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INTRODUCTION

Les légumineuses alimentaires a grosses graines occupent une place importante dans
I’alimentation humaine dans le monde et en Algérie, en raison de leurs caractéristiques
nutritionnelles, agro-économiques particuliéres, de leurs faibles exigences culturales et enfin,

de leur capacité d’adaptation a des conditions pédoclimatiques difficiles (G.R.A.M, 1997).

Parmi les cultures de légumineuses les plus importantes dans le monde, le pois chiche « Cicer

arietinum L. » occupe la troisieme place apres le haricot et le pois (Saxena, 1992).

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

Les variations de la production de pois chiche d’une année a I’autre sont dues principalement
aux stress biotiques et abiotiques. En effet, les maladies sont la contrainte majeure de
I’amélioration de rendements, dont plus de 70 agents pathogénes ont été rapportés sur le pois

chiche dans différentes régions du monde (Morjane et Harrabi, 1995).

Dans les pays du pourtour méditerranéen, les légumineuses a grosses graines sont confrontées
a de nombreux problémes phytosanitaires dont les plus dommageables sont causés par des
champignons.

En Algérie, I’anthracnose causée par Ascochyta rabiei, est la maladie la plus redoutable sur la
culture de pois chiche, suivie par la fusariose causée par Fusarium oxysporum f. sp. Ciceris
(Bouznad et al., 1998).Ces deux pathogenes, constituent une menace pesante sur la culture de
pois chiche, et sont considérés comme les plus importants facteurs limitant de la production

de pois chiche dans les différentes régions du monde (Jiménez-Gasco et al., 2004).

La fusariose est rapportée pour la premiére fois par Bouznad et al. (1990) est considérée
parmi les maladies les plus importantes du pois chiche. Plusieurs moyens de lutte sont utilisés
pour lutter contre cette maladie. Les fongicides sont le moyen de lutte le plus utilise, les
inconvénients de cette méthode sont généralement néfastes sur le consommateur et
I’environnement. Le moyen de lutte le plus intéressent contre cette maladie reste 1’utilisation
de cultivars résistants, toutefois cette méthode est limitée par la grande variabilité

pathologique du pathogéne. La lutte biologique peut offrir ainsi, des potentialités de contrble
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des maladies ou certains agents antagonistes sont capables de contréler des maladies afin de

limiter 1’utilisation des fongicides (Hanson et Howell, 2002).

L’objectif de ce travail est une approche a la lutte biologique et consiste a 1’étude de « 1’effet
in vitro de deux isolats de Trichoderma », isolés a partir de la rhizosphére (sol) et du végétal
(partie aérienne de pois chiche), sur le développement du pathogéne Fusarium oxysporum f.
sp. Ciceris.
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1. Le pois chiche

1.1. Historique et origine

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est parmi les premieres légumineuses a graines
domestiquées par 1’homme depuis I’antiquité (Van Der-Maesen, 1987). Le pois chiche est
originaire du Moyen-Orient, plus précisement du Sud-Est de la Turquie et de la Syrie
(Saxena, 1984). Au cours de sa domestication, le pois chiche semble avoir connu plusieurs
centres de diversification, dont le plus ancien serait le plateau Anatolien (Van Der-Maesen,
1984). 11 s’est rapidement disséminé dans le monde pour devenir une culture importante des

environnements subtropicaux et mediterranéens (Muehlbauer et Rajesh, 2008).

Cette culture a reussi a conquérir plusieurs régions du monde dont la partie septentrionale de
I’Afrique. Ainsi, ’Afrique du nord constitue un centre de diversité important pour cette
espéce (Zine-Zikara et al., 2015).Cette plante est bien adaptée aux régions semi arides
(Guignard et al., 2005).

En Algérie, le pois chiche a toujours occupé la deuxieme place apreés la feve, sa culture est
située dans I’Est a Skikda, Guelma (zone littoral et sublittoral) et Mila (plains intérieurs).Dans
I’ouest du pays elle est cultivée principalement a Tlemcen et Sidi Bel Abbas (Zaghouane,
1997 ; Hamadache, 2000), sa production représente 351178 quintaux en 2014 avec un
rendement qui demeure assez faible (MADR, 2015).

1.2. Taxonomie de Cicer arietinum

Le pois chiche appartient au genre Cicer a la classe des Dicotylédones, a la sous-classe des
Dialypétales, l'ordre des rosales, famille de Fabaceae, la sous-famille des Papilionaceae,
Regne : Plantae et a la section Monocicer (BOCK, 2009 ; Yadav et al., 2007; Staginnus et al.,
1999 ; Singh et Diwakar, 1995; Moreno et Cubero, 1978).

Le genre Cicer comprend 43 especes, 9 annuelles et 34 vivaces. Les espéces sauvages de
Cicer les plus étroitement apparentées a Cicer arietinum sont les annuelles Cicer reticulatum
Ladiz, et Cicer echinospermum P.H. Davis. Cicer reticulatum est une espece rare originaire
de Turquie, est parfois considérée comme une sous-espéce de Cicer arietinum ; sur les plans
morphologique, biochimique et caryologique, ils sont trés semblables et s’hybride sans
probleme (Bejiga et al., 2006).
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1.3.  Morphologie de la plante

Le pois chiche est une plante annuelle de 30 a 70 cm de haut (Fig.1). Cependant, des types de
haute taille mesurant plus de 1 m sont cultives dans certaines régions de la Russie. La plante
possede un systéeme radiculaire profond. Elle est considérée comme étant bien adaptée aux
régions seches (Street et al., 2008).

