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Caractérisation morphologique et purification partielle des composés toxiquesde
Pyrenophoragraminea Ito et Kurib

Résumeé

La strie foliaire ou la maladie striée de 1’orge causée par Pyrenophora graminea est parmi les
maladies les plus importantes qui affectent I’orge en Algérie.

Ce présent travail a pour objectifs : 1’étude de la variabilité de 18 isolats de Pyrenophora
graminea provenant de différentes régions de culture d’orge en Algérie, en tenant compte des
critéres suivants : sporulation, caracteres morphologiques et le pouvoir pathogene. Les compos¢s
toxiques partiellement purifiés de trois isolats de Pyremophora graminea choisi selon leurs
réactions lors du test du pouvoir pathogéne ont été testés sur trois variétés d’orge. La spécificité
des composés toxiques contenu dans le filtrat de culture de 1’isolat le plus virulent a été également
testée sur 4 espeéces non hotes.

La sporulation, les caractéres morphologiques (type de croissance et couleur des colonies,
croissance mycélienne et mensuration des conidies) ainsi que le test du pouvoir pathogene a révélé
une grande variabilité entre les 18 isolats. En outre, les trois variétés utilisées lors du test du pouvoir
pathogene ont montré un niveau de résistance tres différent.

L’infiltration des filtrats de culture des trois isolats induit sur les feuilles des trois variétés des
symptomes analogues a ceux observés chez des plantes infectées par le champignon. Cependant,
I’extension des stries est en relation avec le degré de virulence de I’isolat et du niveau de résistance
de la variété infiltrée. Les composés toxiques contenus dans les filtrats de culture de Pyrenophora
graminea confirment leur spécificité a 1’orge.

Mots clés : Pyrenophora graminea, orge (Hordeum vulgare), variabilité, purification partielle,
filtrat de culture, spécificité.



Abstract

Abstract

Barley leaf stripe caused by Pyrenophora graminea is a disease among most important ones
affectings barley in Algeria.

The objective of this work is to study variability of 18 isolates of Pyrenophora graminea
collected from diferent algerian culture areas using sporulation, morphologiacal caracters and
pathogenicity. Phytotoxic compound of three strains of Pyrenophora graminea was tested on leaf
of three variety of barley. Specificity of phytotoxic compound of of Pyrenophora graminea was
tested on 4 other species.

Sporulation, morphological characters (mycelia growth and colour, conidia diameter) and
pathogenecity test showed that abroad variability exists between stains of Pyrenophora graminea
and between barley cultivars, rangings from very high resistance to extremely high susceptibility.

Upon infiltration of barley leaves by culture filtrates is able to reproduse symptoms of the
disease but the extension of necrosis indused by the toxin paralleled the degree of virulence of the
corresponding fungal isolate and the degree of resistance of variety.

Phytotoxic compounds in culture filtrates of Pyrenophora graminea confirmed that it is
specific of barley

Key words : Pyrenophora graminea, barley (Hordeum vulgare), variability, partiel
purification, culture filtrates, specificity.
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INRODUCTION

INRODUCTION

Les céréales constituent I'alimentation de base d’une grande partie de la population du
globe. Au niveau mondial, elles occupent une superficie de 666,50 millions d’hectares
et donnent une production de 2050,90 millions de tonnes (FAO, 2007). L'orge (Hordeum
vulgare L.) qui est 'une des céréales les plus anciennement cultivées occupe la quatriéme
place apres le blé, le riz et le mais (POEHLMAN, 1985).

En Algérie, les superficies réservées aux cultures d’orge s’élévent a 685 000 hectares
et donnent une production moyenne de l'ordre de 1 033 000 tonnes ce qui représente
un rendement de 15,09 g/ha (FAO, 2005). Cette production ne couvre pas les besoins
et 'Algérie a souvent recours a des importations d’orge comme par exemple en 2003
ou celles-ci se sont élevées a 400 000 tonnes. Plusieurs facteurs comme les pratiques
culturales, les aléas climatiques et I'utilisation de variétés anciennes pourraient expliquer
la faiblesse des rendements (BENDIF, 1994; SAYOUD et BENBELKACEM, 1996). Les
maladies représentent un facteur non négligeable dans la diminution des rendements
surtout lorsque les conditions leur sont favorables. En Algérie, les maladies fongiques les
plus communément répandues sur les orges sont : la rayure réticulée, la strie foliaire,
la rhynchosporiose, les charbons nu et couvert et I'oidium. Les pertes causées par ces
maladies n'ont cependant jamais été évaluées (Benbelkacem, 1991 ; Bendif, 1994).

La strie foliaire de I'orge causée par Pyrenophora graminea Ito & Kurib. est une maladie
trés fréquente sur les cultures d’'orge en Algérie. Elle engendre chaque année des pertes
non négligeables. L'incidence élevée de la strie foliaire en Algérie pourrait s’expliquer par
I'utilisation des semences non traitées et de variétés trés sensibles comme, par exemple,
Saida et Tichedrett. Etant donné que le P. graminea est essentiellement transmis par les
semences, I'absence de traitement de ces derniéres entrainent, d’'année en année, une
augmentation du potentiel d'inoculum de ce pathogéne.

L'utilisation de variétés résistantes reste la méthode la plus élégante, la plus
économique et la moins polluante pour lutter contre la strie foliaire. La recherche de variétés
résistantes a la strie foliaire a fait 'objet de nombreux travaux a travers le monde (Aragona
et Porta-Puglia, 1999 ; Tacconi et al., 2001 ; Arru et al., 2002 ; Nielson, 2002 ; Mueller et al.,
2003 ; Bonardi et al., 2003 ; Arabi, 2005). Jusqu’en 1995, aucune source de résistance n’a
été détectée chez les variétés d'orge cultivées en Algérie (Sayoud et Bendif, 1995). Plus
récemment, il a été décelé chez la variété Harmel un certain degré de résistance a I'égard
de certaines souches de P. graminea (Benbelkacem, 2003 ; Benslimane, 2003).

La variabilité du P. graminea a fait également I'objet de nombreux travaux de recherche
(GATTI et al, 1992 ; JAWHAR et al., 2000 ; ARABI et al., 2002 ; JAWHAR et al,
2004). La plupart de ces travaux ont montré qu’il existe des différences morphologiques,
pathologiques, physiologiques, biochimiques et génétiques entre les divers isolats de P.
graminea et une variabilité dans le comportement des cultivars d’'orge a I'égard de ces
derniers. Cette différence dans le comportement des cultivars d’orge laisse supposer
'existence de génes de résistance et une variabilité de la virulence entre les différents
isolats.

C’est dans ce contexte que nous avons essayé d’étudier, dans une premiere étape,
la variabilité de 18 isolats de P. graminea provenant de différentes régions algériennes en

9



Caractérisation morphologique et purification partielle des composés toxiquesde
Pyrenophoragraminea Ito et Kurib

10

tenant compte des critéres suivants : sporulation des souches sur deux milieux de culture,
caractéres culturaux (type de croissance des colonies, couleur du mycélium et du substrat),
croissance mycélienne sous différentes températures et mensuration des conidies.

Dans une seconde phase, nous avons essayé d’évaluer le niveau de résistance de trois
variétés d’orge : Saida, Rihane et Minnesota 23, a I'égard des 18 isolats de P. graminea.
L'évaluation du niveau de résistance a été réalisée dans le but de déceler une variabilité
de la virulence entre les différents isolats, d’identifier une éventuelle source de résistance
pouvant étre utilisée dans un programme d’amélioration et de confirmer ou d’infirmer les
résultats obtenus par Benbelkacem (2003) concernant le comportement des trois variétés
a l'égard du P. graminea.

Dans une troisieme étape, nous nous sommes intéressés aux composés toxiques
contenus dans les filtrats de culture de P. graminea car ils semblent jouer un réle important
dans les processus infectieux et, en outre, leur production parait étre étroitement corrélée
avec la virulence des isolats (Haegi et PORTA-PUGLIA, 1995). Pour cela, nous avons
procédé a une purification partielle des composés toxiques de trois isolats de P. graminea
choisis, lors du test du pouvoir pathogéne, sur la base de leur virulence et de leur agressivité.
Afin de détecter I'existence d’'une éventuelle relation entre le niveau de virulence des
isolats et la production des composés toxiques (HAEGI et al., 1998), les filtrats de culture
partiellement purifiés des trois isolats ont été infilirés sur les limbes foliaires de trois
variétés d’orge : Saida, Rihane et Minnesota 23 qui semblent étre respectivement sensible,
intermédiaire et résistante. La spécificité des composés toxiques contenus dans les filtrats
de culture d’un isolat virulent a été également testée sur 4 espéces végétales (blé, haricot,
féve et pois) qui ne sont pas hétes du P. graminea.
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L'orge est 'une des premiéres céréales a étre domestiqué par 'homme (HARLAN et
ZOHARY, 1966 ; ZOHARY, 1973 ; ZOHARY et HOPF, 1988). Cette domestication a pris
place dans le Croissant Fertile (L'lrak, la Syrie, le Liban, la Jordanie, I'lsraél et la Palestine),
il y a de cela 10 000 ans, a partir d’'une orge a deux rangs similaire a I'espéce Hordeum
spontaneum (ZOHARY et HOPF, 1988) qui semble étre I'ancétre sauvage de 'orge actuelle
Hordeum vulgare L. (HARLAN et ZOHARY, 1966 ; ZOHARY, 1969). Celle-ci est une céréale
a paille appartenant a la famille des Poaceae. Grace a sa grande rusticité et a son aptitude a
s’adapter a diverses conditions climatiques et édaphiques, 'aire de répartition géographique
de cette céréale est trés étendue a travers le monde.

2.1. Importance de la culture d’orge dans le monde et
en Algerie :

L'orge est principalement utilisée dans I'alimentation humaine (panification et brasserie) et
animale (fourrage et grains).

Au niveau mondial, les cultures d’orge couvrent une superficie de 57 millions d’hectares
et donnent une production de 155 millions de tonnes (FAO, 2005). La superficie mondiale
réservée a la culture d’'orge a été relativement stable au cours de ces deux derniéres
décennies. La Russie demeure le premier pays producteur d’orge avec 18 millions de tonnes
suivie par le Canada avec 13,04 millions de tonnes et '’Allemagne avec 12,97 millions de
tonnes (FAO, 2005).

En Algérie, 'orge est principalement cultivée au niveau des régions du sublittoral et des
hauts plateaux ou elle est essentiellement destinée a I'alimentation des ovins. Les variétés
d’orge les plus cultivées a I'échelle nationale sont Saida 183 et Tichedrett. Ces deux variétés
locales se caractérisent par une grande adaptation aux conditions climatiques des hauts
plateaux et celles du sublittoral, elles ont un bon potentiel de production en fourrage et en
grain, mais malheureusement elles sont trés sensibles a plusieurs maladies comme par
exemple la rayure réticulée, la strie foliaire et le BYDV (“Barley Yellow Dwarf Virus”) (Tableau
). Ces deux derniéres maladies engendrent chaque année des pertes de rendement trés
importantes surtout lorsque les conditions climatiques sont favorables (MUELLER et al.,
2003). Cependant, la strie foliaire dont I'agent

11
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WILAYRTE ME DE CHAMFS HT' HiG* c.ct RH? B0
Constantine ] 94 18 - - a2 24
hila 2 25 25 - ] 45
Guelma 2 15 42 2.4 | T.A
Setif 2 a0 45 - ] 40
Bejaia 1 | _ - - a0
COum B Bouaghi 4 T2 A1 - 16 274
khenchela 2 a0 22 2.4 7 a0
Batna 3 a3 13 - a3

1 Rayure réticulée, 2

Barley Yellow Dwarf Virus, 6

TABLEAU | Enquéte sur les maladies d’orge (exprimé en
pourcentage) en Algérie a travers différents champs prospectés en
2004/2005 dans quelques wilayate. (D’aprés Benbelkacem et al., 2005).

Strie foliaire,

Présence négligeable

3Charbon couvert, 4Rhynchosporiose, 5BYDV :

PAYS INCIDEMCE DE L& MALADIE [%a) REFERENCES BIELIOGRAFHIQUES
CANADA 28 TEKAUZ et CHICO (19200
TURKIE 53 KAVAK (2004)

TUNISIE 67 wAHIADUI et &, (1095)

IRAN 127 BABADOOST et TORAEY (1221)
MAROC 26 EZZ&HIRI et s, 1006

SYRIE 2 392 ARABI etal. (200)

USA 50 JACKSON ET WEBSTER (1905)
ITALIE 50 TOUBA-RAHAME et 2. (1995)
ECOSSE ] COCKRELL etal. (1005)
ALGERIE 20 SAYOUD et &, (1009)

Tableau Il incidence de la strie foliaire exprimée
en pourcentage de plants infectés dans quelques pays.

2.2. LA STRIE FOLIAIRE DE L'ORGE :

La strie foliaire de I'orge est une maladie qui est universellement répandue a travers toute
l'aire de culture de l'orge. Elle entraine le plus souvent des pertes de rendements non

négligeables.

12
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2.2.1. Distribution géographique et incidence de la strie foliaire :

La strie foliaire a été signalée dans plusieurs pays d’Europe, d’Amérique du nord et du
sud et d’Asie (Dreschler, 1923). Elle est largement distribuée dans les zones de culture
d’orge en Australie et en Afrique du nord (Zillinsky, 1983 ; WALLWORK, 1995). L'incidence
de cette maladie exprimée en pourcentage de plants infectés varie cependant d’un pays a
'autre et d’'une année a 'autre (Tableau Il). Cette variation semble étre due a I'importance
de I'inoculum, aux conditions climatiques, aux variétés cultivées et aux semences utilisées
(traitées ou non) (TOUBIA-RAHAM et al., 1996 ; NIELSEN et SCHEEL, 1997 ; BABADOOST
et JOHNSTON, 1998). L'incidence de la strie foliaire est variable dans les pays du Maghreb.
Elle est négligeable en Tunisie, plus ou moins importante au Maroc et trés élevée en Algérie
ou elle peut atteindre 80% (Sayoud et al., 1999). Une enquéte menée durant la période
1994-1995 au niveau des zones de culture d’orge en Algérie a montré que sur un total de
226 champs, l'incidence moyenne de la strie foliaire varie de 16,2% a 42,45% (Tableau llI).

2.2.2. Importance économique de la strie foliaire :

La strie foliaire semble entrainer une diminution du nombre de talles par pied et du
poids de mille grains (BABADOOST et TORABY, 1991 ; VIVEK KUMAR et al., 1998 ;
ARABI et al., 2004). Le tableau IV indique certaines estimations de la réduction, de
quelques composantes de rendement, causées par la strie foliaire sur I'orge en plein champ.
La réduction du poids de mille grains semble étre due a une réduction de la surface
photosynthétique des limbes et a des troubles de transfert des produits synthétisés vers les
épis (GAUNT et WRIGHT, 1992).

Les pertes causées par la strie foliaire varient en fonction du degré d’infection des
semences (RICHARDSON et al., 1976 ; BABADOOST et TORABY, 1991), de la variété
cultivée (GATTI et al.,, 1992 ; VIVEK KUMAR et al., 1998 ; ARABI et al., 2004) et des
conditions climatiques (VIVEK KUMAR et al., 1998). Sur des variétés sensibles, ces pertes
peuvent atteindre 100% (SUNESON, 1946 ; MATHUR et al., 1964 ; RICHARDSON et al.,
1976 ; NEERGARD, 1979 ; MAGNUS, 1979 ; PORTA-PUGLIA et al., 1985 ; BEHAR et
AULAKH, 1988 ; MATHRE, 1997 ).

