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INTRODLCTION

I es léoumineuses occupent une place importante dans les svsiemes de culures
caractérisés par une pluviométrie moyenne de 350 - 450 mm. Ce réle est hie d'une
part a lenrichissement du sol en matieres azotées. et d'autre part a leur nmportance
économique et nutitionnelle (ANONYME. 1988). En ouwe. les legumineuses
alimentaires sont utilisées pour valoriser les situations peu favorables.

En Algérie, malgré la forte augmentation des emblavures de la culture. les
rendements sont restés bas. Is ne dépassent guére les quatre guintaux par hectare.

Cette faible production est due & une pluviométrie glebalement deficiiaire. et
irréguliérement répartie dans le temps et dans l'espace. A cela sajoutent un travail
du sol mal réalisé une fertilisation trés peu  maitnsée. une prolifération de

mauvaises herbes et un mauvais éiat des semences

Les études effectuées en Algerie. sur la pathologie des légumineuses ont ete
focalisés surtout sur le pois chiche. 1a féve et & un degré moins sur le pois. Ires peu
d'études ant ¢été consacrées a la pathologie de la Ientille.

En effer. au probléme de Tanthracnose. s'ajoute un fléan. celn des maladies
causées par les agents telluriques et particuliérement celles entrainant les powrmitures
racinaires ou le {lémssement ou les deux manifestations & la fois constifuant. un
complexe de flétrissement et de pourriture racinaire appele communcément "Wilt and

Root Rot disease” due un ensemble d'agents pathogénes tellunques,

Ce probléme a été signalé pour la premiére fois dans la régan de Dahmount
(Wilava de Tiaret) en 1980 ou’ des symptémes de jaunissement et de flénissemenis

ont été notés (BOUZNAD, Cotmnunication persannefie),

Ailleurs, certe maladie a attiré Fattention de beaucoup de chercheurs a fravers
le monde. vue les dégits occasionnés 4 cette culture d'une part et aux problemes lics
aux  moyens de lutte contre cette maladie dautre part (KHOURL 1974,
TTANOUNIK, 1979, BELLAR, 1984, EL AHMED et MOUSSLL 1987).

En effet. la caracterisation des especes de Fusarinm causant  ces fypes de

symptomes a  fait l'objet de nombreuses études qui vont de la caracténsation



classique comme la mensuration des spores. la forme des macrocomdies. la
présence ou Pabsence de mmeroconidies et des chlamydospores. la coloration des
colonies  ainsi que l'etude de la pathogénceité des isolats de [usarivm en les
confrontant & des variétés réputées sensibles (MESSIAEN et CASSINL 19068,
BOOTH,. 1971).

Cependant. ces mémes critéres demeurent msuffisants pour distinguer les
différents isolats. races ou formes spéciales d'une méme cspéce, raison pour laquelle
des identifications biochimigues demeurent une nécessite absolue.

En effet, les travaus concernant cet aspect ont suivi le développement de la
hiochimie. Aprés Péchec obtenu avec Vétude des acides ammncs, la nichesse en
protéines el particulierement  le dosage des activites enzvmatiques font lobjet de
nombreuses recherches (GUEZLANE, 1976, LINDE et al. 1990 LINNEE et
BURDON, 1990},

Les conclusions varient suivant le penre considére et I'objectf visé: séparation
des espéces. des formes spéciales ou des races. et bien entendu eti fonction des

techniques utilisces.

MEYFER (1969) analyse 'activiré enzymatique et particulierement les esterases
de quatre isolats de Foxvsporuin fsp. mefemy et de cing souches de foxvsporin
1o, alvaddiv T observe de grandes fluctuations entre les différents 1solats.

GILL ef POWELL (1968) n'onl relevé que de faible différence dans l'anabyse
des proteines de trois espéces de Phyvtophiora: ocactormm, ! fragarice, Posojoe.

CLARF et ZENTMEYER (1966). sanl arrivés aux mémes conclusions aves
les isolats de Pvriem.

Fri tevanche, CHANG (1926) chez les Newraspora, CLARE (1963) chez les
Phytophiora, MACKO et STAHMAN 1967) chez les Pucoinig, ont montre
I'existence de Variations protéiques el enzymaliques au sein des espces comparces.

Ces résultats parfois discordants sous ont ancite a entreprendre I'étude des
potentialites enzyvmatiques des isolats de Fusarnan sofarn isolés de la lennilic et
d'un isolat de /- evisperion, deux especes ties proches sur le plan morphologique



Concernant les deux systéemes enzy matiques choisis dans cette etude & savoir
les esterases ef les malates déshydrogénases. en cffet, ces derniéres ont fait lobjet de
nombreux travaus du fait de leur importance polvmorphique au niveau des
champignons phytopathogenes (SIMCOX et al. 1992).

le role des principales oxydases ainsi que des polyphenols impliqués dans le
phénomeéne de la résistance des plantes vis a vis des agents pathogeénes ont fait
I'objet de notre etude.

En effet. ce 1dle a ét¢ l'objet de nombreux travaux dans le monde. Deja en
1954, ANDRE rapporte que la résistance oula sensibilité des plantes hotes a des
attaques par divers agents pathogénes. dépend essenticllement de la nature des
réactions biochimiques qui se dérouleront au sein des plantes hétes, Concernant les
polyphenols. il est bien connu depuis longlemps que leur biosynthese va staccelérer
dans les plantes aprés infection par des agents pathogenes. (FARKAS et KIRALY.
1962: KOSUGE. 1969; FRIEND. 1979).

Concernant les oxvdases. si le role de certains d'entre elles ¢l dcja connu
depuis un certain temps, bon nombre dentre ¢lles. leur role demeure non encore
clucidé. Cest le cas notamment de la catalase et de l'acide ascorbique oxydase
(HAMMERSCHMIDT et al, 1982; BAZZALO et al. 1985; ABBATISTA el
al 1988).
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I-GENERALITES SUR LA CULTURE DE LA LENTILLE:

1.1- IMPORTANCE DES LEGUMES SECS EN ALGERIE:

Les l2gumes secs occupent une place particuliére dans I'agroéconomie mondiale,
cect pour leur large consommation et leur caractéristique agronomigue particuliére.
Leur capacité d'adaptation a des conditions pédoclimatiques difficiles et leur faible
exigence culturale, ont fait que ces cultures sont trés répandues de par le monde

En Algérie, les légumineuses ne sont développées qu'a partir de 1929, durant
cette année de crise économigue, les surfaces cultivées ont atteint plus de 90.000 ha
(ANONYME, 1986)

La répartition géographique de la culture des légumincuses se situe
principalement dans les régions de l'ouest du pays, particuliérement dans les wilayas
de Tiaret, Tissemssilt, Sidi Bel Abbes, Mostaganem qui détiennent a elles seules 60%
des superficies emblavées, mais ne participent que pour 46.5 % dans la production
nationale (LAMAMRI, 1992),

Les principales espéces cultivées sont :
Lentille; Lens culinaris L.

Po1s chache: Cicer arietinum L.

Feve: Vicia Faba l.

Haricot: Phaseolus vilparis. L.

Pois: Prsum sativum L.

En effet, ces léguminenses présentent unc importance tout a fait particulicre pour
l'agrculture, en raison des caractéristiques biologiques des racines dans la fixation de
l'azate atmosphériques par les nodosités bacteriennes.

Les raisons agronomiques et nutritionnelles  justifient encore I'intérét accordé a

ces legumineuses,

Sur le plan agronomique, le remplacement de la jachére nue par les Iégumes scos
dans lc systcme ceréale - jachére représente un gain de surfaces cultivées et un appart
mportant qui contribue 4 élever le niveau de la fertilité des sols.
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Du point de vue nutritionnel, la richesse des légumineuses cn protéines permet de
corriger dans une certaine mesure les carences en proi€ines amimales amsi que le
deseéquilibre alimentaire des populations qui ont tendance a se nourrir exclusivement
de céréales, D'autant plus que la preésence de la lysine principal acide aminé qui se
trouve en quantité trés importante dans les légumes secs, contribue a I'équilibre de la
ration alimentaire. Ainsi l'association céréales -légumes secs aurait une valeur proche a
celle d'une protéine amimale (ANTHELEME et al, 1978).

[La composition biochimique globale des légumineuses alimentaires(tableau 1),
montre une forte teneur en glucide (50 & 58 % ), en protéines (20 a 25 % ) et en

vitamines (B1, B2 et C).

Tableau 1 :Composition biechimigue de quelques legumineuses

alimentaires
Especes ~ |Feves  |Pois -.»."':iLm““eﬂ Pois | Haricots
oo iskchest o fchiches i ~ |rouds secs
Composition’ 11 e e o in : :
(2)/100g sec A ot Lnn L e
Plﬂtﬂnﬂs it 25.0 19.2 23.'? 22.5 22.1
Mﬁtié_r'ei grasses |18 6.8 1.3 1.8 1.7
Glucides 497 1561 574 56.6 576
.{fen-;;!rg_s % . a““l ----- 30 22 1 _2.6 34
Celluloses |99 3.4 32 153 44
Ead - - . . 4106  |115 12.2 1o |110
]
: i |
Nb de cal fl_{l[} g 354 376 351 {346 {341
\IEHT;-;I';E‘; en (mg) |
C & A 3 2 |-
Bl ool b 4054 0.40 0.50 0.77 1054
Bl 0.29 0.18 0.20 020  fois

Source :Anonyme (b), 1992
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1.2-SITUATION DE LA CULTURE DE LENTILE EN ALGERIE:

La lentille (Lens culinaris L), appartient & la famille des légumineuses. sous
famille des Papilionacées, a été publiée pour la premiére feis par Medikus en 1787,

La lentille est une culture trés ancienne en Egypte, au Sud de I' Europe et en
Asie de I' ouest, Elle s'est ensuite étendue a 'Europe duNord, al'Inde 4 la Chine en

Aménque du Nord.

Actuellement, elle est cultivée dans la plupart des régions subtropicales. des
résions tempérées chaudes et des régions d'altitude sous les tropiques (LAMAMRIL
1992).

La lentille présente des caractéristiques agronomiques considérables,

comparables aux autres Iégumineuses ou’ elle occupe une place importante,

La lentille peu exigeante sur la nature du sol, préfere des sols légers et calcaires
Si celleci est assez résistante & la sécheresse et aux températures élevées, elle est en
revanche assez sensible au froid (ANONYME,1987). Les zones potenticlles pour cette
culture telles que proposées par I' Institut de Grandes Cultures (LT.G C.) sont

presentés dans le tableau ¢1 dessous.

I'ableau 2: Zones de culture de lentille en Algérie en 1983:

Zones | Superficies {Productions
s F et (ha) (Qx)
Tiaret 5850 11687
Sidi bel-Abbes | 3920 4124
Saida 860 210
Mostapanen: 650 2400
Chief | 500 1650
Medea 7100 2040
Bouira 500 750
Skikda 130 238

Source: Source d'information DVP (MAP)
in MOHAMED]. 1989
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1.3-VARIETES CULTIVEES EN ALGERIE:

['amélioration de la lentille, telle quelle a été menee en Algérie pendant la
periode coloniale, avait pour but de développer les aptitudes apronomiques des
variétés locales (LAUMONT et CHEVASSUS, 1956). Cette approche de sélection de
la lentille devait répondre aux exigences du marché métropelitain.

Parmi les variétés de lentille sélectionnées, retenues a l'époque en Algene
(LAUMONT el CHEVASSUS, 1956), on peut citer:

*. Large blonde métropole :

Origine: -Isolée en France en 1942

Aptitudes. -Végétation treés vigoureuse avec une trés bonne fertilit¢ (2 a 3
sousses par inflmescences graines chacune ),

Trés bonne qualité culinaire;
Destination; -Commerce intérieur et exportation:
Station de multiplicatrice: Batna.

¥_Large verte d' Alpéne

Ongine: Obtenue en 1950 dans une population massale d'un hybrnide naturel

(L petite verte xLarge blonde), trouvée a Tharel en 1943

Aptitudes; Végétation trés rigoureuse avec une tres bornne fertilite (2 & 3 gousses
par infloressence, 2 graines par gousse);

Bonne qualité culinaire;

Destmation: Commerce intérieur et exportation.

Station multiphicatrice: A temouchent.

*-Petite blanche de Svrie :

Orngine: -Selectionnée en 1952 en Syne.

Aptitude: Végétation trés vigoureuse, trés fertile (2 4 3 gousses par inflorescence,

2 graines par gousse):
Trés precoce. résistante au mildiou, sensible a la roulle;
Bonne quahté culinaire;
Destination; Marche intérieur;

Station multiphicatrice: Setf.
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Récemment, I'l.T.G.C. s'est lancé dans la voie de la multiplication des semences
de lentille avec les principales variétés, et paritculiérement celles qui ont montré des
performances sur le plan agronomique (résistance aux différents stress et capacité
productrve) ainsi que sur le plan nutritionngl (tableau 3).

Tableau 3: Nombre de variétés multipliées et les surfaces emblavées

durant la periode 1990-1994

Unité: Ha

Campagne | .~ i L SRR
ST T aesomo 193091 1991/92 1992/93 | 1993/94
Variétés i ' i
SYRIE 229 0.15 025 00 00 0o
SETIF 618 0.2 . 015 (M} 0
BALKAN7SS 00 0.5 15 00 00
LB CHILI 0.15 2 00 (0 00
METROPOLE 3.65 1.08 10 365 0o
| : i .='
| P.BEDAHRA 00 | 00 0.5 (0.2 018 |
NEL 468 | 0.15 | 0.1 0.5 0.2 00

Source ; Anonyme, 1993

Ces superficies restent tres faibles pour pouvorr couvnir les superficies a emblaver en

semences de reproduction, pour redwre l'utihisation de semences ordmaires et les

substituer par des semences cortifices,
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1.4- ASPECTS PHYTOSANITAIRES:

La lentille peut étre affectée par plus de 20 maladies dont plusieurs sont
provoquées par des agents telluriques (KHARE, 1981). qui causent principalement les
affections racinaires et caulinaires entrainant, soit des poumtures ou nécroses du
systéme racinaites soit un flétrissement. ou encore les deux symptomes en méme
temps (KHARE 1979),

En effet ce complexe inclut de nombreux agents, dont principalement.: Fusarivm
svlani, Fusarium.oxysporum fsp. lentis et Rhizoctonia solani { SHUKLA et al, 1972;
SHATLA et al. 1974;: KANNAY AN, 1976; KHARE, 1980).

1.4.1-AGENTS DU FLETRISSEMENT DE LA LENTILLE:
1.4.1.1- Fusarium oxysporum .f.sp.lentis Vasd and Brin (Flo.l)
L4.1. 1. 1-Importance de la maladie:

La Fusariose vasculaire causée par le £ 0.l est une maladie trés unportante. Elle
a une dismibution géographique trés étendue (Afrique du Sud, Espagne, Inde. Syrie.
Pakistan ) (SHUKLA et al, 1972; KANNAYAN, 1976; 1972KHARE. 1980).

Cette maladie a ¢é1é rapportée pour la premiére fois en Algéric en 1987 par
BEOUZNAD (communication personnelle).

Les pertes occasionnées par cel agen! sont trés importantes ou’ ils ont atteint en
Inde les 30%. (KHARE, 1980),

En Syrie. cette maladie a entraine des pertes de 12% de la production de la
lentille (BAY A'A et al, 1986),

Quant au stade d'apparition de la maladie, KANNAIYAN et NENE (1976),
notent qu'en Inde, le flétnssement apparait en deux stades, le premier au stade plantule
"seedhmg wilt ", surgissant 1.a 3 semaines aprés le semus, cehu e cause plus de dégats
que le flétrissement tardive "Adult plant wilt”, qui apparait généralement vers le stade

de la floraison ou la fructification.
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1.4.1.1.2-Symptimes de la maladie:

Plusiews auteurs ont décrit les symptomes de cette maladie (ERWIN. 1958,
GUPTA et al, 1986, VAN RHEENEN, 1989),

Le flémssement typique peut étre identifié & deux phases du cycle de la culture:;

Stade plantule: Les plantules affectées ne montrent pas de pourniture a la surface,
cependant, une section verticale au niveaun du collet montre une coloration noirdtre des
tissus vasculaires. Chez les vanétés sensibles, la mortalite survient généralement dix
jours apres leur émergence. Leurs vaisseaux montrent un brunissement interne des
extremités racinaires (NEMA et KHARE, 1973 NENLE et REDDY, 1978).

Stade adulte (six semaines au plus apres le semis ): Les plantes attaquées
presentent un flémssement typique, caracténsé par un brunissement des vaisseaux qin
est souvent continu et s'étend a quelques millimeétres au dessous du collet. Les plantes
affectées ne révelent aucune pournture racinaire (NENE et REDDY, 1978),

1.4.1.1.3 - Agent pathogéne:

Le Fusarium.oxysporum f.sp. lennis est un champignon imparfait de la famille
des moniliales. C'est un agent tellurique transmissible par semences, qui, en absence
de I'héte, peut survivie dans le sol pendant une longue période. Le champignon attaque
le systéme racinaire et passe a travers I'épiderme pour s'acheminer vers les vaisseaux
du xyleme ou’ il produit abondamment des conidies (GRAWAL et al, 1984, GUPTA
et al, 1986). Le champignon, une fois installé dans la tige, sc développe pour entrainer
une obstruction des tissus vasculames et un jaunissement pus un desscchement des
fewmlles basales. Un  hrunissement des vaisscaux, aboutit necessairement 2au
fletissement total de la plante (GREWAL ct al, 1984, SMITHSON et al. 1985;
CUPTA et al, 1986).

Sur milieu numitf et particuliérement le PDA (Potate Dextro Agar). le
champignon développe un mycelium blanchite et cotonneux en vieille culture. Les
hyphes sont séptés et excessivement ramifiés. Les microcomdies unicellulaires
mesurent (4-1dpm x2-4pm). Ces conidies porés sur des comdiopheres courts et
siiples, sont rarement bicellulaires.

10



Pariie { : Synthése Bibliographique

Les macroconidies pluricellulaires: (3-6 cellules), sont & parois minces avec une
cellule de hase et une cellule de sommet pointue. leurs dimensions vanent de 20a35pm

X Zadum.

- Les chlamydospores sont unicellulaires a paroi épaisse, rondes et produites de
maniére intercalaire ou termimale sur les filaments mycéliens les plus agés ou sur les
macroconidies. Leurs mensurations sont de l'ordre de 8.8x 8§ pm { SMITHSON et
al 1985; GUPTA etal, 1986, BENIWAL et al, 1993).

La température optimale pour la croissance du champignen et pour I'infection se
sttue aux alentours de 25°C. Quant 4 l'influence de la nature du sol sur la sévérté de la
maladie, les sols alealins semblent exercer une influence défavorable sur Ja croissance
¢t la sporulation ( KANNAIYAN et NENE, 1976; GUPTA ¢t al, 1978). De méme, la
séverité de cet agent semble étre favorisé par la présence d'autres agents notamment.
les nématodes et particulierement les Meloidogyne spp (HAWARE et NENE. 1984,
MANI et SETHI, 1984),

1.4.1.1.4-Methode de lutte:

Le Foxyspornm est un agent tellurigue qui a une capacité de survie
extraordinaire, car il peut se mamntenir dans les débris de culture pendant plusieurs
années. (C'est un agent systémique et est transmis par semences. |1 n'est done pas facile
de prévorr linfestation, mi pouvoir évadiquer le pathogeéne une fois etabl
(ANONYME, 1978 HAWARE et NENE, 1978).

1.4.1.1.4.1-Traitement chimique. L'emploi des fongicides sur les lots de
semences peut étre un moyen efficace pour contréler la maladie en améliorant

I'mergence des plantules.

Des travaux réalisés sur le Fusarium, oxysporumfsp. ciceris, ont montré que le
Eenlate T(30% Benomyl +30% Thirame }a 0.015% élimine complétement l'agent
pathogéne 3 partir des semences (GUPTA et KOTASTHANE, 1978; HAWARE et
al . 1981; JIMENEZ-DIAZ et al, 1989).