Les Feuilles sont alternes (Chekroun, 2011) et composées de 7 a 15 folioles ovales et
dentelees (Fig.1-B). Les faces inferieurs des feuilles sont couvertes par un duvet formé de
poils unis et pluricellulaires (Saxena, 1984 ; Brun et al., 1988), la fleur est bisexuée constituée
des organes reproducteurs males et femelles.

La corolle est de type papilionacé tres zygomorphe, solitaires ou en grappe de deux fleurs
(Leport et al., 2006; Chekroun, 2011).La pétale supérieur est trés dominante (Chekroun,
2011).

Les gousses mesurent 8 a 41 mm de long et 6 a 15 mm de large (Fig.1-C). Chaque gousse
contient généralement 2 graines. Le poids de 100 graines varie entre 7,5 et 68 g. On distingue
deux principales catégories de pois chiche, selon la taille et la forme de la graine : le type
« Desi », aux petites graines marron foncé et a I’enveloppe rugueuse (Fig.2-B). Les plantes
sont buissonnantes a folioles et fleurs relativement petites, & tiges contenant des pigments
d’anthocyane violacés et a fleurs d’un bleu violet (Bejiga et al., 2006 ; Street et al., 2008).

Le deuxieme type est nommeé le type « Kabuli », aux graines plus grandes de couleur blanche
créme et a I’enveloppe plus lisse (Fig.2-A). Ce type de pois chiche possede une croissance

érigée et a fleurs blanches et tolere le froid (Bejiga et al., 2006 ; Chekroun, 2011).
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Figure 1. Morphologie de la plante de pois chiche. (A) Vue d’ensemble d’un champ de pois
chiche ; (B) Feuilles composees de pois chiche ; (C) Gousses jeunes vertes ; (D) Fleur mauve de

Cicer arietinum

Desighickpea

Figure 2. Types de pois chiche. (A) Kabuli et (B) Desi (Bunyamin, 2015)
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1.4. Propriétés nutritionnelles du pois chiche

Le pois chiche, comme toutes les légumineuses, est un aliment naturellement riche en
protéines végétales, et comme tous les aliments végétaux il ne contient pas de cholestérol
(Anonyme 3, 2016).

Le pois chiche renferme 18 a 30 % de son poids en protéines. De teneur intéressante en
matiére grasse, il est tres bien pourvu en fibres et en minéraux en particulier en Calcium et
Chlore. De plus, il offre une quantité importante de vitamines B1, B2 et B9. Le pois chiche

s’intégre bien aux régimes végétariens (Charly, 2008).

Les principaux acides gras qui le composent, sont : acide linoléique, acide oléique, acide
palmitique, et acide stéarique. Le pois chiche est aussi riche en leucine et en lysine qui sont

des acides aminés essentiels (Bejiga et al., 2006).

Tableau 1. Valeur nutritionnelle moyenne pour (100 g) de pois chiche (Ciqual, 2013 in
Boukraa, 2016)

Composés Quantité Composés Quantité
Apport énergétique 1288Kj Provitamine A 0180mg,
Fibres alimentaires 15,59 Vitamine B1 0,518mg
Protides 18,69 Vitamine B2 0,134mg
Eau 8,779 Vitamine B9 0,340mg
Cendre totales 2,949 Vitamine C 5,1mg
Glucides 44,39 Vitamine K 0,264mg
g?glrggn ilffg Calcium 124mg
Lipides 5,929
Acide linoléique 2593mg
Arginine 1480mg Chlore 80mg
Histidine 530mg

1.5.  Importance économique du pois chiche dans le monde et en Algeérie

La consommation moyenne annuelle des algériens en pois chiche est estimée a 7 kg par
personne soit un besoin de 250 000 tonnes par ans, alors que la production ne dépasse pas les
50 000 tonnes induisant un déficit de 200 000 tonnes (Benabdeli et al., 2010).

Durant cette période, I’Inde représentait entre 60 a 70 % de la production mondiale. Les pays
du sous-continent indien, ainsi que 1’ Australie, produisent surtout du pois « Desi », alors que

le Canada produit a la fois du « Desi » et du « Kabuli ».
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Les autres pays produisent surtout du « Kabuli ». En moyenne, la production mondiale est
constituée de 75 % de « Desi » et 25 % de « Kabuli ». La production de « Kabuli » est plus

dispersée (Anonyme 1, 2006).

En 2016 1I’Australie premier exportateur mondial de ce légume sec, a atteint une production
record de 1,2 million de tonnes, soit une hausse de 21%, selon le ministére australien de
I'Agriculture. Cette production est exportée principalement vers 1’Inde, le Pakistan et le
Bengladesh (Le figaro et AFP, 2016).

Tableau 2. Production du pois chiche en Algérie (2010-2014) (MADR, 2015)

Année Wilaya Superficie (ha) Production (q)
A.Temouchent 6120 58300
2010 Tlemcen 5228 42000
Mascara 3200 30070
Total Algérie 25525 234737
A.Temouchent 6795 57575
2011 Tlemcen 5319 40000
Mascara 2700 22530
Total Algérie 27734 240512
A.Temouchent 8 080 66280
2012 Tlemcen 5620 39100
Mascara 2460 24450
Total Algérie 30562 276750
Tlemcen 5350 73000
2013 A.Temouchent 6195 66270
Mascara 2400 25000
Total Algérie 29320 349802
Tlemcen 7200 73500
2014 A.Temouchent 6 490 56526
Mascara 2640 31700
Total Algérie 33295 351178

B Europe

O Afrique

O Asie

O Les Amériques

B Occanie

Figure 3. Pourcentage de production du pois chiche par continent en 2013 (FAO, 2016)
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1.6. Caractéristiques agronomique

