ECOLE NATIONALE SUPERIEURE AGRONOMIQUE, EL-HARRACH
En vue de 'obtention du dipléme de Magister en Sciences Agronomiques
Option : Phytopathologie - Amélioration génétique des plantes aux maladies

Etude de la diversitée genétique des
especes de Phoma spp. inféodées aux
Fabaceae

Présenté par :Melle GHIAT Nawel
Directeur de thése :MrBOUZNAD Z. (Professeur, ENSA Alger)
Année Universitaire 2010/2011

Président :Mr ABDELGUERFI A. (Professeur, ENSA Alger) Examinateurs :MmeLOUANCHI M.
(Maitre de conférences, ENSA Alger) MrKEDAD A. (Chargé de cours, ENSA Alger) Mr GUEZLANE A.
(Maitre de conférences, ENSA Alger)






Table des matiéres

Dédicace . .

Remerciement . .

Liste des abréviations . .

Résumé . .

Summary ..

adtoa. .

Introduction générale . .

Chapitre | Données bibliographiques . .

1.Donnéesbibliographique . .

1.1. Caractéres généraux et importance économique des Fabaceae . .
1.2. Problémes phytosanitaires des Fabaceae

1.3. Présentation des principaux agents d’anthracnose et de pourriture a
Phoma spp. et a Ascochyta spp.

1.4. Diversité phénotypique et génétique des Phoma spp. et Ascochyta
spp.des Fabaceae ..

1.5. La spécificité parasitaire : ..

Chapitre Il Matériel et méthodes . .

2. Matériels et méthodes . .

2.1. Matériel fongique

2.2. Matériel végétal . .

2.3. Caractérisation morphologique des conidies . .
2.4. Etude de la compatibilité végétative des isolats

2.5. Caractérisation des isolats par RAPD (Randomly Amplified Polymorphic
DNA) ..

2.6. Etude de la spécificité parasitaire . .

Chapitre Ill Résultats et discussions ..

3. Résultats et discussions ..

3.1. Description des symptémes sur bersim et pois ..

3.2. Caractérisation morphologique des isolats : septation et taille des
conidies ..

3.3. Analyse des isolats par la compatibilité végétative

3.4. Analyse du polymorphisme génétique des isolats de Phoma spp. et
Ascchyta spp. par RAPD ..

3.5. Spécificité parasitaire des isolats de Phoma et Ascochyta a I’égard de
quelques espéces de Fabaceae

Conclusion générale . .

Références bibliographiques . .

ANNEXE . .

Annexe 1 ..

Annexe 2 ..

Annexe 3 ..

Annexe 4 . .

14

18
21
23
23
23
24
24
24

26
28
30
30
30

31
38

43

54
66
68
76
76
7
78
80



Annexe 5: ..
Annexe 6 : ..
Annexe 7 : ..

Annexe 8 : ..

81
82
83
84



Dédicace

Dédicace

A la mémoire de mon Oncle Brahim Hadj Smail La terre tourne et continue de tourner mais sans
toi Khalou



Etude de la diversité génétique des espéces de Phoma spp. inféodées aux Fabaceae

Remerciement

Je remercie Mr BOUZNAD, de m’avoir encadré et encouragé tout au long de ce mémoire. Sa
patience, sa compréhension, ses enseignements et ses suggestions m’ont été trés précieux.

Mes remerciements vont également aux membres de jury pour I’honneur qu’ils m’ont fait
d’avoir accepté d’examiner ce travail. Mr. ABDELGUERFI, pour I’honneur qu’il me fait de
présider cet honorable jury de soutenance. Mme. LOUANCHI, d’avoir aimablement accepté
d’examiner ce travail.

Mes vifs remerciements s’adressent a Mr. KEDAD, pour I’intérét qu’il a bien voulu accorder
a mon travail en acceptant de I’examiner.

Je remercie Mr. GUEZLANE, pour ses conseils dont j’ai beaucoup bénéficié et d’avoir accepté
de faire partie de ce jury.

Je remercie Mr Sellam du G. R. pour son aide dans les analyses statistiques ainsi que ses
orientations dans la réalisation du dispositif expérimental.

J’adresse mes vifs remerciements a Mme. Boumediene, ses remarques judicieuses et ses
discussions enrichissantes m’ont permis d’étayer certains points de ce mémoire.

Mes profonds respects et mes remerciements vont également a Fatima, Houda, Kenza, Fadela
pour leurs encouragements, et tout le personnel du département Botanique.

Ce modeste travail a pu étre mené a bien grace a 1’aide, aux conseils, et aux encouragements
de nombreuses personnes qu’il m’est trés agréable de les remercier. Salhi. N. Meamiche. H.
Benhaddadi. K, Benslimane. H et Debbi. A, sa bienveillance a été un encouragement pour mener
a terme cette étude.

En fin, c’est par un grand hommage a ma famille que je me permets de tourner cette page. Ma
mere et mes sceurs ont supporté mon renoncement a tout (voire ma négligence de tout au profit de
ce mémoire). Je leur demande pardon et les remercie infiniment de leurs efforts.



Liste des abréviations

Liste des abréviations

ADN: Acide désoxyribonucléique

AFLP: Amplified fragment length polymorphism

BET: Bromure d’éthidium

DNTP: 2’désoxynucléotide-5’triphosphate

DO: Densité optique

EDTA: Ethyléne Diamine Tetra-Acetic-Acide

G3PD: Glycéraldéhyde-3- Phosphate déshydrogénase
ITGC: Institut Technique des Grandes Cultures

ITS: Internal Transcribed Spacer

MMC: Milieu minimum a base de chlorate

MM: Milieu minimum

Pb: Paires de bases

PCR: Polymerase chain Reaction

PDA: Potato Dextrose Agar

RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism
SDS: Sodium-Dodecyl-Sulfate

SNP: Single Nucleotide Polymorphisme

SSR: Simple Sequence Repeats

Tef1: Translation elongation factor gene

TAQ polymerase: Thermus aquaticus Polymerase DNA
TAE: Tris Acétate EDTA

TE: Tris EDTA

UPGMA: Unweighted Pair Group Method using Arithmetic average.
UV: Ultra Violet.

VCG: Vegetative Compatibility Groups



Etude de la diversité génétique des espéces de Phoma spp. inféodées aux Fabaceae

Résumeé

Les espeéces appartenant au genre Phoma sont trés redoutables sur les cultures des Fabacées
alimentaires et fourragéres. Elles provoquent de graves symptomes sur les parties souterraines
et aériennes des plantes hotes et sont souvent la cause de sérieuse baisse de rendement.
L’identification de ces especes et la connaissance de leur variabilité génétique ainsi que leur
spécificité parasitaire sont nécessaires pour améliorer les méthodes de lutte. Différentes techniques
ont été utilisées afin d’estimer la diversité génétique de 26 isolats de Phoma et d’ Ascochyta obtenus
de pois, pois chiche, luzerne, bersim et treétle violet, par des études morphologiques, compatibilité
végétative, moléculaire et spécificité parasitaire. La caractérisation morphologique des conidies a
révélé une grande variabilité de par la taille et la septation des conidies des différents isolats étudiés.
Par ailleurs, certains isolats présentent une morphologie des conidies et une spécificité parasitaire
différente de celle des espéces de Phoma connues a savoir, P. pinodella et P.m.var.medicaginis.
I1s se sont montrés trés polyphages contrairement aux especes d’Ascochyta qui montrent un degré
¢levé de spécificité. L étude de la compatibilité végétative n’a pas permis de mettre en évidence
une grande variabilité, 2 groupes ont été mis en évidence entre 7 isolats (groupe de Phoma et un
autre de Mycosphaerella). En revanche le marqueur moléculaire RAPD a montré une variabilité
remarquable des profils générés par ’ensemble des isolats de la collection. Il a été possible
de différencier les principales especes d’Asochyta des Fabacées alimentaires d’une part, et de
distinguer entre les deux especes, P. pinodella et P.m.var.medicaginis d’autre part. Cette étude a
confirmé la grande difficulté¢ d’identification des especes de Phoma qui sont souvent pathogénes
sur plusieurs Fabacées et suggere I’existence d’au moins une espece trés polyphage différente des
deux espéces de Phoma décrites habituellement et qui attaquent séveérement le bersim.

Mots clés : Phoma, diversité génétique, variabilité morphologique, compatibilité végétative,
spécificité parasitaire, variabilité moléculaire, RAPD.



Summary

Summary

Species of the genus Phoma are very dangerous on the cultures of Fabaceae food and forage. They
cause severe symptoms on the underground parts and aerial plant hosts and are often the cause of
serious yield loss. The identification of these species and knowledge of their genetic variability
and their host specificity are needed to improve control methods. Various techniques have been
used to estimate the genetic diversity of 26 isolates of Phoma and Ascochyta obtained from
peas, chickpea, alfalfa, berseem clover and by morphological studies, vegetative compatibility,
molecular variability and host specificity. The morphological characterization of conidia revealed
a great variability in size and septation of conidia of different isolates studied. Indeed, some isolates
exhibit morphology of conidia and host specificity different from that of known species of Phoma
namely P. pinodella and P.m.var.medicaginis. They were very polyphagous species of Ascochyta
unlike that show a high degree of specificity. The study of vegetative compatibility has failed to
demonstrate a high variability, two groups were found among seven isolates (Phoma group and
one of Mycosphaerella). In contrast, the molecular marker RAPD showed a remarkable variability
of the profiles generated by all isolates of the collection. It was possible to differentiate the main
species Asochyta of Fabaceae food on the one hand and the distinction between the two species,
other P.pinodella and P.m.var.medicaginis .This study confirmed the great difficulty of identifying
species that are often pathogen Phoma on several Fabaceae and suggests the existence of at least a
highly polyphagous species different from the tow species described of Phoma and sever attacks
hardly berseem clover.

Keywords: Phoma, genetic variability, morphological variation, vegetative compatibility,
host specificity, molecular variability, RAPD,
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Introduction géneérale

En terme de superficie et de production, les Fabaceae constituent la seconde famille des
plantes cultivées aprés les céréales ; leur importance varie entre 22 et 45% de la superficie
cultivée dans le monde (Tivoli & al, 2006).

Les Fabaceae alimentaires et fourragéres présentent un intérét tout a fait particulier
pour I'agriculture, en raison des caractéres biologiques de leurs racines qui ont la capacité
de fixer 'azote atmosphérique grace aux bactéries symbiotes d’'une part (Graham & Vance ;
2003), et leur teneur élevée en protéines d’autre part.

Les légumineuses alimentaires, représentent la principale source de protéines dans
les pays en développement. De ce fait, elles permettent dans une certaine mesure de
corriger les carences en protéines animales et le déséquilibre alimentaire des populations
démunies. Les légumineuses fourragéres jouent un role important dans le développement
de la production animale (viande et lait) ; elles constituent I'alimentation de base pour le
bétail.

En Algérie, malheureusement, la production en légumineuses fourragéres et
alimentaires est tres faible. Ce qui explique que les besoins de la population en lait, viande
et légumineuses alimentaires sont couverts principalement par les importations. L'Algérie,
reste tributaire a 75% des importations de ses besoins, ce qui ne répond pas a une demande
qui n’a pas cessé d’augmenter au cours de ces derniéres années (Zaghouane & al 2000 ;
Hamadache, 2003 ; Abdelgherfi & Laouer, 2003 ; Amroune & al, 2007).

A cet effet, améliorer la production animale d'une part, et assurer une sécurité
alimentaire d’autre part, passent obligatoirement par le développement de la productivité
des Fabaceae. Ces derniéres, peuvent étre intégrées dans des programmes de
développement et de réhabilitation afin d’améliorer la performance de ces cultures et de
répondre a la demande du consommateur en qualité et en quantité.

Malgré I'importance de la demande des Fabaceae dans le monde, les rendements
de ces cultures n’ont que trés peu progressé en comparaison aux céréales. Les maladies
fongiques notamment celles causées par les espéces appartenant aux genres Phoma
et Ascochyta qui prévalaient pendant plusieurs années consécutives en sont l'un des
principaux facteurs limitants.

Au sein des genres Phoma et Ascochyta, sont classées un certain nombre d’espéces
phytopathogenes redoutables inféodées aux Fabaceae fourrageres et alimentaires. Ces
espéces induisent de trés graves dégats sur les divers organes de ces plantes, affectant
par conséquent le rendement et la qualité des récoltes.