SHUKLA et al {1981), ont suggéré I'emplor de la Bavistin (Carbendazime) a 0.5
¢'kg pour duninuer ineidence de 'agent pathogéne sur la germination.

11
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1.4.1.1.4.2-Résistance variétale :

les cultivars résistants constituent la meilleure solution pour contréler cette
aussi la plus efficace contre tous les agents du complexe de fletrnissement et po
racinaire de lentille (ROBERT et KRAFT,1971; KANNAIYAN et NENE, 197¢). Mais
l'apparition de nouvelles races physiologiques, casse a'chaque fois la résistance d'une
vaneété sélectionnée. A titre d'exemple, on mentionne en Inde, la présence de sept races
physiologiques (KANNAIYAN et NENE,1978). Ces mémes auteurs ont pu déterminé
plusieurs cultivars résistants entres autres: J1L80,

Pusa 3 et Pant 234.
1.4.1.1.4.3- Autres moyens de lutte:

Une fois cet agent installé dans le sol, le champignon peut infecter d'autres
especes telles que le pois chiche, la féeve et I'haricot sans pour autant provoquer des
symptémes, ce qui rend impossible son controle par les rotations culturales
(KANNAIYAN et REDDY,1978; NENE ¢t REDDY.1987)

KOTSTHAME et AGRAWAL (1978), ont montreé qu'un semis tardif peut réduire
I'effet de cette maladie en augmentant le pourcentage de l'émergence de plantules. Des
amendements azotés réduisent considérablement le nombre de chlamydospores et

favorisent la lyse des comdies.

D'autre part, le choix du sol peut étre aussi un moyen de prevention; c'est ainsi
par exemple, que les sols légers sont plus suppréssifs de la maladie que les sols
limono- sableux (BOORSAMA, 1978; SATYAPRASAD et RAD,1982).

1.4.2-LES AGENTS DE POURRITURE:
1.4, 2. 1-Fusarium solani (Mart JAppel &Wr:

Le Fusarium solani responsable de la pourriture racinaire de la lentille et du pois
chiche associé a d'autres Fusarivm spp a £t identifie par KRAFT (1969) comme le
Fusarium solam fsp. pisi. Mais 1l peut exister une autre forme spéciale de / solam
qui cause des symptdmes similaires sur lentille que celle causé par le F. solaini [,
pivi, avee des dégrés d'attaques faibles. Ce champignon est plus commun en Inde que

le Fusarinm oxysparun.

12
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Faplentis(GREWAL et al 1974) et aux USA (WESTERLUND et al,1974). Clest un
agent qui est impliqué dans le complexe de poumture racinaire. Il constitue le
principal probléeme du pois chiche ct de la lemtille dans de nombreux pays
(ALAVAREZ et BRINER 1987).

1.4.2.1.1-Symptimes ;

Ce champignon attaque le collet et les racines, se traduisant par divers
symptomes tel un flétissement partiel ou total de la plante (TRAPERO-CASAS et
JIMENEZ-DIAZ 1981).

Dans certains cas. les parties aériennes peuvent presenter des symplomes
similaires 4 ceux causés par le F.o.l et se traduisent par un jaunissement prémature des

feuilles basales.

Quant au systeme racinaire, celul ¢i présente, sort des Iésions racinaires ou des
nécroses localisés ou encore une pourriture nowe (WESTERLUND et al. 1974). Des
¢tudes faites en Espagne sur le complexe de pourriture des racines du pois chiche, ont
montré que ces symptomes sont induits soit par le F. solani, soit par le £ ewmarti soit
par les deux en association (TRAPERO-CASAS et JIMENEZ-DIAZ 1985).

1.4.2.1.2-Agent pathogéne :

Cette espéce extrémement polyphage et trés ubiquiste, se rencontre sur un grand
nombre de plantes cultivées et spontanées (MESSIAEN et LAFON, 1970).

Ce champignon imparfait est caraciérisé par la formation des microconidies
produites sur des comdiophores allongés en forme de fausse téte. Ces microconidies
sont petites cvlindroides, arrondies aux deux extrémités, umicellulaires ou parfois

divisées par une cloison.

Les macroconidies présentent des extrémutés plus arrondies que celles du
I oxysporum. Les cloisons sont fréquemment en nombre de trons, mais ce nombre peut
varier de 2 4 4. Les chlamydospores simples ou doubles, terminales ou intercalaires.
ont une forme ovale & sphérique a paroi lisse (TRAPERO-CASAS, 1983:
ALAVAREZ et BRINER. 1987).
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Le champignon est tellurique, et peut se conserver dans le sol pendant plusieurs
années en I'absence de I'hdte. 1l est transmis par semences (ERSKINE et al, 1990), mais
selon certains auteurs, cette transmission reste faible (WESTERLUND et al 1974),

Quant a l'influence de la natre du sol sur le comportement de ce champignos
_celui ¢l est beaucoup plus redoutable dans les sols sableux avec une humidité elevee
(NENF et REDDY 1987} La température optimale de croissance se situe entre 23 el
30°C (VAN RHEENEN et al, 1989).

1.4.2.13- Gamme d'hétes:

Le F.solani fsp. pisi est responsable des pourritures ou nécroses racinaires sur
de nombreuses légumineuses (pois chiche, féve, petit pois, haricot) mais sur d'auvtres
espéces, les symptimes se limitent a des lésions locales au niveau des racines.

1.4.2.1.4-Moyens de lutte: Le traitement préventif des semences avec
certains fongicides tels que le Benomyl ou le Thirame peut réduire l'incidence de la
maladie en augmentant 'émergence des plantules et retarder ainsi le développement
d'une épidémie (SHUKLA et al, 1981; JIMENEZ-DIAZ et TRAPERO-CASAS,1985).

La recherche et I'emploi des cultivars résistants restera Ia meilleure méthode de
lutte contre cette maladie (KANNATY AN 1974; KAISER et HORNER, 1980),

Pour cela, quelques variétés ont été développées et qui présentent une résistance
multiple zu complexe de pourriture racinaire{( AGRAWAL et al, 1976: KANNATYAN
et NENE. 1976, MAS et al 1988)

1.4.2.2-Rhizoctonia soleni Kuhn: Apent de pourriture racinaire molle, appelée
communément "Wet root rot ", entraine des pertes considérables sur lentille Cette
maladie a été signalée dans de nombreux pays et particulierement en Inde
(AGRAWAL et al 1976; KANNAIYAN et NENE,1976), en Egypte (OMAR e
al.1988), en Iran (KAISER et HORNER.1980) et en Amérique (SHINKAND e
al. 1983).

14
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1.4.2.2.1-Symptomes:

La maladie apparait  la fois au stade plantule et au stade de plante adulte dans
des sols humides. Cependant, dans les deux cas, les symptomes sur les parties
acrienmes, consistent en un jaunissement avec un flétrissement des feuilles de la base
et brunissement de la tipe principale. Le systeme racinaire quant a lui, une fois affecté,
presente ume coloration rouge brun avec une constriction des vaisseaux du collet
(SHUKLA et al,.1972; KANNAIYAN et NENE,1973; SHATLA ct al, 1974).

1.4.2.2.2-Agent pathogéne: R. solani est un pathogéne primitif qui peut
passer facilement 4 la phase saprophytique dans les débris des végétaux. Il persiste
dans le sol sous forme de sclérotes ou de mycélium qui sont responsables de linfection
primaire. 11 est aussi transmis par des semences. La survie des sclérotes une fois dans
les sols humides, peut aller jusqu'da cing ans (LUCAS et al 1985).

La température optimale de croissance du champignon se situe entre 25 et 30°C
(VAN RHENEEN et al,1989) et une humidité du sol, allant de 50 a 80% (NENE ¢l
REDDY,1987).

1.4.2.2.3-Movens de lutte: L'emploi de certains [ongicides a large
spectre tel que le formaldehyde en fumigation du sol, peut rendre inerte Pactivite des
sclerotes.

L'emploi du traitement préventif des semences par le Thirame ou Captane
diminue la gravité de 1a maladie (QAUISER et ABU,1986).

D'autres techniques, surtout culturales peuvent étre pratiquées; comme un Semis
bicn aéré et un enfouissement des chaumes aprés les récoltes (LUCAS et al, 1986).

Par ailleurs. des résultats encouragants ant été signalés par I'emploi de certams
cultivars de lentilles tels que les cultivars: J1.BO, Pusa 3 et Pan 234 (AGRAWAL et
al.1976: KANNAIYAN et NENE.1976).

1.4.2.3-Rhizoctonia bataticola (Taub.) Butl.

Tel que rapporté par KHARL(1981), SAXENA et KHARE (1988). le
R batiticola (Macrophomina phaseoling ) est un agent de pourriture seche des racines
rencontré dans plusieurs régions sous différentes conditions climatiques séches ou
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1.4.2.3.1-Symptomes:

lls se mamfestent géncéralement au stade floraison -matunte. Les plantes
attaquées. montrent un dessechement des feuilles supérieures qui évolue par la suite
en un dessechement total de la plante.

Les symptomes caracténstiques s'observent surtout sur la partie souterraine, celle
¢1 se desseche et montre des €clatements de l'ecorce. Les racines attaquées prennent
une couleur bleue cendre et des sclérotes noirs de taillle et de forme variable
apparaissent aussi bien a la surface des racines qu' a l'inténieur (NENE et al. 1978:
HAWARE. 1988).

1.4.2.3.2- Agent pathogéne: K baiaticola croit de maniére inter ou
miracellulaire =t envahit les cellules corticales. l.es hyphes colomisent le systéme
vasculaire et développent des sclérotes dans le tissin du xyléeme (VAN RHEEN et al.
1989). Le mycelium du pathogéne est brun clair. les sclérotes sont de forme variahle et
de diametre varant entre 36 et 180 um (TRAPERO-CASAS et JIMENEZ-DIAZ,
1985.a). Le champignon se conserve sous forme de sclérotes dans le sol pendant
plusieurs années (HAWARE 1988) Le pathogéne est thermophile et sa croissance
ophimale est obtenue a 35°C.

Les temperatures elevées et les conditions seches du sol. spécialement lors de la
floraison-formation des gousses, peuvent stimuler le développement de la maladie.

1.4.2.3.3- Movens de lutte:

R haraticola, agent trés polyphage, persistz dans le sol pendant plusieurs années,
ce qui rend les rotations culturales mefficaces. Le traitement des semences avec des
fongicides systémiques semble donner de bons résultats (TRAPERO-CASAS et
JIMENEZ-DIAZ 1986). Quant a lemploi de variésés résistantes & cette maladie,
aucune variété n'a ¢été mentionnée (DESHEAR et al 1973; in OMAR et al, 1988;
AGRAWAL et al, 1988).
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1.5- OBJET DE NOTRE TRAVAIL :

Si les données biblingraphiques déja citées. nous permettent dirc que les agents
responisables de flétrissement et de la pourriture racinaire sont assez nombreux. il
exisie en fait une grande diversité de situations selon les auteurs et les régions étudiées
et la plupart des travaux restent limités a I'étude d'un oude quelques pathogenes
considérés comme étant les plus nnportants.

Concernant cette maladie de la lentille, aucune #tude n'a été entreprise jusqu'a
pésent en Algérie. Cependant, des travaux réalisés dans cerfaines régions du bassin
méditerranéen et de I'Inde. montrent que les principaux agents responsables sont:
Fusarivm, solani, F. oxysporum, Rhizoctonia solam et R bataticola (WILSON et
BRANDSBERG.1965;: KANNAIYAN et NENE 1972: KHARE et al, 1985. BAAY'A
et al. 1986; AHMED et MOUSSLIL 1987).

Vue la méconnaissance totale de cette maladie en Algéne. nous avons juge

important d'entamer plusieurs approches:

Dans un premier temps, établir un inventaire des agents impliqués dans le
complexe "wilt root tol" dans deux zones productrices de I lentille, et identifier la
mycoflore associée aux semences. et par la suite tester leur pathogenicite.

Dans un deuxiéme temps. une Clude sur les caractéristiques morphologiques.
culturales et physiologiques de quelques isolats de /- sofami, sera entreprise sumvie
d'une étude sur le comportement variétal de 11 cultivars. Une étude sur la spéeificitc
parasitaire de quatre isolats de Flsolani et un isolat de Fool. a é1€ realisce.

En demier liew, une comparaison €léctrophorétique pour deux systémes
enzymatiques, a savoir les malates déhydrogénases et les estérases portant sur quatie
isolats de I sofani et un iselat de Foo. . a €1¢ abordée.

Fnfin. une approche sera tentée pour comprendre le mécanisme bochinuque de
la résistance variétale par le dosage de quelques enzymes impliquées dans le
mécanisme de la résistance  (pohyphénoloxydase. peroxvdase, catalase et Facide

ascorbique oxydase) aingi que les polyphénols.
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I -MATERIELS ET METHODES:

2.1-METHODE D'ETUDE DE LA MYCOFLORE ASSOCIEE AUX
SEMENCES DE LENTILLE:

2.1.1-Echantillons de semence;

Les semences de lentille utihsées. proviennent de la récolte de la campagne agricole
“1-92 de deux parcelles appartenant a une E A C. du village Amoura dans la willaya
de Tissemsilt, parcelles qui avaient monné des symptomes de flétrissement amsi que
de jaunissement notés en cours de végétation. La principale variété cultivée est Sytie

229
.2.1.2-Choix de la mécthode utilisée:

Un échantillon de 400 graines a été analysé par deux méthodes, a raison de 200
uraines pour chaque méthode.

Pour les deux methodes, les semences sont préalablement désinfectées avec de
I'eau de Javel a 10 % pendant & mn, suivi de deux lavages successives a l'eau distillée
stertle, puis mis & sécher sur papier filtee sténilisé,

2.1.2.1- Méthode d' Agar test:

L' analysc sanitaire des semences est faite sur un milicu PDA gélosé acidifié avec
I" acide lactique 1% en vuc d'imhiber la prolifération de colonies bactérienne. Les
semenees miscs en boites a raison de 10 grames par boite, sont incubées & 25°C. La

lecture des boites est [arte aprés 10 jours.
2.1.2.2- Meéthode de Blotter test:
Les semences a analyser sont placées dans des boites de Pétri contenant du papicr
flte préalablement stérilisé et imbibé dans Teau distillée stérile dans lesquelles ont €1é

placees 10 graines dans chaque boite. Les boites sont mises en incubation a 25°C
pendant 10 jours avant leur lecture,
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AGENTS
DE LA

2.2- INVENTAIRE ET IMPORTANCE EN CULTURES DES
RESPONSABLES DU COMPLEXE DE FLETRISSEMENT ET
POURRITURE RACINAIRE:

2.2.1-CHOIX DES REGIONS ET DES PARCELLES:

2.2.1.1-Echantillonnage:

Pour dresser I'mventaire des agents responsables de la maladie de flénmssement
ct de pourriture racinaire de la lentille, deux régions qui abritent de grandes surfaces de
productions de légumincuses ont été choisies a cet effet, a savowr Ia wilaya de
Tissemsilt et la wilaya de Tiaret. Les parcelles apparhennent soit a des E.AC, soit a
des agriculteurs privés. soit prospectés & la stationde I' LT.G.C.

Les caractéristiques des parcelles et des dates de prospections sont consignées
dans le tableau 4.

Lors de chaque visite, et au niveau de chaque parcelle, 10 4 15 plants montrant
des symptomes de jaumssement, de flétrissement et de pournitures ou des necroses

racinaires, sont préleves et ramenés au laberatoire pour une analyse ultérieure.

Tableau 4 :Nombre d'échantillons analysés dans la région de Tissemsilt et

Tiaret
& 3 P 131 : [Faigi: ; Nombre ]
Région Zone Parcelle Codedela |  d'échantillons | Datede
; ' e | parcelle - : __{Jrétié'-;:ﬁs | préléevement]
=L SRS i ] ; L -'i- ]
Ammouri E.A.CI TA1l 12ab 1990/91 |
Tissemsilt EAC2 TA2 12Aab 1990,/9]
i Tasslamt | Parcelle privee ' 15Aab 1992/93
1l Parcelle privee 112 15Ab 1990/91 |
| Sabine R i TSI 15aA 1990,/91
Tiaret Parcelle privee TS2 . 12ADb 1991/93
| Dahmouni  Parcelle privée TDI 15Aa 1992/93
o Parcelle privee TD2 | | 12aAb 1992/93

A = Flétrissement
b = Pourriture racinaire

a = Jaunissement
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2,2.1.2- Analyse au laboratoire:
2,2.1.2.1- Isolement & partir de tiges et des racines:

Les racines ainsi que les tiges somt lavées a |' eau cowante puis désinfectées a
l'eau de Javel 4 5%, séchées, puis coupées en petits morceaux de 5 4 6 mm de long et
placées dans un milieu LDA ( Lentil Dextose Agar) proposé par MUHLE et al(1985)
in (BOIDOVA et SINSKY, 1990) et acidifi¢e. Les baoites ainsi préparées sont placées
en incubation a 25°C pendant sept jows.

2.2.1.2.2- Identification et purification des especes:

L' idenuification des agents pathogénes est faite sur la base del observation
microscopique  les clés de détermination utilisées sont celles de BARNETT et
HUNTER (1972}, TOLISSON et NELSON (1976) et BOOTH{ 1977).

Aprés identification des agents responsables, les isolats sont repiqués
aseptiquement sur milien acidifié, Des repiquages successifs précedes par des
observations microscopiques, nous ont permis d aveir des cultures pures de

champignons.

Ces cultures sont ensuite repiquées dans des tubes 4 essal pour constituer une
collection d' 15olats devant servir de base aux travaux ultérieurs.

2,3- PATHOGENIE COMPAREE DES ISOLATS DE F. SOLANTET UN F.O.L.:

2.3.1-Obtention du matériel Fongique:

Les isolats de Fusarnmm spp ubilisés pour déterminer  leur pathogeénecite sont

présentés dans le tableau c1 dessous (tableaun 5).
2.3.2- Obtention du matériel vegétal:

Les graines sont desinfectées a1 eau de Javel & 10 % pendant 3 mn, suivi 4" un
lavage & I' eau distillée puis un séchage. Les graines ainsi préparées sont mises en pre

scrmination dans des boites de Pétri a une température de 25°C. La vanété Syrie 229

¢st retecnue pour cc tost.
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o

Tableau.5: Les différents isolats de F.solani et de F.oxysporim testés pour leur
pathogénicité:

Isolats | Origine Organe
d'isolement

F1 Ammouri Racines
F2 Ammoun Racines
F3 Tassltamt Racines
F4 | Tasslamt Racines
F5 Sahiine Racines
Fé Sahiine Tiges
FT Dahmouni Racines
F88 ITGC Semences
FSY ITGC Semences
FD | Dahmouni | Racmes et higes

2.3.3- Substrat utilisé:

Le substrat utilisé est constitué de deux tiers de sable fin et un tiers du terreau. le
mélange est stérilisé pendant deux heures a une température de 110°C. Le sol sténhisé,
est réparti dans des pots préalablement désinfectés 4 I' ean de Javel.

Les semences déja désinfeciées sont semies a raison de 10 gramnes par pots. Les
pots ainsi préparés sont placés dans une seme climatisée ou les conditions de
température et d' humidité sont respectivermnent réglésa 20 -25°C et 60-80 %o,

2.3.4- Méthode d'inoculation:

La méthode d'incculation retenue pour ce test est celle utihisée par ALAVAREZ
et MORENO (1984). qui consiste 4 incorperer au sol. un inoculum a base de graines
dlavoine (pl 1. figl). Le principe de cette méthode. consiste a tremper 25 g d'avoimne
dans chaque erlenmever contenant 150 mi d'eau. Les erlens sont ensuite stérilisés a
I'autoclave durant 30 mn & 120°C. Aprés refroidissement, chaque erlens est inocule
avee un explant de mycelium. Le tout est mis en incubation a 25°C pendant 20 jours.
L'obtention de l'inoculum par cetie méthode permet une inoculation du sol par un

mélange de 100g d'inoculum et un kilogramme de subsirat,

L'inoculation proprement dite des plants intervient lorsgu'on 1éalise le semis des
craines dans les pots contenant l'ineculum préalablement préparé. Les pots inoculés
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sont placés dans une serre climatisée (pl.1, fig 2) ou’ la températare et I' humidité sont
réglées et qui sont respectivement a 20-25°C et 90-95% HR.