Le pois chiche est capable de fixer I’azote atmosphérique grace a une relation
symbiotique avec Rhizobium ciceris. Il participe ainsi a fertiliser les sols
pauvres, particulierement dans les zones arides et les terres marginales en Afriques et en Asie
(Saxena, 1990), selon Tawaha et al., (2005) le pois chiche ne nécessite pas un grand taux de
phosphate, ce qui lui permet de croitre sur les sols calcaires trés répandus dans les pays
méditerranéens ; il permet en conséquence de réduire I’utilisation des engrais chimiques
onereux et néfastes pour I’environnement (David et Khan, 2001). La culture du pois chiche
est pratiquée en rotation avec le mais ou le blé surtout dans les zones arides et semi-arides

et les terres sablonneuses non irriguées (Winch, 2006).
1.6.1. Exigences édapho-climatiques

- Température : Les graines du pois chiche germent a une température optimum entre 28 a
33°C (Singh et Diwakar, 1995), mais elles peuvent germer entre 10 et 45°C (Singh et
Diwakar, 1995). La plante est adaptée au climat intermédiaire, la température optimale exigée
varie entre 18°C et 29°C le jour et 20°C la nuit (Girrard, 1985). Cette plante souffre dans les
environnements chauds (35°C) jour et (18°C) nuit (Lopez-Bellido et al., 2004).

- Eau : Peu de besoins en eau, résistant assez bien au stress hydrique, le pois chiche ne
demande qu’une pluviométrie moyenne (Singh et Diwakar, 1995; Singh et Bushan, 1979). Sa
consommation en eau a été estimée entre 110 et 240 mm par an pour produire des rendements
en grains allant de 9 a 30 gx / ha (Singh et Bushan, 1979).

- Lumiére: Le pois chiche est une plante de jour long, mais fleuri dans toutes les
photopériodes. La plus part des légumineuses a grains sont des plantes qui préferent le soleil

et réagissent a I’ensoleillement en fournissant un grand rendement (Vincent et Gregory,

1986).

- Sol : Le pois chiche se cultive dans différents types de sols (Babar et al., 2009; Khan et al.,
2009; Yusuf et al., 2002), mais il semble gu'il préfére les sols meubles, profonds, plus ou
moins argileux avec une bonne capacité de rétention (Singh et Diwakar, 1995; Moolani et
Chandra, 1970).
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1.7. Les principales maladies du pois chiche

Les maladies pouvant affecter le pois chiche regroupent plus de cinquante espéeces (Nene et
al., 1991). Le regne viral et le regne bactérien sont peu représentés alors que la dominance

du régne fongique est indéniable (Nene et al., 1996).
1.7.1. Maladies virales

Les maladies virales les plus dévastatrices sont causées par: Le CCDV (Chickpea
Chlorotic Dwarf Virus) du pois chiche et le virus de I’enroulement des feuilles de pois
(Horn et al., 1995).

1.7.2. Maladies bactériennes

Parmi les maladies bactériennes, on peut citer I’anthracnose bactérienne causée par:

Xanthomonas campestris pv. cassiae (Nene et al., 1996).
Pseudomonas andropogonis (Smith) Stapp.

1.7.3. Nématodes

Des attaques au niveau des nceuds racinaires peuvent étre provoquees par Meloidogyne
incognita et Pratylenchus thornei

1.7.4. Maladies cryptogamiques

Parmi les maladies observées sur la culture du pois chiche en Algérie, 1’anthracnose causée
par Ascochyta rabiei est la maladie la plus fréqguemment rencontrée et celle qui cause plus
des dégats (Zikara-Zine et Bouznad, 2007).

Le pois chiche est aussi sensible a la pourriture grise causée par Botrytis cinerea, dans

certains pays tempérés et subtropicaux (Davidson et al., 2004).

Le flétrissement, causé par les champignons du genre Fusarium, est considéré parmi les
maladies les plus importantes sur pois chiche ou des prospections réalisées dans les
différentes régions du pays, ont révélé la forte présence de cette maladie (Bouznad et al.,
1990). Dans le Nord-Ouest du pays 20 a 45 % des champs prospectés sont affectés par la
fusariose du pois chiche (Maatougi, 1996).
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De méme la fusariose du pois chiche, causée principalement par Fusarium oxysporum, est

surtout présente dans les sols lourds et les sols mal drainés (Anonyme 2, 2011).
2. La fusariose vasculaire

Les Fusarium sont des champignons ubiquistes dans les sols, certains d’entre eux sont
pathogenes et responsables des fusarioses vasculaires qui entrainent des pertes économiques
considérables sur un grand nombre de légumineuse (Belabid et al., 2000). Les especes de
Fusarium provoquent des maladies qui entrainent des pertes économiquement importantes
comme le flétrissement vasculaire (Fravel et al., 2003). Le Fusarium oxysporum est capable
de survivre pendant plusieurs années dans les conditions les plus défavorables, en absence de
plante héte (Kommesdhal et al., 1970).

2.1. Taxonomie

Le Fusarium oxysporum appartient aux Hyphomycétes (champignons imparfaits, Fungi
imperfectif), La forme imparfaite (anamorphe) est caractérisée par un mycelium septé. Les
conidies sont hyalines généralement unicellulaires sur des conidiophores libres (Lepoivre,
2003). C’est un Deutéromycéte. Ses hyphes sont septes et ramifiés. Les micro-conidies
ovales, droites, ou incurvées sont portées par des conidiophores courts ou latéralement par les
hyphes (Benfreha, 2008).

