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INTRODUCTION

Les Iégumineuses occupent une place importante dans les systemes de cultures. Ces cultures
ont un réle d’une part dans I'enrichissement du sol en azote et d’autre part a leur importance

économique et nutritionnelle.

Le pois chiche « Cicer arietinum L. » est parmi les espéces de Iégumineuses les plus cultivées
dans le monde. Il occupe la troisieme place apres le Haricot « Phaseolus vulgaris L. » et le
pois « Cicer sativum L. » (Saxena, 1992). Son importance nutritionnelle releve de sa richesse
en protéines et de sa composition en acides aminés qui complémente celle des ceréales qui
occupent, avec le pois chiche, une part importante dans I’alimentation des populations
d’Afrique du Nord et d’Asie (Saxena, 1992), pour cela, le pois chiche traditionnellement est

appelée «viande du pauvre ».

En Algeérie C. arietinum occupe la deuxiéme position apres la feve-féverole. La majeure partie
des superficies cultivées de cette espece est concentrée a I’Ouest du pays, particulierement,
dans les wilayas de Tlemcen et Ain-Temouchent. (MADR, 2014). Le développement de cette
culture est limité a cause des conditions climatiques et la non maitrise des techniques
culturales. L’ aspect phytosanitaire est I’un des problemes majeurs de la production souvent
attribué aux ravageurs et a plusieurs maladies fongiques causant des pertes de rendement
considérables engendrant des conséquences économiques non négligeables. Ces dommages
peuvent aussi atteindre la santé humaine par la capacité de ce genre de synthétiser des
mycotoxines (Picot et al., 2012).

Parmi ces maladies fongiques, I’anthracnose causée par « Ascochyta rabiei », peut engendrer
des pertes de rendements considérables sur la culture du pois chiche en condition optimales de

développement du pathogene.

Différentes méthodes de lutte peuvent étre envisagées contre cette maladie : lutte culturale,
lutte chimique, lutte génétique et lutte biologique qui représente ici I’objet principal de notre
travail. La lutte biologique en utilisant des microorganismes « champignons, bactéries, etc..»
ayant un intérét antagoniste contre certains pathogénes peut avoir un réle important dans la
diminution de I’utilisation des pesticides afin de préserver I’environnement et limiter la

résistance des agents pathogenes aux fongicides.
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Le choix des microorganismes antagonistes des agents pathogénes est un critére trés
important pour entreprendre une approche de lutte biologique. Il a été démontré par plusieurs
auteurs comme (Tondje et al., 2007; Verma et al., 2007 ; Vinale et al., 2008) que certaines
espéces du genre Trichoderma ont un potentiel antagoniste significatif contre une large
gamme de champignons phytopathogenes. Certaines sont deja commercialisées pour le
contr6le de nombreux agents pathogenes. L’Aspergillus niger est lui aussi connu pour étre
hautement antagoniste vis-a-vis de plusieurs organismes nuisibles et pathogénes (Horn et
Wicklow, 1983).

Aussi le travail que présentons ici représente une approche de lutte biologique contre I’agent
causal de I’anthracnose « Ascochyta rabiei », du pois chiche en testant I’effet antagoniste de
deux especes de champignons isolées a partir de pois chiche « Trichoderma sp.» et

« Aspergillus niger ».
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1. Lepoischiche

1.1. Historiqueet origine

Le pois chiche est originaire du Moyen-Orient, plus précisément du Sud-Est de la Turquie et
de la Syrie (Saxena, 1984 ; Singh, 1997). Des restes carbonisés découverts au Proche-Orient
indiquent que cette espéce était cultivée au VII*™ millénaire avant notre ére avec les céréales,
le petit pois et la lentille (\Vanier, 2005 ; Redden et Berger, 2007). Cette légumineuse s’est
diffusée progressivement vers I’ouest de la Méditerranée, ainsi qu’en Asie orientale et

australe et en Afrique de I’Est (Gordon, 2001).

Labdi (1995) mentionne que Davis (1969) et Ladizinsky (1975) ont découvert deux especes
sauvages au Sud-Est de la Turquie «Cicer echinospernum Davis et Cicer reticulatum Ladiz».
Ces deux especes ne différent pas beaucoup de I’espéce cultivée. Ladizinsky (1989) a identifié
a par analyses protéiques et enzymatiques que Cicer reticulatum L. (2n = 16 chromosomes)

est I’ancétre spontané de I’espece cultivee du pois chiche.

En Algérie, le pois chiche a été cultivé avant la colonisation, néanmoins sa culture reste
difficile a maitriser (Laumont et Chevassus, 1956 ; Labdi, 1990).

1.1. I mportance dansle monde et en Algérie

Le pois chiche est un aliment de grande valeur nutritive facilement conservable en prévision
de périodes de pénurie. Composé de 20% de matieres azotées, de 7% de lipides et d’une
grande richesse en vitamines et minéraux nécessairent aux fonctionnement de nombreuses

enzymes impliquées dans différents processus métaboliques (Anonyme 1).

Le pois chiche est principalement produit et consommé dans les pays en voie de
développement (95%). En 2013, I’Asie est le continent d’ou provient 86,54% de la production
mondiale en pois chiche (Fig.1). L’Inde est le premier producteur mondial de pois chiche avec
67% de la production totale. Les autres principaux producteurs de pois chiches au monde sont
le Pakistan, la Turquie, le Mexique, le Canada et I’ Australie (FAO, 2016).
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Figure 1. Pour centage de production du pois chiche par continent en 2013 (FAO, 2016).

En Algérie, la culture des Iégumineuses et en particulier le pois chiche a un intérét national,
car elle doit permettre de satisfaire les besoins de la population et réduire la facture des
importations. En effet, cette culture occupe environ 37,04% de la superficie totale avec un

39,28% de la production légumineuses alimentaire au niveau national.

La production du pois chiche est répartie dans toutes les zones agricoles du Nord algérien. La
plus grande part de la superficie national, soit plus 48,30%, est située au Nord-Ouest dans les

wilayas de Ain T’émouchent, Tlemcen et Sidi Bel Abbes.

L’ Algérie est classee en quatrieme place des pays importateurs de pois chiche. Cette situation
est due en premiere ordre aux superficies récoltées et au manque de maitrise de I’itinéraire

technique (Fig.2).
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Figure 2. Evolution des superficiesrécoltées, productions et rendements du pois chiche
en Algérie durant la compagne 2010-2014 (FAO, 2016).
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1.2. Taxonomie
Le genre Cicer comprend un grand nombre d’especes. Van Der-Maessen (1979) a répartie les
especes du genre Cicer en trois groupes :  Espéces annuelles sauvages, « Cicer
reticulatum L.» et « Cicer echinospermumP.H.D.», Especes pérennes sauvages « Cicer

anatolicum Alef » et une espece annuelle cultivée « Cicer arietinumL. ».

