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Introduction

Introduction

La luzerne cultivée (Medicago saliva L.) est la plus importante culture de
légumineuses fourragéres dans les zones arides et semi-arides de I'Afrique du Nord
(Elboutanhiri et al., 2010). Dans le Sahara algérien, sa culture est de loin la principale espéce
fourragere cultivée (Chaabena et al., 2012) . Cette espéce est une légumineuse fourragére
vivace qui a une excellente valeur nutritive, une digestibilité élevée et un rendement de
biomasse élevé et contribue a l'incorporation de grandes quantités d'azote (jusqu'a 250 kg / ha
/ an), avec un avantage économique conséquent, aidant a réduire l'application d'engrais
synthétiques (Campillo et al., 2003 ; Carlson et Huss-Danell, 2003 ; Jensen et Hauggaard
Nielsen, 2003).

Comme toutes les cultures agricoles, la luzerne est sujette a des maladies infectieuses
qui peuvent limiter la production fourragére. La gestion de ces maladies est une partie
importante de la production économique de luzerne. Les maladies de la luzerne peuvent
réduire le rendement fourrager, réduire la qualité du fourrage et diminuer la persistance des
peuplements. Parfois, les effets des maladies infectieuses peuvent étre dramatiques, comme la

perte du peuplement (Vincelli et al., 2014).

Une excellente connaissance des agents fongiques affectant la luzerne est une étape
primordiale qui permet d'orienter les interventions de lutte pour réduire les pertes de

rendement et le déclin de la qualité de la luzerne, résultant de ces maladies (Qin et al., 2016).

Dans cette optique, ’objectif assigné a ce travail est de faire un inventaire des
maladies fongiques de la luzerne dans la région de Ouargla, a travers la connaissance des
agents causaux. Ainsi, nous commencerons par isoler les souches de champignons

phytopathogénes infectant les plantes malades, puis les identifier.
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1.1 La luzerne

La luzerne cultivée (Medicago sativa L.) est la légumineuse fourragére la plus
importante dans le monde (Fu et al., 2014), caractérisée par sa capacité a fixer 1’azote
atmosphérique, grace a une symbiose existante entre la plante et une bactérie qui se développe
dans son systéeme racinaire. La luzerne est cultivée pure ou en association avec une autre

graminée (Mauriés, 1994).

Figure 1: Medicago sativa L. (Lauber et al., 2012)

1.1.1 Taxonomie de la luzerne

D’aprés I’ Angiosperm Phylogenic Group III (2009) (APG 111, 2009), la classification

botanique de la luzerne pérenne cultivée est comme suit :

e Domaine : Eukaryota

¢ Régne : Plantae (Lignée verte)
e Sous régne : Tracheobionta

e Division : Magnoliophyta

e Embranchement : Spermaphyta;
e Clade : Fabidae ou Eurosidae

e Ordre ; Fabales
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e Famille : Fabaceae (Légumineuses)
e Sous famille : Papilionaceae

e Tribu : Trifolieae

e Genre: Medicago

¢ Espéce: Medicago sativa L.
1.1.2 L’aire de répartition

Les luzernes s’accommodent des sécheresses périodiques, elles sont adaptées a tous les
types de sols qui ne sont pas trop humides. Elles sont distribuées dans le bassin méditerranéen
(le sud de I’Europe, 1I’Afrique du Nord, le proche Orient). Certaines ont été introduites en

Ameérique du Nord, en Australie et en Europe du Nord (La peyronie, 1982).

D’aprées Derek et Ernest (1997), elles sont originaires d’Europe, d’Asie et d’Afrique et
se sont répandues dans d’autres continents sous forme de mauvaises herbes. Les travaux de
Mathieu (2003) et Hireche (2006) affirment qu’au cours du XIXéme siécle, Les luzernes (les
especes du genre Medicago) ont conquis 1’ensemble de la zone méditerranéenne, elles ont
ensuite envahi d’autres parties du monde en particulier les continents américaines et

australiens a I’occasion des différents courants de la colonisation humaine (Delalande et al.,

2007).

Les luzernes annuelles ont parfois des distributions tres limitées. Certaines espéces étant
endémiques, alors que d’autres sont colonisatrices. Une étude plus précise de la distribution
des espéces a été faite a partir des prospections de matériel spontané entreprise depuis de

nombreuses années sur 1’ensemble du bassin méditerranéen (Prosperi et al., 1993).