2.2. Présentation de la maladie

La fusariose est répandue presque dans toutes les régions de culture du pois chiche, et
provoque des pertes de rendement qui peuvent atteindre les 100% (Landa et al., 2004), elle
peut étre aussi I’un des facteurs limitant majeur de la productivité du pois chiche (Haware et
al., 1996). La fusariose du pois-chiche est surtout présente dans les sols lourds et les sols mal
drainés des terres de basse altitude. Elle est principalement causée par Fusarium oxysporum
(Anonyme 2, 2011).

2.2.1. Symptomatologie

La maladie se manifeste par un flétrissement, partiel ou total, suivi d’un jaunissement et d’un
dessechement de la plante. Lorsque le pied de la tige est sectionné, on observe un
brunissement au niveau des vaisseaux attaqués (Nasraoui, 2000). Les gousses des plantes du
pois chiche malades apparaissent normales, mais les graines sont genéralement plus petites,

froissées et décolorées (Pande et al., 2007). Selon le type de symptémes, deux pathotypes sont
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décrits chez le F. oxysporum. Le 1° pathotype est responsable d’un jaunissement foliaire
progressif avec un brunissement des tissus vasculaires et une mort tardive des plants. Le 2™
pathotype est responsable du flétrissement en induisant une chlorose sévére et rapide avec un
brunissement des tissus vasculaires et une mort précoce des plants (Trapéro-Casas et Jiménez-
Diaz, 1985).

Figure 4. Symptémes de la fusariose vasculaire du pois chiche. (A) Symptomes de jaunissement
et flétrissement du plant entier ; (B) Symptémes sur le collet montrant un brunissement en
coupe longitudinale (Cunnington, 2009)

2.2.2. Cycle de vie

Le F. oxysporum est un parasite tellurique doué d'une vie saprophytique. Par ces organes de
résistance, les chlamydospores, il est capable de survivre pendant plusieurs années dans les
conditions les plus défavorables (Haware et al., 1986). Les plantes peuvent étre infectées a
travers les racines par les blessures ou au moment de la formation des racines latérales
(Agrios, 1988).

Le mycélium peut se développer dans l'espace intercellulaire des racines pour atteindre les
tissus vasculaires. En se développant, le mycélium produit les microconidies. La prolifération
de la croissance mycélienne dans les vaisseaux conducteurs provoque le flétrissement et la
mort de la plante (Klein et Correll, 2001).

La fusariose se développe dans les tissus en décompositions, visiblement présentant des
sporodochies sur la partie inférieure de la plante. Les spores sont dispersées par le mouvement
de plantes elles-mémes, par le vent et I'eau (Agrios, 1988). Généralement, l'infection débute
par la germination des chlamydospores, le tube germinatif s'introduit a travers I'épiderme du
systeme radiculaire induit par conséquent une pourriture racinaire par sécrétion des enzymes
pectolytique (Gupta et al., 1986).
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Figure 5. Cycle biologique de Fusarium oxysporum

2.3. Meéthodes de lutte

2.3.1. Lutte culturale

Les méthodes de lutte culturale contre les maladies fongiques en générale concernent toutes
les actions culturales qui peuvent créer des conditions défavorables aux pathogénes et
favorables aux plantes. Parmi ces actions, la destruction (ramasser ou brdler) des repousses et
des hétes alternatifs qui peuvent former des réservoirs de pathogenes durant la saison ou la
culture est absente, est une action importante qui réduit le niveau d’inoculum primaire.
L’interruption du cycle biologique de certains pathogénes est possible par la destruction de
leurs hotes secondaires comme dans le cas des rouilles (Nasraoui, 2008).

Selon Chérif et al., (2007) l'utilisation des semences non infectées ou traitées pour prévenir
I’infection du pois chiche durant la saison de croissance. Aussi, I'avancement de la date de
semi du pois chiche du début de printemps vers la fin de I’hiver empéche le développement

épidémique du flétrissement et minimise la séverité de la maladie (Navas-Cortes et al., 1998).
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2.3.2. Lutte chimique

Les fongicides appliqués en pulveérisation ou en saupoudrage sur les plantes sont utilisés pour
lutter contre les maladies fongiques. L’application de fongicides selon la famille chimique
peut étre preventive ou curative. Les fongicides sont également utilisés en traitement des
semences et en traitement du sol. Leur inconvénient reste cependant la possibilité de
développer des souches fongiques résistantes. Les matieres actives les plus couramment
utilisées en traitement de semences sont: Carbendazime, Carboxine, Thirame et ceux
utilisees contre les maladies foliaire sont: Carbendazime, Thiophanate-méthyl (Nasraoui,
2008).

2.3.3. Lutte biologique

La lutte biologique contre les agents pathogénes des plantes est définie comme 1’utilisation
de processus biologiques pour diminuer la densité d’inoculum des agents pathogénes dans le
but de réduire leur capacité a induire la maladie. La lutte biologique peut étre conduite de
maniere directe ou indirecte. Les stratégies indirectes comportent, par exemple, 1’utilisation
d’amendements du sol de fagcon a augmenter la population d’antagonistes microbiens contre

un agent pathogene spécifique (Lydie, 2010).

La résistance du pois chiche vis-a-vis des attaques pathogéniques par le contréle biologique
peut faire appel a des microorganismes antagonistes tels que les bactéries du genre : Bacillus,
Pseudomonas et Rhizobium ou a des champignons antagonistes, cas de quelques espéces du
genre Trichoderma. Les agents de lutte biologique vont permettre d’induire une résistance
chez la plante a travers 1’accumulation des composés phénoliques et de phytoalexines et

I’activation de ces mécanismes de défense (Chérif et al., 2007).
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MATERIEL ET METHODES

Ce travail consiste a évaluer I’effet in vitro de deux especes de Trichoderma sur le
développement de Fusarium oxysporum. Pour cela deux méthodes de confrontation (directe et
indirecte) sont testées.