2.3.5- Evaluation de la pathogénie:

La sévérité des isolats est exprimée par un indice de la maladie en pour-cent (%o
I. ML), effectuc 45 jours aprés l'inoculation.

Cet indice est calculé selon le systéme de notation décrit par TRAPERO et
HMENEZ (1985) déja utilisé par KRAFT (1969) pour quantifier le flétrissement.

(%IM)/plante = (Nombre de feuilles atteintes /Nombre total de feuilles ) x 100
2.3.6-Réisolement de I' agent pathogéne:

Pour confirmer I'agent inoculé, nous avons chercher a 1€ isoler les champignens

lestés a partir de plants attagués.

Le réisolement se fait sur le milien P.D.A. acidifié. Le pourcentage de

réisolement positif (%RP) est exprimé par:

o7 RP=nombre de fragments colonisés y100

nombre de fragments testes

2.4- CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE ET CULTURALE DES
ISOLATS:

2.4.1- DIMENSION ET TYPE DE CONIDIES :

La caractérisation des différents isolats obtenus, a ¢te effectué sur des spores dges
¢e 6 4 10 jours provenant dune culture produite sur miliew P.D.A. sous une lumiére

continue et ume tempeérature de 25°C
En général, les observations ont porté sur 100 conidies ( micro et macroconidies)

par isolat, a l'aide d'un microscope préalablement étalonmé. Toutes les observations

sont effectuées au grossissement 40x10.
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Des observations microscopiques complémentaires sur le type de conidies, la
[orme et le nombre de cloisons. ainsi que I'absence ou la présence de chlamydospores

permettent une meilleure caracténsation des isolats,

La préparation de la suspension des spores a éte réalisée en utilisant de I cau
distillée stérile déja préconisé par AMEZIANE (1978). par rapport a I'ntilisation du
bleu de methylene.

En effet. 'emploi du bleu de methylene provogue une modification de la taille
des spores a cause des phenomenes de pressions exercées sur la paroi fongique cn
milieu lwpertonigue.

2.4.2- ASPECT CULTURAL DE LA CROISSANCE DES COLONIES :

Pour la différenciation des différents isolats de /. solain et de ol dautres
caractéres macroscopiques ont éé pris en considération dans cette étude. a savorr la
rexture et la couleur de la colonie.

Ces observations ont portés sur des isolats dgés de 10 jours produits sur milicu
P DA

2,5- ETUDE IN VITRO DE QUELQUES CARACTERES BIOLOGIQUES DE
QUATRE ISOLATS DE F. SOLANT :

Si de mombreuses études sur les caracicristiques biologiques, ont é1é rappartés
pour le Fod. (SHARMA ct al, 1978: KHARE, 1981: BAYA'A et al, 1986). cependant
wes peu la été sur le comporiement de F.solani. Clest la raison pour laquelle. nous
avons jugé opportun d' entamer quelgues études pour la premiere fois en Algerie

concernan! Cel agent.

Concernant les exigences des champignons, de nombreuses espéces fongiques
montrent des exigences générales identiques ou trés proches .mais chague espece ne
manifeste une croissance ct une sporulation optimale que dans les conditions tres
particulicres, Celles ¢1 sont surtout définies par la qualité et la quantité des elements
qurritifs apportés dans le milieu de culture { MOREAU, 1953},

Parmi les facteurs les plus impartants a étudier sont la température, Mhumidite, le

pll et la lunuere.
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2.5.1- ACTION DES MILIEUX DE CULTURE :

Pour toutes les especes fongiques. le choix d' un milieu de culture depend des
exigences nutritionnelles du champignon ( NEERGARD. 1973 in BOUZNAD, 1989).
Ainsi pour toutes les especes de Fusarion spp, le probléme se posent différemment
putsqu’ elles peuvent se développer sur une large gamme de milieux qui peuvent étre
Organiques, Mineraux ou semi organiques.

Dans cette étude, un certain nombre de milicux de culture communément utilises
en phytopathologie. ont ¢t¢ etudies:
-Trois milieux organigues; Mall, P.D.A et LD.A,

-Deux milieux minérauy : Richard et Czapeck
La composition respective de chacun de ces nmlieny est présentee en annexe 1.
2.52- ACTION DE LA TEMPERATURE -

Le développement des quatie isolats de /7 solani est étudié sur une gamme de
temperatures allant de & 4 35°C avec un pas de 5°C.

2.5.3- ACTION DU PH :

Dans le but dapprécier I'influence du pH sur la ¢roissance myechenne et
laptitude a la sporulation des isolats de /-, selan. nous avons utlisé comme mibeu de
culture le PDA avec une large gamme de pH allant de 4.1 4 8.1, Ces tampons sont
prépares selon la méthode de SOLMEN (1951} deenite et apres,

La methode consiste a utiliser un milieu PDA en surfusion. lequel est réparti dans
des crlenmeyers de 100 ml en ajoutant des quantités différentes d'acide chlorhyvdrique
titré¢ & 4N ou d'hydroxyde de sodium (4N) selon le cas (tableau 6). Chaque pH obtenu.
est contidlé d laide d'un pH-méwe pour une éventuelle correction.

Aprés autoclavage. les milieuy de culture tamponnes sont coulés dans des boites
de Pétri et ensemencés avec un cxplant mveelien de 5 nim de diametre. deposc au
centre des boites.
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Tableau 6 : Obtention des différentes gammes de pH

[ pH HCI (4N) NaOH (4N}
ml ml
4.1 2 [ "0
1.6 ] 0
5.1 0 0
5.9 0 |
6.8 0 3
" 0 i 4
| 8.1 @ 5 |

Source: SOLMEN. 1951
2.54- ACTION DE L' HUMIDITE RELATIVE :

Les différents degrés dhumidité, sont également obtenus selon la méthode de
SOLMEN (1951), déerite 1 dessous:

Les boites de Pémi sont inoculées avec des explantats de champignon de Smm de
digmeétre, les boites ainsi préparées sont placées sur leur couvercle.

On verse dans le couvercle 7 4 10 ml de solution correspondant a chaque niveau
Glumidité et qui sont préparés selon les combinaisons deciites dans le tableau o
dessous {Tableau 7). Les boites sont ensuite mises & incuber & une température de
215°C,

Tableau T: Obtention des différentes gammes d'humidité relative.

Poids du Quantité Humidit¢ “

Produit produit en | d'eau distille relative '

| (ml ) (%) |

Chloriddae Na 0 100 100 :

Chloride de Na 8 100 a5 _Jf

Chloride de Na 24 100 . 84

Chloride de Na 32 00 80 _

Hydroxvde de K 30 | 00 ! 73 .
Hydroxyde de k 3 130 _an
HydroxydedeK | = 00 | 100 P

Source SOLMEN 1951
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2.5.5 ACTION DE LA LUMIERE ET DE L' OBSCURITE:

Pour l'étude de I' influence de la lumiére et ' obscurité sur la craissance et la
sporulation, les champignons sont cultivés sur milicu a base de P.D.A sous les deux
conditions suivanies:

- & I' obscurité, & la températore de 75°C;

- sous la lumiére continue, 4 la température de 257°C.

2.5.6- METHODE D'EVALUATION DE LA CROISSANCE ET DE LA
SPORULATION DU CHAMPIGNON:

En effet, 1] v a deux types de mesures pour apprécier la croissance mycélienne du
champignon, soit par la mesure du poids sec ( MARAITRE et al [1967), soit par la

mesure de la croissance Imeare du mycélium qui est la plus retenue ( BREWER.
1960, LEACH. 1962; KHERBANDA et BERNIER, 1980),

Donc nous avons retenu dans notre étude cette derniére methode.

Ainsi la croissance mycélienne des colonies est déterminée de la maniére
suvante:

L =(D-d)/2
L= croissance mycélienne.
D= diametre de la colonie

d= diameire de 1" explantar,

Concernant la sporulation, cette dermére a été déterminée par la mcthode  de
KAISER (1972). qui consiste & broyer la culture du champignon dgée de 10 jours dans
un erlenmeyer contenant 100 ml d eau distillée stérile, Aprés agitation et fillation on
procede au comptage des spores a I' aide de la cellule de Malassez.

2.5.7- REPETITION ET TRAITEMENT STATISTIQUE:

Quatre répétitions sont retenues pour chaque facteur émdi€. Les donnees sont

traitées par une analyse de la variance suivie d' une comparaison des moyennes par le
test de Newman et Keuls,
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26- METHODE D' ETUDE ELECTOPHORETIQUE DE DELX SYSTEMES
ENZYMATIQUES :

2.6.1- Matériel fongique utilisé :
Neus avons utihisé dans cette etude les isolats sunants
~quatre isolats de f sofone FIF3F3e T,
-Unisolat de /.ol FD

2.60.2- Conditions de culture pour la préparvation du myeélinm :

Pour chaque 1solat un erfemmnever de 500 nid contenant 230 ml de mihiea hquade PEA
est ensemence par des explants prélese d'une culture jeune agee de sept jours sur
milieu gélose. L'incubation a leu a Fobscunté 4 une température de 20°C. avec une

acitation rotarive réalée 4 une vitesse de 100 rpm.
2.6.3- Préparation du mycélium :

Aprés 7 jours de culture. le myeehium de chague erlenmever est séparc du nubreu
de culture par filtration & travers un tissu de valisiére plié en quatre afin de retenir le
mwveehum. Apres des ringages avee une solution de NaCl a 8% suivi de trois ringages @
Peau distillee fe muvedhom  est ensuite séché entre deux papiers de Wathman n™1 pus
congele  ef voplnlisé duram 48h Le mvedchoum ainst prépard sora prét pour une

cuirnetion ])11*1:‘1-:]!.;;.’ ultericme
2.64- Extraction des protéines

L0 me de mveélivm Bvophilise sont broveés dans un mortier en presence de
ieote houde qusgua lewr veducton on poadre fine 1ol de tampon dlextraction vst
apowte au broval ce tampon ajusie g pHoavee HOTEIN ) se compose deTos Tt
d'EDTA (I, et du 2 mercaptogthenol (i

La suspension estyersce dans un fube déposc pendant deux houres dans la glace
pillée. Elle st ensuite cenmfugde a 20000 x g a une température de 4°C pendan 50

e Ams b preparation est pnéte pour ine analy 52 enavmatique ulicriewre
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1.6.5- Analyse enzymatique proprement dite:

[ a methode utilisée est celle qui utilise I'électrophorése sur gel de polyacrylamide de
| AEMMELL basée sur le svstéme d° ORNESTEIN et DAVIS (HAMES et
RICHWOOQOD, 1987).

Elle comporte deux gels superposes (un gel de concentration et un gel de
séparation), ce qui permet une benne séparation des bandes enzymatiques.

Dans notre etude. nous avons utilisé un apparell a migration verticale. qui
consisie en une minicuve ( Hoefer scientific mstruments). dont les gels de separation
mesurent 7 ert 9 e et permettent la migration de 10 echannlions.

1.6.5.1- Préparation des échantillons :

100 ul de solution protéique sont additonnés & 20 ul d'une solution marqueur a
base de glvcérol a 50% et du bleu de bromophenol a 0.1% (annexe 2). Apres
centrifugation a 12000x g et une température de 4°C pendant 20 mn. la solution es

aussitét déposée pour une séparation électrophorétique.

2.6.5.2- Composition des gels de polyacrylamide en plaque en conditions natives
PAGE:

Le gel de séparation est & une concentration finale de 7.5% d' acrylamide et le
vel de concentration 4 4 %5, Le protocole de préparation est mentionné en annexe 3 ef
E

1.6.5.3- Dépot des échantillens :
20 ul de la solution protéique ainsi préparée. somt déposés dans des puits de la
cuve  La cuve est ensuite remplie avec le tampon Tris glycerme. pHS.3,

| ‘¢lectrophorése est conduite sous un amperage de 20 mA. La température de la cuve

¢st maintenue a 5°C.
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2.06.5.4- Kévélation des systémes enzymatiques;

Les protocoles retenus pour la révelation des esterases ¢t des malates
dehydrogénases (MDH) sont ceux décrits par SICILIONO et SHOW  (1970). et
modifies pour les estérascs.

2.6.5.4.1-Les estérases:

Les estérases sont des enzymes d hydrolyse des esters. On distingue o
uroupes d' estérases chez les orgamsmes vivants: Les arylestérases qui hydrolysent les
esters aromatiques. les alystérases agissant sur les esters aliphatiques et les
cholinestérases qui seindent les esters d' acetvicholine

Thans notre cas, seules les alystérases, essentiellement les acetylesterases qui sont
detectées selon la methode retenue. Le protocole de révélation est présenté en annexe

2.6.5.4.2-Les malates déshydrogénases { MIDH):

Les malates déhydrogénases forment un groupe d 'oxydoréductases. Elles
catalysent an niveau des mitochondries I'oxydation du malate en oxaloacétate qui st
mtéeré dans le eyele de Krebs. Leur rble est donc trés important dans les phenomenes
respiratoires. e protocole de révélation de ce systeme enzymatique est présente en

annexe 6.
2.7- METHODE D'ETUDE DU COMPORTEMENT VARIATALE
En patique phyiopathologique. la connaissance de la réaction varictale est
veneralement inise v évidence par la confrontation d' isolats  avec une collection de
varietss
Parimi Jes variétés testées, certaines sont cultivees depuis longtemps en Algéne. d

auttes par contre vienment d' éue introduites par I'T.T.G.C.pour des étudss de

comportement et d' adapration. Ces variétés sont consignées dans le tablean ci dessous:
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Tableau 8: Les différents variétés utilisées

| [LL4400

Variétés introduites ILLS
! ILL16
LVid]
F86-16L
; - FB4-19L
| LVI49A
ToTAL2d4

" METROPOLE
CVariétés locales BALKAN 775
SYRIE 229

L'expérime

ntation est conduite selon le dispositif expérimental schematise ci dessous ( fig 1).

Le nombre de répétitions retenu pour cet essai est de cing a raison de 10 plants

par pot.

Fig L: Dispositif expérimental pour I'étude de la réaction variétale.

F5 Fl FD
= m
VINEVL VOVEVY Ve VI VI VT VIO VLWL VINIVIVE VA VI YT Ve Vo VMINIVINVAVIT VY VA VT VR VI
F3 FT
VIVINSIVIVE VL V4 VE V3 VIVID VW WTVIVI VS NVE VENI VI VI
|
!

Varietes de lentille :de V1 a V11

2.7.1.1- Evaluation de la sensibilité variétale:

L'évaluation de la sévérité de la maladie, exprimée par indice de maladie ou le
deere d'attaque (en pour-cent) est effectuée 43 jours aprés inoculation. Le nombre de
feuilles montrant les symptdmes de flétnssement ou de jaunissement, est noté pour

chaque plante:

(“aIM)/plante = (Nombre de feuilles atteintes Nombre total de feuilles ) x 100
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2.7.1.2-Réisvlement de I' agent responsable:

Nous avons cherché a réisoler le /el au niveau de la base des tiges el Fsolain
au miveau dos racines. Le réisolement de I'agent pathogene se fait sur milieu & base de

1 A acidifie. e pourcentage de réisolement positif (%RP) est exprimé par:

% RP= nombre de fragments colonisés 4100

nombre de fragments lestés

1113 Analyse statistique;
Leotest de Newman- Keuls nous permet de ciasser les vanéiés selon les
paramctyes caleulss @ savoir, l'indice de la maladie (% [M) et le peurcentage de

reisoiement (YoRP).

2.8- METHODE D' EYUDE DE LA SPECIFICITE PARASITAIRE DL
QUATRE ISOLATS DE F.SOLANIET UN ISOLAT BE 7.0 L,

Dans cetic ¢tude, nous avons procédé & des inoculations artificielles selon Ie
dispositif présenté ¢ desses (fiz 2. Chague isolat est moculée sur toutes les plantes
hotes, Les esploss ot varidids choisics sont présentés dans le tableau ci dessous. La
picparation de iesvan, preparation des semences, du sol, inoculation, évaluation de s
pathogenie est similaire & celle décrite au paragraphe 2.3,

Gableau 9 Les différentes especes et variéiés utilisées dans le test de la

specificité parasitaire.

Espéce Variétés T
Cicer arictinum | ILC 482

- Lens esculania Syrie 229

| 2
Pisum sativiiin Onward

Vicia faba Picardis

! Phaseolus vulgaris Princesse

B : v
friticium durum Mexicali
Lycopersicuim Marmande -1,|
_esculentum | i
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e —————— e

Fig 2 : Dispositif expérimental du test de la spécificité parasitaire
Fi ) FT FD
vIv2 v3vd vive v1Iv2vIvdvS v vivZvIvdaSvh

F3 Fs
vIvZvIvd vSve

_1'] v2vavd vSvh

Especes et varietés r de V1 a Ve

2.9- METHODE D’EVALLATION DES OXYDASES ET DES POLYPHENOLS:

Le role des principales oxydases et des polyphénols impliqués dans le
pheénemene de résistance des plantes vis & vis de I'infection de 'agent pathogeéne &
vie recherche par la mesure de I'activité enzyvmatique.

En effet, cerdle a été 'objet de nombreux travaux dans le monde. Déja en 1954,
ASWDRE. rapporte que la résistance ou la sensibilité des plantes hotes a des attaques
par differents agents pathogénes. dépend essentiellement de la nature des réactions
biochimigues qui se dérouleront au sein des plantes hites,

Cependant.  de nombreuses controverses demewrent quant au role exact des
substances  particulierement. les catalases et acide ascorbique oxvdase (VMDA
SAKHARAN et REDDY. 1976: HAMMFERSHMIDT et al 1982 BAZZALO o
al . 1985).

2.9.0- Matérviel véséral :

Le maténel végétal milisé pour lanalvse des eninmes et des pahphénols est

ieparh comme st

-Deux lots de la variété 76TA12L, dont 'un des lots étant consitue de plants

wnoms nonnoculés et l'autie constitué de plants moculés avec lsolat F5.

-Deux Tots  de la vanété Metropole, dont 'un étant constitué de plants témoing e
Fautre constitue des plants moculés par Isolat F5.
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2.9.2- Préparation de l'extrait enzymatigue:

La prcparation dc l'extrait enzymatique, a ¢t¢ réalis¢ sclon la technique de
MAXWELLE et BATMAN (1968). Pour l'extraction enzvmatique. les organes
(racines et tiges ) sont lavés plusieurs fois, puis séches entre deux papiers filtres. Le
tout est melangé et écrasés dans un mortier avec une solution tampon de phosphate
de sodium (0.1M, pH 7.1),

Le contenu est filtré a travers un papier filtre en double épaisseur. Le filtrat est
ensuite recueilli dans un erlenmeyer de 50 ml puis centrifuge a 3000 tr/mn a une
température de 6°C. Le surnageant recueilli sera utilisé directement pour I'évaluation
de l'activité cnzymatique.

2.9.3- Dosage des oxvidases par spectrophotométrie :
Les extraits enzymatiques sont dosés selon le principe décrit par GERMAIN et
. LINEN (1981). Nous avons utilisé le spectrophotométre d'absorption type

SHIMADZU UV-150, qui nous donne !'absorbance en fonction du temps. Pour
'étalonnage de 'appareil, nous avons utilisé de l'eau distillé.