1.1.3 Importance de la luzerne

1.1.3.1 Importance nutritionnelle

La culture de la luzerne suit la présence du cheptel et plus particulierement le cheptel
bovin. Elle est consommée en vert, en foin, en déshydratée et aussi en ensilage. C’est un

aliment de qualité tres recherché qui permet de bons rendements laitiers (Messioughi, 2015).

La luzerne a une remarquable composition en acides aminés qui la rend supérieure, sur
ce critére, au tourteau de soja. En plus, la Rubisco est une protéine blanche extraite des

feuilles de la luzerne utilisée comme diététique en pharmacie. Elle comporte aussi une
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combinaison particulierement intéressante de minéraux et d'oligo-éléments et riche en
vitamines du groupe B, C, D, E et A (Schoutteten, 2004).

1.1.3.2 Importance fourrager

Parmi les nombreuses utilités de la luzerne, la plus importante est celle liée a
I’alimentation du bétail. La luzerne est une plante fourrageére par excellence car elle est une

veéritable source de protéines et de carotene (Zanin, 1998).

1.1.3.3 Importance en agriculture

L’intérét de luzerne réside également dans le role important qu’elle joue dans
I’amélioration de la structure des sols liée a son important systéme racinaire et qui laisse aussi

un tonnage important de matiére organique humifiable (Adem, 1974 ; Pousset, 2002).

La luzerne a la capacité d’assurer sa nutrition azotée grace a la fixation symbiotique et
aussi par la voie de I’absorption de I’azote minérale de sol. Son role d’espéce épuratrice de

nitrates grace a ses possibilités de captage d’azote en profondeur est du plus vif intérét

(Genier et Al., 1992).

La luzerne peut s’adapter a de nombreux types de sol mais elle tolére mal les sols
acides (pH inférieur a 5) ou trés humides, qui sont plus propices au tréfle violet. Sa préférence
va aux sols sains et profonds qui lui permettent de développer son enracinement pivotant.
C’est cet enracinement, qui peut descendre jusqu’a 10 m de profondeur, qui lui donne une
grande facilité d’adaptation en lui permettant de résister a des conditions extérieures
défavorables, notamment la sécheresse. Une grande variabilité génétique lui a également
permis de s’imposer dans des milieux trés contrastés des plus chauds aux plus froids

(Chedjerat, 2017).

La luzerne est caractérisée par une teneur en Matiere Azotée Totale (MAT) importante
qui peut varier de 14 a 29 % de la Matiére Séche (MS) selon le stade, les époques et les modes
de récolte. La luzerne fixe I’azote atmosphérique mais elle utilise préférentiellement 1’azote
nitrique présent dans le sol, la concentration en azote nitrique du sol diminue d’année en
année lors d’une culture de luzerne. La luzerne permet donc de récupérer et de soustraire au
lessivage les surplus de nitrates présents dans le sol, protégeant ainsi les nappes phréatiques
(Zanin, 1998).
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1.1.3.4 Importance écologique

La luzerne est caractérisée par une teneur en Matiere Azotée Totale (MAT) importante
qui peut varier de 14 a 29 % de la Matiére Seche (MS) selon le stade, les époques et les modes
de récolte. La luzerne fixe I’azote atmosphérique mais elle utilise préférentiellement I’azote
nitrique présent dans le sol, la concentration en azote nitrique du sol diminue d’année en
année lors d’une culture de luzerne. La luzerne permet donc de récupérer et de soustraire au
lessivage les surplus de nitrates présents dans le sol, protégeant ainsi les nappes phréatiques
(Zanin, 1998).

1.1.3.5 Importance socio-économique

Le role socio-économique de la luzerne est important. 1l est d0 essentiellement a sa
grande productivité et, surtout, au fait que son produit est destiné a des utilisations tres
différentes. L'utilisation alimentaire, et plus précisément l'utilisation fourragére méme s'il y a
des usages pour la nourriture de I'homme, est de loin la plus importante, soit comme fourrage
vert (affouragement a l'auge, pature), soit comme fourrage conservé (foin, ensilage), soit

comme concentré (luzerne déshydratée) (Thiébeau et al., 2003).