13
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WILAYATE POURCEMTAGE O'IMFECTION [%4)
Souk Ahras 29,2
Annaba 3.4
Guelma 8.8
COum B Bouaghi 23,3
Batna 21,3
Constantine oy
Skikda 424
khenchela 306
Baouira 2045
Tiaret MNord 16.2
Tiaret Sud 263
fuila 283
Satif d2.6
Bordj Bou Amerid) 223

Tableau Il Résultats d’enquéte sur la maladie striée de I'orge en Algérie
(1995) exprimés en pourcentage d’infection. (D’apres Benbelkacem, 2003)

COMFOSANTES DE RENDEMERNT FOURCENTAGE DE REOUCTION [%0)
Foids de mille grains 7a
Hombre de grains / épi 71
Hombre d'&pif plant 26
Fendement en grains o3

Tableau |V Effet da la strie foliaire sur les composantes de rendement
exprimé en pourcentage de réduction (D’aprées BABADOOST et TORABY, 1991).

2.2.3. Symptomatologie de la strie foliaire :

14

La strie foliaire est une maladie systémique qui est exclusivement transmise par la semence.
En plein champ, les plants infectés montrent un développement réduit et sont, de ce fait,
facilement distinguables de ceux qui sont sains (Christensen et GrahaM, 1934 ; RAPILLY,
1971 ; Haegi et al.,1998). Les symptdmes varient en fonction de la virulence des souches,
de la sensibilité des variétés hotes et des facteurs climatiques (température et humidité)
(Mathre, 1997).

La maladie se manifeste sur les plantules d’orge dés le stade trois feuilles, mais le
plus souvent, les symptémes apparaissent durant le tallage et parfois juste avant I'épiaison
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(MARTENS et al., 1988). Les symptdbmes typiques consistent en I'apparition sur les limbes
foliaires de stries chlorotiques ou vert jaunatre, longitudinales et se limitant uniquement aux
zones inter-nervaires. Ces stries finissent par s’étendre sur toute la longueur des limbes
foliaires (Fig. 1a). Au fur et a mesure du développement de la maladie, les stries inter-
nervaires prennent une coloration brun rougeétre puis virent au brun sombre (Figs. 1b, c).
Au stade final de la maladie, les feuilles se nécrosent complétement (Haegi et al.,1998),
puis se desséchent et se déchirent en laniéres (Fig. 1d).

Habituellement, les épis des plants infectés éprouvent des difficultés pour émerger de
la gaine. Ceux qui émergent de la gaine montrent une distorsion des barbes. Les rares épis
formés au niveau des plants infectés sont souvent stériles et exhibent une coloration marron
(Fig. 1e) (TEKAUZ et CHICO, 1980 ; ZILLINSKY, 1983).

2.2.4. Quelques données épidémiologiques sur la strie foliaire :

La strie foliaire est une maladie systémique, a cycle simple. Elle est exclusivement transmise
par la semence (ZILLINSKY, 1983 ; MATHRE, 1997). Son incidence en plein champ va donc
dépendre du taux d’infection des semences ainsi que de la température et de I'humidité du
sol au moment de la germination des graines. Les basses températures et une humidité
élevée du sol constituent des conditions favorables a I'initiation et au développement des
infections au niveau des plantules (Tekauz, 1983 ; SKOU et HAAHR, 1987 ; OBST, 1993 ;
SKOU et al., 1994).

Les températures du sol qui sont inférieures a 12°C durant les dix premiers jours aprés
le semis favorisent le développement des infections durant la germination des semences
(Tekauz, 1985 ; SKOU et al., 1994 ; MUELLER et al., 2003). Par contre, les températures
comprises entre 15 et 20°C réduisent considérablement le taux d’infection qui devient
pratiquement nul au-dela de 20°C (Tekauz et Chico, 1980).
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Figure 1 Symptomatologie de la strie foliaire. (a) Limbes foliaires montrant des
stries chlorotiques (fléche). (b) Stries inter-nervaires brun rougeatre (fleche). (c) Stries
inter-nervaires brun sombre (fleche). (d) Limbes foliaires entiérement desséchés
et déchirés en lanieres. (e) Epis stérile (fleche) montrant une coloration marron.

2.3. AGENT CAUSAL DE LA STRIE FOLIAIRE :

La strie foliaire de I'orge est causée par Pyrenophora graminea Ito et Kuribayashi dont
I'anamorphe est Drechslera graminea (Rabenh.ex Schlecht.) Shoemaker.

2.3.1 . Morphologie et taxonomie de P. graminea :

Le genre Pyrenophora Fr. renferme plusieurs espéces inféodées principalement aux
Poaceae comme, par exemple, P. graminea, P. teres et P tritici-repentis. Ces
espéces appartiennent au phylum Ascomycota, a la classe Dothydeomycetes [ =
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“Loculoascomycetes” sensu LUTTRELL (1955)] et a la famille des Pleosporaceae
(ERIKSSON et WINKA, 1997 ; ERIKSSON, 2006; SCHOCH et al., 2006). Cette derniere se
caractérise par des ascostromas qui sont principalement des pseudotheces subglobuleux
inclus dans un substrat et des ascospores uniseptées et mariformes (SCHOCH et al., 2006)

Les pseudothéces de P. graminea qui sont rarement observés dans la nature (VON
ARX, 1987) se forment sur les feuilles mortes et les gaines d’orge durant I'automne
(RAPILLY et PON-CHET, 1962 ; ZILLINSKY, 1983). Ces pseudothéces (576-758 x 442-572
pm) sont velus a la partie supérieure et renferment des asques bituniqués a apex
arrondi. Les ascospores (43-61 X 16-28 um) ellipsoides, arrondies aux deux extrémités et
mariformes ont une coloration jaune brun. Les cellules terminales de ces ascospores ne
sont jamais cloisonnées longitudinalement alors que les médianes en possedent une ou
deux cloisons longitudinales (MATHRE, 1997).

L'anamorphe D. graminea est classé dans le groupe artificiel des deutéromycétes
parmi la famille des dématiaceae. Il présente des conidiophores bruns et érigés dont la
longueur et la largeur varient respectivement entre 135-190 ym et 3,5-8 um (Drechsler,
1923 ; Christensen et GRAHAM, 1934 ; Zillinsky, 1983). lls se forment généralement
en fascicules de deux a six conidiophores (Figs. 2a et b). Les conidies (50-95 x 15-20
Mm) naissent solitairement a travers un pore situé a I'apex du conidiophore qui s’accroit
successivement d’'une maniere sympodiale aprés la formation de chaque spore. Ces
conidies (porospores) sont ellipsoides, droites, cylindriques et pourvues de 3 a 6 cloisons
transversales (phragmospores) (Figs. 2c et d) (Zillinsky, 1983 ; VON ARX, 1987).

Plusieurs auteurs ont signalé la formation de pycnides chez D. graminea sur feuilles
d’orge (PUTTERILL, 1954 ; RAPILLY et PONCHET, 1962). D’aprés MARTHRE (1997), les
pycnides de D. graminea sont trés rarement observées dans la nature. En outre, certains
auteurs considérent ces pycnides comme des structures stériles (PUTTERILL, 1954) alors
que d’autres pensent qu’elles sont a rapprocher avec le genre Phoma en raison de leur
pilosité trés réduite ou absente (RAPILLY et PONCHET, 1962).
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Figure 2 L’anamorphe de Pyrenophora graminea. (a) Trois conidiophores
de 'anamorphe D. graminea groupés en fascicule (x 80). (b) Fascicule
de deux conidiophores dont 'un d’eux montre un pore terminal (fleche)
par lequel s’est formée une conidie (porospore) (x 320). (c) Conidies
transversalement septées (phragmospores) de I'anamorphe D. graminea (x
80). (d) Détail d’une conidie montrant quatre cloisons transversales (x 320).

2.3.2. Biologie de I’agent causal de la strie foliaire :
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P. graminea semble se conserver sous forme de mycélium dans les enveloppes du grain
(RAPILLY et al., 1971 ; ZILLINSKY, 1983 ; PECCHIONI et al., 1999 ; ARABI et al., 2002 ;
ARRU et al., 2002 ; ARABI et al., 2004 ; ARABI et al., 2005). Les ascospores issues des
pseudothéces ne semblent pas intervenir dans l'initiation de la maladie. En effet, les stromas
dans lesquels se différencient les pseudothéces se forment rarement sur les chaumes
d’orge durant 'automne (ZILLINSKY, 1983).

Lors de la germination de la semence, le mycélium hibernant au niveau de la graine
infecte la plantule a travers le coléorhize (SKOROPAD et ARNY, 1956). Les hyphes
progressent ensuite entre les cellules parenchymateuses du nceud scutellaire pour atteindre
le coléoptile (HAEGI et al., 1998). A partir de celui-ci, les hyphes pénétrent I'ébauche de
la premiére feuille. Lorsque les tissus constituant la premiére feuille sont complétement
envahis, les hyphes s’étendent a I'ébauche de la deuxiéme feuille. Le champignon
progresse ainsi de proche en proche a travers les feuilles et les tiges et peut atteindre
le point végétatif (RAPILLY et al., 1971). Les plantes deviennent ainsi systémiquement
infectées (PLATENKAMP, 1976). La croissance et le comportement du champignon durant
les premiers stades de l'infection ne sont pas encore connus avec certitude a cause de la
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difficulté de suivre la progression du mycélium d’abord a I'intérieur du péricarpe puis plus
tard au niveau des plantules (ARAGONA et PORTA-PUGLIA, 1999).

La colonisation des tissus de I'hote peut durer jusqu’au stade épiaison. A ce moment et
lorsque I'’humidité de l'air est relativement élevée, le champignon sporule sur les derniéres
feuilles. Les spores disséminées par le vent vont contaminer le péricarpe des jeunes
caryopses ou elles germent pour donner un tube germinatif qui évolue en un mycélium
(ARRU et al., 2002 ; BENBELKACEM, 2003). Linfection du grain peut intervenir a tout
moment a partir de la floraison jusqu’au stade pateux du grain. Cependant, les grains sont
plus sensibles au début de leur formation (Teviodale et Hall, 1976 ; Knudsen, 1980). Les
graines produites vont donc héberger le mycélium qui se conservera jusqu’a la prochaine
campagne agricole (Lumumba, 1985).

2.4. Variabilité du couple Hordeum vulgare /
Pyrénophora graminea:

Plusieurs travaux réalisés en plein champ ont suggéré qu'’il existe une grande variabilité
dans l'interaction D. graminea (anamophe de P. graminea) [Icultivars d’orge (KLINE, 1971 ;
TEKAUZ, 1983 ; KNUDSEN, 1986 ; BOULIF et WILCOXSON, 1988 ; DELOGU et al., 1989 ;
GATTl et al., 1992 ; BENBELKACEM, 2000). Ceci semble étre du a la variabilité génétique
des génotypes d’orge ou des isolats de D. graminea ou des deux a la fois.

2.4.1 . Variabilité des isolats de P. graminea :

Plusieurs types de variabilité (pathologique, culturale et génétique) ont été constatés chez
P. graminea.

2.4.1.1. Variabilité du pouvoir pathogéne des isolats de P. graminea :

Une grande variabilité du pouvoir pathogéne entre les différents isolats de D. graminea
(anamorphe de P. graminea) a été signalée par plusieurs chercheurs (CHRISTENSEN
et GRAHAM, 1934 ; ARNY, 1945 ; KLINE, 1972 ; MOHAMMED et MAHMOQOD, 1976,
SMEDEGARD-PETERSEN et JORGENSEN, 1982 ; KNUDSEN, 1986 ; HAMMOUDA,
1988 ; GATTI et al. 1992 ; DELOGU et al., 1995 ; ZRIBA et HARRABI, 1995 ; ARABI et
al., 2002). La plupart de ces travaux ont montré que les isolats de D. graminea peuvent
étre classés en avirulent, intermédiaire et virulent. L'analyse des isolats qui différent par
leur virulence s’est avérée extrémement intéressante pour la recherche de races ayant
des génes spécifiques impliqués dans l'interaction hote - pathogéne. Cette spécialisation
physiologique a été signalée en premier par JOHNSON (1925). Par la suite, quatre a cinq
races physiologiques ont été identifiées (KNUDSEN, 1980). Cependant, HAEGI et al. (1998)
pensent qu’il ne semble pas y avoir une spécialisation trés claire et qu’il existe seulement
une variabilité dans les réactions des génotypes d’orge et dans la virulence des isolats.

1.4.1.2. Variabilité des caractéres culturaux des isolats de P. graminea :

Plusieurs chercheurs (CHRISTENSEN et GRAHAM, 1934 ; GATTI et al., 1992 ; ZRIBA et
HARABI, 1995 ; ARABI et al., 2002 ; BENSLIMANE, 2003) ont remarqué que les divers
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isolats de P. gramineamontrent in vitro une grande variabilité des caractéres culturaux
plus particuliéerement dans le type de croissance des colonies qui peut étre cotonneux,
pelucheux, compact, duveteux, spongieux et ras ainsi que dans la couleur du mycélium
(vert, blanc, jaune, rouge et noir) et du substrat (rouge, noir, jaune, vert et orange).
Cette variabilité des caractéres culturaux des isolats semble étre sous la dépendance des
conditions de I'environnement (ARABI et al., 2002). La sporulation des isolats de P. graminea
sur divers milieux de culture montre également une grande variabilité. En effet, la production
des conidies et des conidiophores sur les milieux PDA contenant 2% de paille de riz, V8JA
(“V8 Juice Agar”) et BSEA (“Barley Straw Extract Agar”) différe entre des isolats provenant
de différentes régions du globe et méme entre ceux qui appartiennent a une méme région
(Sengupta et Singh, 1979 ; GRBAVAC, 1981 ; BABADOOST et JONHSTON, 1998).

1.4.1.3. Variabilité moléculaire des isolats de P. graminea :

L'utilisation des caractéres morphologiques des conidiophores et des conidies et des
caractéristiques de la croissance du P. graminea sur des milieux spécifiques ne permet
pas de distinguer les isolats de ce champignon car ces derniers montrent une grande
variabilité. C’est pour cela que plusieurs marqueurs moléculaires [protéines solubles, RFLP
( = “Restriction Fragment Length Polymorphism”) et RAPD (= “Random Amplification of
Polymorphic DNA”)] ont été utilisés pour analyser la variabilité génétique des différents
isolats de P. graminea.

L’électrophorése sur gel de polyacrylamide des protéines solubles extraites a partir
du myceélium de douze isolats de P. graminea a permis de mettre en évidence plusieurs
groupes (GATTI et al., 1992). Ces derniers indiquent qu’il existe un certain polymorphisme
au niveau des protéines des isolats de P. graminea. Ce polymorphisme protéique semble
étre du a une diversité génétique entre les différents isolats (GATTI et al., 1992 ; ARABI et
al., 2002 ; BENSLIMANE, 2003). Aucune corrélation n’a pu étre établi jusqu’a présent entre
les groupes déterminés par électrophorése et la virulence des isolats.

