques mesurés ainsi
que la sévérité de la maladie. L’allongement que nous avons constaté dans les durées
d’incubation et de latence des agents causals, s’est répercuté directement sur les niveaux
de sévérité de l'ascochytose, provoquée artificiellement, d’autant plus que les niveaux de
sévérité de la maladie les plus bas sont enregistrées lorsque les folioles du pois et les

plantes du pois chiche subissent un traitement a 6% d’extraits végétaux.

La durée d’incubation d’un agent phytopathogene, définie comme étant le
délai entre 'inoculation ou la contamination et ’apparition des premiers symptomes d’une
part et la durée de latence qui est le temps écoulé entre I'inoculation et la genése de
nouvelles propagules reproductives d’un pathogene d’autre part, sont considérées en
pathologie végétale comme les principales composantes d’une épidémie, particulierement
polycyclique (Suffert & Thompson, 2018), telle est le cas de I'ascochytose des
légumineuses ou cinq a dix cycles secondaire peuvent se succéder en une seule saison de
culture (Strange & Scott, 2005 ; Madden & /., 2007). Suffert & Thompson (2018) en
suggérant que ces durées doivent étre considérées en heures (hpi) et non pas en jours
(dpi), avancent par ailleurs, que leur prolongement de quelques heures impacte
aussitot l'intensité et lincidence d’une maladie ainsi que le développement

spatiotemporelle d’'une épidémie.

Les effets inhibiteurs des extraits provenant de P. harmala et de A. alba ou de
leurs sous-fractions sur la croissance, la sporulation et la germination des conidies,
expliquent a notre point de vue, 'allongement des durées d’incubation et de latence et la
faiblesse des niveaux de sévérité de I'ascochytose sur pois et pois chiche comparativement
aux témoins. Une sévérité faible de la maladie manifeste moins de symptomes foliaires et
des tailles relativement faibles de taches nécrotiques ce qui offre a la plante héte plus de
surface photosynthétique et plus de vigueur par conséquent. Dans une étude évaluant
Ieffet de I'intensité des symptomes et les dimensions des taches nécrotiques sur 'activité
photosynthétiques des stipules de pois, Roger et a/ (1998) rapportent que pour une
sévérité d’ascochytose notée 1 et 2 sur 5, lactivité photosynthétique est réduite de 7-18%
et de 13-35% par rapport a 'activité d’une stipule saine. Pour des notes de 3 et 4, les taux
de réduction de lactivité photosynthétique des stipules nécrosées oscillaient entre 55 et

90%. Tivoli et Banniza (2007), schématisent le développement ¢épidémiologique de
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I'ascochytose des légumineuses comme une course entre le développement de la plante
hoéte et celui de I'agent causal de la maladie. Une croissance, une germination de conidies
et une sporulation faibles et/ou tardives, se manifestent directement sur la sévérité d’une
maladie, suite a un déclenchement tardif et un nombre réduit de cycles épidémiques
(Tivoli & al., 20006 ; Suffert, 2017). Parallelement, une sévérité moins prononcée offre a la
plante hote la possibilité de se développer plus rapidement que 'agent pathogene en

acquérant au fil du temps plus de résistance a la pression de la maladie.

Comparativement aux traitements témoins, les plantes de pois chiche et les
folioles du pois, traitées aux extraits végétaux ont résisté relativement mieux a la maladie,
résistance qui s’est manifesté par des niveaux faibles de sévérité. Excluant le facteur
variétal, puisque la lignée du pois chiche et la variété du pois, objets de I’étude sont
connues pour étre tres sensibles a 'ascochytose, la résistance a la maladie, enregistrée n’est
due, a notre sens qu’a leffet des traitements appliqués. Basandrai et /. (2007) et Schoeny
et al. (2007), rapportent que, outre les facteurs environnementaux et les facteurs
intrinseques propres a chaque pathogene, les durée d’incubation et de latence sont tres
liées au niveau de résistance de la plante hote. Les composantes de la résistance d’une
plante hote comprennent, en plus de sa capacité a retarder ou a allonger les périodes
d’incubation et de latence du pathogene, une résistance a I'infection (diminution de la
germination, formation ou pénétration d’appressorium), une période infectieuse réduite
(durée de la sporulation) et une intensité réduite de la production de spores (quantité de

spores par unité de temps). (Onfroy et 4/, 2007).

La littérature rapporte que dans des conditions de température et d’humidité
propices au développement d’une épidémie ascochytique, les durées d’incubation de A.
rabiei (Trapero-Casas & Kaiser, 1992) et de A. pisi (Heath & Wood, 1969) sont de 5 jours
ou 120 heures contre 1a 2 jours (24 a 48 heures) pour A. pinodes (Roger & al. 1999a),
Onfroy et a/. (1999), sans qu’ils donnent une durée d’incubation précise pour P. medicaginis
var. pinodella, ils relatent qu’elle est plus longue que celle de A. pinodes. S’agissant des
périodes de latence, elles sont de 3 a 4 jours ou 72 a 96 heures pour A. pinodes (Roger &
al., 1999a), de 5 a 6 jours (120 a 144 heures) pour A. rabiei (Trapero-Casas & Kaiser, 1992)
et de 10 jours (240 heures) pour A. pisi (Heath & Wood, 1969).