1.2 Les maladies cryptogamiques des plantes

Une maladie cryptogamique ou fongique est une maladie causée par un champignon
parasite et représente 90 % des maladies affectant les plantes. Les effets de la maladie sur la
plante sont d’abord invisibles car elles affectent seulement quelques cellules dans le tissu.
Mais peu apres, les changements deviennent visibles a I’ceil nu (tache sur feuille, tige...etc.)
car les réactions deviennent plus développées. Ces changements visibles sont appelés
symptdmes et la maladie peut étre considérée comme toutes les réponses visibles et invisibles
des cellules et tissus de la plante aboutissant a une malformation partielle ou totale et la mort
de la plante (Lepoivre, 2006).

1.2.1 Les maladies cryptogamiques de la luzerne

Les maladies de la luzerne peuvent entrainer des pertes importantes sur le rendement
et la qualité a la fois. Les maladies des semis peuvent obstruer la création de support. Les
maladies du flétrissement réduisent le peuplement densité et rendements. Les maladies des

feuilles et des tiges provoquent une perte prématurée de feuilles et donc réduire la valeur
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nutritive du fourrage. Les pourritures des racines et du collet affaiblissent les plantes et sont

un facteur limitant de la persistance des peuplements (Bowden, 1998).
1.2.1.1 La Fusariose

Divers agents pathogénes fongiques transmis par le sol peuvent attaquer les plants de
luzerne, entrainant des réductions de I'établissement du peuplement, du rendement, de la
qualité du fourrage et de la longévité. Les maladies de la pourriture causées par les espéces de
Fusarium sont un probléme courant dans de nombreuses régions productrices de luzerne dans
le monde, notamment aux Etats-Unis, au Canada, en Australie et en Russie (Uddin et Knous,
1991; Samac et al., 2013). En Chine, la pourriture des racines induites par Fusarium (FRR)
de la luzerne a été identifiée pour la premiere fois en 1991 (Wang et al., 1996; Wang et al.,
2005; Cao et al., 2008; Li et al., 2009). La présence de FRR a progressivement augmenté
dans les régions de production de luzerne et entrainé des pertes économiques considerables
(Yietal., 2017).

La FRR du luzerne est caractérisée par la présence de lésions nécrotiques en forme de
coin brun foncé a noires dans le cortex des racines des branches et de la racine pivotante
(Salter et al., 1994).

Les symptomes de la maladie au-dessus du sol comprennent la chlorose des feuilles et la
canopée inférieure (Couture et al., 2002; Zaccardelli et al., 2006). Les plants de luzerne
touchées présentent également une décoloration brunatre et des symptémes de trempage dans
I'eau (water-soaking symptoms), ainsi que la pourriture des graines (Al-Askar et al., 2013).
Le développement du FRR s‘accompagne souvent de pourriture du collet (Samac et al., 2013)
et les champignons ont tendance a endommager les plantes qui sont déja affaiblies ou
endommagées par d'autres facteurs de stress (Wang et al., 2010; Al-Askar et al., 2012).

Généralement, les peuplements de luzerne sont capables de survivre pendant 10 ans ou
plus (Liu et al., 2015). Une fois touchés par Fusarium sp., la majorité des champs de luzerne
ont montré des baisses de rendement méme au cours de la deuxiéme année (Wallenhammar
et al., 2008). L'utilisation de variétés résistantes est la méthode la plus économique et la plus

écologique pour lutter contre la pourriture des racines (Cong et al., 2017).
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fo Jo 2

control inoculated

1

contrel inoculated control inocdlated

Figure 2: Symptdmes de la pourriture fusarienne des racines observés apres
I'inoculation sur la luzerne. (a) Groupe témoin; (b) Deux semaines apres l'inoculation;
(c) Les troisiemes feuilles présentant une gravité variable de l'infection; (d) Symptémes
de la pourriture fusarienne des racines 2 semaines apres l'inoculation; (e) Plantes de
luzerne présentant une gravité d'infection variable apres I'inoculation; (f) Racines 2
semaines apres l'inoculation (Cong et al., 2017).

Figure 3: Une coupe longitudinale d'une racine infectée par le Fusarium présentant une
décoloration brune rougeétre foncée dans la stéle, ou au centre de la racine (Orloff,
1996).