2.9.4- Methode de dosage des oxydases :

2.9.4.1- Dosage de peroxydase :

L'activité peroxydasique est testée par la méthode de MAXWELLE et
BATMANN (1967). Les reactifs utilisés sont présentés en annexe 6b. L'ensemble
est porte a une température de 28°C. Au début de la reaction. 'absorbance du
meélange est prise & une longueur d'onde de 495nm, alors que ['évolution de
I'absorbance est enregisire toutes les 30 secondes pendant Smn,

2.9.4.2-Dosage des polyphénoloxydases :

La technmique utilisée est celle proposée par MAXWELL et BATMAN (1967).
[e mélange réactionnel est décrit en annexe 6b.

L'¢volution de la densité optique est prise a une longueur d'onde de 495 nm
toutes les 30 secondes pendant Smin.
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2.9.4.3-Dosage de la catalase:

L activité de cette enzyme est testée selon la méthode de BEERS et al (1952)
modifice par MAXWELLE o BATMANN (1967) Les differents réacnfs
necessaires pour le dosage de la catalase. sont présentés en annexc 6b ct le melange
reactionnel est porté & une température de 337C.

I'évolution de la densité optique est prise a une longueur d'onde de 240 nm
toutes les 30 secondes pendant 3mn,

2.9.4.5- Dosage de I'acide ascorbique oxydase:

L 'activit? de cette enzyme est testée selon la methede de OBERBACHER ¢l
VINES (1963) |.es constituants du mélange reactionnel dornés en annexe 6b. sont
melangés et portés & une température de 33°C. La lecture de la densue optique se
fait 4 une longueur d'onde de 256 nm toutes les 15 secondes pendant 3mn,

2.9.5- Méthode de dosage des polyphénols:
2.9.5.1-Principe de la methode:

Les polyphénols sont desés selon la méthode colorimémique de FOLLIN
DENIS{1963), décrite par JOSLYN (1979)

Le principe de la méthode est base sw la reduction de  laade
pliosphomolybdique et tungstique en tmhen alealin et en presence des tannins e
mélange réactionnel donne vne colaration bleue. dont 'miensite est mesuiee & une
loneueur d'onde de 760nm

2.9,5,2- Extraction des polvphénols :

L'extraction des polyphénols se fait & Tmde de solvant constituc d'un melange

Jdcetone of de l'cau distillee (40v-60v),
Dans 250 ml de ce sohant. sont additionnées 5 g de poudre végeétale finement

brove, Aprés une heure. le melange est récuperée a 400 mn. Le surnageant. est

LCCUPETE €1 CONCENITE au 101avapor.
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2.9.5.3- Dosage colorimétrique:
A 750 ml d'eau distillée dans une fiole de 1000 ml. sont ajoutés successivement:

-1 ml d'échantillon de ia solution a étalonner: _

-5 ml de réactif de FOLLIN DENIS (composition en annexe 6b):

-10 ml de selution saturée de carbonates de sodium;

La lecture de la densiié optique se fait aprés 30 mn, a une longueur d'ende de
76O nm.,

h)

¥ |
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3- RESULTATS ET DISCUSSION :

J1- ANALYSE DE LAMYCOFLORE TOTALE:

3.1.1- Fréquence des principaux champignans véhiculés par semences:

En testant l'efficaciié des différentes techmques de mise en évidence de

champignons véhiculés par semences. la technique d'Agar test s'est montree la plus

efficace pour 'étude de la mycoflore associée aux semences (tableau 14)

La desinfection des semences ne s'est pas montree

suffisante pour élimine

certains asents saprophytes tels que: dspergitlies spp, Cladosporman spp: Péniedinon

s et les Stempihviiom gpo

Quant a Aliernara sp, celm o1 s'est retrouvé pratiquement dans teules les

catcgones de semences avec des fréquences qui différent d'une variete a une autre

allant de 1435 %

Des especes sapropivies ont été ausst observees aussi bien par la wmethode

d'Agar test ou cell= du Blotter test. Nous avons noté par ailleurs. des taux

relativement elevés de Pesmeillivm sp et Aspergillng spp par la méthode de Blotter

test { tableau 100

Tableau 10: Résultats de comparaisons de deux méthodes d'analyse de Ia

mycoflore associée aux semences de lentille de la variéte Syrie 219 en

semences infectées:

Champignons

Méthode d'analvse .

isolés Agar test Blotter test
\Alternaria sp 4% 0% __i
Ascochyvtasp 1% P .
Aspergillus spp 4% ("a
Fusarium spp 9.5% "o
Penicillinm sp % Sa
Stemphylivm sp | % (%

L1

Yo de
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B

3.1.2-Taux d'infection des semences par le genre Fusarium:

la méthode d'Agar test s'est montrée Ta plus cfficace pour la mise en evidence
du genre Fusarium en comparaison avec la méthode de blotter test (tableau 10). ceci

peut s'expliquer principalement par les caractéristques de chaque test

|'étude microscopique des espéces de Fusarium isolées lors de ce test. a permis
de révéler la prédominance de deux espéces de Fusarinm & savowr: o solani et ¥
oxyspornm. Une autre espece a €€ aussi renconiree. caracténsee notamumeni par une
absence totale de microconidies et une abondance de macroconidies. cependant sa
fréguence demewrent fres faible ne dépassant guere les 1%,

['autre part, I'apparition des certains champignons semblent exercer un effct
mihibiteur sur certams agents pathogénes. C'est le cas dans nomre essal ou on a
constaté le blocage de croissance du Fusavnuom soit par des Alicrnaria sp ou des

Asperaitius spp.

Le tableau 11, et la planche 2 montrent que les semences locales sont apparues
plus vulnérables aux divers agents, et particulierement au genre Fusarnom. Ainst. les
deux variéiés Svrie 229 et Ralkan trés cultivees dans les differents regtons
prospectées semblent éte les plus infectées par le genre Fuvarian el particulierement
le Fusarivm selani el [7.oxyvsporim en comparaison avec les varnétés ntroduites. A ce
pitre. la varieté Syvrie a montié le degré d'infection Je plus éleve avec une frequence de
10.5%., suivi par la varieté Balkan ¢t la Métropole avec des taux de 5 %o et 4.3%0

respectivement.

Pour les variétés introduites. la varniété F88. a monté le taux dinfection par Lo
vente Fusarm de plus élené et qui et de 70 alovs quiil ne depasseran guere les
2 5% pour ies autres varietes



P v =17, : q LA 2 1 ol : z L P ;
| ChampignonFrsarium | Ascoclivia (Denicillinm Altenaria | Aspergillus | Stemphvilivm |

Tableaw 11: Fréquence (% de graines infectées) des champighons assecies
aux semences de lentilie par la méthode d'Agar test

b

4

Variétés | spp spp 5p - spp s

| NEL468 | 2 0 5
-

EVL

YL ] O

L --l'.u- o L‘E

; ; .
EDLIS | O 0
1

1 o]

SYRIE | 10 I T
" BALKAN 5 o |8 [ 2 c f

T6TA1Z4 4 108 0 | ¢
| F89-10L « 1 0 1 2 5 f . ©
r 2 i > |
i A R |
2 0 3 1
| 3 2 9 |

J.1.3-Fhscussoen et conclusion;

Dans wos essas, d'ana® .o Jdes semences, la méibade d'Agar iest s'est monires ia
plon efficace quant & Veyidooiaiion des ggents pathogenes et particulierement o

2eme f;-iif.‘l'ﬂ.i'nr&-"."

En oeffet, TAgar test est constiied par un muicu nuintif nebe en maiseies
organigues (notamment le glucose) ot les élements mindraux par japport au bloie:
tosi qui. consisie & Tutilisation d'vn papier buvard siénlisé caractdiist simplement

richiesse en cellulose. L'autre différence réside dems le demd dhumidiis g
caractense Pemvironmement de chague milopn

[ans FAez: o Te milicn st exposd généslement 2 une hurmidile constente
gui esi setle Gu miliew pelnce, alors que d2os le Blotier west, le papier buvard est sujet

i de nombreuses vanatons d humidié au cours de Vessal,

l.es analvses (falisés sur les différentes vanérds de semences, ont monind la
presence de différents agents pathopénes et saprophvies aver des degres vaneiles,

Concemant les Fisaon spp, nous avens pu identifier la présence deo doux
esprees redoutables pour la culture de tn lentille a savoir, Fosolom el F oxysporun,
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En étudiant la mycoflore associée aux semences, ERSKINE et al (1920), ont
montré l'importance de Iinfection des semences de certains cultivars de lentille par Ie
genre Fusariuwm et notamment le F. oxysporsm et le F. solani. Ces memes
chservations ont cte faites par d'autres auteurs (WUSTERKUND et al, 1973:
KHARE, 1980; BAYA'A et ERSKINE, 1990).

Les analyses faites dans d'autres pays, montrent la présence d'autres
champignons que nous n'avons pas pu détecter sur nos semences au cours de ce test.
('est le cas principalement de Rhizoctonia botaticola et Ascochyta lentis (HAWARE
et al, 1986: KAISER et HANNAN, 1986), qu redusent considérablement le

pourcentage de germmation.

En Inde, RAJENDRA et CHANDHARY (1987), notent également que sur les
41 agents transmis par certains cultivars de lentille, seules les especes F.oxysporum,
le F. solani et I'diternaria aliernata prédominent. Ces mémes remarques ont ¢te
faitcs auparavant par VISHUNUVAT et SHLUKLA en ( 1979) et SHARMA et al
(1987).

Par ailleurs, on a pu noter dans certains cas ['absence de germination pour les
mains attagués par le genre Fusarium, et présentent parfois des symptomes de

poutrifures.

En effet, ces observations ont €€ deja notees avec le F oxysporum par
KUMAR et HAWARE (1983) ainsi que BAYA'A ¢t ERSKINE (1990), ou’ 1ls notent
que la présence du F. oxysporwm méme avee une laible héquence, peut provoquer
une réduction du taux de permination qui peut aller jusqu'a 34%. Ces memes
abservations ont été faites pour les semences de pois ou il a été constaté gue les
graines attaquées par le /. solam fsp. pisi présentent des pourritures (SHUKLA et
BHARGAVA 1977 m SHETTY.1988) ainsi que des réductions dans la germmmnation
(SAAD et al, 1988 in SHETTY, 1988).

par ailleurs. selon dautres auteurs, plusicurs champignons sont associes aux
semences de lentille, qui peuvent entrainer un retard dans la germination et parfors
provoquent Ja pourriture des graines et des plantules ou des maladies & des stades
tardifs et par conséquent une perte de rendement (VISHUNAVAT et SHUKLA.
197¢: ARDELHAFEZ, 1984; PRASAD et BASUCHAUDHARY, 1987, SEID et
BENIWAL, 1988; FRSKINE et al, 1990).
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Quant & la présence de 1'Alternaria sp, 1l n'a pas été encore vérifie s'il s'agit d'un
agent saprophyte ou d'un agent pathogéne interne. En effet, plusieurs espéces
d'Alternaria sont mentionnés dans la bibliographie, et qu peuvent parfois étre des
agents trés redoutables pour la culture de lentille. C'est le cas surtout de VAlternaria
alicrnatal SHARMA et al, 1978; RAJENDRA et al, 1987)

Concemant la présence des agents saprophytes, bien qu'ils scient faibles en
fréquence d'appantion avec la méthode d'Agar test, celles ¢i ont montré un pouvoir
compétitil caractérisé par une croissance rapide par rapport aux aufres agents
notamment pour ' Aspergillus vis a vis de Fusarium sp. de méme pour I'Alternaria

VIS 4 vis au Fusarinm.

En effet, une étude comparable sur la mycoflore associée aux semences de pois
chiche, KUMAR et al (1983), notent que la présence de certains saprophytes sur
semences empéchent par compétition I'apparition des principaux champignons,

Quant a l'apparition de quelques agents saprophytes avec le Blotter test avec
parfois des fréquences élevécs (6%) sur la vaniété Syne 229 (tableau 10), ceci peut
s'expliquer par le fait que les agents en question sont des champignons qui ont unc
faible exigence nutritionnelle, et un faible degré d'humidité tel Aspergillus spp.

3.2- IMPORTANCE AU CHAMP DES AGENTS DE POURRITURE
RACINAIRE ET DE TRACHEOMYCOSE DE LA LENTILLE:

3.2.1- Résultats:

Dans la majonté des parcelles visitées, l'espece Fysolani a €te 1sclée a parur des
Tacines presentant, soit des pourtitures soit des nécroses,

Quant au /7 exysperum, il a été principalement isolé & partir des échantillons
ramenés de la parcelle de 12 région de Dahmouni. Dans ce cas, le F. oxysporum a été
1solé aussi bien des racines, que de la tige (tableau 12). Les fréquences des deux
espéces de Fusarium (F. oxysporwm et F. solani), responsables du flétrissement et de
la powriture rvacmaire ou d'un complexe de symptome, sont presentees dans le
tableau 12.
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Il est & noter que le powrcentage total dabondance, a &€ calculé par la méthode
de MARCIA et al {1983} ROUIBAH (] 989, en uttlisant l2 repport suivant:

Abondance (%)= [Nombre d'isolats de i'espéee donnee x100.
Numbre fotal d'isolat

La recherche sur l'origine du flétrissement et de la pournture 7acinaie, nOUS a porms

d l‘mphquar le I soloni cormme flant fe mnﬁpfl —;gent de la powriure racimac ¢f du

sa ootons par aillewrs, que durant s campagne agnigole 19911992, €1 1932~
2S5 1 £ solom g €1€ 3501€ avec des Lr.,qucncen wes clevées, alient de 0% dans la
sone de Ammoun a 90%% dans la zone de Sabiine et Tasslamit,

Cependant, I'association de F. oxyspeirun et du 7 sofaar ne s'est roavee go'on
faible proportion au nivean du systéne racingir, ae dopassant gue varement ios 10%

Par contre e /7 oaxruoormmr g ood rencontre sewl  dans Ip région de Dadmmoum

5

(Wi Twrety durant I» campagne agrigole 1992.1893 les pleunies dans oo cas

presenialent des syuiptomes de fiissement of parlons un jaunissemeni.

accompagné d'un fidtossoment et dun brumissement vasculawe. Daus ce cas,

lagent paihopgine & &€ isold aves des frdquences aneignan? fes 90%.

Elassooiation du I sorme of du Flo/ n'a éi@ rengontrée que dans denx rones 2
| R e |

savolr Avmnourt et Tasslawt aver das frequences de 10% ot 5 Yaresy
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Tableau 12: Fréquence d'isolement du Fusarium solani e du F. 0. L

associés 4 la lentille, dans les régions de Tiaret et de Tissemssilt.

| Région Zones |Code dela{ Nafure des symptémes | FO | FS | FS+FO
| + parcelle (%) | (%) | (o)
TAI Flétrissgmem, jiiun_issemenl .
A et pourrifure racinaire 10 60 10
Jaunissement et pourriture
| A 1A2 racinaire ‘ (0 1 85 00
 TISSEMSIT TTI Jaunissement el pourriture
racinaire - 00 | 85 | 00
Tasslamt Jaunissement et pournturc
, T racinaire ; 5 90 | 05
! o Sabine TS Jaunissement, 1_1e'r{isssmem i
TIARE et pourriture racinaire LY 90 03
. Dahmouni TDI Flétrissement, jaunissement
| : et décoloration vasculaire o0 00 (10

FO: Fusarium oxysporum
FS: Fusarium solani

FO+ FS: Association de Fusarium oxysporum + F solani
3.2.2 - Discussion et conclusion:

Il ressort du tableau 12 ci dessus cité, qu'au cours de nos isolements. le
Fusarimm Tt le gente le plus fréquemment isolé. avec des pourcentages d'abondance
attergnant les Y0%.

(‘ependant. d'autres champignons ont £t€ aussi isolés et identifies en partculier
Alrernaria spp, Peniclion sp, Stemplyvinan spp avec des pourcentages respectives
de 10%. 3% et 4.5%.

Nous svons note lors des identifications que le Fusarmvm oxysporiin cst
caractériseé par des macrocomdes pluricellulaires: (3-6 cellules): & parois minces avec
une cellule de hasale et une cellule apicale. Les microcomdies sont unicellulaires et
rarement bicellulaives, ces conidies sont portées sur des comdiophores courts et

simples.

Les chlamydospores se forment individucllement dans des macrocomidies
rerminales, ou intercalaires dans les hyphes. Ces observations corroberent avec celles
décrites par SMITHSON et al (1985); GUPTA et al (1986) et BENIWAL et al
(1993),
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En revanche, les isolats de F. solami, espéce voisine de la précen:
caractérisés par la présence de conidiophores longs et ramifiés portant des muci
des macrocomidies. Les premiers sont réniformes uni et bicellulares. Les
macroconidies ont des extrémités plus arrondics que celles du F. oxysporun. Les
cloisons sont fréquemment en nombre de trois, mais ce nombre peut varier de 2 a 4.
Les chlamydospores simples ou doubles, termimales ou intercalaires, ont une forme
ovale a sphérique ¢t a paroi lisse. Ces observations semblent étre en concordance
avee celles de TRAPERO-CASAS (1982) et ALAVARAZ et BRINER (1987).

Les isolements effectués & partir des plants présentant des symptomes de
flétrissement, jaunissement et des attaques racinaires, ont mis en évidence dans la
majorité des cas, la présence d'agents de pournturc racinaire tels décrits sur poig
chiche par TRAPERO-CASAS et JIMENEZ -DIAZ (1985, a, b) et MORENO (1984)
et STHASSEN (1990). Sur lentille, ce complexe a ¢te deerit par ERSKINE et al
(1990).

Les investigations entreprises durant les campagnes 91-92 et 92-93, nous ont
permis de confirmer la présence de deux principales especes fusariennes: F.sofani et
F.oxysporum responsables respectivement de la pourriture racinaire et de la
trachéomycose. L'absence d'une de ces deux espéces en association ne peut

s'expliquer par un éventuel antagonisme entre ces deux especes.

A ce titre, KRAFT(1969). rapporte que le premier site d'infection du F. solan
est le lieu d'attachement des cotylédons alors que le site d'infection du 2 exysporian
se fait par les poils absorbants. Donc nous pouvons dire comme 1] a éte déja note pai
KRAFT (1978); NYVALL et HAGLUND(1972). qu'il n'y a pas d'antagonisme cntre
le F. oxysporim et le F. solani, ce demier s'attaquent au cortex racinaire.

Dans cc cas, il reste a considérer les facteurs extemnces, tels gue litméraire
techniques (date de semms, emploi de certains pesticides....), Ou les facteurs
physiques, notamment la température et 'humidite du sol. Dans ce meéme contexte,
KRAFT et ROBERTS (1969), signalent qu'une forte humidité et un mauvais drainage
du sol, sont des facteurs qui favorisent I'installation beaucoup plus des agents de
pourriture racinaire au profit. des agents de flémssement.

Quant aux autres espéces isolées, a savoir Penicillinm sp et Stemphylnan sp,

aucune référence bibliographique ne fait mention de ces agents, saul quelles sont
considérées par plusieurs auteurs comme une flore d'accampagnement. Cependant,
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les espéces dUtlferparia et notammen: 14, aifcrnala est cite parfois comme agent du
complexe de la poursiture racinaire du femssement. Mais dans ce cas. il se refrouve
cenéralement aves des taux dépscsant les 15 9. ce qui n'est pas le cas dans nos
isolements. ou les dirersaria spp oonl été retroavé qu' avec des taux faibles ne
dépazezs anére les 3%. v'est Ja raison pour laquelle nos travaux ultéricurs seront
crieniés principalement aux agents de pourriture et de la tracheomycoses.