Classification de « Cicer arietinum L. » (USDA, 2016) :

Regne: Plantae

Sousregne: Tracheobionta (plantesvasculaires).
Embranchement: Spermatophyta (plantes a graines).
Sous embranchement: Magnoliophyta (=angiospermes, phanerogames ou plantes a
fleurs)

Classe: Magnoliopsida (ou dicotylédonse).
Sous classe: Rosidae

Ordre: Fabales

Famille: Fabacées

Genre: Cicier

Espese: Cicer arietinumL.

Nom commun: Pois chiche

1.3. Mor phologie de la plante du pois chiche

Le « Cicer. arietinum L. », est une espéce herbacée (Fig.3), annuelle, diploide, autogame,

présentant moins de 1% d’hybridation naturelle (Singh et Reddy, 1991).

La plante possede un systeme racinaire mixte, dont la croissance s’arréte au démarrage de la
floraison (Slama, 1998). Il est composé d’une racine principale pivotante qui peut atteindre 1
m de profondeur et des racines secondaires tracantes. La profondeur de I’enracinement
dépend des techniques culturales, de I’état et de la nature du sol. En effet, la semelle de labour
peut entraver I’élongation de la racine principale (Jaiswal et Singh, 2001). Les racines sont

pourvues de nodules qui sont des associations avec des espéces bactériennes rhizobium qui
7
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sont spécifiques au pois chiche et permettent la fixation symbiotique de I’azote atmosphérique
ce qui peut satisfaire jusqu’a 80% des besoins de la plante en azote assimilable et augmenter

la fertilité du sol.

Les feuilles ont la forme imparipennée (Poitier, 1981) et sont composees de 7 & 15 folioles

ovales et dentelées sans vrilles. Les faces inferieures des feuilles sont couvertes par un duvet.

La tige est herbacée et se ramifie en deux ou trois branches pour donner des ramifications

secondaires et tertiaires (Braune et al., 1988).

Les fleurs sont zygomorphes, articulées, solitaires ou en grappe de deux fleurs. Elles
s’insérent sur des pédoncules axillaires a I’aisselle des feuilles (Leport et al., 2006) .

Le fruit est une gousse de forme globuleuse, renflée, ovale, velue, pendante et portant un bec
(Ladizinsky, 1987). Elle peut comporter 1 a 3 grains. La germination de la graine est hypogée
(Sassene, 1989).
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Figure 3. Description dela plante du pois chiche (Singh et Diwakar, 1995).

1.4. Variétés du pois chiche

L’espece C. arietinum manifeste une grande variabilité phénotypique et génotypique et se
distinguent en deux types « Kabuli » et « Desi » (Fig.4). Ces deux types se rapprochent du

point de vue composition chimique (Tab.1).
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» Le type Kabuli : essentiellement cultive et consommé dans le bassin méditerranéen. la
plante donne des grains lisses a légérement ridés, clairs (blanc a jaune pale) moyen a
assez gros (P.M.G > 300 g) recouverts d’un tégument mince(Charly, 2008).

= Letype Des : (85% de la production mondiale) fait partie des habitudes alimentaire
de I’Inde ou il y est essentiellement cultivé, mais il est également cultivé, en Ethiopie,
Iran, Canada, Mexique et Australie. Le grain est de petit poids (P.M.G > 120 g) avec

un tégument epais, dur et coloré (de vert & mauve, brun ou noir) (Charly, 2008).

Greandesi Black desi

Figure 4. Différentstypes de pois chiche

Tableau 1. Composition chimique (en % MS) des deux variétés de pois chiche (Maheri-
Siset al., 2008 et Sanjeewa et al., 2010).

Constituants Variétésde pois chiche

Kabuli Desi
Protéines brutes 24,63 22,76
Amidon 39,12 38,48
Lipides 6,8 6,7
Cendres 2,9 2,8
Sucres soluble 8,43 7,53
Fibres 6,49 9,94
Tannins 0,09 0,12
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1.5. Exigences édapho-climatiques
Le pois chiche semble avoir certains exigences edapho-climatiques telles que :

= Latempérature: le pois chiche est assez exigent en chaleur, la tempeérature minimale
pour la germination est de 5°C tandis que la température optimale pour la croissance se
situe entre 18 a 32°C (Kechache, 2005).

= La lumiére: l'intensité de la lumiére et de la durée d’éclairement sont des facteurs
importants pour la nodulation, la fixation d’azote et la floraison (Lie, 1971 In Beddar,
1990). Les photopériodes prolongées et les températures élevées accélérent les phases de

développement végétatif et la reproduction (Summerfield et al., 1984).

= L’eau: d’apres Wery (1990), une consommation en eau de 100 a 150 mm confirme que
le pois chiche est doté de bonnes capacités d’extraction de I’eau stockée dans le sol. De
plus, Slama (1998) a montré que la période critique en eau du pois chiche est durant les

stades de floraison et de remplissage des grains.

= Lesal: le pois chiche semble préferer les sols meubles, profonds, plus ou moins argileux
avec une bonne capacité de rétention (Saxena, 1987), dont le pH est neutre ou alcalin,
variant de 7,3 a 8,2 (Berger et al., 2003). Il ne supporte pas les sols mal drainés qui

favorisent le développement de maladies cryptogamiques (Plancquaert et Wery, 1991).

1.6. Principaux stress abiotiques et biotiques du pois chiche

La production du pois chiche est limitée de plusieurs facteurs abiotiques (la salinité, la
sécheresse et le froid) et biotiques comme les nématodes tels que « Pratylencus thornei,
Meloidogyne incognita et Macroposthonia ornata » qui causent des Iésions au niveau des
racines, les virus, les bactéries principalement « Pseudomonas andropogonis et Xanthomonas
campestris pv cassiae » (Nene et al., 1996), ainsi que les champignons tels que I’agent causal
du flétrissement « Fusarium oxysrorum», « Pythium ultinum » responsable de la fonte de
semis et de la pourriture des racines et du collet. D’autres champignons provoquent des
dégats au niveau des parties aériennes de la plane comme « Botrytis cinerea » agents de
pourriture grise des racines et du collet et « Ascochyta rabiel » agent causal de I’anthracnose
(Nene et Reddy, 1987).
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2. Anthracnose du pois chiche

L’origine étymologique du terme anthracnose vient du grec « anthrax », c’est une altération

nécrotique des parties aériennes de la plante (Corbaz, 1991).