En analysant ces données, il parait que, dans les conditions de nos essais, les
durées enregistrées concernant I'incubation et la latence des trois especes du complexe
ascochyta, inoculés ensemble aux folioles du pois, auraient vraisemblablement dues a
Pactivité de A. pinodes, étant donné que ses périodes sont moins longues que celles des

deux autres especes du complexe pathogene causant ascochytose du pois et de surcroit,
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I'ensemble des spécialiste consideére cette espece comme la plus agressive et la plus

importante parmi les trois.

Tres peu de travaux se sont consacrés a I’étude de leffet des substances
extraites de végétaux sur les Ascochyta spp. et sont plus rares encore ceux s’intéressant aux
effets zn-vivo de ce type de substances. Néanmoins, il a lieu de citer quelques essais
concluant et qui viennent a notre point de vue corroborer les résultats de nos essais.
Pretorius et a/. (2002) rapportent entre autres, des taux d’inhibition 7#-vitro de la croissance
de A. pinodes de l'ordre de 85 = 4% suite a I'introduction dans le milieu de culture du
champignons de 2% d’extrait brut de Ewucomis antummnalis (Mill.) Chitt., plante de la famille
des Liliaceae originaire de I’Afrique du sud. Les mémes auteurs lorsqu’ils ont testé cet
extrait a différentes doses dont celle suscitée, sur des folioles détachées de pois inoculées
avec A. pinodes, ils constatent qu’identiquement a un fongicide conventionnel, ce
traitement, soit appliqué avant inoculation des folioles ou apres, inhibe complétement
I'apparition des symptoémes ou de taches nécrotiques caractéristiques de I'ascochytose et
avancent que cet effet est du a 'action anti-germinative compléte des pycniospores du
pathogene. Tegegne et o/ (2008) rapportent également qu’un traitement avec un extrait
brut de Agapanthus africanus (L..) Hotfmanns (Awmaryllidaceae) a 2% réduit significativement
la taille des lésions nécrotiques provoquées par A. pinodes sur folioles de pois qu’il soit

appliqué avant ou apres.

Concernant A. rabiei et 'ascochytose du pois chiche, la littérature ne cite pas
d’études réalisées a I’échelle zn-vivo, en revanche, dans un essai zz-vitro, Jabeen et Javaid
(2010) enregistrent un taux d’inhibition de la croissance de A. rabiei de 64% en moyenne
lors que ce champignon est cultivé dans un milieu contenant 5% d’extrait aqueux des
racines de Sygygium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae) alors que Pextrait éthanolique ne I'inhibe
en moyenne que de 32%. Par ailleurs, Jabeen et a/ (2011) rapportent que sur un milieu de
culture contenant 5% d’extrait méthanolique des feuilles de Melia azedarach 1.. (Meliaceae)
ou l'une de ses sous-fractions hexanique ou chloroformique, les taux d’inhibition de la
croissance radiale de A. rabiei sont comparables a ceux enregistrés sur un milieu contenant

du Mancozebe et oscillant entre 43 et 57%.

Que se soit a I’échelle zz-vitro ou a 1’échelle zn-vivo, les modes d’action des
extraits végétaux bruts ou de leurs sou-fractions sont rarement discutés. Cependant
certaines études avancent que ce genre de traitement intervient comme promoteur ou
stimulateur des systemes de défense et des barricres chimiques déployées par les plantes
en réponse aux agressions biotiques, c’est le cas de 'extrait éthanolique de la réglisse,

Glyeyrrhiza glabra (Fabaceae) qui d’apres Scherf et al (2012), agit de deux fagons
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complémentaires, 1'une directe sur Pseuxdoperonospora cubensis, agent du mildiou du
concombre, 'autre est indirecte en stimulant la défense de la plante hote. D’autres études,
attribuent et lient directement le mode d’action des extraits végétaux et leurs sous-
fractions a celui des métabolites secondaires qu’ils les constituent. Ces métabolites, dont la
plupart d’entre eux agissent plausiblement en inhibant la germination des spores, la
croissance ou la sporulation des agents phytopathogenes suite a leur action au niveau
cellulaire. Cette action peut étre soit directe lorsqu’elle se manifeste par un effet
fongitoxique ou par interférence et perturbation des échanges transmembranaires, soit
indirecte quand il s’agit dune induction ou d’une élicitation de la synthése des

phytoalexines et des PR-Proteins (Stangarlin & al., 1999).

En décrivant le mode d’action des extraits végétaux au niveau métabolique,
Khan et Nasreen (2010) relatent qu’il peut s’agir d’une action inhibitrice de la synthese des
constituants de la paroi de la cellule fongique ou d’un effet inhibiteur d’enzymes telles
que, la catalase qui sert a détoxifier le H2O2 ou encore les cellulases secrétées par les

champignons et dont I’action cellulolytique est nécessaire a I'invasion des tissus végétaux.
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L’ascochytose est 'une des contraintes phytosanitaires qui s’opposent le plus
au développement des cultures des légumineuses alimentaires dans tous les pays
producteurs y compris I’Algérie. La complexité épidémiologique de la maladie (la
multiplicité des sources d’inoculum primaire, le caractere polycyclique des épidémies) et
I'absence de variétés résistantes font que les recours aux traitements chimiques restent

encore les moyens le plus efficaces en maticre de lutte anti-ascochytique.