L'analyse de ’'ADN génomique de neuf isolats de P. graminea par RAPD a révélé une
différence dans la taille et le nombre de bandes d’ADN amplifiées a I'aide de deux amorces
(OPK3 et OPK5) (Jawhar et al., 2000). Ceci indique qu’il existe une grande variabilité entre
les isolats de ce champignon et que la RAPD pourrait étre utilisée pour la distinction des
isolats de P. graminea.

La PCR (= “Polymérase Chain Reaction”) associée avec la RFLP a été également
utilisée pour analyser la variabilité génétique des isolats de P. graminea. L'amplification et
I'analyse de I'’ADN intergénique [IGS ( = “Intergenic spacer”)] situé entre les génes codant
pour 'ARNr 28S et ’ARNr 18 S de six isolats provenant de trois pays (Italie, Autriche et
Tunisie) a révélé un polymorphisme (PECCHIA et al., 1998). L'analyse des profils IGS-RFLP
de plusieurs isolats syriens de P. graminea a également montré une grande variabilité et a
permis de mettre en évidence trois groupes d'’isolats distincts (Jawhar et al., 2004).

2.4.2. Variabilité de la réaction des cultivars d’orge a I’égard des
isolats de P. graminea :

La réaction des cultivars d’'orge a I'égard des isolats de P. graminea est trés variable
(TEKAUZ, 1983 ; BOULIF et WILCOXSON, 1988 ; DELOGU et al., 1989). Les inoculations
artificielles réalisées sous serre sur plusieurs cultivars d’orge montrent des différences
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dans la réponse de ces derniers a I'égard des isolats de P. graminea. Les tests en plein
champ indiquent également que les cultivars exhibent le plus souvent un comportement
trés variable.

L'inoculation artificielle des génotypes d’orge par des isolats de P. graminea montre
que la réaction de ces derniers varie d’'un génotype trés résistant a un autre trés sensible
avec un pourcentage d’infection qui varie entre 0 et 100% (KLINE, 1971 ; TEKAUZ, 1983 ;
KNUDSEN, 1986 ; BOULIF et WILCOXSON, 1988 ; DELOGU et al., 1989 ; GATTI et al.,
1992 ; BENBELKACEM, 2003 ; BENSLIMANE, 2003). ARABI et al. (2004) ont détecté une
variabilité dans la sévérité de la maladie en contaminant artificiellement des semences de
dix cultivars d’orge par un isolat de P. graminea trés virulent. Certains de ces cultivars ont
exhibé une sensibilité trés élevée avec des incidences de la maladie variant entre 81 et
100%, d’autres se sont montrés moins sensible avec une incidence allant de 57 a 60%
et enfin certains se sont avérés modérément résistants avec une incidence de 12 a 26%.
Un seul cultivar s’est montré trés résistant avec une incidence de 1%. Ceci semble étre
du a la variabilité génétique des génotypes d’orge (KNUDSEN, 1986 ; GATTI et al., 1992).
Ces derniers qui se sont avérés résistants a la strie foliaire semblent étre pourvus d’'un
ou de plusieurs génes de résistance a I'égard de cette maladie (ISENBECK, 1930; ARNY,
1945; SUNESON, 1950; KONAK, 1983; BOULIF et WILCOXSON, 1988; VALE et al., 1994;
TOUBIA-RAHAME et al., 1996; ARRU et al., 2002; NIELSEN, 2002; BONARDI et al., 2003).

2.5. Les composés PHYTOtoxiques produits par P.
graminea :

Afin de coloniser les tissus, les champignons phytopathogénes secrétent des enzymes
qui dégradent les constituants chimiques de la paroi et produisent des hormones de
croissance et divers autres métabolites qui affectent certaines fonctions vitales de la
plante héte (KEEN, 1992). Parmi les métabolites qui ne sont ni des enzymes, ni des
hormones, on peut citer les “toxines phytopathogénes” que I'on désigne sous le nom
de ” phytotoxines” (GOODMAN, et al., 1986). Celles-ci ont été classées soit selon le
type d’organismes producteurs (bactéries, champignons), soit selon les caractéristiques
chimiques du composé toxique (peptides, terpénes, polysaccharides, ... etc.), soit selon
le mode d’action et le role possible dans la pathogenése (SCHEFFER et BRIGGS, 1981 ;
LEPOIVRE, 2003). Cependant, la classification la plus acceptable est celle basée sur
la sélectivité (= spécificité) de ces composés toxiques (RUDOLPH, 1976 ; SCHEFFER,
1976). Selon cette sélectivité, PRINGLE et SCHEFFER (1964) distinguent les toxines hbtes
sélectives (ou hotes spécifiques) et les toxines non hbtes sélectives.

2.5.1. Les composés phytotoxiques contenus dans les filtrats de
culture de P. graminea :

Les anamorphes du genre Pyrenophora sont connus pour produire différents types de
toxines qui sont hétes sélectives (KONO et al., 1981 ; LAMARI et BRENIER, 1989 ; TOMAS
et BOCKUS, 1987 ; VIDHYASEKARAN et al., 1986) ou hotes non sélectives (GRANITI et
PORTA-PUGLIA, 1984 ; ROBESON et STROBEL, 1982 ; STOESSL, 1981 ; STROBEL et
al., 1988) (Tableau V). P. teres, agent causal de la rayure réticulée, qui est une espéce
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étroitement apparentée au P. graminea produit trois toxines hétes sélectives (BACH et al.,
1979 ; SMEDEGARD-PETERSEN, 1977) et deux autres non hétes sélectives (COVAL et
al. 1990). P. graminea , agent causal de la strie foliaire, produit une toxine hote sélective
désignée sous le nom de “toxine Pg” qui semble étre le facteur principal dans I'interaction
héte pathogéne (HAEGI et al., 1994).

Les filtrats de culture de P. graminea infiltrés dans les limbes foliaires d’orge sont
capables de produire les symptdmes typiques de la strie foliaire (ARAGONA et al., 1991 ;

Haegi et al.,
FATHOGEMES COMFPOSES MATURE REFEREMCES
FHYTOTOXIQUES CHIMIGUE BIELIOGRAPHIGUES
b, TOAIMES HOTES SELECTIVES
. g firmea Toxine Pg Glycoproteine HAEGI et PORTAPUGLLA (1995
. tritizi-e pentis Ptr Tox A Protaine LendaRl et BREMNIER (19897
Ptr Tox B Protaine OROLATA et al. (1995
Ptr Tox C (Hon encore identifize) EFFERTZ et al. (1992)
F. tems Toxine A Protaine SMEDEGARD-PETERSEM (1977
Toxine B Protaine SMEDEGARD-PETERSEM (1977
Toxine C Protéine BACH et al. (1979
B. TOAIMES WOM HOTES SELECTIVES
P lems Pyrenoline A Peptide Ciovwial et al. (19907

Pyrenoline B Peptide CONAL et al. (19907

TABLEAU V Les composés phytotoxiques produits
par les anamorphes appartenant au genre Pyrenophora.

1994 ; Haegi et al., 2002 ; Haegi et al., 2004). Ceci laisse suggérer la présence dans
ces filtrats de composés toxiques qui induisent I'apparition sur le limbe foliaire de stries
nécrotiques caractéristiques de cette maladie. Les composés toxiques contenus dans les
filtrats sont produits par tous les isolats testés avec, cependant, des différences dans
I’évaluation des symptomes. Certaines souches produisent des symptémes plus accentués
que d’autres. Ces différences entre les isolats peuvent étre dues soit a la quantité de toxines
produites par la souche, soit aux types de molécules toxiques, soit a I'action des autres
molécules produites par le pathogéne dans le filtrat de culture (HAEGI et al., 1994).

2.5.2. Caractérisation et stabilité des composés toxiques contenus
dans les filtrats de culture de P. graminea :

Les composés toxiques présents dans les filtrats de culture des isolats de P. graminea
semblent avoir un poids moléculaire supérieur a 10 000 Da. Ces composés conservent
leur activité phytotoxique a des pH compris entre 7 et 9. Le traitement a la chaleur
(121°C pendant 15 minutes) n’a aucun effet sur leur activité phytotoxique. Celle-ci se perd
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cependant aprés un traitement de ces composés par 'acide chlorhydrique normal a une
température de 110°C pendant 60 minutes.

Les traitements par I'éthanol, le méthanol, le sulfate d’'ammonium et la chaleur des
filtrats de culture entrainent une précipitation partielle des composés toxiques. Aprés
centrifugation de la solution composés toxiques / solvant, I'activité phytotoxique se retrouve
aussi bien dans le surnageant que dansle culot suspendu dans de I'eau distillée. Les
composés toxiques sont totalement précipités par 'acétone a [1 20°C (Haegi et al., 1994).

Les enzymes a et B glucosidase, a et B galactosidase, a mannosidase et protéases
n’ont aucun effet sur I'activité des composés toxiques contenus dans les filtrats de culture.
Par contre, la B glucuronidase inhibe I'activité phytotoxique de ces composés. Ceux-Ci
semblent donc contenir une fraction glucidique qui est responsable de I'apparition de stries
nécrotiques sur les feuilles (Haegi et Porta-Puglia, 1995 ; HAEGI et al.,, 1998). Cette
hypothése a été vérifiée par I'utilisation de plants d’orge qui ont subi une transformation par
l'introduction du géne Gus A qui code pour la 8 glucuronidase (Haegi et al., 2002). L'analyse
de l'activité de la B glucuronidase dans les plants d’orge transformés montre que celle-ci
leur confére une résistance a la toxine Pg. En outre, il existe une bonne corrélation entre
I'activité de cette enzyme et la résistance a la toxine.

2.5.3. Purification des composés toxiques contenus dans les filtrats
de culture de P. graminea :

Différentes techniques de chromatographie (chromatographie a échange d’ions,
chromatographie sur gel de filtration et chromatographie sur colonne) ont été utilisées pour
purifier les composés toxiques contenus dans les filtrats de culture de P. graminea (Haegi et
PORTA-PUGLIA, 1995). La purification de ces composés par les différentes techniques de
chromatographie a montré I'existence de deux fractions Pl et Pll. Le poids moléculaire des
fractions PI et Pll est respectivement égal a 250 11300 KDa et 55 KDa. La spécificité de ces
deux fractions a été testée sur diverses plantes (orge, blé dur et tendre, avoine, mais, feves,
tabac et poirier). La fraction PIl qui a été désignée sous le nom de toxine Pg s‘est montré
trés sélective ; elle n’'induit les stries nécrotiques que chez I'orge seulement alors que Pl
provoque l'apparition de taches nécrotiques ou chlorotiques sur les feuilles des plantes non
hotes du P. graminea comme le blé, I'avoine, le mais, la feve, le tabac et le poirier.

Les deux fractions Pl et Pll sont composées de glucides et de protéines. L'analyse
des glucides par chromatographie en phase liquide (HPLC = “High Performance Liquid
Chromatography”) montre que les fractions Pl et PIl contiennent les monosaccharides
suivants : acide glucuronique, fructose, galactose et glucose. Le sucre le plus prédominant
est le fructose pour les deux fractions (Tableau VI). La fraction Pl contient beaucoup plus
de galactose et de glucose par rapport a Pll. Les polyméres contenant I'acide glucuronique
sont impliqués dans la phytotoxicité car celle-ci est détruite par la B glucuronidase. La
partie protéique des deux fractions n’est pas nécessairement impliquée dans l'activité
phytotoxique car le traitement par les différentes protéases n’empéche pas I'apparition de
symptdémes. (Haegi et PORTA-PUGLIA, 1995).

23



Caractérisation morphologique et purification partielle des composés toxiquesde
Pyrenophoragraminea Ito et Kurib

POURCEMTAGE DEMONOSACCHARIDES

FRACTIONS
Aoide glucuronique Glucose Galactose Fruzose
Pl 1,52 10,4 18,17 69,77
Pl 8,14 4,30 236 85,10

TABLEAU VI Composition monosaccharidique des fractions Pl
et Pll déterminée par HPLC (selon Haegi et PORTA-PUGLIA, 1995).

2.6. STRATEGIES DE LUTTE CONTRE LA STRIE
FOLIAIRE :
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La lutte contre la strie foliaire se base principalement sur la réduction du taux d’inoculum
initial. Des méthodes de lutte préventives, chimiques et génétiques ont été préconisées a
I'égard de cette maladie.

Parmi les mesures de lutte préventives, on peut citer les semis tardifs qui permettent
aux plantules d’échapper a la maladie. En effet, les températures supérieures a 15°C durant
les dix premiers jours aprés les semis réduisent considérablement le taux d’infection des
plantules (TEKAUZ, 1985). Etant donné que la strie foliaire est une maladie essentiellement
transmise par les semences, la production de ces derniéres dans des régions relativement
séches diminue la quantité d’'inoculum au niveau des graines d’orge (Jackson et Webster,
1988).

Les fongicides organo-mercuriques introduits durant les années 1920 ont réduit
considérablement I'incidence de la strie foliaire (TUNALI, 1995). Cependant, 'interdiction
de ces fongicides a cause de leurs effets sur I'environnement et de leur toxicité sur les
étres vivants a orienté la lutte chimique vers la recherche d’autres molécules moins nocives
(STEVENS et al., 1997). C’est ainsi que I'utilisation des fongicides systémiques en enrobage
des semences comme, par exemple la carboxine associée au thirame a permis de contréler
efficacement la strie foliaire (DELOGU et al., 2003). De méme, le prothioconazole qui
appartient a la famille chimique des triazolinthiones et qui a été également utilisé en
enrobage des semences a montré une bonne efficacité a I'égard du P. graminea(Suty-
Heinze et al., 2004). Cependant, le colt élevé des traitements chimiques des semences et
le risque d’apparition de nouvelles souches résistantes ont réduit I'utilisation des fongicides
systémiques (DELOGU et al., 1995 ; DELOGU et al., 2003).

Les limites de l'utilisation des fongicides systémiques (colt élevé, apparition de
souches résistantes) ont exigé le développement de nouvelles stratégies de lutte comme
la création par hybridation de nouvelles variétés résistantes au P. graminea (KLINE, 1972 ;
ARAGONA et PORTA-PUGLIA, 1999 ; MUELLER et al., 2003). Pour ce faire, il faut
identifier des génes de résistance afin de les incorporer dans des variétés sensibles.
Plusieurs travaux de recherche ont été réalisés dans le but de comprendre les bases
de la génétique de la virulence du P. graminea et de la résistance des cultivars d’orge
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(VALE et al., 1994, PECCHIONI et al., 1996). Cependant, les travaux de différents groupes
de chercheurs utilisant des variétés communes d’orge ont aboutit le plus souvent a des
résultats contradictoires et, de ce fait, I'nérédité de la résistance a la strie foliaire demeure
encore mal comprise. Certains auteurs pensent que la résistance de I'orge est monogénique
(qualitative), d’autres estiment qu’elle est polygénique (quantitative) et quelques uns ont
suggére qu’elle est contrélée par deux a trois génes.

SKOU et HAAHR (1987), SKOU et al. (1994) et TACCONI et al. (2001) pensent que la
résistance a la strie foliaire est qualitativement contrélée par un seul géne majeur qui a un
comportement semi-dominant. C’est ainsi qu'il a été trouvé chez des variétés danoises un
gene de résistance qui a conféré la “résistance Vada” a plusieurs cultivars européens. Ce
géne a été localisé et dénommée Rdg1. De méme, la résistance partielle du génotype d’orge
Proctor semble étre conditionnée par un seul gene (PECCHIONI et al., 1996). Récemment,
il a été trouvé chez certaines variétés d’orge a six rangs le géne Rdg2 qui a été également
identifié et localisé (TACCONI et al., 2001).