L'anthracnose du pois chiche causée par Ascochyta rabiei (Pass.) Lab. forme imparfaite de
Didymella rabiei (Kovach.) Vou. Arx. (Nene et al., 1996), est une maladie cryptogamique ,
parasitaire tres répandue sur de nombreux végétaux. Cette maladie a été décrite pour la
premiére fois en 1911 par Butler dans le Nord Ouest de I’Inde (Butler, 1918 In Chahid et al.,
2008).

En Algérie, Bouznad et al. (1996), ont noté la présence des agents d’anthracnoses sur

I’ensemble des légumineuses a grosses graines : Pois, Feve, Pois chiche, Gesses et Vesces.

L’ agent pathogéne provoque I’apparition de lésions sur la partie aérienne de la plante; les
feuilles, les tiges et les gousses. On risque de voir les rendements baisser si les symptomes se
manifestent dans la moitié supérieure de la cime ou si 'hnumidité est considérable au cours des
périodes de végétation, de floraison ou de formation des gousses. Chez les variétés Kabuli et
Desi, on peut déplorer jusqu’a 90% et 50%, respectivement, de pertes de rendement
(Goodwin, 2008).

2.1. Caractéristiquesdu pathogene

L’agent de I’anthracnose Ascochyta rabiei a été décrit par Labrousse (1930) cité par Chahid
et al. (2008) comme Phyllasticta rabiei parce qu’il a observé les spores non bicellulaires sur

I’hote. En 1931, il a proposé la dénomination actuelle.

Le champignon qui attaque sélectivement le pois chiche persiste dans les résidus de plantes et
les semences. Des infections peuvent résulter a partir de spores éoliennes (ascospores) en
temps frais et humide. Toutes les parties aériennes de la plante peuvent étre soumises a une
attaque, il se développe alors des lésions creuses, sombres et allongées. Les lésions se
forment souvent sur les tiges, affaiblissent et brisent les branches et les pétioles en provoquant

la mort de toutes les parties de la plante au-dessus de la Iésion.

Au niveau de la Iésion nécrosé le champignon produit des fructifications sous forme de petits
points noirs visibles a I’eeil nu souvent disposées en anneaux concentriques appelées

pycnides.
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2.2. Taxonomie
Les espéces du genre Ascochyta sont des champignons ascomycetes pathogenes.

Classification d’Ascochyta rabiei agent de I’anthracnose du pois chiche (Mycobank,

2016) :

Regne : Fungi

Phylum: Ascomycota
Sous-phylum : Pezizomycotina
Classe: Dothideomycetes
Sous-classe: Pleosporomycetidae
Ordre: Pleosporales

Genre Ascochyta

Espéce: Ascochyta rabiel

2.3. Symptomatologie

Le cycle des anthracnoses est caractérisé par une succession de symptomes sur les différents
étages des plantes. En plein champ, la maladie apparait en premier lieu sous forme de plages
de couleur jaune a marron. Lorsque les conditions sont favorables, la taille de ces plages

augmente rapidement et le champ entier peut étre détruit (Sayoud et al., 1999).

Plusieurs auteurs ont décrit les symptdmes de I’anthracnose du pois chiche; (Weigand et al.,
1986 ; Nene et al., 1991 ; Khan et al., 1999 ; Akem, 1999 ; Chongo et Gossen, 2001 et
Ilarslan et Dolar, 2002).

Au niveau des folioles les lésions sont nécrotiques de couleur marron-claires, souvent
arrondies, bordées d’une marge d’un brun-foncé. Ces macules sont ponctuées de points noirs
appelés pycnides. Les folioles atteintes jaunissent, puis tombent. Sur les tiges, les Iésions ont
souvent une forme elliptique, en cas de fortes attaques, elles confluent et évoluent en une
nécrose profonde entrainant la cassure de la tige et le dessechement de la plante. Aussi au
niveau des gousses des lésions arrondies se développent portant des pycnides trés distinctes,
disposées en cercles concentriques. Les grains attaqués sont souvent échaudés et ont une
taille inférieure a celle des grains sains, des taches noiratres bordées d’une marge irréguliére

sont visibles sur leur surface (Fig.5).
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Figure 5. Symptémes de I'anthracnose sur les différentes parties de la plante de pois
chiche (A) sur feuilles et gousse, (B) sur tigeet (C) sur grains (Anonyme 3)
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2.4. Cyclebiologique d’Ascochyta rabiei

L'agent pathogéne A. rabiel est transmis par les semences et les résidus infectés de la culture
précédente. L’inoculum primaire est assuré par la libération de conidies formées a I’intérieur
des pycnides et par les ascospores portées par le vent. Durant le cycle les éclaboussures de
pluie facilitent la propagation des spores aux plantes voisines. Les spores ont besoin d’au
moins 24 heures de pluie ou d’humidité pour germer et infecter le tissu végétal. Au cours de la
méme saison, on peut compter de nombreux cycles d'infection (Fig.6). L'agent pathogene peut

survivre plusieurs années sur les résidus exposés des cultures (Goodwin, 2008).

En kiver les residus
mfectes de  pos
chiche produizent
g noupveiles spores

R

7]
Les popidies sont le résaltar
de Ia reproducton asexues

Les ascospores soat ba resultat
de la remroducton seqies

Laz premsers sipnes da
lapthracnose. des lesions sur
Iz fenillage du pois dnche

¥

» Ces legions endérsment
Propamation d= la maladie par | e i developpess sur b dge
l'éclaboussare de phrie des spares du peis chiche

pendant Ia saison de crodssance

Figure 6. Cycle biologique de I’anthracnose du pois chiche causé par Ascochyta rabiei
(Pearseet al., 2005).
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2.5. Moyensdelutte contrela maladie

L anthracnose chez Cicer arietinum L. est le résultat d’une relation triangulaire qui fait
intervenir I’héte, le parasite et I’environnement, par conséquent, I’établissement d’une
stratégie de lutte efficace doit impérativement tenir compte de ces trois éléments
(Chandirasekaran, 2007).

25.1. Lutteculturale

Le travail du sol peut aider a accélérer la dégradation des résidus, en détruisant I’inoculum
primaire du pathogéne. Les débris infectés devraient étre retirés du champ si on ne travaille
pas le sol. La semence doit étre saine et certifiées (Goodwin, 2008).

2.5.2. Luttechimique

Plusieurs matiéres actives chimiques utilisées contre A. rabiei du pois chiche tels que
fludioxinile, thiabendazole, carbathine, chlorothalonil, azoxystrobine, boscalid et
pyraclostrobine peuvent aider a réduire les dégats. (Goodwin, 2008).

2.5.3. Luttegénétique

L’utilisation de varietés de pois chiche tolérantes a I’anthracnose peut aider a élever
I’efficacité de la lutte intégrée en retardant I’apparition de la maladie et en bouleversant le
cycle répétitif de production et de dissémination des spores (Gossen &t al., 2008).