1. Materiel biologique

1.1. Materiel fongique pathogene

Le matériel fongique a été obtenu par isolement des pathogenes a partir d’échantillon de
plantes infectées présentant des symptdmes types caractéristiques de la maladie issus des
prospections réalisées par le personnel de 'INRAA — URC dans 1’Ouest algérien. Il s’agit

d’échantillons de tiges, du collet, feuilles, Gousse, Graine et de racines.
1.2. Matériel fongigue antagoniste

Deux isolats antagonistes du genre Trichoderma (T.sp.1, T.sp.2), utilisées dans les deux types
de confrontation, sont obtenus a partir de la collection de I’Unité de recherche de Constantine,
un est isolé a partir du sol et ’autre est issu d’isolement de la partie aérienne d’un plant de

pois chiche.
2. Méthodes

2.1. Isolement du matériel fongique

Les méthodes utilisées sont des techniques conventionnelles adoptées par I'URC. Les
isolements sont réalisés a partir de parties de plants de pois chiche (feuilles, collet et racines)

présentant des symptdmes caractéristiques de la maladie (flétrissement et jaunissement).

Des petits fragments sont coupés et désinfectés a 1’eau de Javel a 2% pendant 1 minute, par la
suite les échantillons sont rincés deux fois a I’eau distillée stériles pendant 1 minute a chaque

fois.

Aprés le séchage sur papier buvard en conditions stériles, les fragments sont déposés dans
des boites de Pétri contenant du milieu PDA - Potato Dextrose Agar (Annexel). Les boites

sont ensuite incubées a I’obscurité et a 28 °C pendant 5 a 6 jours (Fig.6).
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Figure 6. Isolement du pathogéne sur milieu PDA

2.2. Purification

La purification a concerne principalement les colonies dont 1’aspect cultural est similaire a
celui du Fusarium. Il s’agit donc de prélever une petite bouture mycélienne et de

I’ensemencer de maniére aseptique au centre d’une boite de Pétri contenant du PDA (Fig.7).

Figure 7. Purification de Fusarium sp. sur milieu PDA

2.3. ldentification macroscopique et microscopique

L’identification des isolats obtenus de chaque pathogéne est réalis¢ par 1’observation
macroscopique en fonction de I’aspect des cultures observées et par observation
microscopique selon 1’aspect du mycélium et des spores observées sous microscope. Les

observations portent sur les critéres culturaux, indispensables a la détermination de 1’espéce.
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2.4. Conservation

Les isolats purifiés et identifiés sont conservés a 4°C dans des tubes a essai contenant le

milieu PDA incliné.
3. Confrontation in vitro

3.1. Technique de confrontation directe
La confrontation directe est réalisée selon la technique décrite par Dennis et Webster (1980).

Cette technique consiste a déposer sur la méme boite de Pétri contenant 15 ml de milieu PDA,
deux pastilles gélosées de 6 mm, 1’une portant la souche antagoniste a tester (Trichoderma
sp.1 et Trichoderma sp.2) et I’autre 1’agent pathogéne Fusarium oxysporum, suivant un axe

diamétrale de 3 cm. L’incubation est réalisée a 28 + 2 °C pendant 10 jours (Fig.8).
La comparaison se fait alors par rapport a une boite témoin en absence d’antagoniste

L’évaluation de I’inhibition est estimée par le calcul du pourcentage d’inhibition de la

croissance mycélienne selon la formule décrite par (Whipps, 1997) :
1(%)= (1-Dn/Do) x100
1(%0) : représente inhibition moyenne de la croissance mycélienne

Dn : le diamétre moyen du champignon pathogéne

Do : le diametre moyen du champignon témoin

3cm

\ -
Pathogene ' PDA Antagoniste

Figure 8. Présentation schématique de la technique de confrontation directe
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3.2.  Technique de confrontation indirecte

Cette méthode est appelé également technique des « métabolites volatiles ». Le principe
utilisé dans cette méthode repose sur la technique utilisée par Camporta (1985). Elle consiste
a déposer les deux pastilles gélosées, dans deux boites de Pétri différentes, contenant chacune
15 ml du milieu PDA. Les deux boites sont ensuite reliées de maniére superposée par un
parafilm dans des conditions aseptiques. L’incubation se fait aussi & 28 + 2 °C pendant 10
jours (Fig.9).

Pathogene
Parafilm -
l J
Antagoniste

Figure 9. Présentation schématique de la technique de confrontation indirecte
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RESULTATS ET DISCUSSION

1. Résultats

L’approche de lutte biologique contre 1’agent causal de la fusariose du pois chiche
« Fusarium oxysporum» en utilisant deux isolats du genre Trichoderma et en se basant sur des
méthodes de confrontation directe et indirecte in vitro, a révélée plusieurs résultats

intéressants.

1.1. Isolement et identification des champignons a partir du végétal du végétal

Lors de Il’isolement de I’agent pathogéne a savoir le F. oxysporum, plusieurs autres
champignons ont été révélés. L’identification macroscopique et microscopique a révélé une
diversité importante des cultures obtenues. En tout quatre genres se sont révélés : Penicillium

sp., Chrysosporium sp., Cladosporium sp. (Fig.10) et Fusarium sp. (Fig.11).

1.1.1. Caractéristiques des champignons

- Le mycélium du Penicillium est de type cloisonné portant de hombreux conidiophores

isolés, ramifiés, terminés par un pénicille (Fig.10-B).

- Le Chrysosporium sp. est caractérisé par un mycélium végétatif qui donne naissance a
des conidies terminales ou latérales. Les conidies sont unicellulaires et ovoides (Fig.10-
A).