SMEDEGARD-PETERSEN et JORGENSEN, (1982), PECCHIONI et al. (1996) et
ARRU et al. (2003) estiment, cependant, que la résistance au P. graminea est héritée
quantitativement. En effet, plusieurs génes de résistance ont été identifiés par des
marqueurs moléculaires chez le cultivar Vada (PECCHIONI et al. 1999) chez lequel une
résistance monogénique a pourtant été décrite (SKOU et al., 1994).

Enfin, BOULIF et WILCOXSON (1988) suggérent que la résistance a la strie foliaire est
contrOlée par deux a trois génes dont deux sont récessifs et ont des effets épistasiques ou
additifs. Ces résultas contradictoires montre que les interactions héte — pathogéne chez le
couple P. graminealH. vulgare ne sont pas encore bien comprises.
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3. MATERIEL ET METHODES

3.1. MATERIEL

3.1.1. Matériel végétal :

Trois variétés d’orge : Saida 183, Rihane 03 et Minnesota 23 ont été utilisées pour étudier le
pouvoir pathogene des isolats de P. graminea récoltés dans différentes régions céréaliéres
d’Algérie. Ces trois variétés qui ont été choisies en raison de leur comportement connu
vis-a-vis de la strie foliaire (BENBELKACEM, 2003) nous ont été aimablement fournis par
les stations expérimentales de I'I'TGC ( = Institut Technique des Grandes Cultures) d’Oued
Smar et d’El Khroub. L'origine, la provenance ainsi que le comportement de ces variétés a
I'égard de la strie foliaire sont indiqués dans le Tableau VII.

WORIETES ORIGIME FROVEMNABMCE COMPORTEMENT
hinnesota 23 UsA ITGC " (B khroub) Résistant

Rihane 03 ICAR DA ITGC (Ouad Smar) hdoyennement résistant
Saida 183 Agérie ITGC (Ouad Smar) Senzible

TABLEAU VI Origine, provenance et comportement
vis-a-vis de la strie foliaire des trois variétés d’orge.

1Institut Technique des Grandes Cultures.

2 International Center for Agricultural Research in the Dry Area

3.1.2. Matériel fongique :
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Les isolats de P. graminea ont été obtenus a partir de limbes foliaires présentant des
symptdémes caractéristiques de la strie foliaire et appartenant aux trois variétés suivantes :
Saida 183, El Fouara et Barberousse. Certaines de ces souches ont été isolées a partir de
limbes foliaires récoltés lors des prospections réalisées au cours du mois d’avril 2006 dans
les zones céréaliéres du centre (Alger et Bouira) et de I'est (Mila, Guelma et Constantine)
alors que d’autres issus des régions d’Oum El Bouaghi, de Khenchela et de Sétif ont été
obtenus a partir d’échantillons foliaires qui nous ont été fournis par la station expérimentale
de I'N'TGC d’ El Khroub et qui ont été récoltés au cours de la campagne agricole 2005-2006.
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Les codifications utilisées pour la désignation des différents isolats comportent deux lettres
et un chiffre. Les deux lettres correspondent a I'abréviation Dg de I'anamorphe Drechslera
graminea de P. graminea alors que le ou les chiffres qui suivent ont été choisis aléatoirement

(Tableau VIII).

DESIGHATION LHHEES WORIETES LOCALITES WILLAYATE

OES 1S0LATS  D'ISOLEMENT
Dg1 2006 Saida Oued Hamla Oum B Bouaghi
Dg2 2006 Saida QOued Cthmania hvila
Dg3 2006 Saida Ain Regada Guelma
D4 2006 Saida Tamlouka Guelma
Ogh 2006 Zaida Bechloul Bouira
Dt 2006 Fouara Beni Mestina Constantine
Dg? 2006 Barberousse Ain Abid Constantine
Dgs 2006 Saida Guelma Guelma
(Hfute] 2006 Saida B Hamach Mger
Dg10 2006 Zaida B A=name Bouira
Og11 2006 Zaida B khroub Constantine
Dgiz 2005 taida Touzeline Oum B Bouaghi
Dg13 2005 Saida Fhenchela Fhenchela
Dg14 2005 Saida kai=s Ehenchela
Og14 2005 Laida Sétif Sétif
Dgl6 2005 faida B Bulma Sétif
Og17 2005 Saida hvila hvila
Dgia 2006 Saida QOued Smar Mger

T ableau VIlIDésignation, années d’isolement et origines des isolats de P. graminea.

3.2. METHODES :

3.2.1. Purification et conservation des isolats :

Etant donné la grande variabilité du P. graminea, tous les isolements ont été effectués a
partir de cultures monospores réalisées selon la méthode décrite par Babadoost et Johnston
(1998) qui consiste a découper des limbes foliaires présentant les symptomes typiques de
la strie foliaire en des fragments de 5 mm de long. Ceux-ci sont ensuite placés dans des
tubes a essai contenant de I'eau distillée stérile. Apres agitation du tube a I'aide d’un vortex,
onpréléve 0,1 ml d’eau que I'on étale sur une boite de Pétricontenant del’eau gélosée a
1,5%. Les boites de Pétri sont ensuite incubées al'obscurité pendant 24 heureset a une
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température de 25°C. Les conidies germées sont ensuite repérées a I'aide d’'une loupe
binoculaire. Un explantat calibré de 5 mm abritant la conidie germée est prélevé puis
déposé dans une boite de Pétri contenant le milieu PDA (“Potato Dextrose Agar”) dont la
composition est indiquée ci-dessous :

Fomme de terre 200 g
Glucose (Dextrose) 209
Agar 20 g
Eau distillée q.2p. 1000 mi

Les différents isolats obtenus par culture monospore sont ensuite conservés a une
température de 4°C dans des tubes a essai contenant le milieu de culture suivant :

Fomme de terre 200 g
Agar 20 g
Eau distillée q.zp. 1000 mi

3.2.2. Etude de la variabilité des isolats de P. graminea :

28

Pour étudier la variabilité des isolats de P. graminea nous avons tenu compte de leur
sporulation in vitro sur deux milieux de culture différents V8JA (“V8 Juice Agar”) et BSEA
(“Barley Straw Extract Agar”), de leurs caractéres culturaux (type de croissance des
colonies, couleur du mycélium et du substrat), de leur croissance mycélienne sur milieu
PDA et de la mensuration de leurs conidies obtenues a partir de fragments foliaires incubés
en chambre humide.

3.2.2.1. Essai de sporulation in vitro de P. graminea :

La sporulation in vitro du P. graminea (production de conidies et de conidiophores) sur
divers milieux de culture semble varier d’'un isolat a l'autre (Sengupta et Singh, 1979 ;
GRBAVAC, 1981 ; BABADOOST et JONHSTON, 1998). Afin de déceler une éventuelle
variabilité des souches provenant de différentes régions algériennes, nous avons essayé
de les faire sporuler sur les deux milieux de culture V8JA et BSEA selon la méthode décrite
par BABADOOST et JONHSTON (1998).

Sporulation in vitro sur milieu V8JA : A partir de chaque isolat obtenu par culture
monospore, on préléve a 'aide d’'un emporte piéce et a la périphérie des colonies un disque
de 6 mm de diamétre que 'on transfére au centre d’'une boite de Pétri contenant le milieu
V8JA dont la composition est indiquée ci-dessous :

CaClosz E R |
v 150 ml
Agar 209
Eau distillée starile 1000 mi

Aprés incubation des cultures pendant 4 jours, a une température de 25°C et a
I'obscurité, les boites de Pétri sont ensuite exposées a des radiations proches UV pendant
24 a 36 heures et a une température de 24 £ 1°C. Aprés quoi, les cultures sont mises encore
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a incuber pendant 24 heures a une température comprise entre 10 a 20°C. L’absence ou la
présence des conidies et des conidiophores sont ensuite notées. Trois répétitions ont été
réalisées pour chaque isolat.

Sporulation in vitro sur milieu BSEA : A partir de chaque isolat obtenu par culture
monospore, on préléve a 'aide d’'un emporte piéce et a la périphérie de la colonie un disque
de 6 mm de diamétre que I'on transfére sous des conditions aseptiques dans des boites de
Pétri contenant le milieu BSEA dont la composition est la suivante :

Bouillon de paille d'arge mature™ A0 g

Crextrose 20 9
Agar 20 g
Eau distillée starile 1000 mi

* La préparation du bouillon de paille d’orge est indiquée dans I'annexe |I.

Les cultures sont ensuite incubées durant sept jours sous des radiations proches UV,
a une température de 22°C et sous une photopériode de 12 heures de lumiére et 12 heures
d’obscurité. Aprés cette incubation, on note 'absence ou la présence des conidies et des
conidiophores. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque isolat.

3.2.2.2. Caracteéres culturaux :

Pour I'évaluation des caractéres culturaux (type de croissance des colonies et couleur du
mycélium et du substrat), nous avons prélevé, a I'aide d’'un emporte piéce et a la périphérie
des colonies de chaque isolat obtenu par culture monospore, un disque de 5 mm de
diamétre que I'on transfert au centre d’'une boite de Pétri contenant un milieu de culture
PDA. Aprés une incubation de sept jours a une température de 25°C et a I'obscurité, on note
le type de croissance des colonies (cotonneux, pelucheux, compact, duveteux, spongieux
et ras) ainsi que la couleur du mycélium (vert, blanc, jaune, rouge ou noir) et du substrat
(rouge, noir, jaune, vert ou orange). Trois répétitions ont été effectuées pour chaque isolat.

3.2.2.3. Croissance mycélienne :

La croissance radiale de chaque isolat a été déterminée sur milieu PDA, a I'obscurité et sous
différentes températures (5, 10, 15, 20, 25, 30 et 35°C). A partir de chaque isolat obtenu
par culture monospore, nous avons prélevé a I'aide d’'un emporte piéce et a la périphérie de
chaque colonie un disque de 5 mm de diamétre que I'on place au centre d’une boite de Pétri
contenant un milieu de culture PDA. Trois répétitions ont été effectuées pour chaque isolat.
Des mesures quotidiennes de la croissance radiale des colonies exprimées en mm par jour
sont ensuite effectuées durant une semaine, a l'aide d’'une loupe binoculaire étalonnée.
Les valeurs obtenues ont fait 'objet d’'une analyse de la variance et un test LSD a 95% a
I'aide du logiciel Statgraphics version 5.1, 2001, afin de déterminer les groupes d’isolats qui
présentent les mémes caractéristiques de croissance mycélienne.

3.2.2.4. Mensuration des conidies :

En raison de la difficulté du P. graminea a sporuler sur milieu de culture artificiel, nous avons
cherché a produire des conidies “in vivo” pour la plupart des isolats dans des conditions
aussi homogeénes que possible. Pour cela, les mensurations ont été réalisées sur des
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conidies qui se sont différenciées en chambre humide sur des fragments foliaires. Ceux-ci
ont été préalablement découpés sur des limbes présentant les symptémes caractéristiques
de la strie foliaire, désinfectés a I'hypochlorite de sodium a 2% pendant 5 minutes afin
d’éliminer la microflore superficielle et rincés trois fois a I'eau distillée stérile. Les fragments
foliaires ainsi obtenus sont déposés pendant 2 jours a I'obscurité et a une température
de 25°C dans des boites de Pétri contenant du papier buvard humidifié. Aprés 48 heures
d’incubation, les conidies qui se sont formées sont prélevées a I'aide d’'une aiguille sous
une loupe binoculaire puis déposées dans une goutte d’eau stérile sur une lame porte
objet que I'on recouvre d’une lamelle. Les mensurations (longueur et largeur) des conidies
sont ensuite effectuées a l'aide d’'un microscope photonique étalonné. Les mesures de la
longueur et de la largeur ont été effectuées sur un échantillon de 20 conidies pour chaque
isolat ; les résultats obtenus ont été soumis a une analyse de la variance et a un test LSD
a 95% a l'aide du logiciel Statgraphics.

3.2.3. Test du pouvoir pathogeéne:
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Ce test a pour but d’étudier la variabilité pathologique des 18 isolats collectés dans les
différentes régions céréaliéres et d’évaluer le niveau de résistance a I'égard du P. graminea
de trois variétés d’orge : Saida 183, Rihane 03 et Minnesota 23.

3.2.3.1. Méthode d’inoculation artificielle des graines :

La technique d’inoculation que nous avons adoptée pour le test du comportement des
variétés d’orge est celle préconisée par HOUSTON et OSWALD (1948) développée par
MohaMmed et Mahmood (1973) et améliorée par Nilson (1975). Des graines de chaque
variété d’orge ont été stérilisées superficiellement pendant 5 minutes a I'aide d’'une solution
d’hypochlorite de sodium a 2% puis rincées trois fois a I'eau distillée stérile. Elles sont
ensuite séchées entre deux feuilles de papier buvard préalablement stérilisées. L’inoculation
proprement dite consiste a faire germer des graines d’orge entre deux couches de PDA
colonisées par du mycélium en croissance active de P. graminea (technique d’inoculation
dite en “sandwich”). Pour cela, on place dans chaque boite de Pétri 12graines de chaque
variété d'orge entre deux couches de PDA colonisées par le mycélium de P. graminea
(Fig. 3). Aprés 13 jours d’'incubation a I'obscurité et & une température de 4°C, les jeunes
plantules d’orge sont prélevées avec soin des boites de Pétri et transplantées dans des pots
en plastique de 27 cm de diamétre et de 30 cm de profondeur contenant un mélange de
sable, de terreau et de terre végétale (1/3 pour chaque constituant) qui a été préalablement
stérilisé pendant 2 heures a 120°C. Dix plantules sont transplantés dans chaque pot qui
représente ainsi une unité expérimentale (= microparcelle). Des graines témoins de chaque
variété d’orge ont été préparées de la méme facon que celles qui ont été inoculées, sauf
que leur germination s’est effectuée sur un milieu PDA ne contenant pas le mycélium de
P. graminea.

3.2.3.2. Dispositif expérimental :

Le test du pouvoir pathogéne a été réalisé selon un dispositif en bloc aléatoire complet avec
trois répétitions. Les différentes combinaisons variétés-isolats sont affectées aléatoirement
dans chaque bloc ce qui nous donne un total de 3 x 3 x 19 soit 171 pots. Un témoin non
inoculé de chacune des trois variétés d’orge a été également disposé dans chacun des trois
blocs (Figs. 4 et 5).
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3.2.3.3. Evaluation de la réaction des plants d’orge :

Les réactions des difféerentes variétés a I'égard des 18 isolats collectés nous a
permis également de réaliser un regroupement des isolats (dendrogramme) a l'aide
du logiciel Statgraphics. Ce dendrogramme tient compte de la classification décrite par
BENBELKACEM et al. (2000) qui considérent qu’un isolat est virulent lorsque le pourcentage
d’infection est supérieur a 15%, dans le cas ou il est inférieur a ce pourcentage, I'isolat est
considéré comme non virulent.

e des graines d’orge (technique d’inoculation dite en “sandwich’). (a) Graines
d’orges déposées sur un milieu PDA colonisé par le mycélium de P. graminea.
(b) Disposition des graines d’orge entre les deux couches de PDA colonisées
par le mycélium de P. graminea. (c) et (d) Germination des graines d’orges a

travers les deux couches de PDA. (e) Pot en plastique montrant les plants d’orge
issus de graines inoculées artificiellement par la méthode dite en “sandwich’.
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Figure 4 Plan du dispositif expérimental (Dg = Dreschlera
graminea, v1 = Saida, v2 = Rihane, v3= Minnesota 23, T : Témoin)
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Figure 5Dispositif expérimental sous serre. (a), vue générale. (b), vue d'un bloc.