2.5.4. Luttebiologique
a. Généralitésur la lutte biologique

Au début du XX*™ siécle I’appellation "lutte biologique" a été proposée pour désigner toute
méthode phytosanitaire mettant en ceuvre un organisme vivant. En 1919, Smith a définit la
lutte biologique comme I’utilisation des ennemis naturels pour le contréle des maladies
phytopathogenes. L’étude de Sanford en 1926 sur les facteurs influencant la pathogénicité de
la bactérie S scabies matérialise ce concept en observant que des microorganismes
saprophytes pouvaient entrainer une diminution de I’intensité de ce pathogéne du sol.
Quelques années plus tard, Weindling a démontré que le champignon Trichoderma lignorum
parasitait d’autres champignons du sol. En 1964, De Bach a donné une nouvelle définition a

la lutte biologique : « c’est I’action des parasites, prédateurs ou pathogénes dans le maintien
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de la densité de la population des microorganismes a un niveau inférieur de celle observée en

leur absence ».

La lutte biologique consiste a combattre une maladie causée par un organisme au moyen d’un

autre organisme.

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

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

La lutte biologique connait ces dernieres années un regain de popularité di en partie a un
certain échec de la lutte chimique. Les traitements chimiques tels que les fongicides donnent
de bons résultats a court terme mais a long terme I’accumulation de leurs résidus dans
I'environnement représente un danger qu'on ne peut plus négliger. Par contre, la lutte
biologique a une efficacité relative et demande plus de connaissances et d’observations, mais a
long terme, elle est beaucoup plus intéressante sur le plan environnemental et économique.
(Corbaz, 1990 ; Toussaint, 1996).

b. L’intérét de la lutte biologique

En plus de son réle dans la restauration de la biodiversité dans les écosystemes, la lutte
biologique présente un réle important dans le contr6le des maladies phytopathogenes. Emmert
et Handelsman (1999) affirment que la lutte biologique peut étre aussi efficace dans le

contréle des maladies phytopathogenes que I’utilisation des fongicides.

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

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

Le genre Trichoderma a était particulierement étudié et plusieurs especes ont révélé un grand
effet antagoniste contre une multitude de maladies, d’autant plus que plusieurs produits
phytosanitaires a base d’espece de ce genre sont commercialisés (Rao et Krishnappa, 1995 ;
Kaur et Mukhopadhyay, 1992 ; Fravel, 2005; Errakhi, 2008).
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La réussite de la lutte biologique nécessite I’application d’un agent de biocontréle efficace.
L’efficacité est notamment liée a la capacité de I’agent de lutte biologique a coloniser et a

s’installer dans le milieu rhizosphérique des plantes (Singh et al., 2003).
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Matériel et méthodes

Ce travail a consiste a évaluer I’effet de deux agents antagonistes sur le développement et la
sporulation d’Ascochyta rabiei. Pour cela différentes méthodes de confrontation in vitro sont
testées, a savoir les méthodes de confrontation directe et indirecte sur milieu solide pour la
croissance mycélienne, ainsi que I’effet de filtrats des antagonistes sur la sporulation de

I’agent pathogéne.

1. MATERIEL
1.1. Lematérid fongique pathogene
Les échantillons de pois chiche utilisé au cours de nos différentes expérimentations ont été

gracieusement fournis par le laboratoire de I'INRAA - U.R. Elkhroub- Constantine. Ils sont

issus des prospections réalisées au niveau de la région de Sidi Bel Abbés (Fig.7).

lewilles mortes

Méerame a nivemt dz Iz peaca

Mécrase an aivan dz a tae

Figure 7. Symptémes d’anthracnose sur pois chiche
1.2. Matériel fongique antagoniste

Les champignons antagonistes testés (Aspergillus niger et Trichoderma sp.) appartiennent a
la collection de I’INRAA - U.R. Constantine. Ils sont isolés a partir de plants de pois chiche.
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2. METHODES

2.1. Isolement, purification et identification du pathogene

L’isolement est effectué a partir de gousses et grains de pois chiche. Les échantillons sont
découpés en petits fragments et désinfectées superficiellement par trempage dans une solution
diluée de I’eau de javel a 2% pendant une minutee, puis rincés 2 fois a I’eau distillée stérile
pendant 2 minutes pour chaque bain. Les fragments sont par la suite sechés sur papier buvard
dans des conditions d’asepsie. Une fois séchés quatre fragments sont déposes dans des boites
de Pétri contenant le milieu de culture Potato Dextrose Agar - PDA ou milieu V8 (Annexel)
et mis en incubation a 20 + 2 °C et une photopériode de 12h (Fig.8). La purification est
réalisée deés I’apparition des mycéliums autour des petits fragments, les cultures ressemblant a
ceux d’Ascochyta rabiei sont repiquees sur milieu PDA. Une fois le champignon purifié des
observations microscopiques sont effectuées en utilisant du bleu de méthyléne afin

d’identifier le pathogéne.

Les cultures purifiées sont conservées dans des tubes a essai inclinés contenant PDA a 4°C

pour des utilisations ultérieures (Rapilly, 1968).

Figure 8. Isolement de I’Ascochyta rabiel a partir de gousses et de grains de pois chiche

2.2. Lesconfrontations sur milieu solide

L’etude de I’effet antagoniste des deux isolats de Trichoderma et Aspergillus niger sur I’agent
causal de I’anthracnose du pois chiche « Ascochyta rabiei » est réalisée en utilisant les

techniques de confrontation directe et indirecte.
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2.2.1. Méthode de confrontation directe
La technique de la confrontation directe décrite par Sivan et Chet (1989). Cette technique
consiste a co-ensemencer, dans la méme boite de Pétri contenant un milieu PDA, deux
pastilles gelosées prélevées a partir de cultures de I’antagoniste et du pathogéne prélevée a
partir d’une culture agée de agées de 7 jours. Les témoins représentent uniquement le
pathogéne ou I’antagoniste repiqué au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA. Les
boites sont par la suite incubées & 20°C et une photopériode de 12h pendant 10 jours (Fig.9).

Les notations sont prisent chaque jours en mesurant la croissance mycélienne des deux

antagonistes en suivant le méme sens de mesure (de I’explant vers le centre de la boite).

Le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne du pathogéne est calculé selon la
formule de Datta et al., 2004.

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

R temoin: distance radiale max de la croissance du champignon pathogéne

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

mode d’action du I’antagoniste testé.

3cm

Pathogéne - = Antagoniste

PDA

Figure 9. Technique dela confrontation directe sur milieu solide in vitro.
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Figure 10. Méhode de confrontation directe sur milieu in vitro.