En dépit des interventions multiples pendant une seule saison de culture, des
couts €élevés des traitements chimiques et les risques d’apparition de souches résistantes de
pathogenes, I'exigence du consommateur, de plus en plus ressentie, d’une alimentation
saine et exempte de résidus de produits phytosanitaires et la nocivité avérée de ces
derniers vis-a-vis de 'environnement et de la santé publique, orientent les recherches vers
la nécessité de la mise en pratique de modeles agroécologiques de production intégrant a
la fois la productivité agricole et la protection de la santé de ’homme et la préservation de
la faune et de la flore. C’est dans cette démarche que nous avons inscrit nos travaux qui
visent indissociablement la recherche d’alternatives naturelles et inoffensives aux
traitements phytosanitaires conventionnels en matiere de lutte contre I'ascochytose des
légumineuses d’une part et la valorisation de ressources phytogénétiques locales d’autre

patt.

Beaucoup de travaux sont consacrés a I’étude de Peffet d’extraits végétaux sur
des champignons phytopathogenes et la majorité de ces études se limitent souvent aux
effets zn-vitro sur la croissance mycélienne et non pas sur la sporulation et la germination
des conidies fongiques que les spécialistes considerent comme plus importantes d’un
point de vue épidémiologique. Toutefois, trés peu de travaux se sont intéressés aux effets
de ce type de produits a égard des Ascochyta spp., ceux étudiant 'action antifongique -

planta sont encore plus rares.

Les résultats de I'ensemble des bioessais effectués, particulicrement ceux
effectués zn-vivo, viennent démontrer davantage que les substances d’origines botaniques,
surtout celles issues du métabolisme secondaires des végétaux, sont douées d’activité ou
d’action biologique susceptible d’étre exploitée comme traitement antifongique. A cet
effet, Artemisia campestris 1. et Peganum harmala Linn., plantes poussant spontanément dans
la steppe du Hodna (Algérie), s’averent intéressantes comme especes aptes a faire valoir
en tant que sources disponibles et accessibles de phytocomposés présentant une activité

antifongiques.
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Les extraits éthanoliques bruts issus de ces deux especes végétales ainsi que
leurs alcaloides, leurs terpenes et stérols et leurs composés phénoliques se sont nettement
démarqué des autres plantes testées en exercant a échelle zz-vitro et a 'échelle in-vivo ou in-
planta, sous les conditions propres a nos bioessais, une activité anti-ascochytique notable,
quoique il est tres tot de ce prononcer définitivement quant a leur substitution aux
produits chimiques déja utilisés.

Un profilage phytochimique plus profond et une détermination précise des
molécules responsables de T'activité antifongique sont a envisager préalablement aux
¢tudes des modes d’action et aux études toxicologiques. Des essais sous des conditions de
plein champ, des essais de traitement de semences visant I'inoculum séminicole et des
essais étudiant leffet de ces extraits sur les téléomorphes sont impérativement a prévoir
dans des projets futurs qui permettront, une fois concluants, la conception de

biofongicides a base d’extraits ou de molécules issues de ces plantes.

Malgré que ces produits botaniques n’auront peut étre pas la méme efficacité
que celle des fongicides de synthese, il sera beaucoup plus question de produits aptes a
étre intégrés dans une stratégie globale de gestion de I’ascochytose qui doit conjuguer
également la mise en pratiques de techniques culturales, I'utilisation ou I'exploitation des
ressources de résistances variétales et la réduction, autant que possible, de l'utilisation
d’intrants chimiques en vue de produire mieux et de manicre propre, durable et éco-

responsable tout en respectant les limites écologiques et socioéconomiques.
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Annexe 1: ANOT A des résultats de Peffet des extraits bruts sur la croissance.

o Ascochyta rabiei

Source de Variation S.CE |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.
Variation Totale 47581,04 | 149 | 319,336

Variation Facteur 1 : Traitement | 37273,05| 9 |4141,451|1297,106 | 0,000%*

Variation Facteur 2 : Dose 3540,469 | 2 |1770,234| 554,439 | 0,000%*

Variation Interaction F1*F2 6384,371 | 18 | 354,687 | 111,088 | 0,000**

Variation Résiduelle 383,141 | 120 3,193 1,787 14,80%

o Ascochyta pinodes

Source de Variation S.CE |DDL| C.M. TEST F P E.T. C.V.
Variation Totale 5833443 | 149 | 391,506

Variation Facteur 1 : Traitement | 44003 55| 9 |4889,283 | 168,352 0,000%*

Variation Facteur 2 : Dose 4184414 | 2 2092207 | 72,041 | 0,000%*

Variation Interaction F1*F2 6661,418 | 18 | 370,079 | 12,743 | 0,000%*

Variation Résiduelle 3485,047 | 120 | 29,042 5389  |39,43%

o Phoma medicaginis 1 ariation pinodella

Source de Variation S.CE |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.
Variation Totale 60431,86 | 149 | 405,583