- L’observation microscopique du Cladosporium sp. révele des hyphes septés et pigmentés.
IIs produisent des conidiophores de longueurs variable, ’ensemble des conidies forme de

longues chaines acropétes, ramifiées (Fig.10-C).
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Figure 10. Aspect de Chrysosporium sp.; Penicillium sp. ; Cladosporium sp. respectivement (A1,
B1 et C1) aspect cultural ; (A2, B2 et C2) aspect microscopique (Gx40)

1.1.2. Caractéristiques de F. oxysporum

L’isolement sur milieux solide a partir de matériel végétal a révélé un mycélium blanchatre-
rosatre et cotonneux (Fig.11-A). Aprés purification 1’observation microscopique a révélé un
thalle a croissance rapide, des spores sous forme courte et amincie aux deux extrémités et
peuvent présenter 2 a 3 cloisons (macroconidies fusiformes), des microconidies septées,

courbées ou ovoides, ainsi que des chlamydospores (Fig.11-B).
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Figure 11. Aspect Culturale (A) et microscopique (B) de Fusarium oxysporum
B : Chlamydospores (1) ; macrospores (2) et microspores (Gx40) (3)

1.1.3. Caractéristiques des souches antagonistes

Les deux isolats antagonistes du genre Trichoderma, utilisées pour la réalisation des
confrontations appartiennent a la collection de 1’Unité de Recherche de Constantine. Les
cultures sont de couleur verte plus ou moins intense selon 1’isolat. Sous microscope le
Trichoderma sp. présente des conidies unicellulaires globuleuses, des phialides en forme de
quille, verticillées sur des conidiophores ramifiés a angle droit ou sur leurs branches latérales
(Fig.12).

Figure 12. Aspect cultural et microscopique des isolats de Trichoderma testées
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(A) Aspect de Trichoderma sp.1l. Recto de la boite (Al); Verso de la boite (A2) et Aspect
microscopique (Gx40) (A3)

(B) Aspect de Trichoderma sp.2. Recto de la boite (B1) ; Verso de la boite (B2) et Aspect
microscopique (Gx40) (B3)

1.2. Reésultats des confrontations

La confrontation directe du F. oxysporum avec les antagonistes Trichoderma sp.1 (isolé a
partir du sol), Trichoderma sp.2 (isolé a partir du végétal) a révélé des différences des effets

inhibiteurs des antagonistes.
1.2.1. Confrontation directe

a. Fusarium oxysporum et Trichoderma sp.1

Les résultats obtenus aprés 10 jours d’incubation a 28 + 2°C, ont montré que la croissance
mycélienne du témoin pathogéne est plus importante que celle obtenue avec celle du
pathogene en confrontation. En effet, la croissance du F. oxysporum cultivé seul est de 45
mm, contrairement qu’en présence de Trichoderma sp.1 ou la croissance est de 13,33 mm
seulement soit une diminution d’environ 32 mm soit un taux d’inhibition de 69,64%. (Fig.13;

Tab.3).

A la fin des 10 jours d’incubation 1’agent antagoniste a atteint 64,33 mm de croissance

mycélienne (Tab.3).

Tableau 3. Croissance mycélienne de Fusarium oxysporum en confrontation directe avec

Trichoderma sp.1

Agent Témoin Agent Témoin Pourcentage
Jours pathogéne antagoniste d’inhibition (%)
F. oxysporum | F.oxysporum | Trichodermasp.l | Trichoderma sp.l

1 3,66 4 4 5 8,5

2 8 9 13 11 11,11
3 12,66 14 29,33 29 9,57
4 13 ,66 21 39,66 43 34,95
5 13 ,66 26 41 44 47,46
6 13 ,66 31 42 44 55,93
7 13 ,66 36 42,66 44 62,05
8 13 ,66 41 48,33 45 66,68
9 13 ,66 45 53,33 45 69,64
10 13 ,66 45 64,33 45 69,64

25



Résultats et discussion

70

60

50

20 — ~

30 / / Trichoderma sp.1
20 e Trichoderma sp.1 témoin

10

F.oxysporum

F.oxysporum témoin

0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Figure 13. Effet de I’antagoniste Trichoderma sp.1 sur le développement de I’agent pathogéne

Fusarium oxysporum

b. Fusarium oxysporum et Trichoderma sp.2

Les résultats obtenus apres 10 jours d’incubation a 28 + 2 °C, ont montré que la croissance
mycélienne du témoin pathogéne est plus importante que celle obtenue avec celle du
pathogeéne en confrontation. En effet, la croissance du F. oxysporum cultivé seul est de 45
mm, contrairement qu’en présence de Trichoderma sp.2 ou la croissance est de 15 mm
seulement soit un taux d’inhibition de 66,66% (Fig.14 ; Tab.4).

A la fin des 10 jours d’incubation 1’agent antagoniste a atteint 60 mm de croissance

mycélienne (Tab.4).