Il se trouve que le genre Phoma est trés proche morphologiquement du genre
Ascochyta, ce quirend trés difficile la distinction de ces deux groupes de pathogénes.La
détermination des maladies causées par ces champignons, par simple description des
symptémes reste donc aléatoire, en raison de leur similitude. De méme, une détermination
sur la base des caractéres morphologiques et culturaux n’est pas toujours facile, ajoutée
a cela une spécificité mal établie. Tout cela, explique la confusion entre les deux genres
(Bouznad & al ., 1995 ; Bouznad & Corbiére,1998 ; Irinyi, 2009). Leur complexité
taxonomique complique I'identification des différentes espéces en cause, aboutissant a un
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grand nombre de synonymes partagés entre certaines espéces, et dénomination différentes
attribuées a un méme pathogéne (Aveskamp & al ., 2008).

A cet effet, une détermination fiable des pathogénes en cause, par des critéres
plus précis de leur variabilité génétique et leur spécificité d’hbdte, s’avere une étape
indispensable. Cette derniére permetde mettre en place des programmes de lutte adéquats,
vue l'importance des dégats et les pertes occasionnées par les pathogénes appartenant a
ces deux genres, partout ou I'on cultive les Fabacées, y compris en Algérie.

Différents travaux de recherche ont été menés en vue de mieux connaitre ces
pathogénes et c’est dans ce contexte que s’inscrit cette étude. L'objectif principal est
d’évaluer la variabilité génétique d’'une collection d’isolats de Phoma isolés de plusieurs
especes de Fabaceae. Par ailleurs, la présence de symptdbmes appartenant a ce groupe
de pathogénes au niveau de la culture de bersim a la station ITGC (Oued S’mar) depuis
plusieurs années, nous a amené a nous intéresser particuliérement a identifier 'agent
pathogéne responsable de cette maladie.

Les critéres choisis pour cette étude sont:

Une caractérisation morphologique des isolats

Une étude de la compatibilité végétative des isolats. Méme si, trés peu d’études de
compatibilité végétative sur les espéces de Phoma et d’Ascochyta sont rapportées
dans la littérature, il semble que cette approche génétique pourrait apporter beaucoup
d’'informations supplémentaires sur I'identification ainsi que la diversité génétique de
ces especes dont la taxonomie constitue une véritable ambiguité.

Une caractérisation moléculaire des isolats, par RAPD (Random Amplified
Polymorphisme DNA) en utilisant deux amorces.

Une étude de la spécificité parasitaire de quelques isolats de la collection, vis-a-vis
de plusieurs espéces de Fabaceae (bersim, luzerne, vesce, tréfle Violet, pois, pois
chiche) par inoculation artificielle
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1.Donnéesbibliographique

1.1. Caractéres généraux et importance économique des Fabaceae

La famille des Fabaceae appartient a I'ordre des Fabales, dont les espéces appartenant
a cette famille se caractérisent par leur structure florale spécifique ayant des fleurs a
cinq pétales disposées en papillon, d’ou leur ancienne appellation « Les Papilionaceae »
(Simpson, 2006).

Elle compte 20 000 espéces et réunit d'importantes espéces a graines alimentaires,
fourragéres et forestiéres (Gepts & al, 2005). Les Fabaceae occupent prés de 180 millions
d’hectares soit 12 & 15% de la superficie des terres arables a I'échelle mondiale (F.A.O,
2007).

Les Fabaceae a grosses graines utilisées dans I'alimentation humaine comprennent
le petit pois, le haricot, le pois chiche, la lentille et la féve. Elles constituent la principale
source de protéines disponibles dans les pays en développement (Zaghouane & al, 2000).
Les grains contiennent généralement entre 20 et 30% de protéines et sont particulierement
riches en lysine. Les Fabaceae comprennent également la majorité des plantes fourragéres
a savoir les luzernes, les trefles, la vesce, la gesse, le mélilot et le sainfoin, qui constituent
une base importante de l'alimentation animale, en raison de leur faible co(t et de leurs
qualités nutritives (Russelle, 2001).

Les caractéristiques biologiques des Fabaceae suscitent également un intérét certain
notamment en raison de leur aptitude a fixer 'azote atmosphérique par les bactéries
symbiotiques des genres Rhizobium, Mesorhizobium, Sinorhizobium, Azorhizobium,
Bradyrhizobium et Allorhizobium (Zakhia & de Lajudie In Abdelguerfi-Laouar, 2005). Ce
caractére permet de rentabiliser les cultures antérieures en enrichissant le sol en azote
(Labdi, 1991). Elles sont considérées également comme des espéces épuratrices de
nitrates par leur capacité a capter I'azote en profondeur (Mauries & Paillat, 1997 ; Boillon
& Roux, 1996).

En plus des bénéfices qu’elles apportent pour I'alimentation humaine, animale et pour
'environnement, les Fabaceae peuvent étre utiles dans diverses industries chimiques,
comme le plastique biodégradable, I'huile, le biodiésel, les colorants, la gomme, le textile
et le papier (Graham & Vance, 2003).

En Algérie, les Fabaceae fourragéres participent peu a I'alimentation du cheptel. Les
espéces cultivées se limitent a la luzerne, le bersim et la vesce en association avec les
graminées (Abdelguerfi & Laouar, 2003). De plus, la production des Fabaceae alimentaire
ne couvre pas les besoins de la population en produits alimentaires. Cependant, il y a eu
un regain d’intérét ces derniéres années pour ces cultures. D’ailleurs, plusieurs espéces
ont fait I'objet de divers travaux d’amélioration et d’études de comportement des variétés,
telles que la luzerne. Par ailleurs, Chaabena & al (2004) ; Rahal-Bouziane & al (2003) et
Rahal-Bouziane (2005) ont pu démontrer la facilité d’'installation de cette espéce pérenne
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et leurs travaux ont permis de vérifier la résistance a la sécheresse de quelques variétés
de luzerne dans les oasis algériennes.

1.2. Problémes phytosanitaires des Fabaceae

Les cultures de Fabaceae alimentaires et fourragéres sont sujettes aux attaques de
nombreux pathogénes, dont la nuisibilité est trés importante. Les maladies fongiques
constituent un des principaux facteurs responsables de l'instabilité des rendements. Selon
leur impact économique dans la région méditerranéenne, on reléve le Colletotrichum trifolii,
qui est particuliérement dommageable sur la luzerne (Dickman, 2000 ; Dumas & al, 2000).
On trouve aussi le Botrytis fabae sur féve (Elad & al, 2007 ; Salhi, 2004), I'’Ascochyta rabiei
sur pois chiche, ou 100% des pertes de récoltes peuvent étre enregistrées (Bouznad &
al, 1996), suivi par le flétrissement fusarien causé par Fusarium oxysporum f.sp. ciceris.
La fusariose vasculaire due a Fusarium oxysporum.f.sp.lentis sur lentille, et la pourriture
noire des racines due a Rhizoctonia solani causent parfois des pertes considérables (Setti &
Bouznad ; 1998 Belabid & al, 2000). Les maladies causées par les espéces du genre Phoma
et Ascochyta sur les diverses espéces de Fabaceae alimentaires et fourragéres sont trés
importantes. La sévérité de leur attaque est variable mais trés présente en Algérie ; elles
engendrent d'importants dégats (Belakroum & Sarrdi, 1998 ; Boumediene & Bouznad, 2006)

1.3. Présentation des principaux agents d’anthracnose et de
pourriture a Phoma spp. et a Ascochyta spp.

14

1.3.1. Taxonomie des genres Phoma et Ascochyta

Ces agents pathogénes appartiennent a I'Ordre des Sphaeropsidales et aux
Genres Phomaet Ascochyta. Les téléomorphe de certaines espéces ont été trouvés. Ce
sont des Ascomycetes appartenant au genre Didymella et Mycosphaerella.

Habituellement la classification de ces deux genres est :
RégneFungiFungi

PhylumAscomycota Ascomycota
ClasseDothideomycetesDothideomycetes

Sous classePleosporomycetidaeDothideomycetidae
OrdrePleosporalesCapnodiales
GenreDidymellaMycosphaerella

La taxonomie de Phoma et d’Ascochyta étant complexe, la nomenclature qui a évolué
au cours du temps a entrainé beaucoup de confusion. Ainsi, plusieurs auteurs ont tenté
de classer les nombreuses espéces pathogénes appartenant aux deux genres afin de
distinguer les espéces ou variétés du genre Phoma des Fabaceae selon les plantes hétes.

Le plus grand effort consacré pour la systématique du genre Phoma qui renferme les
espéces les plus ubiquistes dans la nature, a été fourni par Boerema & al (2004). lls se sont
basés sur les caractéres morphologiques et culturaux pour établir une clé de détermination
des espéces inféodées a ce genre. Par conséquent ils ont divisé I'ancien genre Phoma en
9 sections, chacune représentée par une espéce type (Tableau 1).
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Tableau 1 : Présentation des neuf sections du genre Phoma, avec leurs espéces type associées a leur
genre téléomorphe (Boerema, 1997).

Section Espéce type Genre teleomorph
Heterospora P. heteromorphospora |-

Macrospora P.zeae-maydis Didymella
Paraphoma P. radicina -

Peyronellaea P. glomerata -

Phoma P. herbarum Didymella
Phyillostictoides P. exigua var. exigua Didymella

Pilosa P. betae Pleospora
Plenodomus P. lingam Leptosphaeria
Sclerophomella P. complanata Didymella

Bien que la cléde détermination soit utile pour l'identification des espéces, selon
Aveskamp & al (2008), il est encore incertain que cette division peut étre considérée dans
une perspective évolutive. Il se trouve que de nombreux caractéres liés a une section
donnée, semblent se produire parfois chez des espéces placées dans d’autres groupes
taxonomiques. En outre, la relation entre les genres Phoma et Ascochyta qui produisent
des conidies cloisonnées, reste mal élucidée.

1.3.2. Description morphologique et culturale des genres Phoma et
Ascochyta sur Fabaceae

Chez les genres Phomaet Ascochyta, les colonies obtenues in vitro se caractérisent par
la présence de pycnides globuleuses. Elles sont plus ou moins colorées, foncées, brunes
ou noires pour le genre Phoma et plus claires pour le genre Ascochyta (Sutton, 1980).
Ces pycnides sont pourvues d’un ou plusieurs ostioles (von Arx, 1987) d’ou s’échappe
un cirrhe de couleur variable contenant des conidies, mode de reproduction asexuée. Les
conidies sont majoritairement monocellulaires chez beaucoup d’espéces du genre Phoma
avec une taille de 3-10 um x 1- 4 ym (Boerema & al, 1993 ; Boerema & al., 2004). Elles sont
représentées par Pmedicaginis. var. medicaginis(Fig. 1,a), et P. Pinodella (Fig.1,b).

Par contre, elles sont majoritairement bicellulaires voir tri cellulaires et mesurent 6-
20um x 3- 8 ym chez le genre Ascochyta (Boerema & al, 2004). Ce genre, est illustré
par I'espéce Ascochyta pisi (Fig.1, c) et Mycosphaerella pinodes (Fig.1, d). Il se trouve
que certains isolats possédent des caractéres morphologiques intermédiaires, ce qui rend
difficile leur classement dans I'un ou l'autre des deux genres (Berthier, 1997). La taille des
conidies de quelques espéeces de Phoma et Asochyta les plus répandues sur les Fabaceae
sont mentionnées dans le Tableau 2.

La présence de chlamydospores abondantes, intercalaires ou terminales, solitaires ou
en chaines peut étre observée sur les colonies de Phoma, permettant ainsi la conservation
du champignon (Boerema & al, 2004). On peut également observer des chlamydospores
chez certaines espéces d’Ascochyta (Bouznad & al., 1995), en plus des pseudothéces
(Boerema & al., 2004).

Tableau 2: Dimensions des conidies des principales espéces de Phoma et Ascochytades Fabaceae
(Berthier, 1997)
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Espéeces Longueur des Largeur des Conidies Conidies Bicellu
conidies conidies unicellulaires
P.m.var medicaginis 5-7 (-12,5) 1,5-4 ++
P.m.var macrospora 6,5-11 2-3 + +
P.pinodella 4-10 2-4 + +
A..pisi 10-16 3-4,5 - +++
A.pinodes 8-16(-18) 3-4,5(-5) + +++
A.rabiei 10-16 3,5 +++ +
A.viciae 17 45 - +++
A. lentis 10-23 4-8 -
A.fabae 16-24 3,5-6 - +++
A. trifolii 15-22 4,5-6 +++ +

laires

Cependant, la détermination de ces deux genres lorsqu’elle est basée sur la
morphologie des pycnidiospores s’avere difficile, puisque le pourcentage des spores
septées et leur taille dépend des conditions de cultures et de leur &ge (Onfroy & al, 1999). De
ce fait, la ressemblance et le chevauchement des caractéres morphologiques empéchent
souvent de parvenir a une détermination fiable. En effet, chez certains isolats appartenant a
ses deux genres, la présence de caractéres morphologiques intermédiaires rend difficile la
distinction entre les deux genres (Peever & al, 2007). C’est 'une des raisons pour laquelle
de nombreuses études ont été menées pour apporter des critéres supplémentaires a la
distinction de ces espéces (Bouznad & al, 1998 ; Boumediene & Bouznad, 2006 ; De Gruyter

& al, 2009).
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Figure1 : Aspect morphologique des conidies de
quelques especes de Phoma et d’Ascochyta sur Fabaceae.