3.2.4. Réaction de trois variétés d’orge a I’égard des composés
toxiques contenus dans les filtrats de culture de trois isolats de P.
graminea :

Les composés toxiques contenus dans les filtrats de culture de P. graminea sont capables
de reproduire les symptémes caractéristiques de la strie foliaire aprés leur infiltration dans
des feuilles d’'orge (ARAGONA et al., 1991 ; Haegi et al., 1994 ; Haegi et al., 1995 ; Haegi
et al., 2002 ; Haegi et al., 2004). La production de ces composés toxiques semble étre
en relation avec la virulence de l'isolat (Haegi et al.,, 1998). C’est dans ce contexte que
nous avons essayé de vérifier que I'effet des composés toxiques (comme par exemple la
longueur des nécroses induites par ces composés apres leur infiltration dans les limbes)
est proportionnelle a la virulence de l'isolat.

3.2.4.1. Choix des isolats de P. graminea :

Les composés toxiques contenus dans les filtrats de culture de trois isolats Dg10, Dg13
et Dg9 qui, lors du test du pouvoir pathogéne, se sont respectivement montrés virulent,
moyennent virulent et avirulent ont été testés sur les trois variétés d’orge : Saida 183, Rihane
03 et Minnesota 23 qui sont respectivement sensible, moyennement résistante et résistante
(BENBELKACEM, 2003).

3.2.4.2. Conditions de culture des isolats de P. graminea :

Les isolats Dg10, Dg13 et Dg9 issus de culture monospore ont été d’abord incubés sur
un milieu PDA pendant 7 jours a I'obscurité et a une température de 25°C. Aprés cette
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incubation, on préléve a la périphérie de chaque colonie un explantat de 6 mm de diamétre
que I'on ensemence, sous des conditions aseptiques, dans une fiole de 500 ml contenant
100 ml (1/5 du volume de la fiole) du milieu liquide de Tomas et Bockus (1987) modifié par
Haegiet al. (1994) (Annexes lll et IV). Ce milieu semble favoriser la production de composés
toxiques. La composition de ce milieu est indiquée ci-dessous :

Saccharose 99
Tartrate d'ammonium LT
MH MO, 19
K HFO, 19
MgS0 7 H. O 059
CaCl, 0,132 g
HNaCl 019
Fe30 xfH.O 12,23 mg
£ns0 x=fH.0 2.5 mg
hin Gl = 4H=0 2 mg
Eau distillée q.5p 1000 mi

Les cultures sur milieu liquide sont incubées pendant 25 jours a l'obscurité a une
température de 25°C, sans agitation. Un témoin non ensemencé est incubé dans les mémes
conditions. Afin d’obtenir une quantité suffisante de filtrat de culture, nous avons préparé
cinq fioles pour chaque isolat.

3.2.4.3. Filtration et concentration des filtrats de culture :

Le contenu des fioles contenant les cultures incubées durant 25 jours est agité
manuellement, puis filtré, sous des conditions aseptiques d’abord sur du papier filtre
ordinaire, ensuite sur du papier Whatman N°1. Les filtrats obtenus sont finalement passés
a travers un filtre millipore de porosité 0,22 uym afin d’éliminer toute trace de mycélium, puis
ils sont concentrés sous vide au 1/5 de leur volume initial a I'aide d’'un “rotavapor” a une
température de 50°C (Tomas et Bockus, 1987).

3.2.4.4. Précipitation et dialyse des composés toxiques :

Les filtrats de culture concentrés sont précipités pendant une nuit a une température de
-18°C avec 4 volumes d’une solution d’acétone a 50% puis centrifugés a 10 000 g durant
20 minutes. Le culot est séché a l'air libre afin d’éliminer toute trace d’acétone, puis il est
dilué dans 5 ml d’eau distillée stérile. La solution obtenue est dialysée pendant une nuit
a l'aide de boudins de dialyse dont la préparation est indiquée dans I’Annexe Il et dont le
pouvoir de rétention est de 10 000 Da. Les dialysats obtenus sont conservés a 4°C dans
des tubes coniques.

3.2.5. Vérification de I'activité phytotoxique des filtrats de culture
partiellement purifiés :
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La vérification de l'activité phytotoxique des filtrats de culture partiellement purifiés est
réalisée par leur infiltration dans les limbes foliaires des trois variétés Saida 183, Rihane
03 et Minnesota 23. Pour la variété Saida, l'infiltration a été réalisée a chaque étape de la
purification partielle (filtration, concentration et dialyse) des composés toxiques. Par contre,
pour les variétés Rihane et Minnesota 23, elle a été effectuée apres la dialyse des composés
toxiques contenus dans les filtrats de culture. Linfiltration des tissus a été réalisée au stade
trois feuilles a I'aide de I'appareil mis au point par Hagbord (1970) (Fig. 6a) qui permet
d’infiltrer les composés toxiques sans pour cela endommager I'épiderme de I'héte. Vingt
plants de chaque variété ont été infiltrés au niveau de la premiére feuille avec une quantité
de 20 pl de filtrat (Fig. 6b). Un témoin comportant vingt plants de chaque variété a été
infiltré avec 20 pl du milieu liquide non ensemencé. Les plants infiltrés sont ensuite placés
dans un phytotron sous une photopériode de 8 heures lumiére et 16 heures d’obscurité et
a une température de 21 + 1°C. Les symptdmes sont observés chaque jour et ceci jusqu’au
jaunissement totale des limbes foliaires.

3.2.6. Test de spécificité des composés toxiques contenus dans le
filtrat de culture :

Afin de tester la sélectivité des composés toxiques contenus dans les filtrats de culture de
lisolat le

Figure 6Technique de Hagbord utilisé pour l ‘infiltration des //mbes foliaires
par les composés toxiques contenus dans les filtrats de culture. (a) Appareil
d’Hagbord. (b) Infiltration du limbe foliaire d’un plant d’orge au stade trois feuilles.

plus virulent (Dg10), nous avons utilisé les espéces suivantes : Triticum durum L.,
Phaseolus vulgaris L., Vicia faba L.et Pisum sativum L. qui ne sont pas hotes du P. graminea.

Dix plants de chaque espéce végétale, ont été infiltrés au stade trois feuilles avec 20
pl de filtrat brut. L'infiltration a été réalisée a 'aide de I'appareil d’Hagbord (1970) dans le
cas du T. durum. En ce qui concerne P, vulgaris, , V. faba et P. sativum, elle a été effectuée
a l'aide d’une seringue, a raison de 2 ml de filtrat, au niveau de la nervure centrale de la
premiére feuille. Un témoin comportant dix plants de chaque espéce a été infiltré par un
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milieu liquide non ensemencé. Les plantes ainsi infiltrées sont ensuite déposées dans un
micro phytotron réglé a une température de 21 + 1°C et a une photopériode de 8 heures
de lumiére et 16 heures d’obscurité.
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4. RESULTATS ET DISCUSSION

4.1. ETUDE DE LA VARIABILITE DES ISOLATS DE P.
GRAMINEA

Pour I'étude de la variabilité des 18 isolats de P. graminea nous avons tenu compte des
critéres suivants : sporulation de 'anamorphe D. graminea sur les milieux de culture V8JA
et BSEA, caractéres culturaux (type de croissance des colonies, couleur du mycélium et du
substrat), croissance mycélienne radiale sur milieu PDA et mensuration des conidies. Les
caractéres morphologiques comme la croissance des colonies, la couleur du mycélium et
du substrat ainsi que la mensuration des conidies ont été traditionnellement utilisés pour
estimer le degré de variabilité des isolats de P. graminea (Arabi et al., 2002).

4.1.1. Sporulation in vitrode P. graminea :

La sporulation in vitro de 'anamorphe D. graminea a été réalisée sur les deux milieux de
culture V8JA et BSEA.

4.1.1.1. Sporulation in vitrosur milieu V8JA :

Aprés 8 jours d’'incubation sur le milieu V8JA et sous une lumiére proche UV, nous n’avons
constaté aucune sporulation chez tous les isolats a I'exception de Dg6 ou nous avons
remarqué la présence de quelques conidies (Tableau IX). Ce milieu semble donc montrer
certaines limitations. En effet, 'anamorphe D. graminea exhibe une croissance trés faible
sur ce milieu ou presque tous les isolats n’ont pas du tout formé de conidies, méme s’ily a
eu différenciation de conidiophores. En outre, au niveau de l'isolat Dg6, le nombre de spores
produites est relativement trés faible. Ces observations sont conformes a ceux rapportés
par BABADOOST et JOHNSTON (1998) qui ont également constaté que le milieu V8JA ne
favorise ni la croissance mycélienne, ni la sporulation de 'anamorphe D. graminea.

4.1.1.2. Sporulation in vitrosur milieu BSEA :

En ce qui concerne le milieu BSEA et sous les conditions d’incubation suivantes : lumiére
proche UV, température = 22°C et alternance de lumiéere et d’obscurité (12/12 heures),
nous avons remarqué au niveau des isolats Dg3, Dg6, Dg10, Dg16 et Dg18 la présence de
conidiophores et de conidies en quantité relativement abondante (Tableau 1X). Par contre,
nous n’avons constaté sur les isolats Dg1, Dg2, Dg4, Dg5, Dg7, Dg8, Dg9, Dg11, Dg12,
Dg13, Dg14, Dg15 et Dg17 que la présence de quelques conidiophores et une absence
totale de conidies. La sporulation s’est montrée variable non seulement entre isolats issus
de régions différentes mais également entre ceux qui proviennent d’'une méme localité. A
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titre d’exemple, les isolats Dg3 et Dg4 originaires de la wilaya de Guelma ont montré des
com-

MILIE U WE1A MILIEU BSEA
ISOLATS
COHIDIOFHORES COHIDIES CONIDIOFHORES CONIDIES

g1 + - + -
g2 + - ++ -
b2 + - + ++
Crgd - - + -
g5 - - + -
[ gt ++ + +++ +++
Crgy + - + -
[rgs + - + -
[rg9 - - ++ -
0 + - ++ ++
Lgi1 + - ++ -
g1z + - + -
g1z - - ++ -
14 + - +++ -
g5 + - ++ -
g6 + - +++ ++
g7 - - ++ -
gis ++ - +++ +

TABLEAU IX Sporulation in vitro de 'anamorhe
D. graminea sur les milieux de culture V8JA et BSEA.

12 La sporulation est appréciée par la présence de conidiophores et de conidies
dans les deux milieux, — = absence de sporulation, + = trés faible sporulation, ++ = faible
Sporulation, +++ = sporulation appréciable.

portements différents. En effet, l'isolat Dg3 a sporulé sur le milieu BSEA alors que
Dg4 a exhibé un développement mycélien sans la formation de conidies. Ces résultats
sont également conformes a ceux rapportés par BABADOOST et JONHSTON, (1998).
Le bouillon de paille d’'orge mature contenu dans le milieu BSEA ainsi que les conditions
d’'incubation (température et lumiére) semblent induire une sporulation de 'anamorphe D.
graminea. Ceci suggeére que le bouillon de paille d’orge semble contenir certains composés
qui stimulent la sporulation de ce champignon. La présence de ces composés a été
également constatée dans le bouillon de paille de riz incorporé au milieu PDA ou ce
champignon a sporulé (SENGUPTA et SINGH, 1979).

4.1.2. Caractéres culturaux :
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Les caractéres culturaux (type de croissance des colonies, couleur du mycélium et du
substrat) sur milieu PDA sont indiqués dans le tableau X.

ISOLATS TYPE OE CROISSANCE COULEUR OU MYCELIUM COULEUR DU SUBSTRAT
Dyl cotonneus vert clair vert
D2 cotonneus blanc vert
Doa cotonneus vert clair vert
Digd cotonneusx orange jaune
Digys cotonneusx rose vert
Do cotonneus vert foncé arange
Doy cotonneus vert foncé vert
Dy cotonneus blanc jaune
Dga cotonneusx arange jaune
D10 cotonneus vert vert
Dy ras vert vert
Dgl2 cotonneus ver vert
D13 cotonneusx rose vert
Dot4 cotonneus vert vert
Dog1s cotonneusx orange jaune
Dogl6 ras blanc vert
Doty cotonneus vert vert
Dgla ras ver vert

TABLEAU XCaractéristiques culturales des 18 isolats de P. graminea.
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Figure 7Variabilitédes caracteres culturaux de quelques isolats de P.
graminea. (a) Isolat Dg7 montrant une coloration vert foncé du mycélium. (b)
Isolat Dg5 montrant une coloration rose du mycélium. (c) Isolat Dg4 montrant

une coloration orange du mycélium. (d) Isolat Dg16 montrant une coloration
blanchéatre du mycélium. (e) Isolat Dg2 montrant une croissance mycélienne
du type cotonneux. (f) Isolat Dg8 montrant une coloration jaune du substrat.

Les 18 isolats ont exhibé deux types de croissance des colonies : ras (Dg11, Dg16,
Dg18) et cotonneux (Dg1, Dg2, Dg3, Dg4, Dg5, Dg6, Dg7, Dg8, Dg9, Dg10, Dg12, Dg13,
Dg14, Dg15 et Dg17). La couleur du mycélium s’est montré orange (Dg4, Dg9 et Dg15),
rose (Dg5 et Dg13), verte (Dg1, Dg3, Dg6, Dg7, Dg10, Dg11, Dg12, Dg14, Dg17 et Dg18) et
blanche (Dg2, Dg8 et Dg16) (Fig. 7). La coloration exhibée par le substrat est généralement
verte pour tous les isolats a I'exception de Dg4, Dg8, Dg9 et Dg15 ou elle est jaune et de Dg6
ou elle est orange. Cette variabilité des caractéres culturaux a été constatée par plusieurs
auteurs (Gatti et al., 1992 ; Zriba et Harrabi, 1995 ; ARABI et al., 2002 ; Benslimane, 2003).
Elle semble étre due soit a la nature du milieu de culture, soit a des différences génétiques
entre les isolats provenant de régions différentes (ARABI et al., 2002). LEUNG et al.
(1993) ont attribué cette variabilité génétique a plusieurs facteurs comme les modifications
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dues a des mutations ou a des recombinaisons parasexuées ou comme les migrations du

pathogéne vers d’autres régions géographiques.

4.1.3. Croissance mycélienne radiale

Les moyennes de la croissance radiale journaliere des 18 isolats a différentes températures
sont indiquées dans le tableau XI.