2.2.2. Méthode de confrontation indirecte
Appelée aussi cconfrontation a distance. Cette méthode consiste a repiquer I’antagoniste et le
pathogéne dans deux boites séparées, un assemblage est réalisé par superposition des deux
boites, I’antagoniste (Trichoderma sp. ou Aspergillus niger) en bas et I’A. rabiei en haut
(Fig.11).

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

confrontation par contact direct sur milieu de culture.

Milien ce culmre PDA
Aveuchyie rihiel

Purallme

Antagoniste

Figure 11. Présentation schématique de la confrontation indir ecte.
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2.3. Test de confrontation sur milieu liquide

Cette méthode consiste a tester I’effet de différentes concentrations des filtrats de culture des

champignons antagonistes testés, sur la sporulation de I’agent pathogene A. rabiei.

La technique est realisée dans des tubes a essai contenant 10 ml du milieu de culture liquide
Czapek pois chiche (Annexe.1) et une concentration de filtrat definie. Trois concentrations de
filtrat des antagonistes sont testées a savoir 10, 20 et 30%. Trois répétitions de chaque

concentration et du témoin sont réalisées (Fig.12).

1tPa : 90 ml Crapek pois chiche + 100ml filtart de Tricfoderme sp.
20%% - 80 ml Czapek pois chiche + 20 mil filtart de Trichodermia sp.
30f0; 70 ml Crapek pois chiche + 30.ml filtart de Trichoderma s

Teémoin : 100 ml Ceapek
pois chiche

Figure 12. Préparation de solutions meére du test de confrontation en milieu liquide
a- Preparation de I’inoculum du pathogéne

Les spores de pathogéne sont récupérés par raclage de cultures du pathogénes agées de 15
jours sur milieu PDA. La concentration sporale est ajustée a 10° & I’aide de la cellule

Malassez. 1 ml de la suspension sporale est rajouté a chaque tube a essai du test.

b- Préparation du filtrat de culture

Les antagonistes sont cultivés dans un milieu liquide Potato dextrose (Annexe.l) par
ensemencement de disques du champignon d’une culture agée de jours dans 100 ml de
milieu. Les erlenmeyer sont fermés hermétiquement et placer dans I’agitateur orbital tournant

a 250 rpm pendant 7 jours.

Au bout des 7 jours, la culture est filtrée dans des conditions d’asepsie a I’aide d’un papier
Wattman. La suspension obtenue est filtré ensuite a I’aide d’un filtre de 0,2 um afin de se

débarrasser des spores.
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c- Mesures
Evaluation de la concentration sporale

Apres 15 jours d’incubation, la concentration sporale est mesurée a I’aide d’une cellule
Malassez (Fig.13) aprés agitation des tubes a I’aide d’un vortex.

Figure 13. Préparation dela cellule Malassez
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RESULTAT ET DISCUSSION
1. Résultats

1.1. Isolement et identification des champignonsa partir du végétal

L’observation morphologique et microscopique des cultures obtenus des isolements a partir de
fragment de plants de pois chiche infectés démontre que les isolats obtenus sont
caractéristiques des principaux pathogenes de pois chiche a savoir : Ascochyta rabie,

Fusarium sp., Cladosporium sp., Chrysosporium sp. et Penicillium sp.

1.1.1. Caractéristiques des champignonsisolés

- Fusarium sp.
La culture se présente sous forme de mycélium blanchatre, cotonneuses, légérement rosatre.
Sous microscope, les macroconidies apparaissent étroites, courbées au sommet, avec 3 a 5
cloisons. Les microconidies en chaines, fusiformes a piriformes (Fig.14).

- Cladosporium sp.
Le Cladosporium s'étend en culture mycélienne de couleur brun-olivacée. Ses conidies de
couleur sombre sont simples ou branchues. Les conidies sont unicellulaires ou pluricellulaires
sont produit en chaine acropétale. Elles sont ovoides elliptique ou fusiforme, lisses et
verruqueuses (Fig.14).

- Penicillium sp.
Ce champignon est caractérisé par un mycelium duveteux, de texture poudreuse et de couleur
verte. Les conidiophores sont groupés en faisceaux laches ou agregés bien définies (Fig.14). Il
peut étre simple ou ramifiés, possedent une forme ressemblant a celle d’un pinceau, les
conidies sont disposées en longues chaines et globuleuse.

- Chrysosporium sp.
Le Chrysosporium sp. est caractérisé par un mycélium végétatif qui donne naissance a des
conidies terminales ou latérales. Les conidies son unicellulaires et ovoides (Fig.14).
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Figure 14. Caractéristiques culturales (A1, B1, C1 et D1) et microscopiques (A2, B2, C2
et D2) (Gx40) des champignons isolés a partir du veégétal respectivement :
Chrysosporium sp. (B); Penicillium sp. (C); Cladosporium sp. (D); Fusarium oxysporum

(E) 1-Chlamydospor e, 2-macr ospor e, 3-microspore
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1.1.2. Caractéristiques du pathogéne « Ascochyta rabiei »

L’ observation des caracteres macroscopiques du mycélium de I’isolat d’A. rabiei a révélé
I’existence d’un mycélium blanchatre qui bruni avec le temps pour avoir des cultures noires a
marron foncé avec des bords claires. Les thalles sont filamenteux, développés et cloisonnés

(Fig.15). De petits points noirs qui sont des pycnides se distinguent sur la culture.

L’ observation microscopique des isolats d’Ascochyta rabiei a été caractérisée par la présence
de pycnidiospores a I’intérieur des pycnides (Fig.16). Le stade imparfait est caractérisé par la
formation des pycnides apparaissant sous forme du point noir visibles a I’eil nu, portant des

conidies ou pycnidiospores.

- Lespycnides
Elles sont généralement caractérisées sous forme de « carpospores » communément appelées
« pycnides », lls sont globuleux et forment toujours une véritable cavité, leur couleur varie du
blanc au brun foncé selon les milieux de culture. Les pycnides sont disposes en cercles
concentriques et munies d’un ostiole (Fig.16).

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

plupart sont unicellulaires (Fig.16).

Figure 15. Aspects macroscopiques de I’isolat d’ Ascochyta rabiei. (A) Sur milieu PDA; (B)

sur milieu poischiche
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Figure 16. Aspect microscopique d’Ascochyta rabiei. (A) Pycnides avec cirrhes sur milieu
V8; (B) Pycnide éclatée et pycnidiospores (Gx10) ; (C) Pycnidiospores (Gx40)

113 Caractérisation desisolats antagonistes

- Aspergillusniger

L’Aspergillus niger est caractérisé par une culture a mycélium blanchatre a jaunatre au début
puis granuleuses noires apres sporulation. Les conidies sont globuleuses, brunes et échinulées
a conidiophore lisse, brunatre dans sa moitié supérieure et trés long. Les tétes aspergillaires
sont bisériées avec des métules-phialides tout autour d’une vésicule ronde. Les conidies sont
de couleur brune, sphériques et parfois cotelées (Fig.17).