(a):Phoma medicaginis var medicaginis
(b) : Phoma pinodella,

(c) : Ascochyta pisi,.

(d) : Mycospherella pinodes

1.3.3. Espéces de Phoma et Ascochyta décrites sur Fabaceae

Le probléme ne se pose pas pour les espéces du genre Ascochyta ou pour chaque espéce
de plante héte la distinction du pathogéne qui lui est inféodée se fait sans difficulté. Ainsi, les
pathogénes les plus connus sont A. lentis sur lentille, A. rabiei sur pois chiche, A. fabae sur
la féve, A. viciae sur la vesce et A. pisi sur le pois. lls ont un grand impact sur le rendement
dans de nombreuses zones de culture des Fabaceae(Tivoli & Banniza, 2007).
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Pour le genre Phoma, la détermination des espéces pathogénes sur Fabaceae n’est
pas aisée vu la confusion qui existe dans leur identification et leur caractérisation. Quatre
espéces pathogénes de Phoma provoquant des nécroses sur feuilles, tiges, collet et
pourriture des racines sont décrites sur les principales Fabaceae fourragéres et méme
alimentaires a I'heure actuelle.

1. Phoma medicaginis: En 1993, aprés la révision de la nomenclature de certaines
espéces de Phoma, Boerema & al. (1993) ont pu scinder Phoma medicaginis en deux
espéces distinctes.

1.1 Phoma medicaginis Malbr.& Roum. var medicaginis (Boerema, 1997) : Cette
espéce attaque principalement la luzerne, mais aussi d’autres légumineuses a savoir
la vesce, les trefles et le pois (Angevain & al, 1989). Cette espéce caractérisée par
des conidies monocellulaires de petite taille 5,7-7,2 x 2,1-2,3 um, est trés répandue
dans les régions a climat relativement chaud (Lawyar,1990)

1.2 Phoma medicaginis var. macrospora Boerema, R. Pieters & Hamers (1993) :
Connue sous l'appellation Ascochyta imperfecta. Peck (1912), puis Phoma
medicaginis var medicaginis f. macrospora Réssner (1968). Cette espece est plus
spécifique que Pm.var. medicaginis puisqu’elle est trés agressive sur luzerne
pérenne et la grande taille des conidies généralement uni et tricellulaires est de
6,3-11 x 2,1-2,9um (Boerema & al, 2004).

2. Phoma pinodella (L.K.Jones) Morgan-Jones et Burch (syn. Ascochyta pinodella L.K.
Jones(1927) ; Phoma trifolii E.M. Johnson et Valleau (1933) et Phoma medicaginis var
pinodella (L.K. Jones)Boerema (1965) :Cette espéce a été décrite et isolée principalement
sur pois. Elle peut aussi étre pathogéne sur le tréfle violet et la féverole (index fungorum,
2007). Elle est surtout impliquée dans le complexe parasitaire des Ascochyta provoquant
la maladie de I'anthracnose du pois, potentiellement dévastatrice (Kraft & Pfleger, 2001 ;
Kaiser & al., 2008) en association avec Mycosphaerella pinodes ( anamorphe : Ascochyta
pinodes), dont la taille des conidies bi et tricellulaires est de 8-16 x 3-4.5 ym et avec
Ascochyta pisi (Lawyer, 1990 ; Allard & al., 1993; Faris- Mokaiesh 1995). La forme parfaite
de Ascochyta pisi a été récemment identifiée par Chilvers & al (2009) et a été classée dans
le genre Didymella d’ou le nom de Didymella pisi Chilvers, J.D. Rogers & Peever, (2009).

Phoma pinodella peut étre liée également au complexe de la pourriture racinaire du
pois avec Fusarium oxysporumet Fusarium solani. Ces champignons ont été isolés a partir
des racines de pois (Persson & al, 1997 ; Gaurilcikiene & al, 2008). Le téléomorphe de P,
pinodella a été rapporté par Bowen & al (1997) mais na pas été confirmé.

3. Phoma Koolunga : Ce pathogéne s’ajoute au complexe de I'anthracnose sur pois.
Phoma Koolunga Davidson, Hartley, Priest, Krysinska-Kaczmarek, Herdina, Mackay & Scott
(2009) a été découvert au sud de I'Australie et décrit par Davidson & al.(2009). Il induit
des symptbmes typiques de I'anthracnose et présente un pourcentage trés important de
conidies aseptées de grande taille 12,5-17 x 5-7um. Il peut s’attaquer en plus du pois a
certains cultivars de Medicago annuelles a savoir, Medicago littoralis, Medicago scutella et
la lentille ( Lens culinaris).

1.4. Diversité phénotypique et génétique des Phoma spp. et
Ascochyta spp.des Fabaceae

La diversité phénotypique et génétique des populations pathogénes a été étudiée par
I'utilisation de marqueurs développés au cours des années (Newton, 1987).
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1.4.1. Diversité morphologique et culturale

Les variations culturales chez les espéces des genres Phoma et Ascochyta ont été
nettement observées. En effet, la pigmentation des colonies présente une grande variabilité
au sein d’'une seule espéce et dépend de la variation des facteurs environnants (Leath,
1992 ; Aveskamp & al, 2008). La zonation est présente également chez certaines espéces,
une alternance de zone a production de mycélium et de pycnides fréquemment observée
chez le genre Phoma et certaines espéces d’Ascochyta (Onfroy & al, 1999). Cette
zonation peut étre trés nette chez I'espéce P. pinodella, moins prononcée chez I'espéce P.
m.var.medicaginiset plus claire chez M. pinodes.

Par ailleurs, Tivoli & al (1997) rapportent que les isolats des agents d’anthracnose
sont généralement caractérisés par une grande variabilité des caractéres culturaux qui sont
souvent instables. Cette variabilité a été également observée chez des isolats d’A. lentis
(Kaiser & al,1994). La croissance mycélienne a montré une similitude entre les Phoma et les
Ascochyta. Noordeloos & al (1993) ont montré que la croissance de Pm. var. medicaginis
est de la méme intensité que M . pinodes, mais moins rapide que celle de P. pinodella.

Dans certains cas, la variabilité morphologique des conidies chez certaines espéces
appartenant au genre Phoma, n’est pas suffisamment bien différenciée a I'aide de ces
critéres. En effet, Bouznad & al (1995), ont confirmé la difficulté de I'identification et la
caractérisation des espéces de ce genre, inféodées aux Fabaceae par les caractéres
morphologiques.

Irinyi & al (2009), ont également révélé la grande variabilité des caractéres
morphologiques, a savoir la forme et la taille des conidies sur différents substrats chez
les espéces du genre Phoma. Il a été conclu que les criteres morphologiques et culturaux
qui fournissent des informations importantes, ne constituent pas un outil suffisant pour la
distinction des espéces, compte tenu de leur variabilité.

1.4.2. Compatibilité végétative

Les champignons imparfaits a reproduction asexuée peuvent échanger du matériel
génétique par voie végétative ou, parasexualité (Bridge & al, 1998). Pour que ce phénoméne
se produise, plusieurs étapes successives sont nécessaires. La premiére étant la fusion
ou l'anastomose des filaments mycéliens appartenant a deux souches de constitution
génétique différente, permettant la formation d’hétérocaryon au cours des phases sexuées
et végétatives, suivie d’'une recombinaison mitotique. En effet, le terme hétérocaryose, a été
introduit, pour désigner la phase durant laquelle deux ou plusieurs noyaux génétiquement
différents sont présents dans le méme protoplaste. Les souches capables de former ces
hétérocaryons sexués ou veégétatifs sont considérées respectivement sexuellement ou
végeétativement compatibles (Leslie, 1993).

Pour que deux souches d’'un méme champignon soient végétativement compatibles, il
faut que les alléles situées a tous les loci het soient identiques (Correll & al, 1987 ; Kistler,
1997). Ces souches qui formeront des hétérocaryons appartiennent au méme groupe de
compatibilité végétative (Leslie & Summerell, 2006). Différents critéres ont été utilisés pour
la mise en évidence de la compatibilité végétative entre les souches de champignons. Ces
critéres concernent surtout I'autotrophie.

Selon Leslie, (1993), tout marqueur perdu sous l'influence d’'une mutation présentant
une fréquence assez élevée et qui peut étre rétablie par la complémentation, est un
marqueur pouvant étre utilisé pour mettre en évidence une hétérocaryose par compatibilité
végétative. En pratique, des marqueurs auxotrophes ou pigmentaires sont souvent
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utilisés, car les cellules hétérocaryotiques comportant des noyaux portant des mutations
complémentaires sont faciles a détecter. A cet effet, de nombreux chercheurs ont tenté
d'utiliser le fait que des individus portant des mutations complémentaires pouvaient générer
en cas d’anastomose un mycélium hétérocaryotique, en particulier vis- a- vis des nitrates.
Puhalla (1985) en s’inspirant de la technique décrite chez Aspergillus nidulanspar Cove
(1976), a mis au point une méthode d’étude de la compatibilité végétative chez le Fusarium
oxysporum. Cette méthode améliorée par Correll & al (1987), est basée sur I'utilisation
de mutants spontanés incapables d’assimiler I'azote nitrique (mutants nit). Appelés aussi
mutants résistants au chlorate, ces derniers présentent un grand intérét, en raison de la
fréquence élevée de leur apparition et de la facilité de leur mise en ceuvre dans le cadre
d’étude de la compatibilité végétative.

Le principe de la compatibilité veégeétative est basé sur la formation d’hétérocaryon
prototrophe stable par confrontation de mutations auxotrophes dans des conditions ou
aucun de ses mutants ne peut se développer seul. La formation d’hétérocaryon se traduit
par la présence d’un mycélium aérien dense au niveau de la zone de rencontre des deux
thalles mutants ; son absence explique I'incompatibilité des souches.

La compatibilité végétative ou I'hétérocaryose est fondée sur la mise en évidence de
la formation d’hétérocaryons. Le phénomeéne a été étudié chez de nombreux Ascomycetes
notamment le Fusarium oxysporum, I'Aspergillus nidulans, le Neurospora crassa et le
Podospora anserina. Furgal-Wegrzycka & Wegrzycki (2009), avaient distingué 29 GCVs,
ainsi une variabilité importante a été notée en étudiant la diversité génétique de trois
populations régionales polonaises d’A. pinodes et de P. pinodella par I'évaluation de la
fréquence des GCVs sur 10 années d’études (1990-2004), La distribution de ces groupes
n’était pas semblable dans une méme région et entre les régions a travers les années. Selon
les mémes auteurs, établir des liens entre la structure des populations de A. pinodes et P,
pinodella dans le temps est essentiel pour la conception de pratiques de gestion visant a
limiter I'apparition et la propagation de génotypes nouveaux.

L'étude de la compatibilité végétative s’est avérée trés fructueuse pour analyser la
structure des populations des champignons ; elle est considérée comme un outil puissant
dans ce type d’analyse (Burdon, 1993).

1.4.3. Diversité génétique

Une spécificité d’héte confuse et mal établie, ainsi qu’'une taxonomie complexe des
deux genres Phoma et Ascochyta, ont conduit a l'utilisation de nouvelles techniques
biochimiques et moléculaires capables d’apporter plus de précision dans la connaissance
et la classification de ces agents pathogénes. En effet, les analyses éléctrophoretiques des
protéines totales (Bouznad & al, 1997) et des isoenzymes, ont été appliquées pour I'étude
des pathogénes des Fabacées (Boumediene, 2003; O'Neill & al, 1997).

Depuis, I'application des méthodes moléculaires pour I'étude des champignons
pathogénes a permis de mieux préciser leur taxonomie. Ces outils puissants qui sont
devenus courants, en particulier la RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
la RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), la AFLP ( Amplified Fragment Length
Polymorphism) et les Microsatellites, single ou simple sequence repeat (SSR), le
séquencgage (Single Nucletide Polymorphisms (SNP), Internal Transcribed Spacer (ITS))
ont grandement montré leur intérét, pour résoudre les problémes d’identification, et évaluer
les niveaux de diversité génétique des populations pour établir des relations taxonomiques
entre les especes (Guarro & al, 1999 ; Setti & al, 2011). Ces techniques ont permis
aussi d’identifier les principales espéces d’Ascochyta et de Phoma (Berthier, 1997 ; Faris-
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Mokaiesh, 1995), et de montrer que les espéces de Phoma, forment un groupe distinct des
espéces d’Ascochyta (Boumediene, 2003 ; Irrigni & al, 2007).