En effet, WUSTERLUND et &f (1974), rapportent gu'en Califermie, les
symptomes de flétrissement et de pourriture racipame du pois chiche sont dis a
I'association de quatre chempignons: if s'agit du F oxvsporit fsp.ciceris en premicy
ow vient ensuite Io Fovolarr, e Rhmoctomia solani et R bataticole. Les deux

promecss ooty sont responsables de jawsissement ot un flémssement de la partic

Alors qu'en Inde. en prdssuce de tels symptémes sur pois chiche, seul le /-
solani a ¢té détecté avec une fréquence plus Elevde que 1 oxysporem et K soiani
(GRAWAL ¢ al, 1974). Dailleurs BODNDOVA et al {1990} travaillant plus
récennnent sur les agents responyables du fictrissement ef de ta powriture racinaire
de la lenuiile. ont montré e coile pathologie ect lide principalemcat av Mol dune
pari et an flandani e o cwlnorum Javire part.

Fn ciudiant la mamifestation du Fo.c et du F soloni, GUPTA et al (1936)
VAN RHEEMEN et al (1989.ont pu monté que celle ¢ est determinee
principalement par Vinfluence de la température ou l'optimum est respectivenion

pour les deux agenis de 25°C er 26°C.

[ans le méme ordre dider, YA SHENG (1981), wravaillant sur la pathologic de
In lentille au Canads a rvemarqué que linfection de la lentille par le Flol ou o
Foeedairr est bonogup phes déterminge par 1a température,

En Espagne, ces symplomes sont dis principalement a l'association de trois
agenis, a savoir: Fooxysporum, Foosolam el K hataticola, avec des fréguences de
03%. 53% et 13%  respectivement(IRAPERO-CASAS et JIIMENEZ-

DIAZ. 1G85 4 b},

Par ailleurs, e Syrie, oo complexe maladii cause des degdts trés imporiants
dérnmisant paifois plus de 13% de Ja production de lz Jentille. Quant aux pnncipaux
agents qui y sort responsables, on towve le Fle | avee 0%, le F. solant aves 37.5%

e

et enfin le Sclerorinia selerotivrum avee 25% (ERSKINE et al, 1950).
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3J.3-PATHOGENIE COMPAREE DE QUELQUES ISOLATS DE F.SOLANI
ET F.OXYSPORUM

3.3.1- Résultats:

A la fin de l'expérimentation qui correspond a 45 jours aprés semis, nous avons
noté la présence de mortalité de certains plants, dont la plupart des plants inoculés

presentaient les symptdmes caractéristigues de la maladic.

L'évaluation de la pathogénie s'effectue par le calcul du degré d'attaque. Aussi. nous
avons mesuré le pourcentage de réisolement de l'agent pathogéne 45 jours apies

moculation (tableau 13).

Parmi les isolats testés, ncuf sont pathogénes sur la culture de la lentille {variété
Syrie229) avec différents degrés d'attaque. Sur les hwit 1solats obtenus lors de nos
prospections sur terrain, quatre ont entrainé des symptomes hiés a la présence du
Fusarinm solani. Par contre, un isolat a entrainé des sympiémes d'un agent de

Fusarivm axysporum.

Les tvpes de syndromes occasionnés par les différents isolats testés peuvent se
repartir en:

a- launissement avec pourriture noive des racines. cas des isolats Fl et F4.

b- Complexe jaunissement- flérissement avec pourriture noire des racines. cas
des isolats FS, F3 et FT;

¢- Complexe jaunissement- flémissement avec décoloration vasculae, cas des
isolats FD.

Les isolats obtenus a partir de semence, se sont monnes en genéral pathogene
sur la variété de lentille testée. Les isolats FSY et FR9 isoles respectivement de
semence de lentille vanété Syrie et FRO-161. ont entrainé des symptémes lics an
Fusarium sclani, alors que Dsolat FIL16 isolé a partir des semences de lentille

(vanété; 1L1.16), a présenté quant a Iui, des symptdmes lies au /o /.

Les isolats F2 et F6é isolés respectivement des racines et de la fige, ce sont
montres totalement moffensifs a la culture de lentille a part quelques chutes de
fewilles observées lors des premiers jours d'inoculation,

(Quant au taux de réisolement de I'agent pathogene, celul ¢ a éte obtenu a partin
de tous les plants ioculés. Cependant, ce taux de 1éisolement, reste faible chez les
plants qui n'ont presente que de trés fmbles symptomes ou pas de symptomes (Y2DA<
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5%), alors quil dépasse les 25% pour les isolats qui ont entrainé des symptémes
visihles,

Tableau 13: Pathogénie comparée de quelques isolats de Fusarium solani et
F. oxysporum sur la lentille (variété: Syrie229).

Isolats |  Degré Taux de Organe de Types de symptomes
d'attaque | Réisolement réisolement (45 jours aprés)
F1 58% 28% Racine Jaunissement +pourriture
noire des racines
2 10% 04% Racine Sain
F3 56% 26.5% Racine Jaunissement +pourriture
noire des racincs B
F4 32.5% 20% Racine Jaunissement +powrtiture
o noire des racines
F5 0% 29% Racme Flétrissement, jaunissement
2 _ + pourriture racinaire
F6 (5% 3% | Tige Sain
FT '| 50.9% 25% Racine Jaunissement +1étrissement
+pourriture noire 1acinae
F89 39% 8% Semence (variété | Jaunissement +pourriture
F8919L) noire des racines
FSY 37.5% 8% Semence (vaneté Jaumssement +taches
Syrie ) nécrotiques sur collet
FlL16 25% 15% Semence Flétrissement, jaumissement
(veriete- 11.1.16) | et décoloration vasculaire
KD 46%0 48% Racine —tige -Fletrissement, jaumssement
I et decoloration vasculaire

3.3.2- Discussion et conclusion:

L'analyse de la variance du degré d'attaque(annexe 19) nous a permis de
dégaper des différences significatives entre les isolats testés. Le test de Newmnan-
keuls a permis de distinguer les groupes homogeénes suivants:

Premier groupe: comprend Fisolat FS.
Deuxiéme groupe: comprend l'isolat FT, F1, F3
Troisieme groupe: comprend I'isolat F89, FSY et F4,
Quatriéme groupe, comprend l'isolat F2 et Fo.
Dans nos essais, les symptomes commencent généralement,a apparaitre des le

20 “™€ jours d'inoculation avec un début de jaunissement de I'extrémité des folioles
des feuilles basales accompagné parfois d'un flétrissement de ces feuilles. Ces
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symptomes s'étendent par la suite vers les parties apicales, et ceci d'une fagon
progressive.

Concemnant la précocité des symptomes, nous n'avons pas pu détecter la relation
entre la précocité dans 'apparition des symptdimes et le degré d'agressivité a la fin de
I'expérimentation. Ainsi par exemple. chez l'isolat /. solani (F3). ou” les symptomes
occasionnes sur la lentille commencent déja au jg~e jour, le degré daftague au
25°™€ jours était deja a 30%, alors que ce degré d'attaque n'a évolué que faiblement
aprés. En fin d'expenimentation. cet indice n'a été que de 56%. alors chez I'solat F5.
les symptémes n'ont apparu qu'aprés le 255 jours: le degré d'agressivité en fin
d'expenmentation était de 70%.

Pour ce qui est de la reproductibilité des symptomes. nous avons remarque
quen geéneral les symptomes ohtenus par moculation de la maladie sont de lon
proche de celle observes in situe en pleir champs

Plusieurs auteurs considerent que la sévénte de la maladie et la reproductubilite
des symptomes sont lics essenticllement aux stades phénologiques de la plante, d'une
part, et a la méthode d'inoculation d'autre part (ALAVAREZ et MORENO, 1984).

En effet. dans nos essais, nous avons essaye d'obtenir une infection aussi proche
de celle produite naturellement. Le sol étant la source habituelle de 'moculum. nous
avons opté pour cela & une méthode d'inoculation du sel. bien qu'il existe d'autres
méthodes d'moculation, dont la plus utilisée est la méthode dinoculation par
trempage des racines dans une suspension de spores. En effet. cette demiére méthode
est caracténisee par deux principaux avantages: un besoin faible en moven maténel et
en temps cect d'une part et une rapidité dans l'extériorisation de symptémes d'autre
part, Cependant, on lui est reproche, une utilisation dune concentration élevée en
meculum et cgalement des dépars provoqués sur le systeme racinaire suile au
dépotage et a 'empotage des plantules lors de lewr imoculation. 1l en résulte amnsi une
amplification de la sevérite de la maladie au mveau des plantes hates inocules.

En effer, les symptomes causés par le F. solani sont déja décrits par plusieurs
auteurs sur un certain nombre d'espéces (Pois chiche, lentille. pois....) (ALAVAREZ
et MORENO, 1984; WUSTERLUND et al. 1974; TRAPERO-CASAS et
HMENENZ-DIAZ, 1985 a, b), a savoir;

Jaumissement  foliaires el parfois un  [létissement  accompagné  d'un

dessechement des feuilles basales;
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-Coloration noire du collet et des racines:
-Deécoloration vasculaire du systéme racinaire;

-Réduction de la croissance des plantes.

Quant aux symptomes causés par le Fol., il sagit dun flétrissement
accompagné d'un jaunissement avec une décoloration vasculaire au niveau de la tige
(ALAVAREZ ¢t MORENQ, 1984, WUSTERLUND et al. 1974).

Les isolats FSY. FD et FIL16 ayant causé des symptomes de flétrnssment sur
lentille appartiennent en fait 4 une seule forme spéciale; Fusarium oxysporun fsp.

lenris.

En effet, HAWARE et NENE (1982), ont montré que le F.ol est pathogene
seulement sur la culture de la lentille et qu'il peut parasiter des racines de plusieuwrs
especes de plantes cultivées et de mauvaises herbes (pois chiche. hancol, melon,

luzerne,...) sans causer de symptimes visibles.

Concernant le réisolement de I'agent pathogéne a partir de plants moculés. cec
a cté fait pratiquement & partir de toutes les plantules avec cependant des degres
d'attaques différents. Méme les plantes qui n'ont pas présentés des symptomes,
semblent pouvoir héberger l'agent pathogéne. Néanmoins, aucune corrélation n'a pu
etre faite entre le degré d'attaque el le taux de réisolement de I'agent pathogeéne.
3.4-CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE DES DEUX PRINCIPAUX

AGENTS PATHOGENES RESPONSABLES DE POURRITURE RACINAIRE
ET DE TRACHEOMYCOSE:

3.4.1- Variation morphologigue et culturale:

1'é¢tude morphologique des différentes especes et isolats obtenus a porté swr la
mensuration des conidies (macro et microcenidies ) ainsi que l'aspect cultural de la
croissance des colomies en miliew atificiel (couleur, textare et présence ou absence

de chlamydospores).
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3.4.1.1- Aspect cultural de la croissance des colonies:

Contramement a beaucoup d'autres champignons pour lesquels l'aspect cultural
de la colonie n'est pas pris en considération, I'expénence a montr¢ qu'il n'en est pas
de méme pour les Fusarium spp. Clest ce qui nous a amené au cours de nos
1selements pratiqués de différents organes, a retemir ce cnitéerc dans unc premiere
approche a I''dentification des isolats.

Notons que l'aspect général d'une colonie, est déterminé par la couleur de la
colonie, sa texture ¢t enfin la présence de chlamydospores.

L'examen du tableau 14, montie upe vanation de l'aspect geéneral enfre les
1solats de . solani. La coloration varie du couleur brique (F1 et FT) au violet foncé
(T5).

Quant a l'isolat du F.o.l. (FD), celui c¢i a présenté une coloration caractéristique

d'un F. axpsporum, c'est a dire une couleur lie de vin,
S'agissant de la présence de chlamydospores, elle est notée chez tous les 1solats,
a des degres de fréquence vanable. Ainsi, nous avons pu remarqué une surabondance

chez l'solat FT, et une faible présence chez l'isolat F5,

Concernant la texture de la colonie. nous avens relevé deux types de myeelium:
acrien, chez I'isolat F1 et rasant chez les isolats F3. FTet F3 (tableau 14 et pl. 4).

Quant a l'solat FD, il présente sur milieu PDA, un mycélium rasant avec des

meches au centre de la colonie (mycélium hérissant).

Nous avons noté également la présence de zonations concentiiques chez les
deux isolats de £ solani. F3 el FT (tableau 14).
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Tahleau 14: Aspect cultural des colonies de différents isolats sur milieu
PDA en lumiére alternée.

Caractéres Pigmentation Texture Présence
~ culturaux de la colonie de la colonie dc chlamydospores
Isolats :
Couleur rouge -Mycélium aerien et .
F1 bri . T
rique cotonneux

-Mycélium abondant
-Absence de zonations

3 Couleur rouge ~Mycélium souvent i
brique foncé rasant
Présence de zonations -
Fs Violet foncé Mycélium ras N
Absence de zonations
T (fnu:yr rouge -M}rcél_iurru %ﬂuv{:m e
rigue rasant
-Présence de zonations
Couleur lie devin | Mycélium rasant avec ++
3 diffuse | méches au centie de la
hoite

3.4.1.2- Dimension et types de conidies:

Les tableaux 15 et 16 donnent pour chaque isolat étudie, les limites supérieures

et mferieures de la taille des micro et macrocomdies.

Chez les isolats de F solani, les macroconidies sont assez allongés el peu
incurvées, la moyenne de leur longueur est de 32.8 pm, avec un intervalle allant de
30.5um a 35pum chez lsolat F3, et une moyenne de 33.2 chez Isolat F5 avec un
intervalle allant de 33.14 36.2um. Les cloisons sont au nombre de 3 a 4, mais les
macroconidies ayant trois cloisons sont trés importantes chez les quame isolats de

i sollenai,

I 'analyse statistique nous a montré qu'il n'y a pas de différences significanves
pour la longueur entre les isolats de F. solani. La seule différence. est celle qui existe
entre le . solani et le Flo L. (annexe 18).
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Quant au diamétre des macroconidies, il semble varier trés peu d'un isolat & un
autre, en general de 2.8 pum chez lsolat FI, F5 a 3.2pm chez l'isolat I3, L'analyse
statistique montre des différences sigmificatives entre les isolats pour ce facteur
(znnexe 16). Le test de Newman-Keuls, nous a permis de distinguer trois groupes
d'isolats homogenes:

Fremier groupe: constitué par lisolat F5. F1 et F3.
Deuxiéme groupe: constitué par I'isolat FT,

Troisiéme groupe: constitué par l'isclat FD,

['isolat FD, quant a lw, presente des macroconidies peu allongées et la
longueur varie de 13 pm 4 18pum avec une moyenne de 15um(Tableau 15). Quant au
diameétre, il varie de 2a 4um avec une moyenne de 2.8 pm et des incurvations

marquees.

La forme genérale des microcomidies chez les isolats de F. sofanr est de type
ovoide, mais rarement ellipsoide; alors que les microconidies sont généralement
unicellulaires et parfois bicellulaires.

Chez l'isolat FD, par contre, les microconidies sont généralement de forme
ellipsoidale, et sont majoritairement unicellulaires. Leur taille varie de 4.1 pm  a
47pm et de 12um a4 23 pym Chez les isolats de F. sofani, la longueur des
microconidies, varie d'um asolat a un aufre, avec une moyvenne allant de 5.2 chez
I1solat F1 a 5.7 pm chez Isolat FT. Quant au diamétre, celui ¢ varie de 2. 5um pown
I'solat F3 a 2.8 pm pour les 1solats FT et 3.

L'analyse statistique portant sur la longueur des microconidies (annexe [Y).
nous a montré qu'il v' a des différences significatives entre les quatre 1solats de [/
vollaini, mais ausst entre celles ¢ et lisolat de Foo. /. (annexe 19).

Ainsi le test de Newman -Keuls. nous a permis de regrouper les isolats en
quatre groupes homogenes:
Premier groupe: constitué par Insolat F5.
Deuxiéme groupe: constitué par lsolat F3 et FT.
Troisieme groupe: constifue par lisolat F1.

Quatriéme groupe: constitué par Isolat FD.
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Figure 1: Aspect cultural de quelques isolats de Fusarium solaii utilisés
dans les différents tests

Fi F3
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Fn effet, en étudiant le gemre Fusarinm, BOOTH (1971), a trouve que les
dimensions des comdies, amnsi que le rapport (longueur/ diamefre) vanent
considérablement d'une espéce a une autre. Amsi par exemple, 1l a frouvé que pour le
F. oxysporum, les dimensions des microcomidies sont de (4pum-Spm x Tpm-2.5um).
alors quelles sont de Spm-6pm x2pm-3 5pm) chez le F. solany,

Pour les macroconides, ces différences sont trés neftes en comparaison aux
microconidies. Le méme auteur a noté que les dimensions de ces conidies sont de
(13um-22um x2um-3um) chez le F. oxysporum alors que chez le F. solani, elles sont

de (32um-37um x 2um-3um).

Dans notre étude, des différences inter spécifiques ont été relevées mais elles ne
nous ont pas permis d'expliquer les differences dans pathogénicite entre les 1solats.
Par conséquent on ne peut pas expliquer le lien avec la nature de l'agressivitc, amnsi
que la pathogénicité de ces isolats. Par contre, ce critére a ét¢ utilisc avee un certain
succes pour expliquer la pathogénicité de certains isolats et formes spéciales chez
frysiphe polygoni (STANLY et HANSON, 1966).

Quant au critére aspect cultural défini par la texture et la couleur, nous avons pu
relevé des différences entre Jes isolats. Concernant la couleur des colomes de /-
solani, cellea varie de la couleur rouge bngue au violet foncé, en passant par la
couleur violette. Alors que celle de l'isolat du Fo.l (FD). elle est caractéristique de
I'espece celle déja décrite par BOOTH (1971). il s'agit en 'occurrence d'une couleur
lie de vin diffuse.

S'agissant de la texture des colonies de [ solani, celle ¢1 semble trés varable.
allant du mycélium aérien au mycéhum rasant avec présence parfois de zonations
concentriques. L'isolat def 0.l a présenté une texture proche de celle du £ sofanr il
s'‘agit d'un mycelium rasant avec la présence de méches au centre de la colunie ainsi
que la présence de zonations concentriques. Ces similitudes rencontrés au niveau de
la texture entre le &, solani et le F.o.l. ont ét€ notées par plusieurs auteurs ((BOOTH.
1971. MEESSIAEN et CASSINI, 1968; NELSON et al, 1983; TOUSSON et
NELSON, 1976).

Donc nous pouvens dire, que ni la couleur ni la texture de colonie ne peuvent
expliguer a elles seules les différences fondamentales entie les 1solats de /. volani, a

savolr le degré dagressivite de ces 1solats,
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Le seul point important relevé au cours de ces déscriptions, est quiil y' a une
différence nette de couleur entre les isolats de /. solani et le Fo.l Cependant. les
variations de couleur entre les isolats de F. solani semble étre alcatoire, et ne peut
expliquer 2 elle seule la différence dans lewr pouvoir pathogéne de ces 1solats.

En effet. les critéres morphologiques, ¢t particulierement la couleur peuvent
jouer un réle important dans la détermination el la distinction des especes. Amsi
BOOTH (1971) et TOUSSON et NELSON (1976), ont suggére l'utilisation de ces
critéres pour la distinctien des espéces appartenant au genre Fusariuni.

ALLARD et al {1978). a aussi utilisé les critéres de texture et de la couleur pour
la distinction entre les trois espéces ddscochnia spp. De méme  STANLY et
HANSAN (1966), les ont utilisé pour la taxonomie des différentes especes d'Erysiphe

spp.

3.5- COMPORTEMENT IN VITRO DE QUATRE ISOLATS DE F.SOLANI:

Les résultats qui sont présentés dans ce chapitre constituent approche a  Ia
connaissance des principaux facteurs abiotiques et biotiques pouvant mfluencer le

comportement du F. sedani,
3.5.1- Action du milieu de culture sur la croissance et la sporulation ;

Les résultats rapportés dans le figure 3, font apparaitric des differences de
comportement des quatre isolats de . solani sur les différents des milicux de culture,
Pour un temps donné d'incubation, un maximum de croissance myveclicnne est obtenu
sur le milicu Crapeck. suivi du milieu PDA et du mitieu LDA. Quant au milieu
Richard. il s'est montré défavorable a la croissance du Flsolani. le mulieu Malt a

présente un comportement intermédiane.