TEMPERATURES

[S0OLATS

a°C 10°C 1i°C 20°C 23"c a0°c °C
Dg1 1,30 2,10 4,20 4,60 5,20 2,03 0,28
Og2 1,25 2,20 270 4,47 4,77 383 0,44
Dy 0,52 2,00 4,45 622 4,07 383 027
Dg4d 1,14 1,20 1,62 4,44 5,77 2.4 0,44
D4 0,97 1,00 1,25 4,16 5,20 1,41 0.
D 0,26 2,10 4,60 4,70 4,20 2.55 0,20
Dg7? 1,02 1,70 233 4 G 4,83 2m 0.
Dga 0,26 2,40 4,00 4,20 4,74 1,86 0,50
(s ] 0,745 1,90 4,70 4,02 5,22 0,94 033
oo 225 220 4 Gifi 4,44 5,83 4,55 1,16
Dgti 2,05 210 4,45 4,16 5,83 4,44 1,08
Dglz 1,72 210 4,41 625 5,61 G, 16 1,70
Dgt3 1,50 2,00 437 4,00 5,28 637 148
Dgt4 0N 220 4,33 627 5,55 4,44 1.4
Dgt4 0 G 1,50 325 327 4,55 627 1.4
Dl 1,36 2,450 4 Gifi 4,14 5,72 6.93 1M
Dglt? 1,08 210 4,450 483 5,63 4,41 0,45
Dg1d 0,20 2,10 4,745 647 5,08 4 63 1.00

TABLEAU Xl Moyennes de la croissance radiale
en mm/j des isolats a différentes températures

La température optimale de croissance radiale se situe a 20°C pour les isolats Dg1,
Dg3 et Dg8, a 25°C pour Dg2, Dg4, Dg5, Dg6, Dg7, Dg9, Dg10, Dg11, Dg13, Dg14, Dg17 et
Dg18 et a 30°C pour Dg12, Dg15 et Dg16. Pour tous les isolats, la croissance mycélienne
est inhibée a 35°C (Figs. 8a, b, c). La croissance radiale maximale (6,16 mm/j) est exhibée
par l'isolat Dg12 a 30°C alors que celle minimale (0,27 mm/j) est donnée par Dg3 a 35°C
(Tableau Xl).Linteraction isolat — température s’est montré extrémement variable ; a titre
d’exemple, la croissance mycélienne de Dg7 est lente jusqu’a 15°C alors que celle de Dg12

est presque linéaire (Fig. 8b).

L'analyse de la variance pour le parametre croissance radiale journaliére montre une
différence trés hautement significative pour les deux facteurs température et isolat (Tableau
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XII). Cette différence de la croissance radiale journaliére pour le facteur isolat refléte la
variabilité qui existe entre les différentes souches originaires de différentes régions de
culture d’orge, alors que celle du facteur température indique l'effet de celle-ci sur la
croissance mycelienne du pathogéne.

SOURCE DE YARIANCE SCE 0OL CAREE MOYEM TESTF FRO E=]
TOTAL WAR 443,345 124

VAR FACTEUR A 74216 17 220126 2,53 o000  THS
WAR FACTEUR B 44,005 a] 57,3342 1,93 ooo0 THS
VAR RESIDUELLE G2, 899065 101 0.5622869

T ableau XllAnalyse de la variance pour les deux facteurs (isolat et température)
Facteurs : A = Isolats, B = Température

Le test LSD a 95% réalisé sur la base de la croissance radiale journaliére exprimée en
mm/j des isolats, nous a permis de les classer en 12 groupes homogénes chevauchants
(Tableau XIII). D’apres ce test, il ne semble pas y avoir une relation entre la croissance
mycélienne des isolats et leurs origines géographiques. En effet, le groupe A comporte
un seul isolat Dg5 qui est originaire de la wilaya de Bouira et qui se caractérise par une
croissance mycélienne trés lente alors que le groupe G limité au seul isolat Dg10 et ayant la
méme origine montre une croissance mycélienne trés rapide. Le groupe CDEFG renferme
des isolats qui proviennent des régions sublittorales (Dg14 et Dg17) et littorales (Dg18).
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Figure 8Moyennes de la croissance radiale journaliere (mm/
J) a différentes températures des 18 isolats de P. graminea. (a) isolats
Dg1, Dg2, Dg3, Dg4, Dg5, Dg6. (b) isolats Dg7, Dg8, Dg9, Dg10,
Dg11, Dg12. (c) isolats Dg13, Dg14, Dg15, Dg16, Dg17 et Dg18.
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ISOLATS GROUPES HOMOGENES
Dg 5 A

g7 A B

g4 A B

[gd A B

Dgl5 ABC

D ABC

Dg2 ABCD

DS BCDE
g3 BCDEF
D BCDEF G
Dgi7 CDEF &
Dgid CDEF &
Dg1s CDEF &
Dg13 DEF &
g1 EF &
Dgl6 EF &
D12 F
g0 3

T ableau XllIClassement selon le test LSD a 95% des moyennes
de la croissance radiale journaliére exprimées en mm/jour des isolats

Le test LSD a 95% réalisé sur la base de la croissance radiale journaliére pour les
différentes températures (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35°C) permet de classer celles-ci en quatre
groupes homogeénes (Tableau XIV) :

[1Groupe A : Températures 35°C et 5°C ou la croissance mycélienne de tous les isolats
est inhibée.

[1Groupe B : Température 10°C ou la croissance mycélienne est lente pour 'ensemble
des isolats.

[IGroupe C : Températures 30°C et 15°C ou la croissance mycélienne est relativement
rapide.

[IGroupe D : Températures 20°C et 25°C ou la croissance mycélienne est optimale
pour la plupart des isolats.
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TEMFERATURES GROUFES HOMOGEMES

25 )

] A

10 B

a0 C

15 C
20 o
25 r

T ableau XIVClassement selon le test LSD a 95% des températures par
rapport a la croissance radiale journaliere exprimée en mm/jour des isolats.

Les isolats de P. graminea collectés a travers différentes régions algériennes de
culture d’orge présentent une grande variabilité dans leur croissance radiale journaliére.
Cette variabilité dans la croissance mycélienne des isolats a été également constatée par
plusieurs auteurs (Gatti et al. 1992 ; ZRIBA et HARRABI, 1995 ; ARABI et al., 2002 ;
BENSLIMANE, 2003). Selon Gatti et al. (1992), la croissance mycélienne d’un isolat donné
semble avoir une relation avec le degré de virulence. En effet, les isolats qui se caractérisent
par une croissance mycélienne lente semblent posséder un degré de virulence moyen ou
faible.

4.1.4. Mensuration des conidies de D. graminea :

Les mensurations des conidies (longueur et largeur) des isolats de D. graminea collectés
a travers les différentes régions algériennes sont indiquées dans le tableau XV. Pour
'ensemble des isolats étudiés, les mensurations maximales et minimales de la longueur et
de la largeur sont respectivement de 49,2 um (Dg11) 11104 ym (Dg1 et Dg5) et 10,4 ym
(Dg7 et Dg9) 120,8 um (Dg1, Dg13 et Dg16).

L'analyse de la variance des mensurations des conidies montre une différence trés
hautement significative pour le facteur longueur des conidies et non significative pour le
facteur largeur. Ceci indique que les 18 isolats montrent une certaine variabilité au niveau
de la longueur des spores (Tableau XVI).
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ISOLATS MEMNSURATIONS DES COMNIDIES [pm)
g1 G240-10400 = 13,00 -20.50
gz G200 - 6750 = 12,018,220
g3 5200 - 6780 = 12,00 1580
Cgd FO20— 9220 = 13,00-1220
g5 FEA0 0400 = 43,00 - 15,60
Laf G500 - 92,81 153,00 = 13,20
Lg?v G750 —91,00 10,90 — 15,80
g2 50,20 — 20,80 12,00 - 12,20
L9 5200 — 22,90 10,90 — 15,580
g0 5200 — 94,00 12,00 — 12,20
g1 4920 - 95,10 13,00 = 15,80
g1z G G0 — 95,10 13,00 = 1580
g13 G240 — 72,00 13,00 = 20,20
Lg1d G750 —22.40 12,00 - 15,80
[g15 G240 — 91,00 12,00 - 15,80
g6 G750 — 91,00 12,00 — 20,20
Lgl1y G500 —25.20 1300 — 15,80
g15 SYZ0-532 13,00 = 15,80

Tableau XVMensurations des conidies de D. graminea (en um).

TEMFERATURES

GROUFES HOMOGEMES

25

10
a0
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T ableau XVIAnalyse de la variance des mensurations des
conidies de D. graminea pour les facteurs : longueur et largeur.

Facteurs : A = longueur des spores, B = largeur des spores.

Le test LSD a 95% basé sur le facteur longueur des spores permet de classer les
isolats de P. graminea en 12 groupes homogenes chevauchants (Tableau XVII). Le groupe
A comporte un seul isolat Dg3 (Guelma) qui a exhibé la plus petite longueur moyenne alors
que le groupe H qui comporte également un seul isolat Dg5 (Bouira) montre la plus grande
longueur moyenne des spores.

[SOLATS MEMNSURATIONS DES COMNIDIES [pm)
a1 G240—10400 = 12,00 - 2020
L2 5200 - 6780 = 12,00 12,20
L3 5200 - 6750 = 13,015,680
L FO20— 9320 = 13,00 - 18,20
Lgs 754010400 = 13,00- 1560
[E¥u[a] G500 -93680 = 13,00-13.220
Lg? GrE0—91,00 = 10490- 15680
L= f920-2080 = 13,00-1220
(e =] S200—923.80 = 10,490 - 1560
g0 S200-91.00 = 13,0-153.20
Lg11 20 -850 = 13,0- 1580
Lg12 GrE0—-95.0 = 12,00 15680
Lg13 G240 —-72,00 = 13,00-2020
Cg14d BFE0—22,490 = 13,00-1580
Lg1S G240 —-91,00 = 43,00-— 1550
D16 G7E0—-91.00 = 13,0-2050
Lg17r G500 - 2580 = 1300 - 1581
Lg18 Sr20-322.20 = 12,0- 1580

T ableau XVII Classement selon le test LSD a 95% des longueurs
moyennes des spores (en um) des 18 isolats de P. graminea.

La variabilité des mesures biométriques des conidies des isolats étudiés indique une
certaine diversité dans les populations de ce pathogéne. La comparaison des mensurations
des conidies des isolats avec celles données par d’autres auteurs (ZILLINSKY, 1983 ;
MATHRE, 1997) indiquent également une variabilité de la longueur par rapport a la largeur
qui est presque constante. Ces mensurations permettent certainement de distinguer D.
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graminea des autres espéces du genre Drechslera, mais ce critere demeure insuffisant pour
faire une discrimination entre les différents isolats (RAPILLY et PONCHET, 1962).

4.2. Etude du pouvoir pathogéne des isolats et du
comportement variétal :

L’étude du pouvoir pathogéne et du comportement variétal a été respectivement réalisé sur
18 isolats de P. graminea et sur les trois variété d’orge : Saida, Rihane et Minnesota 23.

4.2.1. Pouvoir pathogéne des isolats :

L'incidence moyenne (exprimée en %) de la strie foliaire provoquée par les 18 isolats de P.
graminea sur les trois variétés d’orge est indiquée dans le tableau XVIII. Les pourcentages
d’infection (moyens) provoqués par chaque isolat sur les variétés d’orge sont représentés
par la figure 9.
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“WARIETES
ISOLATS
MINMESOTA 232 RIHAME SAlDA
Cg1 01,92 2701 28,86
Lg2 12 .65 2771 21,76
Cg3 00,00 22,90 2353
Cgd 00,00 oo,00 26,01
Cg5 00,00 00,00 20,33
(B ]ai 00,00 40,97 5251
Lg7 00,00 10,52 2812
g2 00,00 gq,23 51,10
Cga 00,00 oo,00 17,492
Cg10 29,33 G002 100,00
Cg11 05,21 40,96 g1,02
g1 16,32 57,90 27,30
g3 00,00 14,23 26,560
Cg1d 00,00 00,00 2522
Lg15 00,00 01,72 04,90
Lg16 00,00 o724 2882
Lg17 00,00 d2.93 5252
g 00,00 16 66 21,46
Témain 00,00 00,00 00,00

T ableau XVillincidence moyenne (exprimée en %) de la strie foliaire sur les
trois variétés d’orge inocu-lées artificiellement par les 18 isolats de P. graminea.

" de plants

infectes

1001

Isolats

O he=

H Fhane

0O Sada
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Figure 9incidence moyenne provoquée par chaque isolat de P.
graminea sur les trois variétés d’orge (Saida, Rihane et Minnesota 23).

Les pourcentages moyens d’infection causés par les différents isolats sur les trois
variétés varient de 0% a 100%. L'isolat Dg10 montre des pourcentages moyen d’infection
assez élevés qui sont de 24,83% pour Minnesota 23, 60,02% pour Rihane et 100% pour
Saida. Par contre, l'isolat Dg9 a exhibé des pourcentages moyens d’infection relativement
faibles qui sont de 0% pour Minnesota 23, 0% pour Rihane et 17,42% pour Saida.

L'analyse de la variance des pourcentages d’infection transformés en arc sin montre
une différence trés hautement significative pour les deux facteurs isolats et variétés (Tableau
XIX). Cette différence refléte d’'une part une variation dans I'agressivité des isolats et d’autre
part une différence dans leur virulence a I'’égard des trois variétés d’orge.

SOURCE DE WARIANCE SCE ooL CAREE MOYEM TESTF FRO 5
TOTAL WAR 20,6529 161

WAR FACTELUR A 702513 17 0,466184 249,46 0000 THS
wAaR FACTEUR B o027 2 5,018 262,00 0000 THS
AR RESIDUELLE 2.,708149 142 0.019057

Tableau XIXAnalyse de la variance des pourcentages d’infection
transformés en arc sin provoqués par les isolats sur les trois variétés d’orge

Facteurs : A = Isolats, B = Variétés

Le test LSD a 95% réalisé sur la base de l'incidence moyenne a permis de répartir
les isolats en 13 groupes homogénes chevauchants (Tableau XX) qui laissent supposer
I'existence d’'une grande variabilité du pouvoir pathogéne des isolats qu’ils soient issus d’une
méme ou de différentes régions comme, par exemple, Dg5 et Dg10 qui sont originaires de la
wilaya de Bouira et qui montrent respectivement des niveaux de virulence faibles et élevés.
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ISOLATS GROUFPES HOMOGEMNES

[rgd A

[rg5 A B

Dgid ABC

[rge ABC

[rg15 ABCD

Drg16 BCDE

[g? CDE

Drg1s o E
[gl3 E

[rg3 EF
[rgd F
[ F
[rg2 F
[rgs F
Dg17 F
Lrg1 e
[rgi2 H
[rg10 |

T ableau XXClassement des isolats de P. graminea par rapport
a leur incidence moyenne (exprimée en %) selon le test LSD a 95%.

La virulence des isolats a I'égard des trois variétés d’'orge a été également évaluée en
considérant qu’un isolat est virulent (= V) lorsque le pourcentage d’infection est supérieur
a 15%, dans le cas ou il est inférieur a ce seuil d’'incidence limite, il est considéré comme
avirulent (= AV) (BENBELKACEM et al., 2000) (Tableau XXI)
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WARIETES
ISOLATS
MINNESOTA 23 RIHAME SAIDA
bgd Ao W2 %
D2 Py W W
L3 P Y Y
Do A0S A W
Dg5 S A0S W
gt P W W
Lg7 P A Y
Dgs S W W
g P P W
Lg10 Y Y Y
Dg11 A0S i W
Lg12 W W W
Lg12 P A Y
Da1d A0S A W
Dg15 Py P W
D16 P A Y
Da17 A0S i W
Dg12 Py W W

T ableau XXlIEvaluation de la virulence des 18
isolats de P. graminea a I'égard des trois variétés d’orge.