1.2.1.2 L’alternariose

Alternaria est un champignon phytopathogene commun trouvé dans le monde entier. Il
provoque des symptomes distincts sur les feuilles de différents hétes. De nouveaux rapports

sur les pathogenes d'Alternaria causant des taches foliaires et des symptomes de brdlure sur la
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luzerne ont également été signalés au Brésil (Avila et al., 2015), en Chine (Wang et Wang,
2010), en Canada (Abbasi et al., 2018) et en Inde (Maiti et al., 2007). Les rapports du Breésil,
de Chine et du Canada ont trouvé A. alternata comme 1’agent causal, alors que le premier
rapport de I'Inde décrivait l'agent pathogéne comme étant A. longipes sur la base des
observations culturales et morphologiques uniquement, mais aucune confirmation n'a été faite

par des méthodes moléculaires (Abbasi et al., 2018).

Figure 4: Evolution des symptomes de lésion foliaire causés par 1I’Alternaria sur les
feuilles de la luzerne. (A) 7 jours apres 1’inoculation ; (B) 14 jours apres 1’inoculation

(Miguel et al., 2015).

1.2.1.3 La curvulariose

Le champignon hyphomycéte Curvularia geniculata est un pathogene foliaire facultatif
pour de nombreuses espéces végetales: notamment le paturin des prés (Poa pratensis)
(Rogerson, 1956), les herbes en Floride (Bailey et Muchovej, 2001), I'nerbe des Bermudes
au Mississippi (Pratt, 2005), le riz en Chine (Jin, 1989) et les céréales en Ouzbékistan
(Khasanov et al., 1990). Les agents pathogeénes foliaires fongiques de la luzerne, y compris

C. geniculata, causent des dommages en réduisant les performances genérales de la plante en
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tant que fourrage en affectant des facteurs tels que le cycle de vie et la densité de population

de la plante et donc la qualité du fourrage (Elgin et al., 1988).

Les lésions apparaissent d'abord comme des parties décolorées jaunes puis brunes et
deviennent des lésions caractéristiques en forme de V divisées par la nervure foliaire. Lorsque
le pétiole est infecté, la feuille se flétrit et est rapidement morte. Lorsqu'elle survient
séverement, la plante entiére ressemble & une bralure et le rendement diminue beaucoup. Les

dégats sont plus importants sur feuilles jeunes que sur les vieilles (NILGS, 2001).

Figure 5: Bralure des feuilles par Curvularia (NILGS, 2001).

1.2.1.4 La stemphyliose

Les taches des feuilles et de tige de Stemphylium sont causées par le champignon
Stemphylium botryosum. Cette maladie est également appelée «Target spot». Cet agent est
plus fréquent dans les peuplements luxuriants apres un temps chaud et humide et lorsque la
récolte est retardee. Le symptdme le plus notable est la formation de lésions brunes ovales a
allongées avec des centres plus clairs, s'agrandissant pour former des zones concentriques
claires et brun foncé (Isleib, 2011; Telenko et Johnson, 2019). Une seule grande Iésion peut
faire jaunir et tomber la feuille. Les Iésions plus anciennes peuvent étre recouvertes d'un
moule semblable & de la suie. La maladie hiverne sur de vieilles tiges infectées ou sur des
graines (lIsleib, 2011).
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Figure 6: Des taches sur les feuilles de luzerne causées par le Stemphylium
(Telenko et Johnson, 2019).

1.2.1.5 L’anthracnose

C’est une maladie causée par le champignon Colletetrichum trifolii dans les
peuplements de luzerne plus agés. L’anthracnose provoque dans les parcelles des pieds
malades. A la base des tiges des plantes atteintes se forment des 1ésions beiges, d’un ou
plusieurs centimétres, de forme losangique ou fusiforme, bordées de brun. Au centre de ces
Iésions, la teinte est gris clair et ponctuée de brun foncé. La tige reste verte alors que les
feuilles se flétrissent et deviennent jaunes. Puis la tige se desséche en se courbant en crosse au

sommet (Frate et Davis, 2008 ; Simonneau et al., 2011).