Variation Facteur 1 : Traitement | 49712,86 | 9 5523,65 | 1917,99 | 0,000%*

Variation Facteur 2 : Dose 3615,035| 2 |1807,518| 627,629 | 0,000%*

Variation Interaction F1*F2 6758,379 | 18 | 375,466 | 130,374 | 0,000%*

Variation Résiduelle 34559 | 120 2,88 1,697 11,24%

o Ascochyta pisi

Source de Variation S.CE |DDL| C.M. TEST F P E.T. C.V.
Variation Totale 183770,3 | 149 |1233,357

Variation Facteur 1 : Traitement | 1538192 9 |17091,02 | 1774,85 0,000%*

Variation Facteur 2 : Dose 20570,55| 2 |1028527 | 1068,094 | 0,000%*

Variation Interaction F1*F2 8224938 | 18 | 456,941 | 47,452 | 0,000%*

Vatiation Résiduelle 1155,547 | 120 9,63 3,103 | 4,58%

Annexe 2 : ANOI A des résultats de 'effet des extraits bruts sur la sporulation.

o A rabie:
Source de Variation SCE |DDL| CM. | TESTF P E.T. C.V.
Variation Totale 47488,39 | 149 | 318,714
Variation Facteur 1 : Traitement 42401,5 9 4711,277 | 1578,011 0,000%*
Variation Facteur 2 : Dose 3028,715| 2 | 1514,357| 507,224 | 0,000**
Variation Interaction F1*F2 1699,91 | 18 | 94439 | 31,632 | 0,000%*
Variation Résiduelle 358,27 | 120 2,986 1,728 4,18%

ANOVA : Analyse de variance ; F : Factenr; SCE : Somme des carrés des écarts; DDL. : Degré de liberté ;
Test F : Test Fischer; P : Probabilité ; ET : Ecart-type ; CV": Coefficient de variation ; ** : Hantement significatif ;
* : Sugnificatif ; NS : Non significatif.
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o A pinodes
Source de Variation S.CE |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.
Variation Totale 30613,7 | 149 | 205,461
Variation Facteur 1 : Traitement | 27023 67| 9 3002,63 | 728,937 0,000%*
Variation Facteur 2 : Dose 2097,451 | 2 | 1048,726 | 254,595 | 0,000**
Variation Interaction F1*¥F2 998,273 18 55,46 13,464 0,000%*
Vatiation Résiduelle 494303 | 120 | 4,119 2,03 5,86%

o P. medicaginis Variation pinodella

Source de Variation S.CE |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.

Variation Totale 25113,13 | 149 | 168,545

Variation Facteur 1 : Traitement | 2343429 | 9 2603.81 | 1688,263 | 0,000%*

Variation Facteur 2 : Dose 844,877 | 2 | 422,439 | 273,901 | 0,000%*

Variation Interaction F1*F2 648,891 18 36,049 23,374 0,000%*

Variation Résiduelle 185,076 | 120 | 1,542 1,242 3,56%
o A pisi

Source de Variation S.CE |DDL| C.M. TEST F P E.T. C.V.

Variation Totale 111622,9 | 149 | 749,147

Variation Facteur 1 : Traitement | 3022543 | 9 | 3358381 | 1449,946 | 0,000%*

Variation Facteur 2 : Dose 54368,18 | 2 |27184,09 | 11736,45 | 0,000%*

Variation Interaction F1*F2 26751,34 | 18 |1486,186 | 641,645 | 0,000%*

Variation Résiduelle 277,945 | 120 | 2,316 1,522 | 4,81%

Annexe 3 : ANOT/A des résultats de ’effet des extraits bruts sur la germination.

o . rabie

Source de Variation S.CE |DDL| C.M. TEST F P E.T. C.V.

Variation Totale 108556,5 | 149 | 728,567

Variation Facteur 1 : Traitement 71716 9 7968,444 | 2045308 |  0,000%*

Variation Facteur 2 : Dose 18861,83 | 2 |9430,914 | 2420,688 | 0,000%*

Variation Interaction F1*F2 17511,12| 18 | 972,84 | 249,705 | 0,000%*

Variation Résiduelle 467,516 | 120 | 3,896 1,974 | 9,87%
o A pinodes

Source de Variation S.C.E |DDL C.M. TEST F P E.T. C.V.

Variation Totale 103487,6 | 149 | 694,547

Variation Facteur 1 : Traitement | 76604,21 9 |8511,579 | 2805,774 | 0,000%*

Variation Facteur 2 : Dose 13363,16 | 2 | 6681,578 | 2202,529 | 0,000%*

Variation Interaction F1*F2 13156,16 | 18 | 730,898 | 240,935 | 0,000%*

Variation Résiduelle 364,031 | 120 | 3,034 1,742 | 7,78%

o P. medicaginis Variation pinodella
ANOVA : Analyse de variance ; F : Factenr; SCE : Somme des carrés des écarts; DDL. : Degré de liberté ;
Test F : Test Fischer; P : Probabilité ; ET : Ecart-type ; CV": Coefficient de variation ; ** : Hantement significatif ;
* : Sugnificatif ; NS : Non significatif.
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Source de Variation S.CE |DDL| C.M. TEST F P E.T. C.V.