- Trichoderma sp.

La culture est caractérisée par la présence d’un mycélium blanchatre au départ qui devient
verdatre apres I’apparition des spores, ces derniéres sont vertes, rondes et lisses. Le mycélium
est composé d’hyphes septes et ramifiés a parois lisses. Les conidiophores ont une forme
conique ou pyramidale, ils sont ramifiés et portent des phialides en forme de flasque ou de
quilles qui portent les spores (Fig.17).
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Figure 17. Aspect cultural (A1, A2) et microscopique (B1, B2) de Trichoderma sp. et
Aspergillus niger respectivement (Gx40)

1.2. Test deconfrontation sur milieu solide

La confrontation directe d’A. rabiel avec les deux antagonistes Trichoderma sp. et A. niger, a
révelé des différences dans les effets d’inhibition des antagonistes testés sur le developpement

du pathogéne.

1.2.1. Test de confrontation directe

a. Confrontation directe de I’A. rabiei et Trichoderma sp.

Les différentes mensurations effectuées au cours du développement des champignons
montrent que la croissance mycélienne du pathogéne A. rabiei est de 6 mm a la fin du 10°™
jour d’incubation, en comparant avec le témoin la croissance est réduite de 9 mm. Au bout du
7ome jour un arrét de la croissance est noté. En ce qui concerne |’agent antagoniste
Trichoderma sp. la croissance a la fin de I’incubation est de 57 mm, il a rapidement évolué et

occupe presque toute la surface de la boite (Fig.20). Ainsi notre test de confrontation direct
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Trichoderma sp. et A. rabiel montre une croissance plus rapide et un développement plus
envahissant de Trichoderma sp. en tant qu’antagoniste, par rapport a A. rabiei en tant que

pathogene (Fig.18).

Tableau 2. Croissance mycélienne en mm d’A. rabiei et Trichoderma sp. en fonction du
temps

Jours L’agent L_’antagoniste Témo_in_ _ Témoain Pou_rqe_ntage
pathogéne | Trichodermasp. | A.rabiei Trichoderma sp. d’Inhibition (%)
1 2 3,5 2 3 0
2 2,5 9 3 10 16,66
3 4 18 7,5 18 46,66
4 4,5 26,5 8 20 43,75
5 5,25 34,5 9 28 41,66
6 6 45 10 35 40
7 6 55 11,5 40 47,82
8 6 56,5 11,5 41 47,82
9 6 57,5 13,5 42 55,55
10 6 57,5 15 42 66,66
70
E 60
E
2 50 —_—Apent pathogone
E P Arabiel
'E — Apent antagoniste
E 30 ; Trichoderma sp
s
E 20 | Temoin A.rabiel
S 10
e — — TEmcin Trichoderma
o sp
L] 5 10 15

Jours

Figure 18. Effet de I’antagoniste Trichoderma sp. sur I’agent pathogene Ascochyta rabiei.

b. Confrontation directe d’A. rabiei et A. niger
Les observations effectuees au cours de nos différentes mensurations, montrent que la
croissance myceélienne du pathogene A. rabiei au 10éme jour est de 9 mm et celle d’A. niger
étant de 41,5 mm (Tab.3). Ceci qui montre un effet antagoniste certain d’A. niger sur A. rabiei.
Nous remarquerons également que A. rabiel est un champignon qui évolue tres lentement et
son développement au bout de 10 jours d’incubation ne dépasse guére les 15 mm. Des
observations similaires ont été constatées lors d’épreuve de confrontation Trichoderma sp.

sur I’agent pathogene A. rabiei.
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Tableau 3. Croissance mycelienne en mm d’Ascochyta rabiei et Aspergillus niger sur 10

Résultats et discussion

jours
L’ager]t L’antag(_)niste Témoin Témc_)in Pourcentage
Jours pathog_ene Aspe_rglllus A rabiei Aspe_rglllus d’Inhibition (%6)
A.rabiei niger niger
1 2 2 2 2 0
2 2,5 6 3 8 16,66
3 7 9,5 7,5 11 6,66
4 7,5 10,5 8 12 6,25
5 8,5 12 9 13 5,55
6 9,25 14,5 10 13 7,5
7 9,25 25 11,5 14 19,56
8 9 31,5 11,5 29 21,73
9 9 41,5 13,5 43 33,33
10 9 41,5 15 43 40
50

=. ‘45

E 4

E 35 Apent pathogene

; 30 A rabiei

§ 25 — Apent antagoniste

E 20 Aspergillus niger

E 15 — Témoin A rabigi

2 10 =g

a 5 7 —Témoin A.niger

0
0 5 10 15

Jours

Figure 19. Effet de I’antagoniste d’Aspergillus niger sur le développement d’Ascochyta

rabiel
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Résultats et discussion

Figure 20. Confrontation directe d’Ascochyta rabiel avec Aspergillus niger et

Trichoderma sp. respectivement (A1, A2) recto et (B1, B2) verso dela boite

*La fleche rouge montre la zone d’inhibition.
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1.2.2.

Test de confrontation indirecte

Résultats et discussion

a. Confrontation indirected’A. rabiei et Trichoderma sp.

Les résultats obtenus montrent un effet inhibiteur a distance de Trichoderma sp. sur la

croissance mycélienne d’A. rabiei (Fig.23). En effet, la croissance mycélienne d’environ 1

mm/jour du pathogéne est inférieure a celle du temoin qui est d’environ 1,5 mm/jour.

Les valeurs des taux d’inhibition 39 a 53% confirment I’existence d’un effet inhibiteur sur la

croissance mycélienne de I’agent phytopathogene a distance (Tab.4).

Tableau 4. Croissance mycélienne en mm d’Ascochyta rabiei et Trichoderma sp. sur 10
jours d’incubation

L’aggnt L’antagoniste Témoin Témoin Pf)urc_en_tgge
Jours pathog_en_eA. Trichoderma sp. A.rabiei Trichoderma sp. d"Inhibition
rabie (%)
1 2 3,5 2 3 0
2 3 14 35 10 14,28
3 4 21 7,5 18 46,66
4 55 37,5 8 20 31,25
5 6 39 9 28 33,33
6 6,5 40,5 10 35 35
7 7 42 115 40 39,13
8 7 42 115 41 39,13
9 7 42 13,5 42 48,14
10 7 43,5 15 42 53,33
50

R 1

E &

E z‘; jp;‘,::l;l:sdtl'lr_}uullL'

; 25 — Apent antagoniste

g 20 Trichoderma sp

B 15 Témoin A rabiei

'E 10

S 5 = .-r"”-.-.__.— Témoin Trichaderma

0 4P
a 3 10 15
lours

Figure 21. Effet de I’antagoniste Trichoderma sp. sur I’agent pathogéne Ascochyta rabiei
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b. Confrontation indirectedu I’A. rabiei et A. niger

La croissance mycélienne du pathogéne est de 5,75 mm alafindu 1

Résultats et discussion

Oéme

jour d’incubation elle

est trés réduite par rapport au témoin (12 mm) sous I’influence indirecte d’A. niger dés le 5™

jour d’incubation. Cette

réduction est suivie par un arrét complet de la croissance de

pathogene. En ce qui concerne I’agent antagoniste Aspergillus niger, la croissance a la fin de

I’incubation est de 43 mm (Tab.5).