L'analyse du polymorphisme de certains isolats du genre Phoma et Ascochyta par
RAPD a mis en évidence une grande variabilité interspécifique (Bouznad & al, 1995).
Chaque espéce d’Ascochyta présente un profil particulier, notamment A. viciae, A. fabeae,
A. pisi et A. lentis qui se distinguent nettement de M. pinodes et de P. pinodella ainsi que
de A. rabiei. En particulier, il a été montré que A. rabiei, qui présente un pourcentage
important de conidies monocellulaires, est trés éloigné des autres espéces. En effet, sa
dénomination a été changée par Boerema& al. (2004). De méme, Peever & al (2007) le
consideére plutét mieux placé dans le genre Phomaet propose le nom de Phoma rabiei(Pass)
Khune ex Gruyter, (2002). Les travaux de Hernandez-Bella & al. (2006) basés sur I'étude
phylogénétique des séquences ITS, ont corroboré ce qui précéde.

Des études récentes viennent appuyer les conclusions déja citées. Tadja & al. (2009)
et Peever & al. (2007) ont étudié les régions ITS de '’ADN mitochondrial des espéces
impliquées dans la maladie de I'anthracnose du pois et ont retenu que M. pinodes et P.
pinodella sont étroitement liées. Cependant elles sont clairement distinctes d’A. pisi. Ce
résultat correspond bien aux études morphologiques et moléculaires précédentes (Bretag
& Ramsey, 2001 ; Fatehi & al, 2003 ; Onfroy & al, 2007). Dans le méme sens, Peever & al.
(2007) ont pu différencier ces deux espéces étroitement liées, en se basant sur I'analyse
phylogénétique des séquences G3PD. lIs ont également montré que M. pinodes, forme
parfaite de A. pinodes se regroupe avec des espéces de Didymella et non avec des espéces
caractéristiques de Mycosphaerella. lls proposent ainsi que le nom Didymella pinodes soit
utilisé pour désigner ce dernier champignon.

Aprés avoir étudié la B- tubuline et le facteur d’élongation de la traduction de codage
(tef1) de certains isolats des espéces de Phoma (Phoma pinodella, P. exigua, Phyllosticta
sojicola) Irinyi& al. (2009a), ont suggéré de reclasser Phoma sojicola comme synonyme
de Phoma pinodella et Phyllosticta sojicola comme synonyme de Phoma exigua. var.
exigua. Ces données récentes conduisent a considérer que les techniques moléculaires
récemment développées, constituent un moyen plus performant pour la détermination et
la reconnaissance de beaucoup d’espéces en particulier les espéces de Phoma, dont la
taxonomie est tres controversée jusqu’a lors (Irinyi & al., 2009b).

La spécificité parasitaire :

Chez les genres Phoma et Ascochyta inféodés aux Fabaceae, I'étude de la spécificité
parasitaire a fait I'objet de plusieurs travaux afin d’identifier la gamme d’hétes pour
lesquels des champignons phytopathogénes sont les plus redoutables et dont la spécificité
parasitaire est encore mal définie (Berthier, 1996; Corbiere & Bouznad, 1998, Boumediene
& al, 2009).

Les inoculations artificielles de divers Fabaceae par les Ascochyta spp. a savoir, A. pisi,
A. rabiei, A. lentis, A. fabae, et A. viciae respectivement sur le pois, le pois chiche, la lentille,
la feve et la vesce, ont permis de constater qu’aucun symptéme n’a été visible lorsqu'ils
sontinoculés sur des espéces non hétes. Il reviendrait a dire que ces agents pathogénes ne
peuventinduire de nécroses sur les espéces de plantes autres que celles a partir desquelles
ils ont été isolés (Gossen & al, 1986 ; Kaiser & al, 1997 ; Khan & al, 1999 ; Hernandez-bello
& al, 2006). Par conséquent une grande spécificité parasitaire est notée chez les espéces
d’Ascochyta.
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En effet, Peever & al. (2007) rapportent que ces pathogénes sont parfaitement
spécifiques a leur hbte d’isolement. Néanmoins, A. pisi peut attaquer la vesce (Abouzaied
& El-Tarabil, 2003). Cependant, Kaiser (1990) a observé des symptdémes légers aprés
inoculation artificielle de la lentille et du pois par A. rabiei.

En revanche, chez le genre Phoma,la spécificité a été a la base de la classification
des espéces de ce genre. Il se trouve qu’elle est encore mal établie, ce qui pose un
probléme pour les mycologistes. Seules trois espéces sont principalement étudiées, Phoma
medicaginis var medicaginisisolée de la luzerne pérenne (Boerema, 1976), qui attaque les
Medicago annuelles (Castell-Miller & al., 2008) ainsi que d’autres Fabaceae telles que le
trefle, et le soja. Cette espéece pourrait également étre isolée sur pomme de terre (Sutton,
1980). La seconde espece Phoma medicaginis var macrosporaest spécifique a la luzerne
pérenne (Boerema & al.(1993). Le troisieme pathogene, Phoma pinodella a comme hotes
principaux le pois et le trefle violet d’'ot son ancienne appellation Phoma trifolii (Noordeloos &
al, 1993 ; Boerema & al, 2004 ). Cependant, elle peut infecter d’autres Fabaceae, puisqu’elle
a été isolée de pois chiche (Tivoli & Banniza, 2007).



Chapitre Il Matériel et méthodes

Chapitre Il Matéeriel et méthodes

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériel fongique

2.1.1. Isolats étudiés

Notre étude a été menée sur une collection de 26 isolats de Phoma et d’Ascochyta
provenant de différentes Fabaceae. Quatorze isolats proviennent du laboratoire de
mycologie (ENSA d’El-Harrach) et quatre isolats ont été obtenus a partir de 'INRA de
Rennes. Les autres isolats ont été isolés a partir d’échantillons frais de pois, (Pisum sativum)
et de culture de tréfle d’alexandrie (Trifolium alexandrinum) présentant des nécroses sur
feuilles, collets et tiges récoltés durant les années 2002 et 2003 a la station de I'I'TGC
de Oued- S’'mar. Ces isolats sont comparés a 3 souches de référence P. medicaginis, P.

pinodella et M. pinodes.

Les isolats étudiés ainsi que leurs origines sont présentés au Tableau 3.

Tableau 3 : Origine des isolats de Phoma et d’Ascochyta étudiés.

Isolat Plante hote

Lieu de prélévement

Date

P.Ta. 06.03 P.Ta. Trifolium alexandrinum Trifolium
03.03 P.Ta. 99.02 P.Ta. alexandrinum Trifolium
98.04 A.Ta.98.03 P.Tp. alexandrinum Trifolium

95.03 P.Tp. alexandrinum Trifolium

95.02 P.Luz.92.01 PaPc.alexandrinum Trifolium

92.01 PaPc. pratense Trifolium

95.21 PaPc. pratense Medicago sp Cicer
91.01 PaPc. 91.03 Pa. arietinum Cicer arietinum Cicer
94.03 Pa. 94. arietinum Cicer arietinum Pisum
71.1 Pa. 95.21 Pa. sativum Pisum sativum Pisum
95.01 Pa. 09.02 Pa. sativum Pisum sativum Pisum
C8 Pa 21.03 Pa sativum Pisum sativum Pisum
15.03 Pa 10.03 Mp. sativum Pisum sativum Pisum
94.774 Mp1 Mp. sativum Pisum sativum Pisum
08.03 Mp. sativum Pisum sativum Pisum

07.03 Mp. 94.14.7 p sativum Pisum sativum Pisum

isi vicia lentis rabiei fabasativum Vicia sativa Lens
culinaris Cicer arietinum Vicia
faba

Oued-Smar Oued-

Smar Oued-Smar Oued-
Smar Oued-Smar St

Cyr (18) St Cyr

(18) Merdja Oued-

Smar Maroc Tessala Milian
Rennes France Maroc Mo
Harrach Kouba Rennes Be
harrach Rennes Kouba
Collo Tiaret S.B.Abbes S.E

2003 2003 1999 1998

a Rennes
staganem Canada Bisk
lgique Kouba El

3.Abbes

2.1.2. Isolement et purification des isolats

Les isolements sont effectués, a partir de fragments de collets, tiges et/ou feuilles. Ces
fragments d’environ 1 cm de diamétre sont désinfectés a I'hypochlorite de sodium a 2 %
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pendant 5 minutes. lls sont ensuite rincés a I'eau distillée stérilisée, séchés puis déposés
dans des boites de Pétri contenant le milieu gélosé Mathur (Annexe 1), ce milieu permet
une forte sporulation du champignon. Les boites sont incubées sous une lumiére continue
a une température ambiante de 18-20° C.

Les isolats ayant des aspects culturaux et morphologiques correspondant aux genres
Phoma et Ascochyta sont sélectionnés puis purifiés par culture monospores. A partir de

suspensions de spores de 102 a 103 spores/ml, 0,5ml sont prélevés puis étalés sur des
boites de pétri en Pyrex stérile contenant une lame recouverte par une mince couche d’eau
geélosé a 4%. Aprés 12 a 16 heures d’incubation a 22°c, temps mis par les spores pour
germer. Le prélevement d’'une seule spore a I'aide d’'une pipette pasteur est effectué sus
la loupe binoculaire. Les spores sont repiquées sur le mileu de culture « Mathur ». Les
colonies pures obtenues sont repiquées dans des tubes a essai et maintenues a 4-5° C
pour la conservation des isolats.

Matériel végétal

2.3.

Les espéces de Fabaceae utilisées pour la réalisation des inoculations artificielles afin de
déterminer la gamme d’héte de certains isolats sont présentées ci-dessous. Les semences
de bersim, luzerne, pois et pois chiche nous ont été fournies par l'institut Technique des
Grandes Cultures (ITGC) d’'Oued S’mar. Le reste des semences étaient disponibles au
niveau du laboratoire de Mycologie (ENSA).

Au total, 6 espéces de Fabaceae ont été utilisées pour les inoculations artificielles :

Trifolium alexandrinum L. (tréfle d’Alexandrie = bersim)
Trifolium pratense L. (tréfle violet)

Medicago sativa L. (luzerne cultivée)

Vicia sativa L. (vesce cultivée).

Pisum sativum L. (pois cultivée)

Cicer arietinum L. (pois chiche)

Caractérisation morphologique des conidies

2.4.

L'étude de la morphologie des conidies a porté sur la taille (mensuration de la longueur et
du diamétre) et le nombre de septation des conidies prélevées a partir de cultures agées
de 10 jours sur milieu Mathur, et incubées a une température comprise entre 20 et 22° C.
La taille des conidies est mesurée a l'aide d’'un micrométre oculaire, placé au niveau de
I'oculaire d’un microscope optique étalonné.

L’évaluation du pourcentage de conidies monocellulaires et bicellulaires ainsi que leurs
tailles (longueur, diameétre) a été effectuée sur 100 conidies pour chaque isolat.

L'analyse de la variance de la taille des conidies a été réalisée avec le logiciel STATITCF
(version 5, 1998). Cette analyse permet de regrouper les isolats sur la base du test de
Newman et Keuls a 5 %.

Etude de la compatibilité végétative des isolats
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2.4.1. Sélection des mutants « Nit »
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Elle consiste a sélectionner des mutants spontanés pour chaque isolat étudié de la
collection. A cet effet, 20 fragments mycéliens sont prélevés a partir de cultures jeunes, et
déposés dans des boites de Pétri contenant du milieu minimum, MM+C, a base de chlorate
a différentes concentrations (Annexe 2) ; ces explants sont déposés a environ 2 cm les uns
des autres. Les boites sont incubées a 22- 25 °C pendant 7 a 10 jours, durée nécessaire
pour le développement des mutants résistants au chlorate. Les mutants « Nit » ainsi,
sélectionnés sur milieu MM+C feront 'objet d’'une caractérisation.

2.4.2. Caractérisation des mutants « Nit »

Cette étape d’étude consiste a déterminer le type de mutation auquel appartiennent les
mutants sélectionnés sur milieu MM+C (Correll & al, 1987). Trois types de mutations sont
possibles, en caractérisant trois mutants a savoir : Nit1, Nit3 et NitM.

Tous les mutants sélectionnés sur le milieu MM+C sont mis en culture sur le milieu
minimum MM (Annexe 2), qui contient le nitrate comme seul source d’azote ; cela permet
de vérifier si ces mutants sont des non utilisateurs de nitrate. Les mutants présentant un
thalle aérien épais de type sauvage sont éliminés et ceux présentant un mycélium rasant
seront maintenues et caractérisés. Leur reconnaissance est possible grace a la différence
de leur développement sur des milieux contenant différentes sources d’azote a savoir : le
nitrate, le nitrite et ’hypoxanthine (Annexe 2) Tableau 4.