Variation Totale 64094,09 | 149 | 430,162

Variation Facteur 1 : Traitement | 32370,68 | 9 |3596,743 | 1034,143 | 0,000%*

Variation Facteur 2 : Dose 16176,6 | 2 |8088,301 | 2325564 | 0,000%*

Variation Interaction F1¥F2 1512945 | 18 | 840,525 | 241,669 | 0,000%*

Variation Résiduelle 417359 | 120 | 3,478 1,865 | 11,52%
o A pisi

Source de Variation S.C.E |DDL C.M. TEST F P E.T. C.V.

Variation Totale 100697,8 | 149 | 675,824

Variation Facteur 1 : Traitement 68739,09 9 7637,677 | 1301,891 0,000

Variation Facteur 2 : Dose 163902 | 2 |8195,098 | 1396,907 | 0,000%*

Variation Interaction F1¥F2 1486455 | 18 | 825,809 | 140,764 | 0,000%*

Variation Résiduelle 703,992 | 120 | 5,867 2,422 [10,46%

Annexe 4 : ANOV/ A des résultats de I’effet des sous-fractions

sur la croissance.

o A rabie
Source de Variation S.CE |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.
Variation Totale 5752733 | 69 | 833,729
Variation Facteur : Traitement | 5731854 | 13 |4409,119 | 1182,584 | 0,000%*
Variation Résiduelle 208,789 | 56 3,728 1,931 3,56%
o . pinodes
Source de Variation S.C.E |DDL C.M. TEST F P E.T. C.V.
Variation Totale 5394542 | 69 | 781,818
Variation Facteur : Traitement 5370952 | 13 |4131,501 | 980,762 0,000%
Variation Résiduelle 235902 | 56 4213 2,052 | 3,72%

Annexe 5 : ANOT A des résultats de Peffet des sous-fractions

sur la sporulation.

o A rabies

Source de Variation S.C.E |DDL C.M. TEST F P E.T. C.V.

Vatiation Totale 2200041 | 69 | 318,847

Variation Facteur : Traitement 2187235 | 13 |1682,488 | 735,707 0,000%*

Variation Résiduelle 128,066 | 56 2,287 1,512 7,25%
o A pinodes

Source de Variation S.CE |DDL| C.M. TEST F P E.T. CV.

Variation Totale 9779,855 | 69 | 141,737

Variation Facteur : Traitement 9684,204 | 13 | 744,939 | 436,132 0,000+

Variation Résiduelle 95,651 | 56 1,708 1,307 | 8,58%

Annexe 6 : ANOV A des résultats de P’effet des sous-fractions sur la germination.

o A rabiei

ANOVA : Analyse de variance ; F : Factenr; SCE : Somme des carrés des écarts; DDL. : Degré de liberté ;
Test F : Test Fischer; P : Probabilité ; ET : Ecart-type ; CV": Coefficient de variation ; ** : Hantement significatif ;
* : Sugnificatif ; NS : Non significatif.
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Source de Variation S.CE |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.

Variation Totale 65214,76 | 69 | 945,142

Variation Facteur : Traitement 64916,82 | 13 |4993,602| 938,592 0,000%*

Variation Résiduelle 297,938 | 56 5,32 2,307 | 4,43%
o A pinodes

Source de Variation S.C.E |DDL C.M. TEST F P E.T. C.V.

Variation Totale 57907,39 | 69 | 839,238

Variation Facteur : Traitement 57756,43 | 13 |4442.803 | 1648,174 | 0,000%*

Variation Résiduelle 150,953 | 56 | 2,696 1,642 | 316%

Annexe 7 : ANOT A des résultats de Peffet des extraits sur la durée d’incubation.

o A rabiei/ pois chiche

Source de Variation S.CE |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.
Variation Totale 2490979 | 47 53
Variation Facteur 1 : Traitement | 2428,646 | 7 346,95 | 260,212 | 0,000%*
Variation Facteur 2 : Temps 6,75 1 6,75 5,063 0,02988*
Variation Interaction F1*F2 12,916 7 1,845 1,384 0,2455N8
Variation Résiduelle 42,667 32 1,333 1,155 0,88%
o [ ¢ complexe ascochyta/ pois

Source de Variation S.CE |DDL| CM. TESTF P E.T. C.V.
Variation Totale 2695479 | 47 | 57,351

Variation Facteur 1 : Traitement | 2615729 | 7 373,676 | 191,834 | 0,000%*

Variation Facteur 2 : Temps 4,688 1 4,688 2,406 | 0,12684Ns

Variation Interaction F1*¥F2 12,729 7 1,818 0,934 | 0,49532Ns

Variation Résiduelle 62,333 | 32 1,948 1,396 | 2,34%

Annexe 8 : ANOT/ A des résultats de Peffet des extraits sur la durée de latence.

o A rabiei/ pois chiche

Source de Variation S.CE |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.