Le test de Newman-Keuls. nous a permis de classer les milieux de cultures

selon l'ordre suvant.
C7ZP=PDA=L.DA=Mall = RICH

Concemant le clzssement des différents isolats, le test de Newman-keuls nous

a pennis des les regrouper en deux groupes homogénes:
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Premier groupe: composé de l'isolat FT et F3.

Deuxieme groupe: compose de I'isolat F5 et F1.

Quant & la sporulation. celle ci s'est montrée abondante sur le milieu PDA, suivi
du milieu LDA: les milieux Czapeck et Richard ont montr¢ un comportement
mtermediaire. L'analyse statistique (annexe 14) a permis le classement suivant:

PDA = LDA =RI1CH = CZP =Malt

Concemnant le classement des isolats pour leur sporulation, e test a permis de
les classer comme suit:

Premier groupe: compose de I'isolat F5.
Deuxieme groupe: composé de l'isolat F3.

Troisiéme groupe; composé de l'iselat F1 et FT.
3.5.2- Action de la température sur la croissance et la sporulation:

Cette étude comparative a €€ effectuée vis a vis d'une gamme de température
allant de 5 a 35°C.

|es résultats abtenus (fig 4). montrent que d'une fagon genérale, que les quatre
isolats étudiés ont une croissance qui augmente régulietement de 5 a 25 °C. enswite.
elle diminue pour devenir nulle a 35°C.

L'optimum de croissance se situe sux alentours de 25°C, avec une temperature
minimale de 5°C et une température maximale de 35°C. Pour cette espéce. la
temperature de 40°C s'avére 1étale.

En revanche, 'exposition des isolats 3 une température de 5°C, ne s'avere pas
létale, car le champignon reste vivant en formant des chlamydospores. Si on I'expose
2 nouveau a une température optimale, celui ci reprend sa croissance normale.

Concernant 'effet de la température sur la sporulation. on remarque que cetre
demiére augmente avec la température jusqu'a atteindre un optimum gui coincide

avec l'optimum de la croissance mycélienne a savowr 25°C.

L'analyse de la variance sur la croissance, a montré¢ quil y' a des dufferences
significatives entre les températures étudiées et entre les isolats ( annexc 10).

th
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Le test de Newman-Keuls. nous a permis de classer les 1solats en quatie groupes
distincts:

Premier groupe: comprend l'solat F1
Deuxieme groupe: comprend l'solat F3,
Trosieme groupe: comprend ['isolat F5

Quameme groupe: comprend l'isolat FT.

Pour la sporulation. ce méme test nous a permis de distinguer trois groupes
homogenes disolats (annexe 13):

Premier groupe: constitue d'isolat I'S.
Dewaeme groupe: constitue disolat F3 et FT.

Troisieme groupe: comprend ['isolat F1.
3.5.3- Action de la lumiére ef de 'obsecurité sur la croissance et 1a sporulation:

De nombreux travaux (LEACH, 1962; BLACKMAN, 1968, BOMPEIX. 1974),
ont montré que la croissance mycélienne et surtout la sporulabon peuvent efre
influencer par la présence ou l'absence de la lumiére, 1l en est de méme pour les
différentes sources de fumiére visible et ultraviolette.

[es résultats obtenus dans notie essai (fig 5) ont montié une indifférence du
champignon a la lumiére pour son aptitude & la croissance mycclienne. La
sporulation semble. elle aussi non influencée par la homiére.

Toutefois, la lumiére semble influencer le type de production de spores. Amsi.
elle semble favoriser la production des macroconidies, alors que lewr production en

obscurité est faible,

3.5.4- Action du pH sur la croissance ¢t la sporulation

Ces résultats obtenus montrent que l'optimum de croissance se sifue entre le pH
5.9 et 6.8 (fig 6). Concemnant le comportement des quatre isolats. ces derniers ont
montré des différences de croissance. Ainsi le test de Newman-Keuls nous a révelé la
présence de deux groupes homogenes (annexe 9 et 12}

Premier groupe: comprend l'solat F5 et F3.

Deuxieme groupe: comprend 'solat Flet FT.
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Quant a la sporulation. son abondance semble étre liée a I'mportance de la
croissance mycélienne. Le test de Newman-Keuls, nous a permus de distinguer les

rois groupes homogénes suivants:
Premier groupe; comprend I'isolat 3.
Deuxiéme groupe: comprend l'isolat F3.

Troisieme groupe: comprend lisolat Fl et FT.
3.5.5- Action de I'humidité relative sur la croissance et la sparulation:

Les résultats obtenus, montrent que l'optimum de croissance se sifuc dans un
intervalle d'humidité se situant aux alentours de &4 et 95%. Alors qu'd une hurmdite
beaucoup plus faible (14% a 50%) ou a des humidités beaucoup plus ¢levées (=95%).
on constate une diminution de la croissance mycélienne(fig 7). L'optimum de la

sporulation semble coincider avec celui de [a croissance.

L'analyse de la variance montre que les quame isolats ¢tudiés ont montre un
comportement comparable vis a vis des différents depres d humidité tant pour la
croissance que pour la sporulation (annexe 8 et 15).

Le test de Newman-Keuls, pour la croissance mycélienne, nous a pennis de

classer les isolats en trois groupes homogenes:
Premicr groupe: comprend I'isolat F1.
Deuxieme gronpe: comprend T'isolat F5 et FT.

Troisieme groupe: comprend Hsolat 3,

Ce méme test. nous a permis de distinguer quatre groupes homogenes pour la

sporulation:
Premier groupe: comprend lhsolat F5.
Deuxiéme groupe; comprend I'isolat FT.
Troisiéme groupe; comprend Isolat I3

Quatriéme groupe: comprend l'solat FI.

Lh
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Figure 1: Profils electophorétiques des estérases de quatre isolats de F.
solani et un isolat de Flo.l

De gauche a droite, on trouve: FD- F5- F3-FI-FT.

Figure 2: Profils electrophorétiques des malates dehydrogénases de
quatre isolats de F. solani et un isolat de Fl.o.l

De gauche 2 droite, on trouve: FT- FD- F5- F3- F1.
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De méme, les travaux de plusieurs auteurs rapportent qu'en boite de Petri et sur
milien gélosé, la croissance mycélienne est optimale dans I'intervalle de température
25°C a 30°C{WALKER_1965; KUC,1969; MELOT et MAS, 1975; MOLOT et al.
1990). Ces mémes auteurs ont montré que ce champignon ne se développe pas aux
températures voisines de 4°C et 36°C. Ils confirment nos résultats, puisque nous
avons remarqué qu'a 5°C, les isolats ne se développent pas et que les tempéeratures au

dela de 35°C sont généralement létales.

Quant & la sporulation. l'action de la température a une action comparable
celle de la croissances. Des résultats similaires ont été rapportés par MOLOT et
MAS (1975), qui ont montré que le pouvoir pathogéne était sumule par des
températures moyennes (22°C). mais qu'aux forles températures (36°C), la plante est

infectée sans présenter des symptomes.

Le troisiéme facteur étudié, est 'action de la lumiére sur le comportement du /-
solani, a é1¢ précisée. Contrairement a certaines espcees bés exigeantes en lumiére
pour la sporulation (LEACH.1962; BLACKMAN,1968; BOMPEIX,1974), tous les
résullals obtenus montent gue le /. solani peut pousser indifféremment en presence
ou en absence de lumiére. Néanmoins, I'intensité de la sporulation peut étre modifice

a des proportions vanables, par ce facteur,

Concernant l'action de humidité sur la croissance et fa sporulation du /* sofami, cc
dernier semble croitre sur toute une gamme d'humidité, allant de 50 a 84 Ces
résultats rejoignent ceux de plusieurs auteurs ( KHARE et al, 1975; SHARMA et al.
1978). Ainsi, BHATTI et KRAFT (1992), ont noté que l'augmentation du taux
dhumidité est toujours lié & une sévérité accrue de Ja pourriture racinaire due au /.
solani et R solani. Ces mémes résultats ont été rapporté précédemment pa

CHAUHAN (1963) in BHATTI et KRAFT (1992},

Comune demier facteur abiotique étudié, I'action du pH s'est révelee comme un
facteur de grande importance pour le développement du champignon. 1l agit surtout
au niveau de la croissance mycélienne (BREWER, 1962; LEACH, 1962; ODUNFA,
1984), ce qui est confirmé par nos résultats. kn effet un pH de 5.9 constituc une

valeur optimale aussi bien pour Ia croissance mycéhienne que pour la sporulation,
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3.6- ETUDE DU POLYMORPHISME ISOENZYMATIQUE DES ISOLATS
DE E.SOIANI ET F.O.L.: ANALYSE DES ESTERASES ET DES MALATES
DEHYDROGENASES.

L'activité enzymatique est détectée a partir de l'extrait de mycélium de différents

isolats de Fsolani et de Flo.l

Dans notre, étude le polymorphique enzymatique des différents isolats. est comparée
aux varations morphologiques et au comportement pathologique de ces 1selats.

3.6.1- Les estérases :

Pour tous les isolats ¢tudiés de £ solam, des zymogrammes comparables
d'estérases sont obtenus sur gel polyacerylamide. lls different avec ceux de Jisolat de
F.al Le nombre de bandes rencontrées dans les différents systémes cnzymatiques
sont présentés dans le tableau 17et figure 8a.

Tableau 17: Présentation du nombre de bandes éléctrophorétiques des 4

isolats de F. solani et celles de Fl.o.l:

Nombre de bande sur gels palvaccrylamide avec

extraifs des isolats
Isolat Fi F3 F5 FT FD
Systéme enzymatique
Estérases 2 2 2 2 1
Malates déhydrogénase 0 2 1 1 3

Ces bandes sont numérotées de 14 4 (fig 8a, pl 5) dans l'ordre décroissant de la

-----

de leur présence ou de leur absence, de leur ¢paisseur et de leur intensite de
coloranon.

a0



PLANCHE S




rt Fl Fi

BRI faarmrar e d

et o ll__‘:‘;“-.i

T =
Haed o Sot a0

i

|

Fiip A bt Pesininier minatnee 5 gl nalale e lpls i o
| 1 4 " i

ﬂt‘lliifé de ia |'u_f.5._|£i!5u:; de= t”"'t"i._..‘,'_
< — R -
= Laiily o # Sraant




Perne I - Réswltats et Discussion

En considérant ces critéres, nous avons regroupé les quatre isolats de Fsolani et

celui de Fo.l. en trois groupes distincts:

Groupe 1. Comprend deux bandes bien distinctes, épaisses e
ayant une intensité¢ de coloration moyenne. La premiére et la quatneme bande ctant

absente. Ce groupe étant représenté par F5 et FT.

Groupe 2. Comprend egalement deux bandes, bien wisibles et
épaisses; leur intensité de coloration est faible. La premiére et la quatmeéme étant
absente. Ce groupe étant représenté par l'isolat F3,

Groupe 3: Comprend quatre bandes, dont les trois premiéres sont
trés intenses et faiblement épaisses. La quatrieme bande élant faiblement colorée et

faiblement visible. Ce groupe est représenté par 1'isolat FD,
3.6.2- Les malates dehydrogénases:

Les malates déhydrogénases révélées sont des protéines de haut poids
moléculaire, elles présentent une seule bande épaisse sur gel de polyacerylamide.

Ce systeme cnzymatique a permis dec classer les isolats en cing groupes
distincts. Le maximum de bandes est de trois. observé chez le Flol (tableau 17).

Comme pour les estérases, les bandes sont numcrotées de 1 a 3 dans l'oidre
décroissant de leur mobilité éléctrophorétique (fig &b, PL.5). Aucune bande n'a pu étre
focalisée pour I'isolat I'1.

3.6.3- Discussion et conclusion :

L'analyse du polymorphisme isoenzymatique semble étre un outil tres

intéressant pour dentification des isolats.

Le groupe des estérascs renferme les enzymes, dont le réle est limité a
I'hydrolyse des esters d'alcools. des phénols et d'acides gras. Elles hydrolysent
specifiquement les liaisons esters. Ces enzymes sont constitutives ot extra cellulawes.
avec un pH dactivité optimal voisin de la neatralité ( pH 67 a 7.8 )
(GUEZLANE, 1976).
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Les deux systemes enzymatiques étudiés, a savoir les estérases e
déhydrogénases. nous ont permis de détecter quelques différences entre les
F. solan d'une part et entre t l'isolat de Flo.l ¢t le F. solani d'autre parn.

Plusicurs études menées sur les variations éléctrophorctiques chez  d'autres
agents phytopathogénes, ont montré que ces deux systémes cnzymatiques sont trés
tr¢s intéressant  pour I'étude du polymorphisme interspécifique (SIMCOX et al,
1992).

En cffet, le /. solani et le Flol sont deux espéces qui présentent une large
hétérogencité dans la morphologie et dans la pathogénécite des 1solats. Cependant. au
sein d'une méme espéce, il est tres difficile de distinguer des diffcrences entre les
isolats ou les formes spéciales el encore moimns entre les races. De plus, frés peu
d'¢tudes ont montré la relation entre les caracténstiques marphologiques et les
caracténstiques biochimigques (OTROSINA et al, 1987, BONDE et al. 1988). Par
contre, de nombreux travaux ont montré la relation étroite entre les sysiemes
enzyvmatiques et la virulence des 1solats (LINDE et al. 1990; LINNEE et BURDON.
1990),

Dans notre cas, les zymogrammes obtenus des estérases n'a permis de deceler
qu'un nombre restreint de bandes (maximum quatre) chez le /2o, et deux seulement
chez les isolats de F. solani (fig 9 et 10). Par conwe, chez ces derniers, des
différences au niveau de l'épaisseur des bandes et I'intensité de leur coloration ont pu

etre relevées,

Si les estérases nous ont permis de distinguer des vanations inter specifiques,
les malates déhydrogénases nous ont permis de détecter des variations
miraspeciligues, c'est a due entre les isolats de /. solami.

Amsi MEYER et al (1964), travaillant seulement sur un seul iselat de neuf
formes spéciales de F. oxysporum, a suggéré que l'estérase peutl €étre un moyen

efficace pour la distinction entre les différentes formes spéciales de F. oxysporun,

Cependant, d'autres études ulténeures faites par MEYER et RENARD ({1969).
sur les estérases de neuf isolats de Flo. mefoms et Fo. elaeidis, vevélent que des
variations importantes existent entre les isolats de la méme espéce, comparables a
celles existantes entre les formes speciales elles mémes.
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Cette hétérogénéilé a ¢té également constatée chez d'autres especes, puisque des
différences de zymogrammes d'estérases ont ét€ notées chez différents isolats de
Aspergillus niger et chez différentes races de Floxysporum. meloms (NELSON et
GRABER, 1967). Des travaux similzires sur quelques formes spéciales de F.
oxysporum (GUEZLANE 1976), ot montié des différences de zymogrames pour les
estérases et les phosphatases, aussi bien entre les souches d'une méme forme speciale
qu'entre les formes spéciales elles-mémes. Ces différences entre les souches sont
parfois plus importantes que celles existantes entre les différentes formes spéaales.
Ainsi, cet méme auteur considére gue ces deux systémes enzymatiques demeurent un
moven efficace pour la distinction entre les différentes espéces, Dans notre cas une
nette différence entre le F.o.l et le F. solani est observée, Ceci est vrai aussi bien

pour les zvmogrammes des estérases que ceux des malates dehydrogenases.

Cependant. 1l reste trés difficile d'établir un lien €troit entre lagressivite des
isolats de F. solani et I'analyse enzymatique des estérases, et encore moins celles des
malates  déhydrogénases. C'est pourquoi REDDY et STAHMANN(1972),
proposaient Tutilisation des estérases en combinaison avec d'autres systemes
enzymatiques pour étudier les formes spéciales ou des races.

De méme, MARRISSON et al, (1989), JULIAN et LUCAS, (1990), KOCH et
KOHLER, (1990) et LABDI, (1991) suggérent des études complémentatres visant un
nombre plus important de systémes cnzymatiques pour mettre en évidence un
polymorphisme entre différents 1solats,

3.7-ETUDE DU COMPORTEMENT VARIETAL ET DE LA SPECIFICITE
PARASITAIRE DES DIFFERENTS ISOLATS:

3.7.1- COMPORTEMENT DES VARIETES DE LENTILLE VIS A VIS DES
ISOLATS DE F.SOLANIET DE F.O.1.:

Tout le matériel végétal inoculé a montré une réaction positive vis a vis de tous

les isolats aprés 20 jours avec des degres d'attaque allant de 15% chez la vanete
Métropole 4 I'égard de I'isolat F3, a 45% chez la variété 76 TA124.
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Au cours du temps, la sévérité a évolué chez toutes les varictés et ce pour tous
les 1solats jusqu'a la fin de T'expérimentation, soit 45 jours apres I'inoculation. On a
note aussi, l'absence de germination des grames chez la majorité des variétes
inoculées, dont le taux vanie de 3% a 5 % chez les vanétes Balkan, Syrie 229 et F84-
9L

Ce comportement a €té observé chez les témoins ou’ les graines avait montre
une powrtiture associée a la présence de mycélium recouvrant toute la surface de la
graine. Le transfert de ces graines sur milien PDA, a permis de confirmer I'agent
pathogéne qui est Fusarium.

Sur le plan symptomatologique, toutes les plantes inoculées avec tous les isolats
de /. solani ont présenté des symptomes de pourritures racinaires. Ces symptomes
€M jour aprés inoculation; la sévérité de ces Iésions est
directement liée avec les symptémes foliaires.

sont tres visibles vers le 30

Dans cerfains cas. nous avons remarqué que les plantes ayant une croissance
normale ou montrant de légers jaunissements ou nécroses des feuilles basales. ont un
systeme racinaire bien développé, presque similaire a celui des plantes témoins; c'est
le cas de l'interaction Métropole-F3 et Métropole-FT,

Par contre, les plantes présentant des symptomes plus séveres et un faible
développement, possédent un systéme racinaire moms développé par rapport au
temoin. Dans ce dernier cas, les lésions nécrotiques affectent plus séverement le
collet ef les racines, suni d'une pourmiture noire des racines.

'analyse de la vartance des résultats obtenus aprés 45 jours d'imnoculation
(armexe 21), a monfrée des différences significatives aussi bien entre les varietes
qu'entre les isolats.

Quant au pouvoir pathogéne des quatre isolats inoculés sur les 11 varictés de
lentille, le test de Newman-Keuls, classe les isolats en trois groupes homogénes

comme suif:
Fremier groupe: comporte I'isolat 5.
Deuxieme groupe :comporte I'solat FT et F1.

Trowsieme groupe :comporte I'isolat F3.
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Ce méme test nous a permis de classer les variétés selon leur degre d'attaque, en
six groupes homogénes:

Premier groupe: la vanété 76TA124.

Dewxiéme groupe: la variété LVI41, LVI49A,

Troisieme groupe: la variéte Balkan, Syne et ILLS.

Quatriéme groupe: la variété F86-16L, ILL 4400, F84-19L, 1LL 16.

Cinquiéme groupe; la variété Métropole.

Nous signalons que les variétés attaquées par le F. solani, ont présente un degre
beaucoup plus élevé que lorsqu'elles sont inoculées par solat FD, agent responsable
du flétrissement vasculaire de la lentille. Ce degré n'a guére dépassé les 49%. alors
qu'il a atteint jusqu'a 85 % chez la vanéle 76TA124 inoculée par l'isolat I'5, agent de

pourtiture racinaire (fig 9},

Quant au pourcentage de réisolement de 'agent responsable a partir des organes
attaqués, il semble v aveir un lien avec le degré de sévérité de la maladie (fig 10).