Tableau 4 : Identification des mutants non utilisateurs du nitrate par leur croissance sur trois sources
d’azote

Croissance sur différentes sources d’azote

Sites de la mutation Type de Nitrate Na | Nitrite Na | Hypoxanthine HPX
mutants No3 No2o

Geéne de structure de la nitrate | Nit 1 r A A

réductase.

Géne de régulation de la nitrate |Nit 3 r R A

et de la nitrite réductase.

Geénes commandant la synthése | Nit M r A R

du cofacteur a molybdéne.

A : mycélium aérien dense ; r : mycélium ras, sans filament aérien. (Correll & al, 1987)

2.4.3. Confrontation des mutants « Nit » et détermination des groupes de
compatibilité végétative

Le test de 'auto compatibilité des isolats pour lesquels ont été sélectionnés au moins un Nit
M et un Nit 1 ou Nit 3, est une étape importante pour la suite de cette étude ; des fragments
mycéliens sont prélevés de chaque mutant. Ces derniers sont déposés a 2 cm I'un a cété de
l'autre dans une boite de Pétri contenant du milieu minimum MM. Aprés 7 jours d’incubation
a 25 °C, la présence ou I'absence d’'un mycélium aérien dense aux zones de rencontre des
deux thalles mutants permet de lire I'auto-compatibilité ou I'auto incompatibilité de l'isolat.
Seuls les isolats auto-compatibles sont retenus pour la suite de I'étude.

La compatibilité végétative des différents isolats étudiés est testée par confrontation des
mutants Nit M et Nit1 ou Nit3, selon toutes les combinaisons possibles et selon le principe
déja cité ci-dessus.
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2.5. Caractérisation des isolats par RAPD (Randomly Amplified
Polymorphic DNA)
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2.5.1. Production de mycélium pour I’extraction de I’ADN génomique

Le mycélium des isolats est produit en milieu liquide a base de pomme de terre et de glucose
(Annexe 1). Cinq explants de 8 mm de diamétre sont prélevés a partir de cultures agées
de 7 jours, puis sont introduits dans des erlenmeyer de 500 ml contenant 150 ml de milieu
de culture, puis incubés a 22°C a I'obscurité pendant 10 jours. Le mycélium est ensuite
récupéré par filtration dans des conditions stériles (filtre). Le mycélium est rincé plusieurs
fois avec de I'eau stérilisée, séché avec du papier buvard puis stocké au congélateur.

2.5.2. Extraction de ’ADN génomique

L’extraction de ’ADN est réalisée selon le protocole de Lee & Taylor (1990). Le genre Phoma
produit un mycélium contenant beaucoup de polysaccharides (Berthier, 1997) ; ces derniers
sont trés difficiles a séparer de ’ADN. Néanmoins, le tampon de lyse utilisé est composé de
Tris HCL, de SDS, d’EDTA et de mercaptoéthanol (Annexe 3), cité dans plusieurs travaux
de recherche, permet d’extraire des quantités suffisantes et pures d’ADN (Berthier, 1997 ;
Bouznad & al, 1995 ; Blossier, 1997).

Le protocole d’extraction (Annexe 4) comprend plusieurs étapes dont les plus
importantes sont la lyse cellulaire, I'élimination des débris cellulaires et la précipitation des
protéines et des polysaccharides. L'ADN obtenu est dissout dans une phase aqueuse et est
précipité par I'isopropanol froid sous forme d’une pelote. Cette derniere est lavée avec de
I'éthanol 70%, puis dissoute dans 0,2 mlde tampon TE (Annexe 3) puis conservée a 4°C.

2.5.3. Electrophorése de I’ADN sur gel d’agarose (Estimation quantitative et
qualitative de I’ADN)

Les extraits d’ADN obtenus sont analysés par électrophorése sur gel d’agarose a 1%
(Annexe 4). A cet effet, un mélange de 5 pyl d’ADN et 5 pl de tampon de charge (Loading
buffer) pour chaque isolat, est déposé dans les puits du gel. La migration est réalisée sous
une tension de 100 Volts pendant 30 minutes et le gel obtenu est déposé dans une solution
de Bromure d’Ethidium BET a une concentration de 1ug/ml (Annexe 3) puis visualisé sous
UV sur un trans illuminateur.

La concentration et la qualité de 'ADN sont estimées par les lectures de la densité
optique au spectrophotomeétre, aux longueurs d’ondes 260 et 280 nm. La formule permettant
de calculer la concentration de 'ADN est la suivante :

ADN (pg/ph =00 260 x 100{facteur de dilution) x 50pg/ml x10-3
100 : facteur de dilution——=> 10 pl pour 990 pl de T.E.
1 pg d'ADMN mil correspond & 50% ADM et 50% ARM
La qualité de 'ADN est mesurée par l'indice de pureté qui correspond au rapport de la
valeur lue a la longueur d’ondes de 260 nm (absorbance de I’ADN) sur la valeur lue a la

longueur d’ondes de 280 (absorbance des protéines). Cet indice de pureté doit étre voisin
de 1,8 — 2 (Weigand & al, 1993).
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2.5.4. Amplification des isolats par RAPD

La RAPD est basée sur le principe de la PCR (Polymerase Chain Reaction). Cette derniére
méthode repose sur la complémentarité des bases et la capacité de synthése d’une
séquence d’ADN comprise entre deux régions s’hybridant chacune avec une amorce
spécifique (primer) a 'aide d’'une enzyme polymeérase.

La technique RAPD, suit les mémes étapes que celle de la PCR, en utilisant une
seule amorce de séquence arbitraire, complémentaire d’une région précise de 'ADN. Cette
amorce permet I'amplification de plusieurs séquences, inconnues, sur le génome entier
(Santoni & al, 2000).

Les amplifications sont réalisées avec deux amorces synthétiques, OPERON (C13 et
C18) dont les séquences sont :

C13:5- AAGCCTCGTC -3’
C18:5- TGAGTGGGTG -3’

Ces deux amorces sont souvent utilisées dans I'amplification des espéces de Phoma
et d’Ascochyta, puisqu’elles permettent 'obtention de bons profils (Berthier, 1997 ; Blossier,
1997 ; Bouznad & Corbiere,1998 ; Onfroy & al, 1999 ; Macdonald & al.,2000 ; De gruyter
& al., 2009).

2.5.4.1. Milieu réactionnel et parameétres d’amplification

La concentration de ’ADN de chaque échantillon est ajustée a 10 [g/ul, aprés estimation
de la quantité d’ADN extrait. Cette concentration est suffisante pour obtenir une bonne
amplification. L'amplification est réalisée selon le protocole adapté pour les espéces de
Phoma et d’Ascochyta (Bouznad & Corbiere, 1998 ; Onfroy & al, 1999).

Les concentrations des différents éléments, utilisées pour un volume de 25 ul de milieu
réactionnel sont détaillées dans le Tableau 5

L'ordre Milieu réactionnel Volume (pl) Concentration
(M&lange d'amplification) finale

1 ADM & amplifier g 10 ngful

2 Tampon de Tag specifique x10 b 10

3 Lez n:IEs-n:-:-tyr_il:c-m:hi—c-ticles e 200 pM de chague
triphosphates (dMTP) i nucdeotide

a Amorce 0.5 2 phd

5 Tag - 1,5 unité

i Eau distilée stérile o

) 13,7

Tableau 5 : Composition du milieu réactionnel

L'amplification de 'ADN des échantillons est réalisée dans un thermocycleur du
type PTC 100 ( MJResearch) Peltier Thermal Cycler selon un programme d’une durée
d’amplification de 3h45 heures (Onfroy & al, 1999) :

1. Dénaturation initiale a 95°C pendant 5 min
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2.6.

2. 45 cycles de : 1 min de dénaturation a 95°C, 1 min d’hybridation a 39°C et 1 min
d’élongation a 72°C
3. Elongation finale a 72°C pendant 15 min

Une fois 'amplification terminée, les échantillons sont conservés a 4° C pour une utilisation
ultérieure.

2.5.4.2. Electrophorése et révélation des fragments d’ADN amplifiés

La séparation électrophorétique des échantillons amplifiés, est effectuée sur gel d’agarose
a1,2%.

12 pl de chaque mélange [6 pl d’échantillon amplifié additionné de 6 pl de tampon de
charge (Annexe3d)] sont déposés dans les puits du gel, et sont mis a migrer a 80 volts dans
du tampon TAE 1x (Annexe3) pendant 3h 45min.

L’ADN est coloré en plongeant le gel dans une solution de bromure d’éthidium (BET)
a une concentration de (1ug/ml). Les profils obtenus sont visualisés sous une lumiére
ultraviolette a 'aide d'un trans-illuminateur ; les photos sont prises avec un appareil photo
numeérique.

2.5.4.3. Analyse des profils obtenus

Une matrice est établie sur la base de la présence ou de I'absence de bandes obtenues
pour chacun des isolats étudiés sur gel d’agarose a 1,2%. Elle est codifiée selon un systéme
binaire indiquant la présence (1) et 'absence (0) des différentes bandes. Cette matrice est
traitée par le logiciel M. V. S. P. (Multi-Variate Statistical Package) version 3.12 de Kovach
computing Services, (qui définit un indice de similitude, il permet d’analyser et comparer les
isolats entre eux). La représentation graphique, sous forme de dendrogramme est réalisée
selon la méthode UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic average) en
utilisant I'indice de Jaccard.

Etude de la spécificité parasitaire
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Cette étude est effectuée par la réalisation de deux inoculations artificielles, la premiére
concerne les semences, et la seconde concerne les parties aériennes. Au total 16
isolats sont inoculés, par des représentants des différents groupes obtenus par I'étude
morphologique des conidies.

2.6.1. Préparation de I'inoculum

Des explants d’isolats sont prélevés a partir de colonies agées de 10 jours environ et mis
dans des erlenmeyer contenant de I'eau distillée stérilisée. Les suspensions sont obtenues
par agitation pour que les pycnides libérent leurs conidies, et la concentration est estimée

a l'aide d’une cellule de Malassez. Les concentrations finales sont ajustées a 1.106 spores/
ml pour chaque isolat, par dilution avec de I'eau distillée.

2.6.2. Technique d’inoculation

Les plantes choisies pour cette étape d’étude, sont les principales espéces hotes a partir
desquelles un certain nombre d‘isolats étudiés ont été isolés. L’inoculation est réalisée
en deux étapes. La premiere consiste a tremper les semences pré-germées dans les
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suspensions de spores de chaque isolat pendant 20 minutes. Les semences témoins sont
immergées dans de I'eau stérilisée. Les graines sont ensuite semées délicatement a I'aide
d’une pince dans des terrines (30 x 30 cm) contenant un mélange de terre, terreau et sable
(1/3,1/3,1/3). La deuxiéme étape consiste a inoculer les jeunes plants issus des graines
déja inoculées, agés de 28 jours (stade 3 feuilles), par pulvérisation de la suspension de

spores (106/ml) sur le feuillage (Angevain, 1983). Les terrines sont ensuite recouvertes
par un couvercle en plastique transparent simulant une mini serre, afin de conserver une
hygrométrie maximum pour la sporulation et de permettre le développement du champignon
pendant 3 jours

2.6.3. Dispositif expérimental

Un dispositif expérimental en Bloc aléatoire complet est retenu pour le test d’'inoculation.

Pour chaque isolat trois répétitions sont réalisées avec quatre terrines témoins, a raison
de deux terrines par isolat. Au niveau de chaque terrine, les plants sont placés a raison de
trois lighes contenant chacune 5 graines de la méme espéce veégétale, soit 3 espéces par
terrine. Elles sont incubées dans une serre en verre a (18- 22°C).

Au 4éme jour les couvercles sont enlevés. Les plants sont réguliérement brumisés
durant toute la durée de I'expérimentation jusqu’a I'apparition des symptémes.

2.6.4. Notations des symptomes

La lecture des symptdmes est réalisée aprés 15 jours pour l'inoculation par pulvérisation,
et aprés 45 jours pour I'inoculation par trempage des semences. La présence ou I'absence
d’altérations caractéristiques des différents organes de la plante (feuillages, tiges, collet et
racines) sont notées.

Le nombre de plants présentant des symptébmes sont transformés en pourcentage
(nombre de plants attaqués sur le nombre total de plants inoculés x 100). Deux types
de notations ont été considérés : le pourcentage des plants présentant des nécroses sur
le collet, les racines et sur les tiges, et le pourcentage des plantsprésentant des taches
foliaires.
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3. Résultats et discussions

3.1. Description des symptémes sur bersim et pois

30

Les isolements sont réalisés a partir de plants ayant manifesté plusieurs types de
symptomes, présentant des nécroses sur tiges et feuilles de bersim, et sur gousses de pois.