AV1 = avirulent,V2 = virulent

Tous les isolats se sont montrés virulents a I'égard de la variété Saida (Tableau XXI).
Dix isolats (Dg1, Dg2, Dg3, Dg6, Dg8, Dg10, Dg11, Dg12, Dg17 et Dg18) se sont avérés
virulents a I'encontre de la variété Rihane. Les isolats (Dg10 et Dg12) se sont montrés
virulents a I'égard des trois variétés d’orge. Il est a noter également que si I'on se réfere a
la croissance radiale journaliére des isolats (voir Tableau Xl), on constate que ceux qui ont
une croissance mycélienne rapide montrent un degré de virulence élevé. C’est ainsi que
l'isolat Dg10 qui a exhibé une croissance mycélienne rapide s’est révéle le plus virulent. Par
contre, les isolats Dg5 et Dg9 qui ont montré une croissance mycélienne lente ont montré
des degrés de virulence relativement bas. Ces résultats confirment ceux de GATTI et al.
(1992) qui suggeérent que les isolats qui ont une croissance mycélienne lente ont montré
un niveau de virulence faible.

Le dendrogramme établi sur la base des carrés des distances euclidiennes de la
virulence des isolats fait ressortir trois ensembles (Fig. 10) :

[lEnsemble 1: constitué par les isolats Dg1, Dg2, Dg3, Dg6, Dg8, Dg11, Dg17 et Dg18
qui se sont montrés virulents a I'égard des variétés Saida et Rihane.



4. RESULTATS ET DISCUSSION

[JEnsemble 2 : comportant les isolats Dg4, Dg5, Dg7, Dg9, Dg13, Dg14, Dg15 et Dg16
qui se sont avérés les moins virulents puisqu’ils se sont attaqués uniquement a la variété
Saida.

[JEnsemble 3 : renfermant les isolats Dg10 et Dg12 qui se sont montrés virulents a
I'égard des trois variétés.

Carrés des dstances euclidennes
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Figure 10Dendrogramme de la virulence des
18 isolats inoculés sur les trois variétés d’orge.

Le dendrogramme ci-dessus montre que les isolats qui proviennent d’'une méme région
géographique peuvent montrer des réactions différentes vis-a-vis des trois variétés d’orge.
L'isolat Dg6, par exemple, qui est originaire de Beni Mestina (Constantine) s’est montré
virulent sur les variétés Saida et Rihane, alors que l'isolat Dg7 qui provient d’une localité
trés proche [Ain Abid (Constantine)] de la précédente ne s’est avéré virulent que sur la
variété Saida. Cet exemple montre qu’il existe une certaine diversité dans les populations
de P. graminea et ceci au sein d’'une méme localité mais également au niveau de régions
différentes.

Le test du pouvoir pathogéne met en évidence une variabilité de la virulence et de
I'agressivité des isolats de P. graminea collectés a travers différentes régions algériennes.
Cette variabilité qui a été constatée par plusieurs chercheurs (CHRISTENSEN et GRAHAM,
1934 ; MOHAMMED et MAHMOOQOD, 1973 ; GATTI et al, 1992 ; TUNALI, 1995 ; ARABI et
JAWHAR, 2003, BENBELKACEM, 2003 ; BENSLIMANE, 2003) a conduit certains auteurs
(Christensen et Graham, 1934 ; MohammEd et Mahmoud, 1973 ; Singh et Saksena, 1973 ;
MohammEd et Mahmoud 1976 ; Tekauz, 1983 ; NQ@rgaad-Knudsen, 1986 ; Gatti etal.
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1992 ; Delogu et al 1995 ; Cetinsoy, 1995 ; Benbelkacem, 2000) a suggére I'existence de
races physiologiques chez ce champignon alors que d’autres (HAEGI et al., 1998) pensent
que les isolats sont seulement variables dans leur virulence et dans leur réaction vis-a-vis
des variétés d’'orge. C’est ainsi que VADERPLANK (1984) pense que la variabilité dans le
pouvoir pathogéne des isolats pourrait étre attribuée a I'existence de plusieurs génes de
virulence qui opérent dans le pathogéne.

4.2.2. Comportement des variétés d’orge a I’égard des isolats :

54

Les premiers symptémes de la strie foliaire se sont manifestés au stade trois feuilles d’abord
sur la variété Saida puis sur Rihane au niveau des isolats Dg10, Dg12, Dg11 et Dg17. Ces
symptdbmes se sont traduits par I'apparition de stries jaunatres internervaires de 2 cm de
long. Celles-ci s’étendent ensuite sur toute la longueur du limbe foliaire (Fig. 11a). Au stade
fin tallage, les stries prennent une coloration marron foncé au niveau des limbes foliaires des
variétés Saida et Rihane qui ont manifesté également un nanisme et un nombre de talles
réduit par rapport aux plants t¢émoins non inoculés. En outre, les limbes foliaires de la variété
Saida se sont desséchés complétement juste avant le stade épiaison au niveau des plants
inoculés par les isolats Dg10, Dg12, Dg11 et Dg17 (Fig 11b). En ce qui concerne la variété
Minnesota 23, I'apparition des symptédmes ne s’est manifestée que tardivement (au stade
montaison) et uniquement sur les plants inoculés par les isolats Dg1, Dg2, Dg10, Dg11 et
Dg12 (Fig. 11c). Tous les plants de la variété Minnesota 23 inoculés par les différents isolats
n‘ont pas montré une réduction de la taille et du nombre de talles comparativement aux
témoins. Les plants témoins non inoculés n’ont manifesté aucun symptéme (Fig. 11d).

Figure 11Symptémes de la strie foliaire sur les plants d’orge inoculés
artificiellement par les isolats. (a) Stries jaunatres sur les limbes foliaires
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de la variété Saida. (b) Desséchement des limbes foliaires de la variété
Saida juste avant I’épiaison (c) Stries apparues au stade montaison sur
les limbes foliaires de la variété Minnesota 23 (d) Témoin non inoculé.

Les incidences moyennes (exprimées en %) de la strie foliaire provoquées par les
isolats sur les trois variétés d’orge, qui sont indiquées dans le Tableau XVIII, montrent que
la variété Saida s’est montrée la plus sensible et a exhibé des pourcentages d’infection
qui varient entre 17,42% a 100%. La variété Rihane qui s’est avérée moins sensible que
la variété Saida s’est caractérisée par des pourcentages d’infection variant entre 0 % et
60,02%. Enfin, la variété Minnesota 23 qui a montré une certaine résistance a I'égard des
différentes souches a exhibé des pourcentages d’infection variant de 0% a 24,83%.

Les réactions des trois variétés (résistante ou sensible) a I'égard des 18 isolats de P.
gramineasont indiquées dans le Tableau XXII. Une variété est dite résistante lorsque le
pourcentage d’infection par pot est inférieur a 15%, si par contre il est supérieur a ce seuiil,
elle est dite sen-

VARIETES
ISOLATS
MINNESOTA 25 RIHANE SAIDA
g R 5 5
g2 R 5 5
g3 R 5 5
g4 R R 5
[rg5 R R 5
[gh R 5 5
g7 R R 5
g3 R 5 5
[g2 R R 5
g0 5 5 5
g1 R 5 5
Dglz 5 5 5
Dg13 R R 5
Dgl14 R R 5
Dg15 R R 5
Dgih R R 5
Dgi7 R 5 5
Dg1g R 5 5

T ableau XXlIRéaction (R = résistant, S = sensible) des
trois variétés d’orge a I'égard des 18 isolats de P. graminea.

sible (BENBELKACEM et al., 2000). La variété Saida s’est montrée sensible a tous
les isolats testés. Elle a exhibé une grande sensibilité vis-a-vis de lisolat Dg10 ou le
pourcentage d’infection par pot est de 100% et ou les limbes foliaires se sont desséchés
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complétement au stade fin tallage. La variété Rihane qui a montré un comportement
intermédiaire s’est révélée résistante a huit isolats (8R/10S). La variété Minnesota 23 s’est
avérée la plus résistante a tous les isolats testés a I'exception de Dg10 et Dg12. Ce caractére
de résistance de la variété Minnesota 23 a été signalé par plusieurs auteurs (BOULIF et
WILCOXSON, 1988; BENBELKACEM, 2003). Selon BOULIF et WILCOXSON, (1988) la
résistance de la variété Minnesota 23 semble étre conditionnée par un seul géne dominant
et de ce fait elle pourrait étre utilisée comme parent dans les croisements visant a améliorer
la résistance des génotypes d’orge notamment les variétés Saida et Tichedrett qui sont
largement cultivées en Algérie et qui sont en méme temps trés sensibles a la strie foliaire.

Le comportement des trois variétés indiqué par les pourcentages d’infection est
corroboré par la durée de temps comprise entre I'inoculation et I'apparition des premiers
symptdbmes de la maladie. Cette durée ou période de latence semble avoir une relation d’une
part avec la virulence de lisolat et d’autre part avec la résistance de la variété (ZADOKS
et SCHEIN, 1979 ; LEPOIVRE, 2003). Dans notre essai, la période de latence a différé
d’une variété a l'autre et d’'un isolat a I'autre. En effet, I'apparition des premiers symptémes
s’est manifestée au stade trois feuilles d’abord sur les plants de la variété Saida puis
ceux de Rihane inoculés par les isolats Dg10, Dg12, Dg11 et Dg17. Par contre chez la
variété Minnesota 23 qui a montré un certain degré de résistance a I'égard des isolats, les
symptdbmes se sont manifestés beaucoup plus tardivement, au stade montaison.

4.3. RéactionS des variétés d’orge a I’égard des
composés toxiques contenus dans les filtrats de
culture :

Les composés toxiques contenus dans les filtrats de culture des isolats Dg10, Dg13 et Dg9,
qui se sont respectivement montrés virulent, moyennement virulent et non virulent lors du
test du pouvoir pathogéne ont été infiltrés au niveau du limbe foliaire des variétés Saida,
Rihane et Minnesota 23, qui se sont respectivement révélées sensible, moyennement
résistante et résistante. Linfiltration des composés toxiques a été réalisée au stade trois
feuilles ou les plantules sont extrémement réceptives.

Les composés toxiques contenus dans les filtrats de culture des isolats Dg10, Dg13 et
Dg9 gardent leurs caractéristiques aprés leur filtration, leur concentration, leur précipitation
et leur dialyse, confirmant ainsi les résultats obtenus par Haegi et Porta-Puglia (1995) qui
indiquent que ces composés sont précipitables par I'acétone et ont un poids moléculaire
supérieur a 10 000 Da.

Les dialysats des filtrats de culture des isolats Dg10, Dg13 et Dg9 induisent, aprés
infiltration dans les limbes foliaires des trois variétés Saida, Rihane et Minnesota 23,
I'apparition de symptomes typiques de la strie foliaire confirmant ainsi I'effet phytotoxique
de ces composés (HAEGI et al., 1994 ; HAEGI et PORTA-PUGLIA, 1995 ; HAEGI et al,,
1998 ; HAEGI et al., 2002 ; BENSLIMANE, 2003 ; HAEGI et al., 2004).

4.3.1. Réaction de la variété sensible Saida a I’égard des composés
toxiques contenus dans les filtrats de culture :

56



4. RESULTATS ET DISCUSSION

Les filtrats de culture bruts et concentrés de I'isolat Dg10 (virulent) induisent au bout de cing
jours apres leur infiltration la formation de stries jaunatres qui s’étalent sur toute longueur
du limbe de part et d’autre de la zone d’infiltration (Figs.12, 1a et 1b). Les dialysats de ce
méme isolat entrainent la formation de stries au bout de 48 heures seulement aprés leur
infiltration. Ces stries d’abord jaune clair s’étendent parallélement aux nervures puis elles
prennent une coloration marron foncé (Fig.12, 1c).

En ce qui concerne l'isolat Dg13 dont la virulence est intermédiaire, les filtrats brut
et concentré induisent, au bout de sept jours aprés leur infiltration, la formation de stries
jaunatres de 3 cm de long, paralléles aux nervures (Figs.12, 2a et 2b). Les dialysats de
cette isolat entrainent, au bout de trois jours aprés leur infiltration, I'apparition de stries de
2,5 cm de long, de couleur jaune foncé, paralléles aux nervures. Ces stries se nécrosent
par la suite (Fig.12, 2c).

Les filtrats de culture bruts et concentrés de l'isolat Dg9 qui s’est montré le moins
virulent induisent, au bout de huit jours aprés leur infiltration, la formation de petites stries
jaunatres d’environ 1 cm de long (Figs. 12, 3a, 3b). Les dialysats de cet isolat ont provoqué
I'apparition de petites stries de 1,5 cm de long, jaune foncé, paralléles aux nervures au
bout de quatre jours. Ces stries deviennent nécrotiques par la suite (Fig.12, 3c). Les plants
témoins de la variété Saida infiltrés par des filtrats de culture provenant d’'un milieu de culture
non ensemencé n’ont manifesté aucun symptéme (Figs.12, 1d, 2d et 3d).

Les dialysats induisent la formation des stries foliaires beaucoup plus rapidement que
les filtrats de culture bruts et concentrés. En effet, les stries induites sur les limbes foliaires de
la variété Saida par les filtrats de culture bruts et concentrés de l'isolat Dg10 se manifestent
au bout de cing jours, alors que ceux provoqués par les dialysats de cette méme souche
apparaissent au bout de 48 heures. Ceciindique que la précipitation et la dialyse concentrent
davantage les composés toxiques, et par conséquent, la manifestation des symptomes est
plus rapide.
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Figure 12Réactions des limbes foliaires de /a variété Saida a I'égard des filtrats

de culture des isolats Dg10, Dg13 et Dg9. (1) Réactions des limbes au filtrat brut (a)

concentré (b) dialysé (c) et témoin (d) de l'isolat Dg10. (2) Réactions des limbes au
filtrat brut (a) concentré (b) dialysé (c) et témoin (d) de l'isolat Dg13 (3) Réactions
des limbes au filtrat brut (a) concentré (b) dialysé (c) et témoin (d) de l'isolat Dg9.

Ce test nous a permet également de constater que la longueur des stries induites par
les filtrats de culture des trois isolats est variable d’un isolat a 'autre. En effet, les stries
induites par les filtrats de culture de I'isolat Dg10 qui s’est caractérisé par une virulence
élevée s’étalent sur toute la longueur du limbe foliaire de la variété Saida, celles provoqués
par les filtrats de I'isolat Dg13 dont la virulence est intermédiaire ont une longueur de 3 cm
environ, enfin celles engendrées par l'isolat Dg9 qui s’est montré le moins virulent n’ont pas
dépassé une longueur de 1 cm. Ces résultats sont conformes a ceux obtenus par HAEGI et
al. (1998) qui indiquent que la longueur des tries provoqués, aprés infiltration, des filtrats de
culture d’'un isolat donné est proportionnelle au degré de virulence de l'isolat en question.
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4.3.2. Réaction de la variété moyennement résistante Rihane a I’égard
des composés toxiques contenus dans les dialysats des filtrats de
culture :

Les filtrats de culture dialysés de l'isolat Dg10 induisent trois jours apres leur infiltration, la
formation sur les limbes foliaires des stries d’environ 3 cm de long, paralléles aux nervures
et de couleur jaune foncé (Fig 13, 1a). Ces derniéres prennent par la suite une coloration
marron foncé et deviennent nécrotiques.