Le champignon se conserve sous forme de mycélium dans les débris végétaux morts et
dans les tissus malades des collets de la luzerne en place. Il émet ensuite des spores par forte

humidité et des températures voisines de 20°C (Simonneau et al., 2011).
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Figure 7: L’anthracnose forme des Iésions a la base des tiges (Simonneau et al., 2011).
1.2.1.6 Le rhizoctone Violet (Rhizoctonia violacea)

Champignon signalé dans de nombreux pays sur différentes plantes, et notamment
diverses espéces légumiéres, ceci plus ou moins gravement, Pérenniser sur différents substrats
et hétes alternatifs, cultivés ou non : luzerne, safran et de nombreuses mauvaises herbes

(Agropyron repens, Rumex acetosella) (Blancard, 2015).

Dans le champ, la maladie se répartit par taches. Les plantes malades jaunissent,
flétrissent ou desséchent. Le collet et le pivot racinaire sont cernés par un manchon de
pourriture plus ou moins séche, violacée, parcourue par des filaments violets et évoluant vers

une pourriture plus molle (Simonneau et al., 2011).
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Figure 8: Pieds attaqués par rhizoctone violet (Simonneau et al., 2011).

1.2.1.7 Le Pepper-spot (Pseudopeziza medicaginis)

C’est une maladie cryptogamique de luzerne qui est surtout visible en hiver et au début

de printemps (Frate et Davis, 2008).

Les symptdmes apparaissent sur les feuilles. La maladie provoque des petites
ponctuations noires ou brunes (Pepper-spot ou tache de poivre), de 0.3 cm de diameétre,
entourées d’un halo clair. Lorsque ces taches sont nombreuses, elles confluent et la feuille se
desséche partiellement ou totalement. A la fin du printemps et en automne, a la suite de
périodes humides et fraiches, le champignon produit des fructifications circulaires, brunes

appelées « apothécies » a I’intérieur des taches (Frate et Davis, 2008).
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Figure 9: Tache commune des feuilles (Pseudopeziza) (Telenco et Johnson, 2019).
1.2.1.8 Le mildiou (Peronosphora trifoliorum)

Le mildiou est fréquent sur les jeunes cultures et les repousses de la luzerne dans les
zones tempérées a climat humide vers la fin du printemps et en automne car le champignon a

besoin d’humidité pour former des spores (Yang, 2009).

La maladie présente des symptomes de feutrage gris violacé sur la face inférieure de la
feuille et a I’extrémité de la tige, et la surface supérieure des feuilles devient vert claire (Frate

et Davis, 2008).

Figure 10: Les symptomes de mildiou sur les feuilles de la luzerne. (A) tache
chlorotique sur la face supérieure ; (B) fructification grises sur la face inférieure

(Simonneau et al., 2011).
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1.2.1.9 La verticilliose

La verticilliose de la luzerne est une maladie causé par le champignon verticillium
albo-atrum, une maladie grave comprennent le jaunissement des extrémités des feuilles,

parfois en forme de V. il est important de remarquer que la tige demeure verticale et verte

(Frate et Davis, 2008).

Les symptomes comprennent le jaunissement et la défoliation de quelques branches
jusgu'a un flétrissement massif de la plante entiere, les bords des feuilles ont tendance a rouler
vers l'intérieur, Une décoloration du tissu vasculaire peut étre observée lorsqu'une plante

infectée est coupée longitudinalement (DeSavigny, 2005).

Figure 11: Jaunissement de la nervure centrale des feuilles de la luzerne par la verticilliose

(Simonneau et al., 2011).
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Chapitre 11 : Méthodologie de travail

11.1 Echantillonnage

Les plantes de luzerne ont été prélevées au niveau de I’exploitation agricole de la
faculté SNV, en mois de décembre 2019, sous une température de 16 °C. L’échantillonnage
est effectué de facon ciblée sur des plantes malades qui présentaient des symptdémes de
maladies cryptogamiques. Une fois la collecte terminee, les plantes sont transportées, au

laboratoire pédagogique de microbiologie appliquée, pour I’isolement des agents pathogénes.

Figure 12: La luzerne cultivée
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Figure 13: Des plantes de la luzerne présentent quelques symptémes des maladies

cryptogamiques.
11.2 Isolement des agents pathogénes

Les plantes de luzerne collectées et présentant divers symptébmes de maladies sur
feuilles, tiges, collets et racines ont été découpées séparément en petits fragments (2 & 5 mm).
Ces fragments sont rincés a 1’eau distillée puis désinfectés superficiellement a I’hypochlorite
de sodium 5° (NaClO) et rincés encore a ’eau distillée stérile (chaque étape a été faite
pendant 5 min) (Dongmo et al., 2017).