Sur bersim : Les symptdmes sur les feuilles de bersim sont d’aspect variable (taille,
couleur, forme). Nous avons noté la présence de taches nécrotiques diffuses de petite taille
de couleur brune ainsi que des taches de couleur claire bien délimitées par une bordure
foncée (Fig. 2a). Au niveau des tiges, la majorité des nécroses sont de couleur foncée
diffuse avec la présence de pycnide. Ces nécroses peuvent s’étendre tout au long de la
tige, parfois jusqu’au collet (Fig. 2b).

Ces symptbmes sont caractéristiques des espéces appartenant aux deux genres
Phoma et Ascochyta. Des attaques de Colletotricum sp. sont également observées, elles
se sont traduites par I'apparition de taches claires a bordure rouge, et des taches noires
sur tige (Fig. 2c) avec la présence d’acervules provoquant I'éclatement de I'épiderme de la
plante. Ce dernier agent d’anthracnose a toujours été isolé accompagné des deux genres
Phoma et Ascochyta, ce qui a rendu difficile la distinction entre les espéces.

Sur pois : Les gousses de pois provenant de quelques régions d’Algérie (Biskra,
Mostaganem, Alger) étaient fortement attaquées. Les symptdmes se présentent sous forme
de taches brunes aux extrémités des gousses (Fig. 2d) et des taches claires aux bordures
foncées (Fig. 2e).

Des espéces appartenant aux genres Phoma et Ascochyta sont isolées a partir des
nécroses de bersim et de pois. Ces espéces sont identifiées et repiquées aprés une simple
observation des pycnides sous la loupe binoculaire.

Une étude morphologique des conidies est réalisée sur les 26 isolats de notre collection.
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Figure2 : Symptémes d’attaque de Phoma spp,
Ascochytaspp. et Colletortricum spp. sur bersim et pois.

(a) : Tache nécrotique sur feuilles de bersim récolté a Oued-S’mar,

('b) : Nécroses sur tiges de bersim,

( ¢) : Symptébme de Colletrotricum sur feuilles de bersim,

( d) : Taches nécrotiques de couleur marron violacé sur gousse de pois,
( e): Nécroses diffuse de couleur claire sur gousse de pois

3.2. Caractérisation morphologique des isolats : septation et taille des
conidies

La caractérisation morphologique des isolats est basée sur le nombre de septation et la
taille des conidies (longueur et diamétre). Ces observations sont effectuées aprés 10 jours
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de développement du champignon sur milieu Mathur ; les résultats de cette étude sont
rapportés dans le tableau 6.

Les isolats sont regroupés selon le type et les proportions de septations
(monocellulaires et bicellulaires), puis la taille des conidies produites.

3.2.1. Variation de la septation des isolats

Isolats a conidies 100% monocellulaires

Parmi les isolats étudiés, uniquement deux possédent que des conidies a 100%
monocellulaires ; il s’agit de P.Luz.92.01 et de Pta.06.03. Les conidies sont de petites tailles
avec des longueurs moyennes respectives de 5,43 ym et 7,56 um. Le premier, isolé de la
luzerne présente des conidies de forme cylindrique, et se sont avérées étre les plus petites
parmi tous les isolats. Pour le second (Pta.06.03), les conidies sont un peu plus grandes
et de forme allongée.

Isolats a conidies majoritairement monocellulaires

Ces isolats au nombre de dix-huit, présentent des conidies a majorité monocellulaires
variant de 64 a 90 %, et proviennent tous de plantes hbtes diverses ; Pta.98.04, Pta.03.03,
Pta.99.02 sont isolés de bersim; Ptp.95.03, Ptp.95.02 a partir de trefle violet; PaPc.92.01,
PaPc. 95.21, PaPc.91.03 et PaPc.91.01 a partir de pois chiche ainsi que le Pa.94.03,
Pa.95.21, Pa.95.01, Pa C8, Pa.94.77.1, Pa. 15.03, Pa.09.02, Pa.10.03 et Pa.21.03 a partir
de pois. Les conidies de ces isolats sont de tailles variables, dont les conidies septées sont
plus grandes (8,19 a 12,65 um) que les conidies non septées (6,24 a 10,95 um). La taille
des conidies de l'isolat de bersim (Pta.99.02) est la plus importante par rapport a celles du
reste des isolats.
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Conidies bicellulaires Conidies monocellulaires
Plante hate |solats N Longyeur Longueur Dian}e‘rre Diametre . ] Long},leur Longueur Diarr!etre Diametre L
i extréme moyenne  extréme maoyen Lil % extréme maoyenne extréme maoyen
L{pm) L{pm) 1{pm) I(pm) L{pm) L{pm) I{pm) I{pm)
80 1251758 15.84 385 458 341 20 10.5-125 11.58 2539 3.57
Bersim 34 55143 12.65 35852 .60 3.80 88 7.8-13 10.95 2:65
20 8.5-10 818 28389 3 .96 80 5273 §.32 2,55
o - - - - - 100 §.5-8.1 7.56 2.42
8 7.5-10.5 367 278 92 52-T8 §.59 2.88
T T.violet | 20 7.8-10.4 332 2.74 80 52-5.45 £.48 287
Ptp. 95.02 20 7.8-10.4 2 3.8 330 80 278 8.63 258
Pa pc 91.03 48 T804 9.7, 2 373 30 54 52104 T.02 23
Pois chiche | oo 1o o0 09 14 7.8:9.1 8.9 2533 297 300 || =8 52.78 559 273
Pa pc85.21 42 11.7-12 12.28 3852 481 282 58 52748 §.25 2.82
Pa pc #1.01 36 10.4-13 12.18 2552 404 3.25 g4 7.8-8.45 7.88 2.68
Luzeme fp) 2 o001 o - - - - | e 35748 543 218 252
g 7510 9.88 -3 250 ER| 74 5-7.5 5.40 2.58 2571
12 104117 1105 3, 3.03 354 28 6.08 238 2.10
16 7.8 78 2.58-325 535 1.48 90 BAT 2.42 1.88
G8 7.8 7.8 2539 35 2.22 9 448 235 2.27
12 2852 3.25 3.06 88 §.88 285 233
. 18 2839 3258 3 82 §.85 6.5 0e
Pt 20 2 275 331 | o 555 227 330
36 2 307 25 70 g.24 28 2.75
28 2552 325 288 72 599 2.44 2.48
100 1.85-5.2 473 458 o - - -
100 3,852 468 2.88 0 - -
8 g2 B2 212 38 9.1 5. 5.2 1.75
8 3.25-52 422 215 38 455 2.8-3.28 282 1.86
88 3552 4.08 3.24 12 7.8 2.5-3.25 2.82 267

Tableau 6 .Dimensions des conidies de Phoma sp et
Ascochyta sp. Isolats développés sur milieu Mathur a (20-25°)

Isolats a conidies 100% bicellulaires

Deux isolats d’Ascochyta (M. pinodes)présentent des conidies a 100% bicellulaires ; il
s’agit des isolats Mp.94.77.4 et Mp.94.14.7, isolés de pois, et présentant les tailles les
plus grandes d’environ 10,4um-16,9 ym. Les conidies présentent une légére constriction
au niveau de la septation.

Isolats de conidies majoritairement bicellulaires

Les isolats de ce groupe ont une proportion de conidies bicellulaires variant entre 60 et 88%.
Il s’agit des isolats Ata.98.03 isolé du bersim et les trois isolats Mp.07.03, Mp.08.03 et Mp1,
isolés du pois. La longueur des conidies varie entre 4,55 et 10,4um pour les monocellulaires
et entre 7,8 et 18,2 um pour les bicellulaires. L'isolat Ata.98.03 posséde des conidies qui
présentent des extrémités inégales en diamétre Le reste des isolats présentent des conidies
de forme légérement incurvé.
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3.2.2. Variation de la taille des isolats

L'analyse statistique de la longueur des conidies monocellulaires et bicellulaires révele une
différence significative entre les isolats (tabl. 7), et fait ressortir 8 groupes homogénes par
le test de Newman et Keuls au seuil de 5% (tabl. 8) :

Tableau 7: Analyse de la variance pour la mensuration des conidies des isolats étudiés :

Source des Somme des Degré de Moyenne des F Valeur critique
variations carrés liberté carrés pour F
Echantillon 4990,365042 25 226,8347746 108,260349 2,207783601
Colonnes 13625,0939 1 13625,0939 6502,78348 10,85602682
Interaction 1683,184025 25 76,50836479 36,5147818 2,207783601
A l'intérieur du 4722,740918 2254 2,095271037
groupe
Total 25021,38388 2299

Libelles  N*®isolats Moyenne (um) Groupes Homogenes

Fluz 9201 13 3,434 A

Fab321 1 3,746 E

Fab3 01 16 6,145 E

Pa C8 1 6,604 C

Fa9477.1 2 5,661 C

Pta 03.03 5 6,236 C

Papc 9201 17 6,903 D

Ptp 93.03 22 7033 D

Pa 1303 & 7.046 D

Pta 02.04 26 7.072 D

Fa94103 0 7008 D

Ptp 95.02 13 7.215 D

Fa 0902 18 7.234 DE

Fa 1003 9 7.404 DE

Fall03 24 741 E

Pta 06.03 23 7.566 E

Papc 9103 21 2,268

Papc 9321 19 2018

Papc?l01 1 9,425

Pta 99 02 23 10,296 G

MpORO3 3 10,32 G

Lpl 12 11,544 H

Mp 0703 2 12,65 H

Mpo4147 4 12,73 H

Ata 9803 20 13,734 H

Mpo4774 7 14,323 H
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Tableau 8 : Classement et regroupement des
isolats par le test de Newman et Keuls au seuil de 5%

Groupe 1 : Ce groupe représenté par un seul isolat (P.Luz.92.01), est caractérisé
par les plus petites conidies parmi tous les isolats étudiés, avec une longueur moyenne
des conidies de 5,43 ym et un diametre moyen de 2,18um (Fig. 3a) ; elles sont toutes
monocellulaires et de forme cylindrique.

Groupe 2 : Les deux isolats appartenant a ce groupe sont Pa.95.21 et Pa.95.01. Les
conidies sont de petite taille avec des longueurs moyennes respectives de 5,74 ym

- G 32100

Figure 3: Aspect morphologique des conidies

a
L

(a) : Conidies monocellulaires cylindriques, de I'isolat P. luz 92.01,
(b) : Conidies monocellulaires et bicellulaires de I'isolat Pa 95.21,
(c) : Conidies de l'isolats Pa 94.71.1 ;

(d) : Conidies majoritairement monocellulaire de l'isolat Pta 03.03 ;

35



Etude de la diversité génétique des espéces de Phoma spp. inféodées aux Fabaceae

36

(e) Conidies de lisolat Pta 98.04 ;
(f) : Conidies monocellulaires de Iisolat Pa 94.03 ;
(g) : Conidies monocellulaires de Iisolat Pta 06.03

et 6,14um (Fig. 3b) ; elles sont de forme ovoide, allongées et sont a 90%
monocellulaires et 8 a 10% des conidies sont bicellulaires.

Groupe 3 : On retrouve trois isolats dans ce groupe, Pa C8, Pa.94.77.1 isolés
de pois (Fig. 3c), et Pta 03,03 isolé de trefle d’alexandrie (Fig. 3d). Le pourcentage
des conidies monocellulaires est compris entre 82 et 92% avec une taille moyenne de
6,60-6,85x3,05-4,87um.

Groupe 4 : Il regroupesix isolats a savoir PaPc.92.01, Ptp.95.03, Pa.15.03, Pta 98.04,
Pa.94.03, et Ptp.95.02, qui proviennent de différentes Fabacées, tels que le pois chiche,
le tréfle violet, le pois et le bersim. Les conidies sont de longueur moyenne comprise
entre 6,90 et 7,21um. Il est a noter que les conidies bicellulaires sont plus larges avec
'unedesextrémités légérement pointue et une Iégére constriction au niveau de la septation
(Fig. 3e, f).

Groupe 5 : Ce groupe comprend quatre isolats (le Pa.09.02, le Pa.10.03, le Pa.21.03
etle Pta.06.03) ; ils présentent des conidies de taille moyenne variant de 7,25 a 7,56 ym de
longueur. Contrairement aux autres isolats appartenant a ce groupe, les conidies de l'isolat
Pta.06.03 sont a 100% monocellulaires (Fig. 39).

Groupe 6 : Ce groupe rassemble les isolats de pois chiche PaPc 91.03, PaPc 95.21 et
PaPc 91.01, dont la longueur varie de 8,26 a 9,42 uym ; leurs conidies sont majoritairement
monocellulaires (Fig. 4a, b).