Les dialysats de I'isolat Dg13 ont engendré au bout de cinq jours apres l'infiltration, la
formation de petites stries jaunatres, de 0,7 cm de long, paralléles aux nervures (Fig 13, 1b).

Les filtrats de culture dialysés de l'isolat Dg9 n’ont induit aucun symptéme aprés leur
infiltration sur les limbes foliaires (Fig.13, 1c). Les témoins infiltrés par des filtrats de culture
provenant d’un milieu de culture non ensemencé n’ont manifestés aucun symptéme. ll est a
noter également que lors du test du pouvoir pathogéne, le pourcentage d’infection provoqué
par cet isolat sur cette variété était égal a 0%. La variété Rihane n’a donc manifesté aucun
symptdbme a I'égard des composés toxiques contenus dans les dialysats de Iisolat Dg9 qui
ont pourtant induit la formation de stries sur les limbes foliaires de la variété sensible Saida.
La non apparition de symptémes sur la variété Rihane pourrait s’expliquer par son degré
de résistance vis-a-vis de lisolat Dg9.

4.3.3. Réaction de la variété résistante Minnesota 23 a I’égard des
composés toxiques contenus dans les dialysats des filtrats de
culture :

Les filtrats de culture dialysés de lisolat Dg10 induisent, au bout de cing jours aprés leur
infiltration, la formation sur les limbes foliaires de stries de 1,5 cm de long, paralléles aux
nervures, qui prennent d’abord une coloration jaune foncé et qui deviennent nécrotiques
par la suite (Fig.13, 2a).

Les dialysats des isolats Dg13 et Dg9 n’induisent, aprés leur infiltration, sur les limbes
foliaires de la variété Minnesota 23 aucun symptéme (Fig.13, 2b et 2c). Cette variété a
également montré lors du test du pouvoir pathogéne un pourcentage d’infection égal a 0%.
Ceci rappelle le comport-
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Figure 13Réactions des limbes foliaires des variétés Rihane et Minnesota
23 infiltrées par les dialysats des filtrats de culture des isolats Dg10, Dg13
et Dg9. (1) Réactions des limbes foliaires de la variété Rihane au isolats
Dg10 (1a), Dg13 (1b) et Dg9 (1c). (2) Réactions des limbes foliaires de
la variété Minnesota 23 aux isolats Dg10 (2a), Dg13 (2b) et Dg9 (2c).

ement de la variété Rihane a I'égard des dialysats de l'isolat Dg9. Les témoins n'ont
manifesté aucun symptéme, apres leur infiltration par des filtrats de culture issus d'un
milieu de culture non ensemencé. Les variétés qui n’'ont montré aucun symptéme aprés
linfiltration des limbes par les composés toxiques contenus dans les dialysats de certains
isolats semblent étre résistantes a la strie foliaire. L'existence d’'un mécanisme de défense
de la plante par lequel les tissus de I'hdte peuvent échapper a I'exposition des composés
toxiques présents dans les filtrats de culture de P. graminea pourrait expliquer le phénoméne
de résistance.

Lalongueur des stries induites par les composés toxiques des trois isolats sur les limbes
foliaires des trois variétés Saida, Rihane et Minnesota 23 ainsi que la durée de la période
de latence varient en fonction de l'isolat et de la variété (Tableau XXIII).
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ISOLATS LOMGUEUR DES STRIES FERIODE DE LATENCE

"y o s Yy s Wy
g9 ] ] 1.5 - -
g0 1.5 ] toutle limbe 5 3 z
Lgi3 ] o7 245 -

Tableau XXlliLongueur des stries (en cm) et durée de la période de latence (en jours)
induites par les dialysats des filtrats de culture des isolats Dg10, Dg13 et Dg9 apres leur
infiltration au niveau des limbes foliaires des trois variétés Saida, Rihane et Minnesota 23.

V4 = variété Minnesota 23, Vo = variété Rihane, V3 = variété Saida, - = pas de
symptdémes.

D’aprés le tableau (XXIII), la longueur des stries foliaires induites par les composés
toxiques contenus dans les dialysats des isolats est proportionnelle non seulement a leur
degré de virulence mais aussi au niveau de résistance de la variété. Selon HAEGI et al.
(1994), la variation de la longueur des stries d’un isolat a un autre semble étre due a des
différences dans la quantité et/ou la qualité de la toxine Pg produite par les isolats ou encore
a l'interaction de cette derniére avec les autres substances produites par le pathogéne et
contenus dans les dialysats. Par contre, la variation de la longueur des stries d’'une variété
a l'autre semble étre due a des différences du niveau de résistance des variétés, car selon
HAEGI et al. (1998) la quantité de la toxine Pg accumulée dans un cultivar sensible est
beaucoup plus importante que celle d'un cultivar résistant.

La durée d’apparition des symptémes aprés infiltration des composés toxiques varie
avec le niveau de résistance de la variété et le niveau de virulence de I'isolat. C’est ainsi que
les dialysats de I'isolat Dg10 (le plus virulent) ont induit la formation de stries jaunatres au
bout de trois jours seulement sur les limbes foliaires de la variété Rihane, par contre ceux de
l'isolat Dg13 n’ont manifesté les symptémes caractéristiques de la strie foliaire qu’au bout
de cinq jours sur les limbes foliaires de la méme variété.

Les réactions des variétés Saida, Rihane et Minnesota 23 a I'égard des composés
toxiques contenus dans les dialysats des filtrats de culture des trois isolats Dg10, Dg13
et Dg9sont identiques a celles observées lors du test du pouvoir pathogéne. En effet, une
variété qui s’est montrée résistante a I'’égard d’un isolat donné, lors du test du pouvoir
pathogéne, a également exhibée une résistante a I'égard des composés toxiques de
ce méme isolat. Les dialysats des filtrats de culture des divers isolats pourraient donc
étre utilisés en plein champ dans un programme d’amélioration pour le “screening” des
génotypes résistants a la strie foliaire.

4.4. Test de spécificité des filtrats de culture :

Des espéces végétales non hétes (Pisum sativum, Phaseolus vulgaris, Vicia faba, et
Triticum durum) ont été choisies aléatoirement pour tester la spécificité des composés
toxiques contenus dans les filtrats de culture bruts d’un isolat virulent de P. graminea.
Quarante huit heures aprés l'injection ou l'infiltration (dans le cas du T. durum) des filtrats de
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culture de l'isolat Dg10 a ces especes végétales, on a observé I'apparition de symptémes
qui sont totalement différents de ceux induits sur les feuilles d’orge par ce méme isolat (Figs.

14a, b, ¢, d).
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Figure 14Réactions des limbes foliaires appartenant a des espéces
végétales non hétes aux filtrats de culture bruts de P. graminea. (a)
Pisum sativum. (b) Phaseolus vulgaris. (c) Vicia faba. (d) Triticum durum.
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Sur le pois, I'haricot et la feve les composés toxiques contenus dans les filtrats de
culture bruts de l'isolat Dg10 ont entrainé I'apparition d’'une nécrose localisée autour du
point d’injection au niveau de la nervure centrale (Figs. 14a, b et c). Sur le blé, ces
mémes composés ont provoqué la formation d’une nécrose localisée autour du point
d’infiltration (Figs. 14d). Les symptomes induits par les filtrats de culture bruts ne sont donc
pas identiques a ceux provoqués sur les feuilles d’'orge qui se traduisent par des stries
jaunatres paralléles a la nervure centrale. Ces résultats sont conformes a ceux constatés
par d’autres auteurs qui ont utilisés d’autres plantes non hotes (avoine, blé tendre, mais,
tabac, aubergine, poirier) (HAEGI et PORTA-PUGLIA, 1995 ; BENSLIMANE, 2003).

Les composés toxiques contenus dans les filtrats de culture de P. graminea montrent
donc une certaine spécificité. La réaction de ces plantes (taches nécrotiques) semble étre
due selon certains auteurs a I'action de la fraction Pl de la toxine Pg qui provoque I'apparition
de taches nécrotiques ou chlorotiques sur des plantes non hétes.
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5. CONCLUSION

La strie foliaire est une maladie systémique trés largement répandue a travers les différentes
zones de culture d’orge en Algérie. L'étude de la variabilité de P. graminea, agent causal
de la strie foliaire et de la réaction de trois variétés d’orge a I'égard des souches de ce
pathogéne nous ont paru intéressante a étudier. C’est pour cela que, dans une premiére
étape, nous sommes intéressés a I'étude de la variabilité de quelques isolats de P. graminea
en tenant compte de leur sporulation in vitro sur deux milieux de culture, de leurs caracteres
culturaux (type de croissance des colonies, couleur du mycélium et du substrat), de leur
croissance mycélienne et de la mensuration de leurs conidies. Dans une seconde étape,
nous avons étudié le comportement de trois variétés d’orge a I'égard de 18 isolats de P,
graminea. Enfin, dans une troisieme étape, nous nous sommes intéressés aux réactions
de ces mémes variétés aux composés toxiques présents dans les filtrats de culture de P,
graminea.

L'essai de sporulation in vitro a montré des différences entre les deux milieux de culture
testés. Au niveau du milieu V8JA, nous avons constaté sur un seul isolatDg6 une faible
production de conidies alors que sur le milieu BSEA cinq isolats (Dg3, Dg6, Dg10, Dg16 et
Dg18) ont différencié des conidiophores et des conidies en quantité relativement abondante.

Les caractéres culturaux (type de croissance des colonies, couleur du mycélium et
du substrat) ont permis de distinguer deux types de croissance mycélienne des colonies
(cotonneux et ras), quatre couleurs de mycélium (vert, blanc, orange et rose) et trois
pigmentations du substrat (vert, jaune et orange). Cette variabilité dans la pigmentation du
substrat laisse suggérer I'existence de "races culturales". En effet, selon CHRISTENSEN
et GRAHAM (1934), la pigmentation du substrat induite par un isolat donné est un critére
qui peut caractériser une "race culturale". L'optimum de la croissance mycélienne semble
variable d’un isolat a un autre.

L’étude biométrique de la mensuration des conidies a montré qu’il existe des différences
trés hautement significatives au niveau de la longueur des spores alors que la largeur est
presque constante pour tous les isolats. La variabilité des mesures biométriques dans la
longueur des conidies des isolats étudiés semble indiquer une certaine diversité dans les
populations de P. graminea.

Le test du pouvoir pathogéne a montré une grande variabilité dans I'agressivité et la
virulence non seulement entre les isolats issus de régions différentes mais également entre
les isolats issus de la méme région. Cette variabilité du pouvoir pathogéne entre les isolats
de P. graminea pourrait étre attribuée a I'existence de plusieurs génes de virulence dans
le pathogene.

Le comportement des trois variétés indique qu’il existe une grande variabilité dans
la réaction de celles-ci a I'égard des isolats. Aucune variété n’a cependant montré une
résistance compléte a ce pathogéne. La variété Saida a confirmé sa grande sensibilité
au P. graminea, Rihane s’est montrée moyennement résistante et Minnesota 23 s’est
avérée résistante a tous les isolats a I'exception de deux seulement (Dg10 et Dg12). La
résistance de cette variété semble étre due a l'action d’un seul géne dominant (BOULIF
et WILCOXSON, 1988). Les trois variétés testées ont permis de différencier la plupart des
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isolats. Ces variétés pourraient faire partie d'une gamme d’hétes différentielle pouvant étre
utilisée en Algérie dans les tests du comportement variétal.

L'infiltration des composés toxiques contenus dans les filtrats de culture de trois isolats
Dg10, Dg13 et Dg9 qui se sont montrés respectivement virulent, moyennement virulent
et avirulent sur les trois variétés Saida, Rihane et Minnesota 23 respectivement sensible,
moyennement résistante et résistante a reproduit les symptémes typiques de la strie foliaire.
Ceci indique que les composés toxiques contenus dans les filtrats de culture sont impliqués
dans la symptomatologie de la maladie. La longueur des stries induites par les dialysats des
filtrats de culture varie d’un isolat a un autre et d’une variété a une autre. Cette longueur des
stries induites est proportionnelle au degré de virulence de l'isolat et au niveau de résistance
des variétés infilirées par les composés toxiques. L'infiltration de ces derniers a des espéeces
non hétes du P. graminea a confirmé leur spécificité.

Au terme de ce travall, il serait intéressant de poursuivre la purification des composés
toxiques produits par P. graminea et la séparation de leurs constituants afin de les
caractériser chimiqguement, de voir quelle est la fraction toxique pour une meilleure
compréhension des mécanismes infectieux du P. graminea. En outre, il serait également
intéressant de compléter la caractérisation des isolats par ['utilisation de marqueurs
moléculaires (RAPD, RFLP, ... etc.) afin d’estimer leur variabilité génétique. Finalement,
il serait utile de localiser les génes de résistance des variétés qui ont montré un certain
niveau de résistance comme Minnesota 23 et Rihane et essayer de les incorporer dans
d’autres variétés sensibles comme Saida et Tichedrett qui sont localement bien adaptés
aux conditions algériennes.
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ANNEXES

ANNEXES

ANNEXE | préparation du bouillon de paille d’orge

— Couper la paille d’orge en fragments de 5 cm de long.
- Tromper les fragments dans de I'eau distillée pendant 16 a 20 heures.
- Faite bouillir 'eau distillée contenant les fragments pendant 15 minutes.
— Conserver le bouillon a 4°C.

ANNEXE Il préparation des boudins de dialyse

- Découper les membranes de dialyse en fragments de 10 a 20 cm de long.

— Faire bouillir les membranes découpées pendant 10 minutes dans une solution de
bicarbonate de sodium et ’EDTA 1 mM a 2% (pH = 8).

- Rincer les membranes avec I'eau distillée.
— Faire bouillir les membranes pendant 10mn dans 'EDTA 1 mM a 2% (pH = 8).
- Laisser la solution d’EDTA contenant les membranes se refroidir.

- Retirer les membranes de la solution ’EDTA et les conserver a 4°C jusqu’au moment
de leur utilisation.

Annexe lll préparation de la solution fesog4 pour le

milieu liquide de tomas et bockus (1987) modifié par
haegiet al. (1994).

- 183 mg de FeSOg4 sont dilués dans 100 ml d’eau distillée (1,83 mg/ml)

— On préléve 1 ml de la solution précédente qu’on dilue dans 100 ml d’eau distillée
(0,0183 mg/ml)

— 10 ml de la solution de FeSO4 a 0,0183 mg/ml sont ajoutés a 1 litre du milieu liquide
de TOMAS et BOCKUS (1987) modifié par HAEGI et al. (1994).
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Annexe IV préparation de la solution znsogq pour le

milieu liquide de tomas et bockus (1987) modifié par
haegi et al. (1994).

- 35 mg de ZnSQO4 sont dilués dans 100 ml d’eau distillée (0,35 mg/ml)

- On préléve 1 ml de la solution précédente qu’'on dilue dans 100 ml d’eau distillée
(0,0035 mg/ml)

- 10 ml de la solution de ZnSO4a 0,0035 mg/ml sont ajoutés a 1 litre du milieu liquide
de TOMAS et BOCKUS (1987) modifié par HAEGI et al. (1994).
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