Les valeurs obtenues montrent qu’il n’existe pas une nette différence entre les deux
antagonistes testés. Le Trichoderma sp.1 possede un effet inhibiteur supérieur a celui de

Trichoderma sp.2 d’environ 2 mm sur la croissance mycélienne du pathogene etudié (Fig.15)
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Tableau 4. Croissance mycélienne de Fusarium oxysporum en confrontation directe avec

Trichoderma sp.2

Agent

Témoin

Agent

Témoin

Jours pathogéne antagoniste dfo}t:;gintag((’a/
F. oxysporum F. oxysporum Trichoderma sp.2 | Trichoderma sp.2 inhibition (%)
1 4 4 4,66 5 0
2 8,66 9 12 14 3,77
3 13,33 14 22 25 4,78
4 15 21 35,33 40 28,57
5 15 26 38,66 41 42,31
6 15 31 42 42 51,61
7 15 36 44 43 58,33
8 15 41 46 44 63,41
9 15 45 50 45 66,66
10 15 45 60 45 66,66
70
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40 | F.oxysporum
/ F.oxysporum témoin
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Figure 14. Effet de ’antagoniste Trichoderma sp.2 sur ’agent pathogéne Fusarium oxysporum
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Figure 15. Effet de ’antagoniste Trichoderma sp.1 et Trichoderma sp.2, respectivement (A1, B1)

recto et (A2, B2) verso de la boite, sur I’agent pathogéne Fusarium oxysporum
en confrontation directe
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1.2.2. Confrontation indirecte
a. Fusarium oxysporum et Trichoderma sp.1

La croissance mycélienne du pathogéne est de 39 mm a la fin du 10°™ jour d’incubation. Elle

est de 45 mm au niveau du témoin (Fig.18-Al ; Tab.5).

En ce qui concerne le Trichoderma sp.1, la croissance a la fin de I’incubation est de 45 mm

soit I’égal du témoin de ce dernier (Fig.18-A2 ; Tab.5).

Ce qui montre que 1’antagoniste testé a eu un effet inhibiteur a distance de la croissance de F.

oxysporum de 6 mm (Fig.16 ; Fig.18).

Tableau 5. Croissance mycélienne de Fusarium oxysporum en confrontation indirecte

avec Trichoderma sp.1

Agent Témoin Agent Témoin
Jours pathogéne antagoniste
F. oxysporum F. oxysporum Trichoderma sp.1 Trichoderma sp.1

1 4 4 4 5

2 9 9 9 11

3 15,66 14 28 29

4 21,33 21 41,66 43

5 26,66 26 42,33 44

6 30 31 42,66 44

7 30 36 42,66 44

8 31 41 44 45

9 32 45 45 45

10 39 45 45 45
50
45
40 / /
N / / /
30 / / // F.oxysporum
25 / / F.oxysporum témoin
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Figure 16. Effet de I’antagoniste Trichoderma sp.1 sur ’agent pathogéne Fusarium oxysporum
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La croissance mycélienne du pathogéne Fusarium oxysporum est de 40,66 mm a la fin du

10°™ jour d’incubation elle est peu réduite par rapport au témoin (45 mm) (Fig.18-B1).

En ce qui concerne le Trichoderma.sp.2, la croissance a la fin de ’incubation est de 42,66 mm
(Fig.18-B2).

Le repiquage simultané de Trichoderma sp.2 et du F. oxysporum. montre une réduction de

croissance du pathogéne d’environ 5 mm soit | mm en moins que I’inhibition causée par

Trichoderma.sp.1 (Fig.17 ; Tab.6).

Tableau 6. Croissance mycélienne de Fusarium oxysporum en confrontation indirecte
avec Trichoderma sp.2

Agent Témoin Agent Témoin
Jours pathogéne antagoniste
F. oxysporum F. oxysporum Trichoderma sp.2 Trichoderma sp.2
1 4 4 5 5
2 9 9 13,33 14
3 16 14 27,33 25
4 21,33 21 36,66 40
5 22,66 26 38,33 41
6 24 31 40 42
7 24,33 36 40,66 43
8 29,66 41 42 44
9 34,66 45 42,66 45
10 40,66 45 42,66 45
50
45 /
40 / /
30 / / / F.oxysporum
25 / / / F.oxysporum témoin
20 / /— Trichoderma sp.2
15 /// e Trichoderma sp.2 témoin
5 7
0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Figure 17. Effet de ’antagoniste Trichoderma sp.2 sur ’agent pathogéne Fusarium oxysporum
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[

Figure 18. Effet de I’antagoniste Trichoderma sp.1 et Trichoderma sp.2, respectivement (A1, B1)

face pathogene et (A2, B2) face antagoniste de la boite, sur I’agent pathogéne

Fusarium oxysporum en confrontation indirecte
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2. Discussion

La lutte biologique est considérée comme le moyen de lutte alternative a la lutte chimique le

plus efficace et économique contre les maladies des plantes

Cette étude consiste en une approche de control biologique de Fusarium oxysporum qui est
I’agent responsable du flétrissement vasculaire du pois chiche, en utilisant un agent
antagoniste d’un genre largement utilisé dans la lutte biologique. Deux isolats de Trichoderma

sp. ont été testés Trichoderma sp.1 et Trichoderma sp.2.

Apres isolement a partir d’échantillon de plantes de pois chiche présentant des symptomes
types caractéristiques de la fusariose vasculaire les quatre genres de champignons sont isolés

et identifiés (Fusarium sp, Penicillium sp, Chrysosporium sp et Cladosporium sp.).

L’effet antagoniste de deux isolats de Trichoderma a été testé en utilisant deux techniques de

confrontation (directe et indirecte).

La confrontation directe sur milieu PDA de Fusarium oxysporum avec les agents
antagonistes « Trichoderma sp. », Démontre que les moyennes de la croissance mycélienne
du pathogene en présence de 1’antagoniste sont inférieures a celles du témoin. Cette réduction
est suivie par un arrét complet de la croissance correspondant a un pourcentage d’inhibition
de 69,64% en présence de Trichoderma sp.l et 66,66% en présence de Trichoderma sp.2.

Nous remarquerons que Trichoderma sp.1 est plus efficace que Trichoderma sp.2.