En effet, nous avons noté un pourcentage élevé de l'agent pathogéne chez les
variétés qui ont montré le plus fort degré d'antaque. Par exemple, la variété 76TA 124
a présenté le pourcentage de réisolement du champignon le plus élevé avec une
valeur de 33.7% et un taux le plus bas dans le cas d'une variété résistante confronic a
un 1solat moins agressif. Clest le cas de la vanété Métropole inoculée par l'solat F3.

I.es mémes observations sont notés pour lisolat F o/ ou” on a note des
pourcentages plus élevés lors de l'isolement de l'agent pathogéne aussi bien des
racines que de Ia tige.

Amsi le taux le plus €levé de 1é1solement du o a été noté chez les variétes
qui ont montré le degré d'attaque le plus éleve, soit 48% chez les vanétés F86-16L et
76TA124 et un taux assez faible chez la vanété Metropole.

Quant 4 la différence symptomatologique des parties aériennes. peu de
différences ont été notées chez le F. solani et le F.o.l, et cecy pour toute les varictes
testées. Ces deux apents provoquent des symptémes extemes similaires, un
jaunissement accompagné parfois d'un flétrissement, Toutefo1s, au niveau du svstéme
racinaire, le F. solani provoque des pourritures ou des nécroses typiques, alors que le

F.o.l. n'entraine aucun symptéme de ce genre. Unc autre différence, Fisolement du
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Figure 1: Symptomes causés par F.o.l sur la lentille (Var: Syrie 229).

Figure 2: Symptomes causés par F.o.l sur la lentille (Var: Métropole).

Figure 3: Symptimes causés par F.o.l sur la lentille (Var: Balkan
755).
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Figure 1:Symptémes causés par les quatre isolats de F, selani sur la
lentille (Var: Syrie 229)

de gauche i droite, on trouve:

Témoin-I'1-FT- F3 - F5s.

Figure 2: Symptdmes causées par les quatre isolats de I sofani sur
lentille (Var: Métrapole).

de gauche a droite, on trouve:

Témoin-F1-FT-F3-F5.

Figure 3: Symptomes causés par les quatre isolats de I sofani sur la
lentille (Var: T6TA124).

de gauche a droite, on trouve:

Témoin - F1 - FT - F3 - FA.
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F-o.1. =st obtenu aussi bien a partir des racines que de tiges, alors que la présence du

F.solani, est localisée seulement au niveau du systéme racinaire,

3.7.2- SPECIFICITE PARASITAIRE DE F.SOLANI ET DE F. O. L:

L'aptitude des & solani et F o.d. a attaquer les autres Jégumineuses a €1¢ mence
par inoculation artificielle Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 17. En
effet. lisolat du Fol (FD). a montré des symptdmes typiques de flétnssement
uniquement sur la lentille. Par conte. les isolats de F sofant ont provoqué des
symptdmes de powrmitures aussi bien sur la lentille que sur les auties légumineuses.
avec cependant des degrés différents. Les symptomes sont variables: jaunissement et
flétrissement avec présence parfois de nécroses racinaires. Quant aux autres especes
comme le blé dur et la tomate, celles ci n'ont présent? ancun symptéme visible. Le
réisolement de l'agent pathogéne n'a été que tres faible, ne dépassait guére les 5%.

L'analyse de la variance a montré des différences zussi bien entre les 1solats.

qu'entre les especes hotes testées (annexe 20).

Amsi, le test de Newman-Keuls qous a pernus de distinguer deux groupes

d'isolats de . sofan::
Premier groupe: de l'isclat F5,

Deuxieme groupe: l'isolat F3, FT et F1.

Concernant. les espéces inoculées, ce méme fest a revele ois groupes
homogenes, selon leur degré d'antaque:

Premicr groupe: la lentille, pois chiche. pots.
Deuxiéme groupe: la féve et Iharicot.

Troisieme groupe: le blé dur et la tomate.
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Tableau 18: Pourcentage d'attaque de quelques espéces de plantes

inoculées par quatre isolats de F. sefani et un isolat de F.o.L (45 jours apreés

inoculation),
Iolats| gy | g3 | Fs | FT | FD

 Hiites !

Lens esculentum 55% (53% 75% 55% [48%
| Cicer arietinum 55% |52% 50% 55% |08%
Phaseolus vilgaris 42% [39% [50% |45% [08%
Vicia Faba 40% | 40° 52% 50% [05%
Pisum sativam 55% | 50% 65% 55% |05.5%
Lycopersicum esculentum 1o40,  1odos  |05%  |03% |05.5%
Triticum vulgare 05% |04.5% |04.53% |04.5%(0.6%

Le réisolement du I selam, est réalisé a partir du sysicme racinaire chez toutes

les especes testées, y compris la tomate et la céréale, mais les degrés restent tres

faibles dépassant rarement les 5% chez les espéces botaniquement éloignees (tableau

19).

De méme, le réisolement du Fa.l a été positif, a partir des autres especes

végétales testées autre que la lentille, sans pour autant produirc dc symptomes

vistbles.

Tableau 19: Pourcentage de réisolement (% RP) de l'agent pathogéne a

partir de quelques espéces végétales (45 jours aprés inoculation)

N

L  Espéces
Isolat SaRP Lens | Clicer Pisum | Viewa | Lycopersicum | Triticion
by exculentum | arietinum | satvum . Faha esculentum vilgare
F1 | Racine 30 25 35 20 05 02
|1 Tige 00 00 00 (0 00 00
I3 Racine 33 20 35 | 18 04 25
Tige o | oo 0 | 00 00 00 |
F5 Racine 40 | 28 38 20 04 2.5
" Tige 00 00 00 00 00 00
FT Racime 28 25 30 18 (55 03
SO Tige 00 00 00 00 00 00
FD Racine 00 05 06 | 5.5 55 | 055
Tige 50 00 o1 | 00 00 00
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Figure I: symptimes sur systéme racinzire causé par F. sofani (a
droite) sur la lentille ( Var: Syrie 229),

Figure 2: Symptémes de pourriture racinaire sur quatre espéces de
légumineuses causes par F. solani ( Isolat F5).

De gauche a droite, on trouve:

Blé- Tomate- Féve- Pois chiche- Lentlle- Pois.
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PLANCHE9

Figure 1: Symptémes de jaunissement et de flétrissement sur le pois {Pisum
sativiem) causés par le Fusarium solani (isolat F5).

Figure 2: Symptimes de jaunissement et de flétrissement sur quelques
especes de légumineuses causés par le Fusarium solani.

De gauche a droite, on trouve:

Pois- Blé- Tomate- Pois chiche- Féve,
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3.7.3- Discussion et conclusion:

Les notations individuelles réalisées sur chaque plantule, nous ont permis
d'exprimer par un pourcentage, la réaction globale des 11 vanétes de lentille pour
leur comportement a l'égard de quatre isolats de F. sefani et un isolat de /oL

L'analyse détaillée de ces résultats en établissant le classement de toutes les
variétés selon les indices d'attaque (fig 9), permet de constater que generalement

l'ordre ne varie pas d'un 1solat a un autre.

En effet, plusieurs études menées aussi bien chez le & solani que chez le
F.o.0.ont montré existence de races physiologiques. Ainsi, il cst recense en Inde sep!
races physiologiques de Fo./. (KANNAIYAN et NENE, 1978).

L'absence dans notre expérimentation de races physiologiques de références des
deux esptces, ainsi que 'absence de variélés différenticlles standard ont ¢te les
principales insuffisances pour comparer nos isolats et voir sl s'agit de la mémes
races ou bien de races totalement différentes.

Selon VAN DER PLANK(1968), la présence de races physiologiques permet
de mettre en évidence la présence de différents génes de résistance au niveau des
varietes hotes ainsi que la présence de différents génes de virulence au niveau des
1solats.

Dans notre cas. 'étude menée sur le comportement variélal de 11 varictes de
lentille. nous a permis de reproduire les symptomes; ces symptdmes causés par le [
solani sont en fait ceux décrits par plusieurs auteurs ( ALAVAREZ el
MORENO,1984:WUSTERLUND et al, 1974; TRAPERO-CASAS et JIMINENEZ-
[Maz, 1985 a.b). a savoir:

Jaunissemnent  foliaite et parfois un  f{létrissement  accompagne  d'un

dessechement des feulles basales,
-Noircissement du collet et des racines;
-Décoloration vasculaire du systeme racinaire:

-Réduction de 1z croissance.

Quant aux symptémes causés par le Fool, il sagit d'un flemssement et parfors
d'un jaunissement accompagné d'une décoloration vasculaire au niveau des racines ct
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de la tige comme décrit par ALAVAREZ et MORENO(1984), WUSTERLUND ct al.
{1974); TRAPERO-CASAS et JIMINENEZ-DIAZ, (1985a,b). Selen le systeme dc
notation établi par TRAPERO-CASAS et JIMENEZ.-DIAZ (1985) pour ['évaluation
de la résistance du pois chiche a l'égard du Fle.ciceris., cst considérée résistante,
toute variété ayant un degré d'attaque inféricur @ 20%. Lorsque ce degré dépassc les
40%, la variété est considérée comme sensible. Aussi, lorsque ce degré se trouve
dans lintervalle 20 %a 40%, la variété est considéice comme moyennemcnl
résistante. Donc, en se référant 4 ce systéme. la seule vaiiété qui peut étre considerée
comme résistante est la variété Métropole. En effet. cete demiére est une variéié
locale trés cultivée par nos agriculteurs, en raison de ses capacités agronomiques ct
de ses qualites culinaires tres appréciées,

Les autres variétés introduites dans le cadre des essais de comportement meneces
par 'L'T.G.C ¢n collaboration avec I'.C_ A R.D.A, se sont montrées toutes sensibles.
aussi bien @ l'agent de la pourriture qu'a I'agent de flétrissement vasculaire. avee des
degrés d'attaque trés ¢levés atteignant parfois les 85 % chez la vanéte 76TA124.

Concernant. la spécificité parasitaire des différents isolats éudiés, nous avons
montré que le Aol est un agent trés spécifique attaquant seulement la lenulle. 11 peut
cependant infecter les autres espéces mais sans provoquer des symptomes visibles.
Anterieurement, HAWARE et NENE (1982), ont monté que le Fl.o./ est pathogene
seulement sur la culture de la lentille et quil peut parasiter les racines de plusieurs
cspéces de plantes cultivées et de mauvaises herbes (pois chiche, haricot, melon.

luzerne,...).

Concernant, le /. solani. Tesponsable de la powrTiture racinaire. nous avons
constater une polyphagie marquée sur les autres légumincuses. particulierement sur
pois et peis chiche.

En effet, selon la gravité des dégats causés par ces isolats sur le pois, nous
pouvans affinmer que la forme spéciale érudiée serait du Fusarium solandMart) Sacc
fsppisi (Jones)Snyd & Hans(KRAFT.1969). Selon ce méme auteur. cerie forme
speéciale compte quatre races physiologiques.
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Une forme spéviale qui est beaucoup rapportée dans la littérature et qui cause
des degats non néghgeable sur les légumineuses, est le Fusarium solani fsp.phaseall,
dont les dégats sont trés importants sur féve et haricot, et a moindre degré sur les
autres [égumineuses (KRAFT,1969).

3.8- IMPORTANCE DE POLYPHENOLS ET DE CERTAINS OXYDASES
DANS LE MECANISME DE RESISTANCE:

3.8.1- Résultats:

Lzs résultats obtenus (fig 11) montrent I''mportance de certains polyphenols et
certains oxydases, dans le phénoméne de résistance. Une augmentation de l'activité
peroxydasique, de la polvphencloxydase et des polyphenols est constatee chez toutes
les plantes moculeées. qu'elle que soit la réaction vis a vis de l'agent pathogene

(sensthle ou résistante).

Toutefors l'activite de la peroxydase et de la polyphenoloxydase s'est montrée
tres importante chez la variété reésistante (variété Métropole) par rapport a la vanéte
sensible (76TA124 ) avec ou sans inoculation.

Quant a l'analyse de la vanance, elle nous a montré des différences en
peroxydase, polyphénoloxydase et polyphénols aussi bien entre les isolats et les
variétés, qu'an niveau de leur l'interaction héte- pathogene (annexe 23 et 24). Amsi le
test de Newman-Keuls, a perrmis de distinguer au niveau de Tnteraction isolat-

vanete, les groupes homogenes suivants:
- Pow la teneur en PPO et PO, le classement s'établie comme suit:
Met-FS5>Met 3> Met-Temoin>76 TAI24-F5>T6 TAY24-F3>76T A1 24-Temoin.
-Pour la catalase et de lacide ascorbique oxydase, celles ci semblent suivre une

évolution négative (fig 11). Nous remarquons que les plantes (¢moins semblent e
les mieux pourvues en ces enzymes contrairement aux PPO et PO,
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['analyse de variance de la catalase, nous a permis de noter des différences
significatives tant cntre lcs isolats qu'entre les variétés et leur interaction (isolat-
variete) (annexe 25). Ainsi le test de Newman-Keuls distingue trois groupes
homogénes au miveau de l'imteraction:

Premier groupe ;comprend l'interaction Metropole-Temaoin.

Deuxiéme groupe : comprend l'interaction 76T A124-Temomn,

Troisieme groupe :comprend I'mteraction Metropole-F5.

Quatrieme groupe ;comprend l'interaction 76TA 124-Temoin.

En 1evanche, dauns le cas de l'acide ascorbique oxydase, l'analyse de la vanance
n'a 1évélé aucune différence, que se soit entre les isolats quentre les vanétés, m

meéme au mveau de lew interaction (annexe 26).
3.8.2- Discussion et conclusion:

Des résultats précédents, limportance particuliére est relevée dans le
phéncmeéne de résistance qui peut étre jouer par les polyphénols d'une part et les deux

oxydases d'autre part a savorr les polyphénols vxydases et les peroxydases,

En effet, les polyphénols se trouvent en quantité non négligeable dans la vanéte
résistante comparativement a la variété sensible (fig 11). Nous avons pu remarque
épalement que cette quantilé est beaucoup plus importante dans les plants moculés
que les plants samns

Concernant les polyphénols, il est bien connu depuis longlemps gue leur
biosynthése augmente dans les plantes aprés infection par des agents pathogenes
(FARKAS et KIRALY, 1962; KOUSUGE, 1969, FRIEND, 1979). Ces mémes
auteurs. travaillamt sur des vanetés résistantes et sensibles de mais vis a vis de l'agent
pathogéne  Helminihospornon  carbomum,  ont remarqué que la  quantite  en
polyphénols était deux a mois fois plus élevée dans les variétés résistantes que dans
les variétés sensibles. Ces mémes remarques ont €1€ observées par SRIDHAR et OU
(1974) travaillant sur la résistance des vanétés de riz vis a vis de yricularia vryzac.

Généralement, les polyphénols sont des substances non spécifiques, et leur role
réside dans l'inactivation ou l'inhibition de lactivité des protémes(BCMILLER et
al,1969). Les polyphénols, sont aussi considérés comme étant des substamces qui
jouent un rdle important dans l'inhibition des enzymes hydrolytiques, par une
inhubition du dé\f&ldppement microbien { BACKMAN et MULLER, 1970). D'autres
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auteurs suggerent que les polyphénols sont tres actifs sous forme oxydée (les
quinones), qui présentent une activité biologique trés importante dans l'inactivation
des enzymes fongigues et notamment pectinolytiques et cellulolytiques
(RAYMOND, 1963; SURESH et al, 1967, BIEHN el al, 1968, KHALIFA et al,
1968). :

Au meme titre que les polyphénols, les peroxvdases et les polvphénoloxvdases
sont plus importantes dans la variété résistante (Métropole) que la vanété sensible
(76TA124).

En effer, LOBSTEIN et LINSEY (1961). travaillant sur la peroxvdase. ont
montré que cette enzyme jouait un role physiclogique important, Elle catalyse
particuhierement les mono et diphénols et les amines aromatiques en quinones en
presence de peroxyde dhydrogéne. Par conséquent, une activité de cette enzyme
entraine une augmeniation du niveau de la résistance ('est amsi q'une  corrélation
positive a souvent €te montrée entre les activités peroxydasiques et la résistance
(HAMMERSHMIDT et al. 1982; COULOMB et COULOMB, 1984, ABBATISTA
et al, 1988).

D'autres travaux comme ceux de DEESE et STAHMAN (1963) in BABAER et
RAYMOND (1963). notent qu'une angmentation de la polyphénoloxydase, entraine
souvent une production accrue des quinones avec pour principal role, Iinhibition des
enzymes pectinolytiques des agents fongiques.

L'existence de polyphénols dans ces tissus devrait aller de pair avec une forte
activite peroxydasique et des polyphénoloxydases comme cela été éablie par
WARD.(1986) et BOUZNAD, (1989).

(est pourquol certains auteurs suggérent que les PO et PPO jouent un rdle
direct et détermmant dans les réactions de défense des plantes contre les apents
pathogenes. (HAMMERSCHMIDT et al 1982, LAZAROVITS et WARDS. 1982
ARORA et BAJAJ 1983, CZECHOZLOWSKA et KRZYWANSKI, 1984).

Dailleurs. 1l connu que Yactivité peroxydasique est associée au phénomeéne de
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Concernant la catalase et Pacide ascarbique oxydase, ces deux enzymes
demeuwrent en quantité trés faible dans loutes les combinaisons testees. Neanmoins,
cette teneur est beaucoup plus faible dans les plants inoculés que les plants temomns
bien que des comrélations positives aient été montrées entre activite de ces deux
enzymes et l'augmentation de la résistance par plusieurs auteurs et notamament
FRIC,(1976); SHERWOOD et VANCE, (1980) et WARD, (1986).

Cependant, en érudiant les oxydases, BAISHAN (1986), n" a détecté aucune
activité spécifique de la catalase, par contre les activites de PO et PPO ont ére
retrouvées avec des quantités importantes.

En revanche, dautre auteurs, supgérent que les activités des PO et PPO ainsi
que de la catalase peuvent étre délectées simultanément, alors que dans d'autres cas
une seule enzyme peut étre impliquée. Ce comportement peut expliquer en partie la
faible présence de la catalase et de l'acide ascorbique oxydase dans notre cas.
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CONCLUSION GENERALE

Les maladies fongiques constituent un probléme phytosanitaire le plus crucial
des légumes secs ecn Alpérie et constituent un facteur limitant aussi bien pour la
preduction des semences que pour la production destinée & la consommation.

En effet, I'Algérie accorde ces demiéres années une priorité 4 ces cultures
Cependant avec l'extension des superficies cultivées. les risques d'apparition de
nouvelles maladies augmentent sans cesse. C'est ce qui a justific en partie le choix

du sujet.

| 'analyse sanitaire des semences, nous a permus de mettre en evidence la
présence de Fusarinm solani et @ moindre degré le £ axysporion sur les differentes
vanétés mais surtout sur les varigtés locales par rapport a celles infroduites.

En traitant le probléme du complexe de flétnssement et de pourmture racinawe,
nous avons mis en évidence dans un premier temps la présence du £ sofaii agent de
la pourriture racinaire dans les deux régions prospectées. par contre la présence de
Fusarivm.oxysporum [sp. lentis se tronve limitée uniguement a deux parcclles
seulement 4 savoir celle se trouvant dans la régien de Dahmouni (Tiaret). et dans la
region de Sabnne (Tissemsiit).

Ces dewx especes constituent un groupe d'agents pathogénes qui entrainent des
symptomes comparables sur les parties aénennes et par conseéquent il est tres
difficile de les différencer,

D'awtre  part. l'étude de la  (ransmission des sgents pathogenes ¢l
particulitrement du genre Fasarion, a evélé que la techmique d'Agar test constifue
le moyen le plus efficace pour la mise en évidence de la mycoflore fongique en
eénéral el particulierement les Fusarion spp., en vue de Fexigence de ce gense sw

le plan nutnitionnel et environnemental,

Le test de pathogénécité étudié avant perté sur les huit isolats de Frsarivm
sefani et trossolats de Fooxvspornni. nous ont permis de vérfier Fagressivite €t par
la méme occasion mesurer le pouvoir pathogene de ces isolats. Seuls quatre 1solats
de J. sefani et un isolat de F.o./, ont ¢1¢ maintenus dans les études ulténeures. Pow
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ce choix, on a tenu compte a la fois de l'origine péographique de Fisolat et surtout de
son agressivité (pouvorr pathogene).