Tableau 5. Croissance mycélienne en mm d’A. rabiel et A. niger sur 10 jours

L’agent pathogéne L’antagoniste Témoin Témqin P?urcm_tgge
Jours A.rabiel Aspergillus niger A.rabiei Aspgrgﬂlus d’Inhibition
niger (%)
1 2 2 2 2 0
2 3 6,5 3,5 8 14,28
3 5 9,5 75 11 33,33
4 5 10,5 8 12 37,5
5 5 10,75 9 13 44,44
6 55 115 10 13 45
7 6 13 11,5 14 47,82
8 6 28 115 29 47,82
9 6 40 13,5 43 55,55
10 5,75 43 15 43 61,66
50
— 45
E 40
E 15 Agent pathogéne
; 10 Arabiel
E';_ 25 — fpenl antagoniste A,
£ 20 L
E Lo Temoin A.rabiel
s 10
v 5 p— Témoin A. niger
]
il L0 15

lours

Figure 22. Effet de I’antagoniste Aspergillus niger sur le développement d” Ascochyta

rabiel
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Résultats et discussion

Figure 23. Confrontations indirecte d’Ascochyta rabiei avec Aspergillus niger et

Trichoderma sp. respectivement (A1, B1) face pathogene et (A2, B2) face antagoniste.
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1.3. Test deconfrontation sur milieu liquide

L effet des filtrats de culture des deux antagonistes sur la sporulation d’A. rabiel en milieu
liquide est clairement démontré par comptage a I’aide de la cellule Malassez. Les filtrats de
Trichoderma sp. ont eu un effet inhibiteur superieur a celui d’A. niger (Fig.24). En effet a la
concentration 30% de filtrat de Trichoderma sp.la suspension sporale est de 2,4x10° et celle

chez le filtrat d’A. niger & la méme concentration est de 16x10° (Tab.6).

Tableau 6. Concentration sporale d’A. rabiei en fonction des concentrations des filtrats
d’A. niger (Asp) et de Trichoderma sp. (Tr)

Concentration de

A I 0, 0, 0, 0, 0, 0,
I"antagoniste/ml Témoin Asp10% | Asp 20% | Asp 30% | Tr 10% Tr 20% | Tr 30%

Moyenne 2413 x10° | 177,9x10° | 47,1x10° | 16x10° 24,8 x10° | 4,8x10° | 2,4x10°
spore/ml
2500
] |
B 2000 47
i
£ 1500 |
o
[
2
1000 +~ '
§
g
§ 500 ol
§
I TS S S S——"
Témoin Asp 10% Asp 20% Asp 30% Tr10% Tr20% Tr30%
Concentration des filtrats

Figure 24. Histogramme de la concentration sporale d’Ascochyta rabiel en fonction des

concentrations de filtrats d’A. niger (Asp) et de Trichoderma sp. (Tr)
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Résultats et discussion

2. DISCUSSION

Les techniques de confrontation directe et indirecte sur milieu solide nous a permis d’évaluer
I’effet de deux antagonistes sur le développement de I’agent pathogenes Ascochyta rabiei.
Aussi, le test de confrontation en milieu liquide a différentes concentrations de filtrat
d’antagonistes, in vitro, montre I’effet inhibiteur des deux antagonistes testés sur la

sporulation du pathogene.

Les résultats obtenus montrent que les deux antagonistes testés ont un effet inhibiteur
important sur le developpement et la sporulation de I’agent pathogéne. Le Trichoderma sp. a

révélé un effet inhibiteur supérieur a celui de I’A. niger.

La technique de confrontation en milieu liquide confirme les résultats des confrontations en

milieu solide.

L’A. niger inhibe les pathogénes des plantes par parasitisme direct, lyse, concurrence pour
I'alimentation, antibiose ou indirecte par la production de substances volatiles. Ces
mécanismes sont complexes et ce qui a été défini comme biocontréle est le résultat final de

divers mécanismes agissant de maniere antagoniste pour contréle de maladie.

Ces resultats sont en parfaite conformité avec ceux obtenus par Albouvette et al. (1983),
Dubot (1985) et Davet (1996) qui ont montré que la croissance de Trichoderma sp. est plus
rapide que celle du pathogéne, de ce fait, elle colonise le milieu nutritif et assimile les
éléments nutritifs par le phénomeéne de compétition. Les résultats obtenus peuvent aussi étre
expliquée par le mécanisme d’antibiose, qui est due a la sécrétion de substances agissant
comme étant des antibiotiques et qui inhibent aussi la croissance du pathogéne en les diffusant
dans le milieu de culture (Tanoh et al., 2015 ; Brunner et al., 2005 ; Sharma, 2011).

D’aprés Barbosa et al. (2001), la production d'amylase par Trichoderma sp. est en partie
responsable de la croissance rapide des antagonistes sur le milieu PDA. Lors de linteraction

entre les agents pathogenes et certains isolats.

Les résultats obtenus démontrent que méme en confrontation indirecte I’antagoniste peut
exercer un effet inhibiteur sur le développement du pathogene. L'étude des meécanismes
impliqués dans la relation antagoniste a révelé que les Trichoderma sp. et A. niger a agi par
antibiose en libérant des substances volatiles et non volatiles actives sur la croissance
mycélienne et la germination des conidies. La production de ces substances par les espéces de
Trichoderma a éte rapportée par Dennis et Webster (19714, b).
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De méme, les propriétés antagonistes de Trichoderma sp. en produisant des métabolites
volatils et non volatils ont inhibé la croissance de divers agents pathogenes telluriques (Reddy
et al., 2014). Certains de ces meétabolites ont été étudiés ; la production de I’acide harzianique,
tricholine, peptaibole, viridine, gliovirine, alamethicine ont été décrits (Very et al., 2001). Les
substances volatiles produites par les antagonistes pourraient diffuser facilement et inhiber la

croissance de l'agent pathogéne (Wheatley, 2002).

Dans le cas de la confrontation avec I’agent antagoniste A. niger, la croissance du pathogene
est trés lente. Selon Smith et Pateman (1977) ce champignon aurait certaines propriétés

antagonistes.