Aussi, I’apparition d’une zone d’inhibition seulement en présence de Trichoderma sp.1 a
partir du septiéme jour d’incubation. Ces resultats sont conformes avec les travaux de
Benzohra et al. (2016) sur I’effet du Trichoderma contre Ascochyta rabiei et de Bekkar

(2015) sur F. oxysporum f. sp. ciceris.

Elad (2000) a montré que T. harzianum attaque les champignons phytopathogénes par
mycoparasitisme et production d’antibiotiques. De méme, Bekkar (2015) a montré que les
especes appartenant au genre Trichoderma notamment T. harzianum, T. koningii et T.

longibrachiatum peuvent étre utilisées comme des agents de lutte en phytoprotection.

La confrontation a distance démontre que les moyennes de la croissance mycélienne de F.
oxysporum en présence de Trichoderma sp. sont peu inferieurs que celles du témoin. Cette
réduction est déterminée par la sécretion des substances volatiles photogenes. Ces résultats

sont similaires aux travaux du Almi et al. (2015).
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Selon Howell (2003) et Harman et al., (2004) I’antibiose est un autre mode d’antagonisme
effectué par T. harzianum et T. viride par la sécrétion de substances volatiles comme les
glio-viridines et les glio-toxines, substances qui jouent des roles d’antibiotiques, capables

d’inhiber le développement de plusieurs deutéromycetes phytopathogenes.

Nous remarquons que les métabolites diffusibles sont hautement plus efficaces que les

métabolites volatiles.

L'efficacité des souches du genre Trichoderma a également été prouvée par les différents
résultats des études de Bassin et al. (1999), Faheem Amin et al. (2010), Inbar et al. (1994),
Sivan et Chet (1993) et Ubalua et al. (2007), qui ont signalé que le Trichoderma a des effets
inhibiteurs importants sur les pathogénes tels que Fusarium solani et Cylindrosporium sp.
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CONCLUSION

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est I’'une des plus importantes 1égumineuses alimentaires
cultivées dans le monde. En Algérie, le pois chiche est la seconde légumineuse alimentaire
apres la féeve. Cependant cette culture est exposée a de nombreuses maladies bactériennes

virales et notamment fongiques dont la fusariose vasculaire causé par Fusarium oxysporum.

La lutte biologique contre les agents causaux du flétrissement vasculaire et la pourriture
racinaire a 1’aide de champignons antagonistes semble étre une alternative prometteuse a
I’emploi des fongicides. De ce fait, pour entreprendre une lutte biologique contre les maladies
des plantes, le choix des microorganismes antagonistes des agents pathogénes est un critere
tres important. Parmi ces agents antagonistes quelques espéces du genre Trichoderma sont

déja commercialisées pour le contrdle biologique de nombreux agents pathogenes des plantes.

Ce présent travail est une étude de I’effet antagoniste in vitro, de Trichoderma sp.1 (isolé a
partir du sol) et Trichoderma sp.2 (isolé a partir des parties aérienne de la plante), sur la

croissance mycélienne F. oxysporium.

Les résultats des confrontations ont révélé un effet inhibiteur important des antagonistes sur le
pathogéne étudié. En ce qui concerne les isolats confrontés directement, le Trichoderma sp.1
présente un taux d’inhibition de 69,64% avec formation de zone d’inhibition. Le Trichoderma
sp.2 présente un taux d’inhibition de 66,66% légérement inférieur a celui de Trichoderma

sp.1.

Les résultats obtenus sont intéressent et doivent étre confirmés in situ afin de mieux valoriser
I’effet antagoniste des deux isolats testés et d’élargir 1’utilisation des agents antagonistes dans
les controles biologique surtout de genre Trichoderma pour diminuer I’utilisation des

fongicides chimiques et protéger les cultures des légumineuses.
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Annexel

(Milieu de culture)

Milieu PDA (Ronald et Atlas, 1997) : pH 5.6x 0,2.

Annexe

Composants Quantités (g/L)
Pomme de terre 200
D-Glucose 20
Agar 20
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Résumé

Le pois chiche est une légumineuse alimentaire qui présente une grande importance sur le
plan économique et nutritionnel. Cependant cette culture est exposée a de nombreux
problémes phytosanitaires notamment les maladies fongiques telles la fusariose vasculaire

causée par I’agent pathogéne Fusarium oxysporum f. sp. Ciceris.

Cette étude porte sur 1’évaluation des effets antagonistes de deux isolats de Trichoderma sp.
(T. sp.let T. sp.2) sur la croissance myceélienne du pathogene. Les résultats obtenus des essais
de confrontation directe et indirecte ont révélé un effet inhibiteur important des deux
antagonistes testés. Le T. sp.1l est plus efficace que le T. sp.2 avec un pourcentage

d’inhibition 69,64% en confrontation directe, et une présence d’une zone d’inhibition.

Mots -clés : pois chiche, flétrissement vasculaire, Fusarium oxysporum f. sp. Ciceris, lutte

biologique, Trichoderma sp.

Abstract

Chickpea is a food legume that is of great importance economically and nutritionally.
However, this culture is exposed to many plant health problems including fungal diseases
such vascular wilt caused by the pathogen Fusarium oxysporum f. sp. Ciceris. This study
examined the antagonistic effects of two isolates of Trichoderma sp. (T. sp.1 and T. sp.2) on
mycelial growth of the pathogen. The results obtained from the direct and indirect
confrontation tests revealed a significant inhibitory effect of the two antagonists tested. The T.
sp.1 is more effective than T. sp.2 with a percent inhibition 69.64% by direct confrontation,

and presence of a zone of inhibition.

Keywords: Chickpea, vascular wilt, Fusarium oxysporum f. sp. Ciceris, biocontrol,

Trichoderma sp.
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