Groupe 7 : Deux isolats représentent ce groupe (Pta.99.02 et Mp.08.03) dont le premier
est caractérisé par des conidies qui sont plus grandes que celles des groupes précédents,
avec une longueur moyenne de 10,29 uym et un diamétre de 3,56 um. Elles sont a 66%
monocellulaires et présentent une forme ovale a extrémité arrondie (Fig. 4c). Le deuxiéme
isolat posséde des conidies dont la longueur moyenne est de 10,32 ym avec un diamétre
de 3.87um. La majorité des conidies sont bicellulaires (Fig. 4d).

Groupe 8 : Ce groupe rassemble les 5 isolats MP1, Mp.07.03, Mp.94.14.7, Ata.98.03
et Mp.94.77.4, isolés de pois et de bersim ; les conidies de ce groupe sont
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G:3.2x100
Figure 4: Aspect morphologique des conidies (suite).

(a) : Conidies monocellulaires, de l'isolat PaPc. 91.03 ;

(b) : Conidies monocellulaires et bicellulaires de I'isolat PaPc.91.01
(c) : Conidies majoritairement monocellulaires de I'isolat Pta 99.02 ;
(d) : Conidies bicellulaires de l'isolat Mp 08.03 ;

(e) : Conidies bicellulaires de I'isolat Mp1;

(f) : Conidies bicellulaires de Iisolat Ata 98. 03;

(g) : Conidies majoritairement bicellulaires de l'isolat Mp 94.77.4

de grande taille avec des longueurs moyennes respectives de 11,54um (Fig. 4e), 12.65
pm, 12.73 pym, 13,75 pym (Fig. 4f) et 14,32 ym (Fig. 49)

Ces isolats se différencient nettement des autres par des conidies de grande taille
majoritairement bicellulaires ; les conidies des isolats, Mp.94.77.4 et Mp.94.14.7 sont a
100% bicellulaires.
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3.2.3. Discussion

De par la taille des conidies et leur pourcentage (monocellulaires ou bicellulaires), nous
avons constaté une variabilité morphologique assez importante au sein des isolats étudiés.
Cette diversité a été rapportée par de nombreux auteurs (Berthier, 1997 ; Bouznad &
Corbiere, 1998 ; Monte & al, 1990 ; Aveskamp & al, 2008). La longueur des conidies variait
de 3, 9 a4 17,5 um avec un pourcentage de 8 a 100% de conidies monocellulaires.

Cette étude, montre que la majorité des isolats possédent plus de 80% de conidies
monocellulaires a I'exception des isolats Mp.94.77.4, Mp.94.14.7, Mp.08.03, Mp.07.03
obtenus de pois et I'isolat Ata.98.03 isolé de bersim, ou la majorité des conidies sont
bicellulaires. Les tailles les plus importantes sont observées chez les isolats de pois ; elles
sont comprises dans l'intervalle 8-16 x 3-4.5 um. Ces dimensions correspondent a ceux
de I'espéce M. pinodes isolée de pois (Noordeloos & al, 1993). En ce qui concerne l'isolat
Ata.98.03, la taille des conidies se rapproche de celle d’Ascochyta trifolii isolée du tréfle
d’Alexandrie (Chorin, 1944). Une espéce comparable est décrite par Bond & Trassova
(1931), indiquant une taille des conidies comprise entre 15-22x4,5-6 um ; les conidies sont
majoritairement bicellulaires. Cette espéce n’a pas été évoquée par Boerema lors de ses
derniers travaux (2004). De ce fait, cet isolat mérite une attention particuliére pour une
confirmation de son identification.

Nos résultats montrent que l'isolat Pa.94.03 représentant le P. pinodella de référence,
est regroupé avec plusieurs isolats : Pta.98.04, Pta.03.03 du bersim, les isolats de pois
Pa.95.01, Pa.95.21, Pa.94.71.1, Pa 10.03 et avec les isolats du tréfle violet Ptp.95.03 et
Ptp.95.02. Nous retrouvons dans ce méme groupe les isolats de pois chiche PaPc 92.01,
PaPc 91.01, PaPc 95.21, et PaPc.91.03. Tous ces isolats présentent des conidies en
majorité monocellulaires (80%), avec des tailles de 5-8,5um de longueur et 2,5-3,5um de
diameétre, avec cependant une légére différence au niveau du pourcentage des conidies
monocellulaires. De par la forme et la dimension de leurs conidies, ces isolats se
rapprochent donc de 'espéce P. pinodella (Sutton, 1980 ; Noordeloos & al, 1993 ; Boerema
& al, 2004).

Par contre les deux isolats Pta.06.03 et Pta.99.02 du bersim présentent des conidies
majoritairement monocellulaires, mais de longueur plus importante que les souches de
Phoma habituellement décrites sur les Fabaceae.

Enfin, I'isolat P.Luz.92.01 ne présentant que des conidies monocellulaires, et qui montre
la taille la plus petite par rapport au reste des isolats (3,9-7,8x2,6-3,25um) ; il correspond a
la taille des conidies des P.m.var.medicaginis selon Boerema & al (2004).

Il est important de signaler que les isolats qui se rapprochent du P. pinodella par la
morphologie des conidies considérée comme un critére taxonomique important par Month
& al (1990), ont montré une homogénéité entre eux. En effet, ils sont classés dans le méme
groupe, méme s’ils sont d’origines géographiques et de plantes hbtes différentes. Il en est
de méme, pour les isolats appartenant a M pinodes, regroupés dans un groupe a part.

3.3. Analyse des isolats par la compatibilité végétative

38

3.3.1. Sélection des mutants

Des mutants résistants au chlorate sont obtenus chez tous les isolats étudiés apres 7
jours d’incubation. Ces mutants spontanés sont sélectionnés sur milieu minimum a base
de chlorate a 409/l (Fig. 5a), Par contre, aucun mutant n’a été obtenu a des concentrations
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inférieures (15 g/l, 20 g/l, 25 g/l, 30 g/l, 35 g/l). Les mutants obtenus étaient plus abondants
chez certains isolats que d’autres ; au total, 124 mutants sont sélectionnés.

Code des isolats it M Mit 3 Mit 1 Total
1 100 0 0 0 0 1
4 45 4 40 2 20 10
2 50 0 0 2 50 4
0 0 0 0 1 100 1
2 28,57 1 14,28 4 Evi4 7
2 33,33 1 16,66 3 50 +
0 0 0 0 1 100 1
Pluz.52.01 1 100 0 0 0 0 1
PaPc.22.01 (Cued smar) 2 B0 1 25 1 25 2
PaPc.21.01 (Maroc) 0 0 0 0 1 100 1
FaPc.81.01 (Tes=ala) 2 28 57 1 14,28 2 ET14 7
Papc.91.03 (Miliana) 1 33,33 0 0 2 gees 3
Fa. 2403 1 100 0 0 0 0 1
Pa.24.71.1 0 0 0 0 1 100 1
Pa.85.21 1 20 1 20 3 g0 b
Pa.85.01 0 0 1 5D 1 50 2
Pa.bg.02 2 33,33 1 18,65 3 &0 3
Pa.c8 0 0 1 100 0 0 1
Pa.21.03 1 50 0 0 1 50 2
Pa.15.03 1 50 1 5D 0 0 2
Pa.10.03 2 33,33 1 18,65 3 &0 3
Mp.24.147 5 38,71 2 1428 7 50 14
Mp.24.77.4 2 15,38 0 0 11 8481 13
Mp1 3 33,33 1 11,11 5 EBBE &
fp.08.03 1 20 2 4% 2 4% b
MMp.07.03 3 27.27 4 3838 4 /38 M
Total 39 31,45 23 18,54 G2 50 124

Tableau 9 : Nombre de mutants Nit des isolats
étudiés obtenus sur les milieux de caractérisation
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Figure 5 : Mutants chlorate résistants des isolats étudiés

(a) : Mycélium chlorate résistant d’'un mutant « nit » sur milieu minimum,
(b) : Réaction d’auto incompatibilité entre des mutants de l'isolat Pta.99.02 :

(c) : Réaction d’auto compatibilité entre des mutants « nit 1 »_ « nit M »_ « nit 3 »,
de Iisolat P. luz 92.01,

(d) : Formation d’hétérocaryon entre des mutants « nit » de I'isolat Mp 08.03 et des
mutants « nit » de l'isolat Mp.07.03,

(e) : Formation

d’hétérocaryon entre des mutants « nit » de l'isolat Pta. 03.03 et des mutants « nit »
de l'isolat Ptp.95. 02,
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isolats I 12 I3 14 I Is I7 I8 I8 I10 I11 I12 I13 I14 I13 I16 I17 Q18 I1% 120 121 122 123 124 123 12§

Tableau 10 : Résultats des confrontations entre les mutants des isolats étudiés

3.3.2. Caractérisation des mutants « nit »

La mise en évidence des mutants non utilisateurs de nitrates, obtenus a partir de chaque
isolat, sur les milieux minimums a base du nitrate, nitrite et de I'hypoxantine, nous ont permis
de constater que 50% d’entre eux sont des « nit1 », 18,54% des

« nit3 » et 31,45% des « nit M ». Tous ces pourcentages sont présentés dans le tableau
9.

Nous constatons que tous les isolats analysés présentent au moins un mutant de type
nitM et nit1 ou nit3, avec des pourcentages qui restent variables d’'un isolat a un autre.
Cependant, pour 'ensemble des isolats, le nombre de mutants « nit1 » est toujours supérieur
a celui des autres mutants.

3.3.3. Confrontations des mutants « nit » et identification des groupes de
compatibilité végétative (GCV)
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La confrontation des mutants complémentaires « nit M », « nit 1 » et ou « nit 3 » provenant
des différents isolats est effectuée selon toutes les combinaisons possibles. Il convient de
signaler que les isolats Ptp 95.02, Pta99.02, PaPc92.01, Pa95.01, et Pa10.03, présente
chacun une auto- incompatibilité (Fig. 5b). De ce fait, ces isolats sont écartés pour la suite du
test. En ce qui concerne les autres isolats, nous avons conclu une auto compatibilité, c’est-
a- dire que la confrontation des mutants complémentaires issus du méme isolat, conduit
toujours a la formation d’un hétérocaryon stable (Fig. 5c¢) ; les isolats auto compatibles ont
fait 'objet de la suite de cette partie d’étude.

Les résultats des différentes confrontations entre mutants complémentaires des isolats
sont mentionnés dans le tableau 10. Une seule confrontation compatible est obtenue chez
les isolats du genre Phoma, et quatre confrontations compatibles chez certains isolats
reconnus comme M. pinodes.

Par rapport au nombre de mutants obtenus, nous considérons que les résultats
montrent peu de compatibilité entre les isolats étudiés. Seuls les isolats Mp.07.03, et
Mp.08.03 (Fig. 5d) sont compatibles. Ce dernier est compatible également avec Mp 94.77 .4
et Mp 94.14.7. Ces quatre isolats appartiennent donc au méme groupe de compatibilité
végeétative. Par ailleurs, les isolats Ptp.95.02 et Pta.03.03 sont également compatibles (Fig.
5e), et forment a eux seuls un autre groupe de compatibilité végétative.

3.3.4. Discussion

Notre étude sur la compatibilité végétative de quelques isolats provenant de Fabacées,
nous a permis dans un premier temps, d’obtenir des mutants résistants au chlorate
pour les trois types de mutants nit (nit M, nit 1, nit 3). Cependant, le pourcentage des
mutants nit3 obtenu varie d’un isolat a un autre, mais toujours en plus faible fréquence
par rapport aux autres types de mutants. Ce résultat coincide avec celui obtenu par de
nombreux travaux sur plusieurs champignons, ou la compatibilité végétative est largement
etudiée, notamment sur Fusarium oxysporumf. sp. albedinis (Tantaoui & Boisson, 1991), sur
Fusarium oxysporumf.sp.melonis (Gennari & d’Ercole, 1994), sur Fusarium oxysporumf.sp.
lycopersici (Henni & al, 1998), et sur Fusarium oxysporumf.sp.lentis (Belabid, 2001); le
pourcentage de nit3 obtenu était toujours faible.

Cependant dans notre cas, les confrontations des mutants « nit » des différents isolats
étudiés, ont permis la mise en évidence uniquement de deux groupes de compatibilité
végétative. Le premier groupe rassemble le Mp1, Mp 07.03, Mp 94.14.7 et Mp.94.77 4,
parmi les isolats d’Ascochyta et le deuxiéme groupe rassemble le Pta 03.03 et le Ptp 95.02
parmi les isolats de Phoma. Ainsi, a l'issue de cette étude, deux groupes de compatibilité
végétative sont mis en évidence.