Variation Totale 694,745 47 14,782

Variation Facteur 1 : Traitement | 651,703 7 93,1 88,491 0,000**

Variation Facteur 2 : Temps 5,005 1 5,005 4,758 | 0,06079 N8

Variation Interaction F1*¥F2 437 7 0,624 0,593 | 0,75769Ns

Variation Résiduelle 33,667 32 1,052 1,026 0,68%
o [ e complexe ascochyta/ pois

Source de Variation S.C.E |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.

Variation Totale 1131,87 | 47 24,082

ANOVA : Analyse de variance ; F : Factenr; SCE : Somme des carrés des écarts; DDL. : Degré de liberté ;
Test F : Test Fischer; P : Probabilité ; ET : Ecart-type ; CV": Coefficient de variation ; ** : Hantement significatif ;
* : Sugnificatif ; NS : Non significatif.
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Variation Facteur 1 : Traitement | 1078,245| 7 154,035 | 111,603 | 0,000%*

Variation Facteur 2 : Temps 7,922 1 7,922 5,74 0,02154*

Variation Interaction F1*¥F2 1,536 7 0,219 0,159 0,99NS

Variation Résiduelle 44,167 32 1,38 1,175 1,10%

Annexe 9 : ANOV/A des résultats de Peffet des extraits sur la sévérité (DI) de

I'ascochytose.

o Sur pois chiche

Source de Variation S.CE |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.
Variation Totale 5,468 59 0,093
Variation Facteur 1 : Traitement 5,408 9 0,601 498,617 0,000%*
Variation Facteur 2 : Temps 0 1 0 0,232 0,63756N8
Variation Interaction F1*F2 0,012 9 0,001 1,104 | 0,38231NS
Variation Résiduelle 0,048 40 0,001 0,035 6,07%
o Surpois

Source de Variation S.CE |DDL| CM. TEST F P E.T. C.V.
Variation Totale 6,467 59 0,11

Variation Facteur 1 : Traitement 6,397 9 0,711 636,439 0,000%*

Variation Facteur 2 : Temps 0,004 1 0,004 3,73 0,05762Ns

Variation Interaction F1*F2 0,022 9 0,002 2,172 0,04503*

Variation Résiduelle 0,045 40 0,001 0,033 6,18%

ANOVA : Analyse de variance ; F : Factenr; SCE : Somme des carrés des écarts; DDL. : Degré de liberté ;
Test F : Test Fischer; P : Probabilité ; ET : Ecart-type ; CV": Coefficient de variation ; ** : Hantement significatif ;
* : Sugnificatif ; NS : Non significatif.
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Annexe 10 : Comparaison des moyennes de la croissance mycélienne.

o A rabiei

TRAITEMENTS | GROUPES HOMOGENES | TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
P. harmala 6% A T. hirsuta 6% H|1
A. alba 6% T. garganica 6% 1
P. harmala 3% A. campestris 1,5% I
A. alba 3% T. microphylla 3% 1
P. harmalal,5% T. hirsuta 3% 1
A. campestris 6% T. garganica3% 1
L. arabicum 6% T. garganica 1,5% 1
L. arabicum 3% F C. arabica 6% 1
A. alba 1,5% F T. hirsuta 1,5% I
L. arabicum 1,5% F C. arabica 3% 1
A. campestris 3% F C. arabica 1,5% 1
Ethanol F T. microphylla 1,5% 1
T. microphylla 6% Témoin 1

o A pinodes

TRAITEMENTS | GROUPES HOMOGENES TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
A. alba 6% A T hirsuta 6% E
P. harmala 6% A L. arabicum 1,5% E
A. alba 3% A. campestris 1,5% E
P. harmala 3% T. microphylla 3% E
P. harmala 1,5% T. garganica 3% E
A. campestris 6% T. microphylla 1,5% E
A. alba 1,5% C. arabica 6% E
L. arabicum 6% C. arabica 3% E
A. campestris 3% E | T hirsuta 1,5% E
L. arabicum 3% E | T hirsuta 3% E
Ethanol E | C. arabica 1,5% E
T. garganica 6% E | Témoin E
T. microphylla 6% E |T. garganica 1,5% E
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o P. medicaginis var. pinodella

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES TRAITEMENTS | GROUPES HOMOGENES
P. harmala 6% A T. garganica 6% J | K

P. harmala 3% T. garganica 3% K| L

A. alba 6% C A. campestris 1,5% L|M

A. alba 3% D T. microphylla 3% L|M|N

P. harmala 1,5% C. arabica 6% M|N|O

A. alba 1,5% T. hirsuta 1,5% M|N|O

L. arabicum 6% G | T. hirsuta 6% N|O|P
A. campestris 6% H T. microphylla 1,5% N|O|P
A. campestris 3% T. garganica 1,5% N|O|P
L. arabicum 1,5% ] T. hirsuta 3% N[O|P
Ethanol ] C. arabica 3% O|P
T. microphylla 6% J C. arabica 1,5% O|P
L. arabicum 3% ] Témoin P

o A pisi

TRAITEMENTS | GROUPES HOMOGENES | TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
P. harmala 6% A T. hirsuta 3% C | D
A. alba 6% A A. campestris 3% D
L. arabicum 6% A T. microphylla 3% D
T. garganica 6% A T. garganica 1,5%
L. arabicum 3% A L. arabicum 1,5% F
A. campestris 6% A B A. alba 1,5% F
T. hirsuta 6% A B T. microphylla 1,5% G
T. microphylla 6% A B C. arabica 1,5% G
C. arabica 6% A B A. campestris 1,5% G
A. alba 3% B C P. harmala 1,5%
C. arabica 3% C T hirsuta 1,5% I
T. garganica 3% C Ethanol ]
P. harmala 3% C Témoin K
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Annexe 11 : Comparaison des moyennes de la sporulation.