Page 16



Chapitre 11 : Méthodologie de travail

Les fragments sont ensuite déposés dans des boites de pétri, contenant le milieu PDA
(Annexe 1). Les boites sont mises a incuber sous une température de 28°C pendant 5 a 7 jours
(Dongmo et al., 2017).

Figure 14: Boites de pétri contenant des fragments des échantillons cultivés sur milieu
PDA.

11.3 Purification des champignons

La purification a été réalisée par transfert des mycéliums des colonies développées sur
de nouvelles boites contenant le milieu de culture PDA (chaque colonie repiquée dans une
boite) a raison de trois répétitions. Les boites sont incubées a une température de 28°C

pendant 7 a 15 jours.

Les souches pures ont été conservées a 4°C pour leur identification ultérieure

(Dongmo et al., 2017).
11.4 Identification des champignons

Les champignons microscopiques présentent une grande variabilité physiologique,
mais aussi une grande variabilité génétique. Conventionnellement, 1’identification des genres
fongiques repose sur [’observation des critéres morphologiques par 1’observation

macroscopique et microscopique (Leslie et Summerell, 2006).
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11.4.1 Etude macroscopique

Cette ¢étude est basée sur I’observation des colonies a I’ceil nu. L’observation des
caractéres porte sur : I’aspect de la colonie qui représente un critere clef d’identification
(couleur de la surface et du revers de la boite, texture de la surface des colonies...etc.) et

I’aspect des bordures des colonies (Botton et al., 1990).

11.4.2 Etude microscopique

Afin de prélever des spores et des filaments mycéliens de la souche fongique a
identifier, un morceau de scotch est mis sur la culture puis déposé sur une lame contenant une
goutte de I’eau physiologique ou bien une goutte de rouge Congo qui permet la coloration de
la chitine et de la callose et donner une meilleure observation. L’observation microscopique
permet la visualisation de la forme du mycélium, la présence ou I’absence de septum et les

caractéristiques des fructifications et des spores (Leslie et Summerell, 2006).

Cette étape a été faite au niveau de laboratoire microbiologique de la faculté de

médecine —université Kasdi Merbah Ouargla-.
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Chapitre 111 : Résultats et Discussion

I11.1 Identification des champignons isolés des plantes infectées

L’identification des genres fongiques a été réalisée essentiellement selon les clefs de
détermination de (Leslie et Summerell, 2006), en se basant sur les caractéres macroscopiques
culturaux et ceux retenus apres I'observation au microscope optique. En effet, les genres
fongiques purifiés et identifies au cours de cette étude sont représentés par le cas des

espéces de: Alternaria, Fusarium, Curvulria, Stemphylium.

111.1.1 Le Fusarium

1M.1.1.1 Symptoémes sur plantes

Commence par le jaunissement et le flétrissement de la plante, jusqu'a ce que la plante
entiére séche, en raison de la pourriture de la racine et du collet (Teixeira et al., 2017).

Figure 15: flétrissement d’une plante infectée par le Fusarium.

(Le cercle indique le jaunissement de la plante infectée).
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Sur les racines, le flétrissement peut étre identifié par la coloration rougeatre brune

foncé dans le centre de la racine pivotante (Orloff, 1996).

Figure 16: Les symptémes de Fusarium sur les racines.

111.1.1.2 Observations macroscopique et microscopique

Les isolats ont produit des pigments jaunes a brun clair principalement au centre de la
colonie recouverts de coton blanc riche en mycélium comme indique par Ignjatov et al.
(2018).

Figure 17: Morphologie des colonies de Fusarium sur milieu PDA. (A) la surface des

colonies; (B) le revers des boites.
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L'analyse morphologique de la structure microscopique des isolats obtenus a montré
des hyphes fins, cloisonnés qui présentent de nombreuses ramifications (Sedra et Djerbi,
1986), des microconidies de forme variée, de forme elliptique a cylindrique, des
chlamydospores rondes, lisses, isolées ou par paires aux extrémités des hyphes ou avec eux
(Teixeiraetal., 2017).

Figure 18: L’aspect microscopique de Fusarium (Gx100). (A) a I’état frais ; (B) apreés la

coloration avec rouge Congo : CL-Chlamydospores ; MI- microconidie.