Les résultats des confrontations en milieu liquide confirment ceux des confrontations en

milieu solide quant a I’effet des antagonistes testés sur le développement du pathogene.

Selon Harman et Kubicek (1998), I’effet de Trichoderma sur la germination des spores a été
rapporté par de nombreux travaux. L’antibiotique harzianolide produit par T. harzianum
inhibe la germination des conidies et des chlamydospores du fusarium. La germination des
spores d’un certain nombre de champignons est aussi inhibée par la viridine produite par T.

viride.

En effet, chacune des espéeces antagonistes posséde une aptitude particuliére pour éliminer
I'agent pathogene. Les différents modes d'action, I’antibiose et le parasitisme pouvaient étre

impliqués, simultanément ou séquentiellement.
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Conclusion

CONCLUSION

L’anthracnose du pois chiche causée par Ascochyta rabiei, peut engendrer des pertes de
rendements considérables sur la culture du pois chiche qui peuvent atteindre jusqu’a 90 % en
condition optimales de développement du pathogene. Différentes méthodes de lutte peuvent
étre utilisées pour endiguer la  maladie : luttes culturales, chimiques, génétiques et

biologiques.

Le présent travail qui consiste & étudier I’effet antagoniste in vitro de Trichoderma sp. et
d’Aspergillus niger sur la croissance mycélienne et la sporulation d’Ascochyta rabiei a révélé
des résultats prometteurs pour les différentes techniques adoptées (confrontation directe,

indirecte sur milieu solide et sporulation en milieu liquide).

Les résultats indiquent qu’il y a un effet inhibiteur certain exercé par les especes des
Trichoderma sp. et A. niger étudiées sur le développement d’A. rabiei.

Notre étude a montré I’effet antagoniste important de Trichoderma sp. soit 66% d’inhibition
en confrontation directe et 53% d’inhibition en confrontation indirecte. Avec 40% d’inhibition
en confrontation directe et 61% en indirecte, I’ Aspergillus niger qui n’est pas aussi efficace
que le Trichoderma sp. , a montré de bonnes aptitudes et reste un bon antagoniste contre I’A.
rabiei.

Ces resultats sont confirmeés par le test de sporulation en utilisant des filtrats de culture des
antagonistes en milieu liquide. Toutes les concentrations testées des filtrats de Trichodema sp.
sont efficaces. Concernant I’A. niger la concentration la plus efficace est 30%.

Actuellement beaucoup de recherches se penchent vers la recherche de moyens de lutte,
dans la perspective de diminuer I’utilisation abusive de fongicides généralement nocifs a

I’environnement et a la santé humaine (résidus de pesticides).

Cette étude d’approche de lutte biologique a montré I’effet important des champignons
antagonistes testés sur I’A. rabiei. Ces résultats obtenus in vitro doivent étre confirmés par des
tests in situ surtout que les variétés de pois chiche utilisées en Algeérie sont sensibles a
I’anthracnose telle que les Flip 88-85 et ICC12-004 (Labdi, 1995).

Enfin ce travail qui est une modeste, contribution & la connaissance de la protection des
maladies des légumineuses alimentaires n’est pas une fin en soit, mais un début d’action

ou modeéle pour d’autres recherches sur d’autres cultures, d’autres pathogénes et
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antagonistes, les études plus approfondies sur les métabolites qui induisent I’inhibition

du pathogéne serait éventuellement appropriée.
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ANNEXES 01

ANiliAvd AA Andldi e A

Milieu de culture: PDA; pH 5,6 +0,2.

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

Milieu decultureliquide: Potato Dextrose

Composants Quantité
Pomme de terre 200 g
Glucose 209
Eau distillée 1000 ml




Annexes

Milieu de Czapek: pH=5,6 et le milieu est stérilisé par autoclavage 120°C
pendant 20 min).

Composants Quantités (g/l)
NaNO3 3
K;HPO, 1
KCL 0,5
MgSO, 0,5
FeSQ,, 7H,0 0,01
Saccharose 30
Pois chiche bouiller et filtrée 200
Milieu V8 Agar
Composants Quantités (g/l)
Glucose 10
L-asparagine monohydrate 2
Phosphate de potassium 05
monopotassique '
Chlorure de potassium 0,25
Chlorure de fer 0,01
Eau 900 ml




Résumeé
Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est parmi les Iégumineuses les plus consommée dans

le monde pour leurs protéines et des molécules d'énergie et a une grande importance

économique.

Parmi les maladies fongiques qui touche cette culture, I’anthracnose causée par Ascochyta
rabiei. Cette maladie qui est I'une plus graves qui touche les parties aériennes de la plante

en Algérie.

Un isolat d’A. rabiei est confronté in vitro avec deux agents antagonistes (Trichoderma
sp. et Aspergillus niger). Cette étude a revéle I’effet inhibiteur important sur la croissance
mycélienne pour les deux méthodes de confrontation directe et indirecte sur milieu solide
et la sporulation sur milieu liquide. Le Trichoderma sp. a un taux d’inhibition qui atteint
les 66% en confrontation directe et 53% en indirecte. Alors que I’effet de I’antagoniste
Aspergillus niger atteint les 40% en confrontation directe et 61% confrontation indirect.
En ce qui concerne la sporulation, une réduction importante par rapport au témoin surtout

au niveau de la concentration 30% de I’antagoniste.

Mots Clés: Pois chiche, Anthracnose, Ascochytarabiei, Trichoderma sp., Aspergillus

niger, lutte biologique.



Abstract

Chickpea (Cicer arietinum L.) is among the most consumed legumes in the world for

their proteins and energy molecules and has great economic importance.

Among the fungal diseases that affects this crop, anthracnose caused by Ascochyta rabiei.

This disease is the most serious one that affects the aerial parts of the plant in Algeria.

An isolate of A. Rabiel is confronted in vitro with two antagonistic agents (Trichoderma
sp. And Aspergillus niger). This study revealed the important inhibitory effect on
mycelial growth for the two methods of direct and indirect confrontation on solid medium
and sporulation on liquid medium. Trichoderma sp. Has an inhibition rate which reaches
66% in direct confrontation and 53% in indirect. While the effect of the antagonist
Aspergillus niger reaches 40% in direct confrontation and 61% indirect confrontation.
With regard to sporulation, a significant reduction compared to the control especially at

the level of the concentration 30% of the antagonist.

Keyword (s): Chickpea, Anthracnose, Ascochyta rabiei, Trichoderma sp., Aspergillus
niger, Biocontro.
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Résumeé

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est parmi les légumineuses les plus consommée dans le monde pour
leurs protéines et des molécules d’énergie et a une grande importance économique.
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maladie qui est I'une plus graves qui touche les parties aériennes de la plante en Algérie.
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