o A rabiei

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES | TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
C. arabica 1,5% T. microphylla 6% ]
Témoin A. alba 1,5% 1
T. hirsuta 1,5% O A. campestris 1,5% 1
Ethanol O | N P. harmala 6% A
T. microphylla 1,5% O | N A. alba 6% B
C. arabica 3% N P. harmala 3% C
T. microphylla 3% N L. arabicum 6% C
T. garganica 1,5% M A. alba 3% D
T .hirsuta 3% L P. harmala 1,5% E
T. hirsuta 6% K L. arabicum 3% F
C. arabica 6% K L. arabicum 1,5% F
T. garganica 3% K A. campestris 6% G

T. garganica 6%

A.

campestris 3%

o A pinodes
TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES | TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
C. arabica 1,5% 1 T. microphyllaylla 6% G
Témoin I H T. garganica 6% G
T. hirsuta 1,5% I H A. alba 1,5% F
T. garganica 1,5% H L. arabicum 1,5% F
T. hirsuta 3% H A. campestris 3% F|E
C. arabica 3% H A. campestris 6% E
T. microphylla 1,5% H L. arabicum 3% D
Ethanol H P. harmala 1,5% C
C. arabica 6% H A. alba 3% C
T. hirsuta 6% H L. arabicum 6% C
T. microphyllaylla 3% G A. alba 6% C
T. garganica 3% P. harmala 3% B

A. campestris 1,5%

P.

harmala 6%
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o P. medicaginis var. pinodella

TRAITEMENTS | GROUPES HOMOGENES | TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
Témoin K T. hirsuta 6% H
C. arabica 1,5% J T. garganica 6% H
Ethanol J A. campestris 3% G
T. garganica 1,5% J A. alba 1,5% F
C. arabica 6% J A. campestris 6% F
C. arabica 3% J L. arabicum 1,5% E
T. microphylla 1,5% A. alba 3% D
T. garganica 3% L. arabicum 3% C
A. campestris 1,5% P. harmala 1,5% C
T. hirsuta 1,5% A. alba 6% C
T. microphylla 3% L. arabicum 6% C
T. microphylla 6% P. harmala 3% B
T. hirsuta 3% P. harmala 6% A

o A pisi

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES TRAITEMENTS | GROUPES HOMOGENES
A. campestris 1,5% M A. alba 3% E
T. garganica 1,5% T. microphylla 3% E
L. arabicum 1,5% K L. arabicum 3% D
T. hirsuta 1,5% A. campestris 3% C
Témoin H P. harmala 3% C
Ethanol H A. alba 6% B
C. arabica 1,5% H T hirsuta 6% B A
T. microphylla 1,5% H T. microphylla 6% A
A. alba 1,5% T. garganica 6% A
T. garganica 3% C. arabica 6% A
C. arabica 3% F P. harmala 6% A
P. harmala 1,5% A. campestris 6% A
T. hirsuta 3% L. arabicum 6% A
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Annexe 12 : Comparaison des moyennes de la germination des pycnidiospores.

o A rabiei
TRAITEMENTS | GROUPES HOMOGENES TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
P. harmala 6% A T. microphylla 3%
A. alba 6% B T. hirsuta 3% K
P. harmala 3% C L. arabicum 1,5% K L
A. alba 3% D A. campestris 1,5% K L
A. campestris 6% E T. garganica 3% K L
L. arabicum 6% E T. garganica 1,5% K L
A. campestris 3% E C. arabica 6% K L
T. garganica 6% F Ethanol K L
P. harmala 1,5% G | T hirsuta 1,5% K L
L. arabicum 3% H C. arabica 3% K L
T. microphylla 6% I Témoin L
T. hirsuta 6% 1 C. arabica 1,5% L
A. alba 1,5% I T. microphylla 1,5% L

o A pinodes

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
P. harmala 6% A L. arabicum 1,5% 1
A. alba 6% B T. microphylla 3%
P. harmala 3% C A. campestris 3% K
L. arabicum 6% D A. alba 1,5% K
L. arabicum 3% E T. hirsuta 3% K
A. alba 3% E A. campestris 1,5% L
P. harmala 1,5% E T. microphylla 1,5% L M
T. garganica 6% F C. arabica 6% L M
T. microphylla 6% C. arabica 3% L M
T. garganica 3% Ethanol L M
A. campestris 6% H T. hirsuta 1,5% M
T. garganica 1,5% I C. arabica 1,5% M
T. hirsuta 6% I]] Témoin M
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o P. medicaginis var. pinodella