Figure 19: L’aspect microscopique de Fusarium (Gx40) aprés la coloration avec rouge

Congo : RM- Ramification

Page 21



Chapitre 111 : Résultats et Discussion

111.1.2 L’Alternaria
1.1.2.1 Symptdmes sur plantes

La brQlure d’Alternaria est caractérisée par des Iésions nécrotiques avec un centre brun

grisatre entouré d'un halo sur les feuilles et la tige (Kgatle et al., 2020).

Figure 20: Les brulures d’Alternaria. (A) sur les feuilles ; (B) sur la tige.

(Les cercles présentent les symptomes d’ Alternariose)
111.1.2.2 Observations macroscopique et microscopique

L’isolat sur milieu PDA présente des colonies de couleur gris clair puis virent du vert
foncé au noir avec une marge blanche. Leurs revers sont noir et leurs croissances est rapide
(trois jours d'incubation) (Yu et al., 2015).

A

Figure 21: Morphologie des colonies d’Alternaria sur milieu PDA. (A) la surface des

colonies ; (B) le revers des boites.
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A 1’échelle microscopique, le champignon présente un mycélium cloisonné associé a
la présence de conidies pluricellulaires en chaines brunes irrégulieres, souvent en forme de
massue, cloisonnées longitudinalement et transversalement avec des conidiophores a
croissance sympodiale foncées, simples ou ramifiés. Basé sur ces -caractéristiques
morphologiques et la description d’Alternaria comme cité par Woudenberg et al. (2013), le

pathogeéne a été identifié comme Alternaria.

Figure 22: L aspect microscopique d’Alternaria (Gx100). (A) a I’état frais ; (B) aprés

la coloration avec le rouge Congo.

Figure 23: L’aspect microscopique d’Alternaria (Gx40) a 1’état frais : RM- Ramification
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111.1.3 Le Curvularia

11.1.3.1 Symptbémes sur plantes
Des taches bruns foncés circulaires ou de forme V entourées par des marges jaune sont

observées (Zhang et al., 2017).

Figure 24: Les symptémes de Curvularia sur les feuilles.

(Les cercles présentent les symptomes de Curvulariose)

111.1.3.2 Observations macroscopique et microscopique

Les colonies de Curvularia sont circulaires a marge Iégerement ondulée, brun verdatre
a bord incolore, plus pale avec I'age, mycélium aérien abondant, tres floconneux avec I'age,
revers brun foncé a noir verdatre, plus noir avec I'dge (Mehrabi-Koushki et al., 2018; Kiss et
al., 2019; Kee et al., 2020).

Figure 25: Morphologie des colonies de Curvularia sur milieu PDA. (A) la surface des
colonies ; (B) le revers des boites.
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Selon (Kiss et al., 2019), les caracteéristiqgues morphologiques de Curvularia montrent
des hyphes cloisonnés, lisses, conidiophores érigées, souvent ramifieées, dans la plupart des
cas géniculées vers I'apex, cellules conidiogénes intégrées, terminales ou intercalaires avec
prolifération sympodiales, lisse, polytrétique. Les chlamydospores non observées. Les

conidies ellipsoidales a obovoide, asymétrique avec des cellules terminales.

Figure 26: L’aspect microscopique de Curvularia (Gx100). (A) a I’¢état frais ; (B) aprés la

coloration avec rouge Congo.

S

-

Figure 27: L’aspect microscopique de Curvularia (Gx40) aprés la coloration avec rouge

Congo : RM- Ramification
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111.1.4 Le Stemphylium

1.1.4.1 Les symptdmes sur les plantes :
Des taches brun foncé ou de couleur beige avec une marge sombre apparaissant sur
les tiges (Isleib, 2011).

Figure 28: Symptomes de Stemphylium sur la tige.
(Les cercles présentent les symptomes de Stemphyliose)

111.1.4.2 Observations macroscopique et microscopique

Les colonies de Stemphylium ont des marges ondulées. Elles étaient caractérisées par
une pigmentation mycélienne hétérogene (de couleur brun jaunatre a rose et veloutée). Au
revers de la boite, le pigment est brun jaunatre qui vire progressivement au brun rougeatre,
avec présence d'un pigment orange diffusant dans le milieu de culture (Nasehi et al., 2015;
Franco et al., 2017; Kee et al., 2018).