La spécificité parasitaire a été évalude pour les quatre isolats de /lsofanr et un
“isolat de Flo./. Les premiers ont montré une certaine polyphagre vis a vis des
espéces de Jégumineuses testées. ce qui nous a permis d'identifier cette espece
comme étant la forme spéciale Fusarmm solani Flsp. pis. Par contre lisolat du
Fol., a montré unc haute spécificité vis & vis de leur hote d'origine a savoir la
lentille, Cependant. il peut parasiter les autres espéces festées sans pouvoir
provoquer des symptomes visibles. Ceci révele une fois de plus I'mefficacité de
certains travaux agricoles, telle Ia rotation. comme mayen de lutte contre ces agents
pathoeenes.

Dans une deuxi¢me partie, la caractérisation morphologique et culturale a
montié  une hétérogénéite tres marquée de la dimension et @ moindre degré la forme
des spores entre le /. solam el le Flol. Par ailleurs des différences demeurent zu
sein méme de l'espéce. c'est 4 dire entre les isolats eux mémes.

La caractérisation culturale. d'autre parl. constitue aussi un moven efficace
pour differencier le /. xolair etle Fol,

Par Ja suite. les exigences biologiques (abiotiques et biotigues) ent cic
approfondies.  C'est ainst que 1étude in vitro portant sur le comportement des
différents isolats de . soler a permis de préciser le role unportant ue peut jouer
certains facteyrs abiotiques tels que la température. Fhumidité. le pH. fa Turmicre,
Ainsi nous avons pu déterminer les conditions optimales de croissance ¢l de

sporulation pour chaque tacteur.

L= {acteur nutritionnel. lui aussi semble jouer un vdle primordial pour la
croissance et la sporulation. Nous avons constaté par ailleurs. que le milieu le plus
favorable aussi bien pour la croissance que pour Ja sporulation est le milieu PDA.
qui est un milieu a base de décoction de pomme de terre qui est i 1a fois riche en
sucres complexes (amidon) et simple (glucose) et en clements nutritifs (acides

aminés, vitanunes et sels mineraux),
Par ailleurs, la réaction vaniétale d'une dizaine de vanétés locales et ntroduites

a (16 testée pour la résistance visasis des deux agents. Au cours de ce fest. nous
avons pu noter la présence d'une différence dans la sensibilité de ces variétes Ainsi
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la variété Métropole s'est montrée la moins sensible alors que la van®e 76TA124.
- . ' - 4 - : JH"' il a =k
s'est mentrée la plus sensible a tous les 1solats de /. sofani. Cette méme va o

montrée aussi la plus sensible vis 4 vis de /ol

Concernant I'agressivité des quatre isolats de /. sofwn. lisolat FS s'est montre
le plus agressif alors que I'isolat F3 s'est montré le moins agressif: I'isolat FT et F1
ont montré une agressivité intermédiaire.

Grace & la réaction de ces cultivars. mous avons pu entamer une étude
hiochimigue de la résistance en évaluant la présence de certaines enzymes telles que
les péroxydases, les polyphénoloxydases, acides ascorbigues oxydases et d'autres
substances antifongiques comme les polyphénals.

Ainsi, nous avons pu montrer que les peroxydases, les polyphénols et les
nolvphénoloxydases sont des substances qui se trouvent en quantité importante dans
la vanété résisiante par rapport a la variéié sensible, Par contre Vacide ascorbigue-
oxvdase. elle semble n'avoir aucun réle précis dans le phénomene de résistance.

lLa tentative d'approche éléctrophorétique pour caracténser les différents
1solats de Foselaini etle Foo.l. nous a permis de différencier entre les deux espéces
de Fusarium. par simple observation de leur zyvmogramme grice aux nombres de
bandes éléctrphorétiques rencontré au nivean des deux systémes enzymatiques
etudices & savoir les estérases et les malates dehvdrogénases, Cependant. cette
différence est mes difficile & detecter emtre les isolats de F. swloni et
particuliérement, si on veut éudier un rapprochement entre agressivite de ces isolats

et les caracténistiques de leurs oymogrammes.
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ANNEXE 1: Composition des différents milieux de culture

Milieu de culture A base de pomme de terre

-Pomme de terre

-Glucose

-Gélese

-Lau distillée

Autoclaver 30 minutes a 104°C

Milieu de culture a base de lentille
-tanine de lentille

-Gilucose

-(1elose

-Eau distillée

Auatoclaver 30 nunutes a 104°C

Milien RICHARDS :
-KH3POy4
-MesS04,7H20
-FeS0y4, TH,0
-ZnS0y

-MnCla

~Falactopee
-Glyeocolle
~Fau distillee

Aumoclaver 30 minutes a 1045

Miliew CXAPECK

“NaN(3

-K2HPO;

-KCl

-Me80,4,7H,0

-FeS04 7H20

-Saccharose

-Gelose

-Fau distillce

Autoclaver 30 minutes a 104°C

200g
20g
208
1000ml

T0g
20g
20g
1000ml

05g
C.C05g
0.005g
0.002¢g
208
2.250g
1000ml

26
lg
0.5g
05g
001g
30g

l5g
10¢0ml
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ANNEXE 2 : Tampon d'échantillons
Solution mergeur d'échantitlon PAGE

Glycérol . smi
Rl de bromophénal a 1% Imi
Fau distillee : 10m]

Conserver au congelateur

ANNEXE 3 : Solutions méres pour électrophorése

Acryvlamide -bisacryvlamide

Acrylamide ... 30g
Bisacrylamide .. ... .0.Bg
Eaudistillee ... e 100m]

Filtrer et conserver 4 4°C 4 1' ahri de la lumiére

Tampon pour gel de séparation ( Tris -HCI 1.5,- pH 8)

Tris 36.6g
Eau distillee 1 00ml
Ajuster le pH a 8.8 avec HCI [M 24ml

Eau distillée 200ml

Filtrer et conserver a 4°C

Tampon pour gel de concentration (Tris -HCl 0.5M-pH 6.8).

Tris 3
Eau distillee 20md
Ajuster le pH a 6 8 avec HCI 1M 2 4mi

Eau distiliee 50ml

Solution de persulfate d'ammonium 3 10 p.cent

Persulfate 50mg
Fau disullee 0. 5mi
Tampon de migration (Tris 0,25M-glyveerine 1.92M-pll 8.3)

Solution concentrée 10 fos

Tris 303g
Glyeenne t4H4g
Lau distillée | OO0 mI

Conserver a 47C
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ANNEXE 4 : Préparation des gels

Solutions méres Gel de concentration Cel de separation
4% acry 7% acry
Acryvlamide -bisacrylamide 1.34 ml Smi

Tampon pour
eel de concentration 2.5ml -

Tampon pour gel

de separation - Sml

Eau distilles 6. 1ml 9 9ml
Dégazer la solution jusqu'a la disparition compléte des 4bulles d' air

Persulfate & 10 p cent 67ul 100l

TEMED Tul 10pl

Les volumes sont caleulés pour les guatie gels de la minicuve Hoefer
ANNEXE 5 : Révelation des estérases

Tampon phosphate 0.1 |, pH 6.0

Solution A

NaH,POy 15 6g

Ezu distillee 1000ml
Ajuster 4 pH 6 avec NaOH 1M

Solution B

NiaHPOy TH20 53651

Eeu distillee 1000m]
Ajuster a pH6 avec HCI 1M

Solution de colorant
Tampon phosphate 25ml 22ml de A -3 mlde B

Fast bleue RR sall 25mg
Dissoudre le colorant & I' abscurité, puis filtrer la solution |

Solution des substrats

Acetone 0.5ml
Alpha naphtyl acetate 0.5m]
Alpha naphtyl propionate tO0mg

Mode opératoire:

Le gel est emmerge, aprés I'élecirophorese, dans la solurion de colorant additionnee de la
solution de substrat, Le gel est mis a incuber 37°C, & ' obscurite pendant 20 a8 30 mn Les
handes d'activité apparaissent en rose ou brun. Le gel est conserve et séche al' ar entre deux
fcuilles de Cellophane préalablement imbibees de solution de conservation.



Amiexes

ANNEXE 6:
a})- Révélation des malates déhydrogénases

Tampon tris( HCI 0.2M-pH 8.0)

I'ris 242g

Eau distillés 130ml

Ajuster & pH8 avec HCI 5N

Solution de révélation (a I' obscurité).

Tampon Tris-HCI Smi
Fau distillée 17.5ml
PMS Img
NB.T 7.5mg
NAD 12 5mg
L. malzte de sodium 100mg

A dissoudre dans 2.5 ml d' eau.
Mode opératoire:
[Le zel est emmerpe aprés électrophorése dans la solution de révélation et mus & incuber 37°C
a | oh=curite pendant 30mn
l.es handes d'activiteé apparaissent en bleu. Le gel est conserve puis séche entre deux feunlles

de Cellophane préalablement imbibées de solution de conservation

b)- Réactifs chimiques pour le dosage des enzymes oxydases:

Réactifs pour la détermination de la peroxydase:

-1.5 ml de phosphate de sodium 1M, pH =7
-1 3ml de I' extrait enzymatique
-0 3ml de pyrogallol 0.001M
-1.2ml d H2O distillée
-0.7ml de H202

Réactifs pour la détermination de la catalase:
-0.6 ml de phosphate de sodium 0.2M, pH=7.¢

- 0.4 ml de I" extrait enzymaligue
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-0 3 ml de HaOn
-2.8 ml de H70 distillée

Réactifs pour la délermination de la polyphénoloxydase:

-1 ml de |' extrait enzymatique
-1ml de phosphate de sodium 0.2M, pH =7

-1 ml de catécal 0.001M
-3 ml de H»O distillée

Réactifs de Follin Dennis:
-100g de tungstate de socium
-20g de l'acide phosphomolybdique
-50g de t'acide phosphorique

Solulion salurée de carbonate de sodium;

-350 g de carbonate de sodium

-800 ml d'eau chaude

Solution d'acide tannique:
-100 g d'acide tannigue
-100 ml d'eau distillée
Préparation de la gamme étalon:
A partir d' une solution mere, on préléve 05, 1; 2. 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10ml qui seront
complérees a 100 ml d'eau distillée pour avoir les concentrations de 5; 10, 20. 30, 10; 50; 64;

70, B0; 90; 100 mg/ml réspectivement.
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ANNEXE 7: Analyse de la variance de l'influence de I'humidité sur la
croissance mveélienne de quatre isolats de F.solani

DLL | CM test F Proba
Var totale | 83 1.91
Var facteur 1| 3 1.62 22.06 | 0.0000
Var facteur 2| 6 | 23.93 324.81| 0.0000
Varinter 12| 18 | 033 | 4.46 [ 0.0400
var résiduelle | 56 0.07

ANNEXE 8: Analyse de la variance sur l'influence du pH sur la croissance
mycélienne de quatre isolats deF.solani

DLL| M test F Proba |
Var totale | 83 0.57 1
Var facteur | 3 099 | 19.47 0.0000
Var factcur 2 6 .04 130.71 0.0000
Var inter 1.2 18 | 0.10 1.87 0.0382
var résiduelle | 36 005 |

ANNEXE 9: Analyse de varaiance sur l'influence de la température sur la
croissance mycélienne de quatre isolats def_solani

DLL CM test F __[‘mh:a
Var totale 83 6.43 N
‘Jar facteur 1 3 | o A W79 0.0000 |
Var facteur 2 6 86.01 2997.67 0.0000
| Varmter 1.2 | 18 0.57 19.92 0.0450
ﬂl_lﬂ_ﬁld_uc]le 56 0.03

ANNEXE 10: Analyse de la variance sur l'influence de milieux de cultures
sur la croissance mycélienne de quatre isolats de F.solani

DLL { CM test F Proba
_ Vartowle | 83 | 062
- Var facteur | 3 (.89 14.36 0.0000
Var facteur 2 6 6.56 105.76 | 0.0000 |
Var inter 1.2 18 043 | 685 0.0420
var residuelle 56 0.06 -

ANNENXE 11: Analyse de la variance de I'influence du pH sur la
sporulation de quatre isolats de F.solani

DLL| CM | festF | Proba

Vartotale | 83 12.44
Var factcur 1 3 | 2. 0.G000
(Varfactewr2 | 6| 12828 | 37569 | 0.0000
Var inter 1.2 18 10.77 2199.13 | 0.0382

h_\;arlemduLliﬁ 5h 0.06 134 58
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ANNEXE 12: Analyse de la variance de l'influence de la température sur

la sporulation de quatre isolats de F solani

DLL| CM test F Proha
| Vartotale 83 | 17.47
Var facteur 1 | 3 480 | 0.0000
Var facteur 2 6 233.47 | 35.35 0.0000
| Var inter 1.2 18 1.53 | 1718.77 0.0520
| varrésiduelle | 56 | 014 | 11.25

ANNEXE 13: Analyse de la variance de l'influence des milieux de cultures
sur la sporulation de quatre isolats de F.solani
DLL| CM test F Proba
Var totale | 83 B

Var facteur | 3 0.0000

Var facteur 2 G NS Va—— ~0.0000

Varmter 1.2 | I8 0.0344

var residuelle

56

|

ANNEXE 14: Apalyse de la variance sur l'influence

sporulation de quatre isolats de Fosolani

de I"humidité

DLL| CM | testF Proba
Var totale g3 | 14.52
Var facteur | 3 1 1643 | 191.38 0.0000
Varfactew 2 | 6 | 178.65 | 208141 0.0000
Narinter 1.2 [ 18 | 438 | 50.99 0.0120
| var résiduelle | 56 | 0.09

sur lx

ANNEXE 15:Analyse de la variance des diamétres des microconidies de quatre

1solats de Fl.solani

| DLL ] M  testF o]
| Vartotale 49 0.28 |
. Var facteur | 4 261 | 38358 |
| Var Bloc 9 0.11 1.67
| Varrésiduelle 1. | 36 007 | | 89% |

ANNEXE 16: Analyse de la variance des diamétres des macroconidies de quatre

isolats de F.solani

| ~ IpLL| €M JtestF Cv
i Ver totale i 49 0.10 -
i___‘ia[_fe_t_:;'_e_m' 1 4 0.12 1.87
Var Bloc 9 026 | 418 |
Varrésiduelle 1. | 36 | 0.06 8.9%
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ANNEXE 17: Analyse de la variance des Longueurs des microconidies de quatre
isolats de Fsolani

|DLL| CM testF | CV
Var totale 49 0.76 ;
Var facteur | 4 6,78 35.02 |
Var Bloc 9 037 | 0.0806
Var résidvelle 1. | 36 | 0.19 8.1%

ANNEXE 18: Analyse de la variance des longuenrs des macroconidies de quatre
isolats de F.solani

=

IDLL| CM | testF CV
Var totale 49 5680 |
Var facteur | 4 699.28 | 967.69
Var Bloc 4 6,78 038
Var résiduelle 1. | 36 0.72 2.9%

ANNEXE 19: Analyse de la variance de la pathogénécité de 11 isolats de
Fusarium spp sur la lentille (var: Syrie 229).

DLL| CM | testF CV N
~Vartotale 89 704 .07
Var facteur | 4 | 243305 119338
Var.facteur.2 3 8482.79 | 674.22
Var Inter F1.2 20 | 488.06 | 38.79 B
Var résiduelle 1| 60 | 1258 11.1%

ANNEXE 20: Analyse de la variance de la sensibilité de 11 variétés de lentille vis
i vis de quatre isolats de F.solani,

L DLL |[CM test F CV
Var totale 131 | 103.51
. Varfacteur 1 13 (118971 | 403.71
Var facteur.2 110 |844.47 286.56
Var Inter F1.2 | 130 [42.88 14.55 -
Var résiduelle | 88 |2.95 _ 2.9%

ANNEXE 21: Analyse de la variance sur la spécificité parasitaire de quatre
isolats de Fsolani vis 4 vis de sept éspeces vépétales.

DLL| CM test F Cv
Var totale 71 267
Var facteur 1 3 0.68 14.50 N
Var.facteur,2 5 36.34 776.47 ]
| Var Inter F1.2 5 | 025 | 44

15
| Varrésiduelle | | 48 | 0.05 9.7%
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ANNEXE 22: Analyse de la variance de 'activité peroxydasique

DLL| CM test F CvV.
~ Vartotale | 11 | 0.0]
Var facteur | 1 0.02 | 26516.03
Var facteur.2 I 0.03 | 41078.10
Var Inter F1.2 I 0.01 | 823509
. Var résiduelle 1, 8 (.00 0.1%

ANNEXE 23: analyse de la variance de l'activité des polyphénoloxydases
2 B DLL | CM | testF Cv
Var totale 11 (.03
Var facteur | 024 | 176777.72
Var facteur.2 0.09 6629051
Var Inter F1.2 000 | 535211
Var résiduelie | 000 | 0.

< U Y N

I~
~ =
-

ANNEXE 24: analyse de la variance de I'activité de la catalase

DLL CM test F CV
Var totale 11 0.00
Var facteur | I 0.00 02.45
Var.facteur.2 1 0.00 344 45
| Var Inter F1.2 1 0.00 22.06
Var résiduelle 1. 8 (.00 0.1%

ANNEXE 25: analyse de la variance de I'activité de I'acide ascorbique oxydase.

DLL | €M | testF CV
Var 1otale 1 0.04 | -
Var facteur | I 0.04 0.98
Var.facteur.2 | (.05 1.27
| Var Inter F1.2 1 0.04 (1.99 ]
L Varrésiduelle ). | 8 [ 004 | 16.1%




Contmbution 4 I'étude de la pourriture racinaire et du flétrissement vasculaire de
la lentille causées par Fusarium solani (Mart JAppel & Wr et Fusarium oxysporum
f.sp.lentis Vasd and Brin dans deux régions de I'ouest algériens.

RESUME:

La culture de lalentille dans les deux régions de I'ouest (Tiaret et Tissemnsilt) est
depuis quelques années confrontée aux maladies de flétrissement et de pournture
racinaire.

L'¢tude de la mycoflore transmise par semence, a permis de montrer que les
variétés locales transmettent le F solans et a un moindre degre le I, axysporum, Les
cultivars introduits se sonl montrées eux aussi. vecteurs de ces deux agents avec
cependant des degrés relativement faibles,

En trartant le probléme du complexc de flétrissement et de pourriture racinaire,
nous avons mis en évidence dans un premier temps la présence du . solani agent de la
pourriture racinaire dans les deux régions inspectées alors que la présence de
Floxysporum fsp. lentis se trouve limitée uniquement & deux parcelles seulement 4
saverr celle se trouvant dans la région de Dahmouni (Tiaret) et dans la région de
Sabnne (Tissemsilt).

Le test de pathogénécité étudié sur les huitisolats de Fusarium solani et trois
1solats de Floxysporum, nous ont permis de vérifier l'agressivité de certains isolats et
par la méme occasion évaluer leur pouvoeir pathogéne,

La tentative d'approche éléctrophorétique pour caracteniser les différents isolats
de /< solani et le Fol nous a permis de différencier entre les deux especes de
Fusarium. par simple ohservation de leur zymogramme grice aux nombres de bandes
clectphorefiques rencontré an niveau des deux systémes enzymatiques étudiées i
savoir les estérases et les malates déshydrogénases.

Nous avons pu montrer également que les polyphenols. les peroxydases et les
polyphenoloxydases sont des substances qui se trouvent en quantité relativement
importante chez la vaniété résistante par rapport 4 la vanété sensible. Par contre 'acide
ascorbique-oxydase et les catalases, semble n'avoir aucun réle précis dans le
phenomene de résistance.
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