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
A. alba 6% A T. hirsuta 3% K
P. harmala 6% B P. harmala 1,5% K
P. harmala 3% C A. alba 1,5% K L
A. alba 3% A. campestris 1,5% L M
L. arabicum 6% D | E L. arabicum 1,5% L M
T. garganica 6% E | F T hirsuta 1,5% L M
L. arabicum 3% F T. microphylla 1,5% L M
A. campestris 6% G | C. arabica 6% M
T. microphylla 6% | H Ethanol M
T. microphylla 3% I T. garganica 1,5% M
T. hirsuta 6% I C. arabica 3% M
A. campestris 3% I C. arabica 1,5% M
T. garganica 3% J Témoin M

o A pisi

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
P. harmala 6% T. garganica 3% 1
A. alba 6% T. microphylla 3% 1
P. harmala 3% B T. microphylla 1,5% J
A. alba 3% C A. alba 1,5% J
A. campestris 6% D T. hirsuta 1,5% K
P. harmala 1,5% E L. arabicum 1,5% K
L. arabicum 6% E T. garganica 1,5% K
T. garganica 6% E A. campestris 1,5% K

A. campestris 3%

C. arabica 3%

T. hirsuta 6%

Ethanol

T. hirsuta 3%

C. arabica 6%

L. arabicum 3%

C. arabica 1,5%

T. microphylla 6%

Témoin
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Annexe 13 : Comparaison des moyennes de la durée d’incubation des pathogénes.

o A. rabiei/ pois chiche

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
P. harmala 6% A
P. harmala 3% B
A. alba 6% C
A. alba 3% D
P. harmala 1,5%
A. alba 1,5%
Ethanol

Témoin

m ||

o L e complexe ascochyta/ pois

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
P. harmala 6% A
A. alba 6% B
P. harmala 3% C
A. alba 3% D
P. harmala 1,5%
Ethanol

A. alba 1,5%

Témoin

esl Nesl Neshies!

Annexe 14 : Comparaison des moyennes de la durée de latence des pathogénes.

o A rabiei/ pois chiche

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
P. harmala 6% A
A. alba 6% B
P. harmala 1,5%
Ethanol

A. alba 1,5%
Témoin

P. harmala 3% D
A. alba 3% D

elielielle

o e complexe ascochyta/ pois

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES
P. harmala 6% A

A. alba 6% B

P. harmala 3% C

A. alba 3% C

P. harmala 1,5%
A. alba 1,5%
Ethanol

Témoin

vliviiviiviiv/




Annexes

Annexe 15 : Comparaison des moyennes de la sévérité de 'ascochytose.

o Sur pois chiche

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES

Témoin Inoculé A

Ethanol B

A. alba 1,5% B

P. harmala 1,5% C

A. alba 3% D

P. harmala 3% E

A. alba 6% F

P. harmala 6% G

Témoin Non Inoculé

Fongicide

o Surpois

TRAITEMENTS GROUPES HOMOGENES

Témoin Inoculé Traité Avant

Témoin Inoculé Traité Apres

A. alba 1,5% Traité Avant

Ethanol Traité Avant

Ethanol Traité Apres

A

A. alba 1,5% Traité Apres

T || F |

P. harmala 1,5% Traité Avant

P. harmala 1,5% Traité Apres C

A. alba 3% Traité Apres D

A. alba 3% Traité Avant D

P. harmala 3% Traité Avant

oS!

P. harmala 3% Traité Apres E

A. alba 6% Traité Apres F

A. alba 6% Traité Avant

ws|

P. harmala 6% Traité Avant F

P. harmala 6% Traité Apres G

Fongicide Traité Avant

Témoin Non Inoculé Traité Apres

Fongicide Traité Apres

Témoin Non Inoculé Traité Avant

anl Jusl Jusll an




	1 Page garde.pdf
	2 Préamb.pdf
	3 Dédicace.pdf
	4 Remerciements.pdf
	5 Résumé.pdf
	6 Arabe.pdf
	7 Abstract.pdf
	8 Liste des tableaux et figures.pdf
	9 TABLE DES MATIERES.pdf
	10 Introduction Générale.pdf
	11 Page de garde Première partie.pdf
	12 Bib Chap I.pdf
	13 Bib Chap II.pdf
	14 Page de garde deuxième partie.pdf
	15 Matériel et Méthodes Cap 1.pdf
	16 Matériel et Méthodes Cap 2.pdf
	17 Matériel et Méthodes Cap 3.pdf
	18 Matériel et Méthodes Cap 4.pdf
	19 Matériel et Méthodes Cap 5.pdf
	20 Page de garde troisième partie.pdf
	21 Résultats et Discussion Chap 1.pdf
	22 Résultats et Discussion Chap 2.pdf
	23 Publication.pdf
	24 Résultats et Discussion Chap 3.pdf
	25 Page de garde Conclusion.pdf
	26 Conclusion et perspectives.pdf
	27 Page de garde REF BIB.pdf
	28 REF BIB.pdf
	29 Page de garde Annexes.pdf
	30 Annexe ANOVA.pdf
	31 Annexe Comp Moy..pdf