Figure 29: Morphologie des colonies de Stemphylium sur milieu PDA. (A) la surface
des colonies ;(B) revers des boites.
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Les conidiophores sont érigées, simples a formation nodale, portant une seule conidie.
Des conidies solitaires, ovoides a cylindriques avec extrémité arrondie, une a deux cellules

lorsqu'elles sont immatures (Donayer et Dalisay, 2016).

Figure 30: L’aspect microscopique de Stemphylium (Gx100). (A) a I’état frais ; (B) apres la
coloration avec rouge Congo.
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Conclusion et Perspectives

Conclusion et perspectives

Le travail présenté dans cette étude porte sur 1’isolement et I’identification des genres

fongiques phytopathogenes a partir des feuilles, tiges et les racines de la luzerne.

Les résultats de 1’examen macroscopique et microscopique de ces champignons ont
mis en évidences 4 souches fongiques appartenant 4 genres différents, qui sont : Alternaria,

Fusarium, Curvularia, Stemphylium.

Nous estimons que les résultats auxquels nous nous sommes parvenus restent partiels

et méritent d’étre poursuivis par :

- L’¢largissement de notre champ d’investigation sur d’autres stations de la région de
QOuargla ;

- L’isolement et I’identification d’autres genres des champignons phytopathogénes pour
la luzerne susceptibles d’étre présent dans la région d’étude pour faciliter
I’intervention du lute et diminuer les pertes de rendement ;

- L’introduction de souches bactériennes antagonistes (les rhizobia) pour la réalisation

d’essais de biocontrdle de ses maladies fongiques.
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Annexe 1
Milieu PDA : Potato Dextrose Agar

- Poudre 40g
- Eaudistillée 1000ml

Principes
- Les teneurs en glucose et en extrait de pomme de terre favorisent la culture des levures
et des moisissures.
- Le pH acide inhibe la plupart des bactéries.
- D’extrait de pomme de terre utilisé permet d’éviter la préparation de I’infusion de
pomme de terre.
Formule-type
La composition peut étre ajustée de fagon a obtenir des performances optimales.

Pour 1 litre de milieu :

- Extrait de pommes de tEITE ......cccovuiiuiiiiiiiie et 5049
L C 1 o0 L USSR STSUPSRRP 20,0¢g
- Agar agar bacteriolOgiqUE ........cccvueriereiiie e 1509

pH du milieu prét-a-1’emploi a 25 °C : 5,6 = 0,2.

Figure 31 : Milieu PDA dans boites de Pétri
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Annexe 2

Matériel utilisé

1) Appareillage

Autoclave

Bain marie

Etuve

Plaques chauffantes agitatrices
Balance

Becs benzéne

Réfrigérateur

Microscope optique photographique

2) Instruments

Boites Petri
Erlen mayer
Flacons
Pipettes Pasteur
Micropipette
Spatule
Scalpels
Coupelle

Lames et lamelles
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Résumé

Le présent travail traite de I'isolement et de I'identification des champignons phytopathogenes
de la luzerne (Medicago saliva L.) dans I’exploitation agricole de I’université de Ouargla.

Les champignons ont été isolés a partir de parties de plantes infectées et ont été identifiés sur la
base des symptdmes causes, de la morphologie des colonies et de I'examen microscopique. Les
caractéristiques morphologiques de ces éléments fongiques ont montré divers types de spores et
ont été identifiés au niveau du genre.

Les isolats ainsi obtenus appartenaient aux genres fongiques: Alternaria, Fusarium,

Curvularia, Stemphylium.

Les mots clés: La luzerne cultivée, champignon phytopathogene, identification, isolement,

Ouargla.

Abstract

Subject: isolation and identification of phytopathogenic fungi from alfalfa (Medicago
saliva L.) in the regin of Ouargla.

The present work deals with the isolation and identification of phytopathogenic fungi from
alfalfa (Medicago saliva L.).

The fungis were isolated from infected plant parts and were identified on the basis of the
symptoms, colony morphology, and microscopic examination. The morphological
characteristics of these fungal elements showed various kinds of spores have been identified up
to genus.

The fungal isolates were Alternaria, Fusarium, Curvularia, Stemphylium.

Keywords: Alfalfa, phytopathogenic fungus, identification, isolation, Ouargla.
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