Méme si une faible compatibilité végétative est notée chez les isolats étudiés, cette
étude a permis d’établir un protocole adéquat pour I'obtention des mutants résistants
au chlorate chez les isolats appartenant du genre Phoma et Ascochyta, alors que
Fugral-Wegrzycka & Wegrzycki (2009) avaient rapporté qu’il n’est pas possible d’obtenir
des mutants et des groupes de compatibilité veégétative par l'utilisation de test de
complémentation de mutant nit. Comme cette méthode a montré son intérét dans I'étude
de la diversité génétique et la caractérisation des champignons phytopathogénes, d’autres
études méritent d’étre poursuivies par la méme approche phénotypique.
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3.4. Analyse du polymorphisme génétique des isolats de Phoma spp.
et Ascchyta spp. par RAPD

3.4.1. Evaluation de la qualité de ’ADN extrait

L'extraction de 'ADN a été réalisée pour tous les isolats en utilisant un protocole d’extraction
a base de SDS, de Tris-Hcl et d’EDTA. L'évaluation de la pureté des extraits, s’est basée sur
la visualisation des bandes sur gel d’agarose a 1 %, et le dosage au spectrophotometre (Do
260/280). Cette visualisation a révélé la présence de bandes d’une bonne intensité pour la
quasi totalité des isolats testés, cependant une Iégere dégradation de 'ADN a été observé
(Smear). Les concentrations obtenues sont supérieures a 10ng/ul (tabl. 11), et peuvent étre
utilisées pour le marqueur RAPD. Ces résultats confirment que le protocole choisi est bien
adapté aux espéces étudiées.

Concentration
Isolats DO 260 nm DO 280 nm 0O 260/D0 280  d'ADN {pg/ml)
Ata 98.03 00018 00023 15 17
Pta 99.02 00022 00022 16 17 .5
Pta 92.04 00028 0,001 1.8 18
Pta 06.03 0.0024 00021 1.7 18
Pta 06.03 00004 00014 16 11
Ptp 95.03 00026 00022 17 18.5
Ptp 95.02 00028 0,00 1.8 18
Papc 21.03 0.001 00017 1.6 14
Papc 92.01 00026 00022 17 18.5
Papc 95.21 00012 00022 15 15
Papc 91.01 00004 0.0015 1.5 11
PLuz 92.01 00005 00015 1.5 12
Pa 94,03 00008 00017 15 132
Pa95.21 00012 00019 16 15
Pa 95.01 00004 00016 1.4 11
Pa 09,02 00022 00022 1.6 17 .5
Pa10.03 00004 0.0015 15 11
FaCsa 0.0006 0.0016 1.5 12
Pa 21.03 00004 00016 1.4 11
Pa15.03 00008 0.oa017 1.5 132
Pa24.711 00005 00015 15 12
Mp 94.77.4 0.0014 0002 1.6 16
Mp 94.14.7 00004 00016 14 11
M1 0001 00019 15 14
Mp08.03 00014 0,001 15 16
Mp 07.03 00004 00015 1.4 11

Tableau 11: Concentration et pureté de 'ADN
des isolats déterminée par spectrophotométrie

3.4.2. Analyse des isolats étudiés par RAPD

De par les profils obtenus avec les deux amorces C13 et C18, les isolats ont présenté un
grand polymorphisme. Ces deux amorces ont permis I'amplification de 13 et 10 bandes
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respectivement (Annexe 5,6), selon des intensités variables, et se sont révélées trés
discriminantes pour I'analyse des isolats appartenant aux genres Phoma et Ascochyta.

3.4.2.1. Profils obtenus avec ’lamorce C13

Les profils obtenus présentent une variation importante avec une taille des bandes qui varie
entre 100 et plus de 1000 pb (Fig. 7). La bande de taille comprise entre 300-400 pb est
commune ou spécifique a un certain nombre d’isolats appartenant au genre Ascochyta,
Mp 94.14.7, Mp 08.03, Mp1 ainsi qu’a lisolat Mp 94.77.4 reconnu comme M. pinodes de
référence. Il est a noter que tous ces isolats ont été obtenus de la méme plante héte, le
pois. D’autres isolats apparentés au P. pinodella ont montré des profils comparables pour
ce groupe. C’est le cas des isolats Pa. 95.21 et Pa.95.01 d’'une part et les isolats Pa.21.03
et Pa.09.02 d’autre part. Le reste des isolats, a présenté chacun un profil distinct.

Le dendrogramme réalisé sur la base de l'indice de similarité de Jaccard’s a permis
de regrouper les isolats en plusieurs classes. A 50% de similarité, 11 groupes peuvent étre
distingués (Fig. 8), dont les principaux sont :

Groupe1 : llrassemble quatre isolats dont trois isolats de pois (Pa 94.71.1, Pa 94.03, Pa
C8), et un isolat de pois chiche (Pa pc 91.01). Bien qu’ils soient isolés d’espéces végétales
différentes, ces isolats présentent beaucoup de similitude (plus de 60%).

Groupe 2 : |l est constitué de cinqisolats (Mp 07.03, Mp 94.77.4, Mp1, Mp 94.14.7 et Mp
08.03), présentant une grande similitude. Au seuil de coupure d’environ 50% de similarité
une diversité intra-spécifique a été constatée. Tous ces isolats ont été obtenus de la méme
plante héte, le pois.

Groupe3 : Il comprend quatre isolats, et constitué de deux sous groupes : Pa 10.03 et
Pta 06.03 d’'une part, et les isolats Ptp 95.03 et Pta 99.02 d’autre part. Nous
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Figure 7: Profils éléctrophorétiques obtenus avec 'amorce C13.

M : Marqueur,

: PaPc 91.01,
:Pa94.71.1,

: Mp 08.03,
:Mp 94.14.7,

: Pta 03.03,
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:Mp 94.77 4,

: Mp 07.03,

9: Pa 10.03,
10: Pa 94.03,
11: Pa C8,

12: Mp1,

13: Ptp 95.02,
14: Pa 95.21,
15: PLuz 92.01,
16: Pa 95.01,
17:, PaPc 92.01
18: Pa 09.02,
19: PaPc 95.21,
20: Ata 98.03,
21: PaPc 91.03,
22: Ptp 95.03,
23: Pta 06.03,
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Figure 8 : Dendrogramme obtenu aprés analyse des produits d’amplification des 26 isolats
avec 'amorce C13 en utilisant l'indice de similarité de Jaccard par la méthode UPGMA.
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remarquons que ces isolats sont d’origines géographiques et de plantes hotes
différentes, mais qui sont regroupés dans un méme ensemble.

Groupe 4 : |l est composé de trois isolats de Phoma (Pa.15.03, Pa.09.02, Pa.21.03).
L'isolat Pa 15.03, dont le profil est assez semblable avec les isolats Pa 09.02 et Pa 21.03
avec 80% de similarité. Les deux derniers isolats sont identiques, a une similarité relative
de 100%.

Groupe 5 : |l comprend 2 isolats Pa 95.21 et Pa 95.01 isolé de pois, présentant des
profils identiques a 100% et un troisieme isolat Pa pc 95.21, isolé de pois chiche, avec
seulement 65% de similitude.

Groupe 6 : Il regroupe deux isolats Pta.03.03, isolés sur bersim et I'isolat Ptp.95.02
provenant du tréfle violet.

Les 5 isolats restant, constitue chacun un groupe distinct a un indice de similitude
de 50%, et sont dispersés individuellement dans le dendrogramme. Ainsi l'isolat Ata.98.03
a conidies bicellulaires comparable au genre Ascochyta se distingue nettement du reste
des isolats, avec un profil particulier. Enfin, les isolats P.Luz 92.01 isolé de luzerne (P.
m.var.medicaginis de référence) ; Pta 98.04 et Pta 03.03 isolés de bersim, Ptp 95.02 isolé
de tréfle violet, et Papc 91.03 isolé de pois chiche possédent trés peu de similitude entre
eux. Une diversité inter spécifique importante est donc notée au sein des isolats appartenant
au genre Phoma.

3.4.2.2. Profils obtenus avec ’lamorce C18

Cette amorce révéle un important polymorphisme génétique (Fig. 9), ou 10 bandes de 300
a 1000 pb ont été amplifiées. La bande 700 pb est commune aux isolats Ptp 95.02 (tréfle
violet) et Pa 95.01 (pois). Les deux isolats Pa 94.03 et Pa C8 n’ont pas produit de bandes,
alors que le reste des isolats ont montré une grande diversité.

Le dendrogramme obtenu avec I'amorce C18 au seuil de coupure de 50% (Fig. 10)
permet de distinguer clairement l'isolat du bersim (Ata 98.03) du reste des isolats étudiés.
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Figure 9 : Profils éléctrophorétiques obtenus avec I'amorce C18.
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: Pa 15.03,
:Mp 94.77 4,
: Mp 07.03,

: Pa 10.03,

: Pa 94.03,

: Pa C8,

: Mp1,

: Ptp 95.02,

: Pa 95.21,

: PLuz 92.01,
: Pa 95.01,

: PaPc 92.01,
: Pa09.02,

: PaPc 95.21,
: Ata 98.03,

: PaPc 91.03,
: Ptp 95.03,

: Pta 06.03,

: Pa 21.03,
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Figure 10 : Dendrogramme obtenu apres analyse des produits

d’amplification des 26 isolats avec 'amorce C18 en utilisant
l'indice de similarité de Jaccard par la méthode UPGMA.

A ce seuil de coupure, le dendrogramme classe des isolats issus de différentes plantes
hétes dans un méme groupe. En effet, les isolats de pois chiche Papc 91.03 et Papc.
95.21 sont réunis dans le méme groupe que celui des isolats de pois Pa.95.21, Pa.95.01
et Pa.09.03. De méme pour lisolat Ptp.95.03 de tréfle violet qui se place avec lisolat de
bersim Pta.98.04. Par ailleurs, I'isolat P.luz.92.01 apparenté au P. m.var.medicaginis, a été
classé séparément du reste des isolats.

Sept groupes se distinguent avec 50% de similitude :

Groupe1 : Rassemble les isolats Pta 03.03, Pta 99.02, isolés de bersim.

Groupe2 : Réunit I'isolat Pa 94.71.1 et I'isolat Pa 15.03 obtenus de pois.

Groupe 3 : Comprend l'isolat Ptp 95.02 (tréfle violet) et Papc 91.03 isolé de pois chiche.

Groupe 4 : Regroupe la plupart des isolats de pois tel que Pa 95.21, Pa 95.01, Pa 09.02
et les deux isolats de pois chiche Papc 92.01 et Papc 95.21. Les deux isolats Pa 95.21 et
Pa pc 91.03 sont identiques a 100% de similitude.

Groupe 5 : Rassemble presque la totalité des isolats identifiés comme M. pinodes
isolés de pois, y compris I'isolat de référence Mp 94.77.4. Deux sous groupes sont définis
au sein de ce groupe, dont le premier rassemble le Mp 08.03 (Algérie) et I'isolat Mp 94.14.7
(France) a 60% de similarité. Le deuxiéme rassemble les deux isolats Mp 94.77.4 et Mp
07.03 isolés de pois a 78% de similitude.

Groupe 6 : Comprend lisolat Pta 98.04 isolé de trefle d’Alexandrie et Iisolat Ptp
95.03 isolé de tréfle violet, qui sont identifiés comme P. pinodella selon les critéres
morphologiques.

Groupe 7 : Est composé de I'isolat Pa 10.03 et Pa 21.03 isolés du pois.

3.4.2.3. Profils obtenus avec les deux amorces combinées C13 et C18
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En intégrant les profils des amplifications obtenus avec les deux amorces C13 et C18
(Annexe 7), le dendrogramme permet un regroupement des isolats plus ou moins similaires
a ceux obtenus avec les deux amorces séparées (Fig. 11). Cependant, quelques différences
apparaissent pour certains isolats. Ainsi, en considérant les isolats ayant au moins 50% de
similitude, cinq groupes peuvent étre distingués:

Ata 98.03
— Ptp 95,02

i PaPcd1.03

Fta 03.03
Fagc.ggg}

aFC 452
Pa.95 01 Groupe S
Pad5 21

Pa 2103
Fa.09.03 } Groupe 4
Fa15.03
Pta 89,02
Ftane.03
ngg%g } Groupe 3

P luz 92,01

Mpd
s Groupe 2
84.14.7 iz
Mp 08.03
Pa10.03
Fa.Cg
Pa.sd 03 Groupe 1
Fasd 711
FaPc 910

Figure 11 : Dendrogramme obtenu avec les deux amorces combinées C13
et C18 en utilisant l'indice de similarité de Jaccard par la méthode UPGMA.

I T T T T T 1
a4 02 e 057 02 04 |

Indice de Similarité

Groupe 1 : regroupe les cinq isolats de P. Pinodella : Pa Pc 91.01, Pa 94.71.1, Pa
94.03, Pa.C8 et Pa 10.03.

Groupe 2 : Tous les isolats de M. pinodes sont réunis au sein de ce groupe, avec un
degré de similarité proche de 50 %.

Groupe 3 : Dans ce groupe, les deux isolats du tréfle violet et le trefle d’Alexandrie
a savoir, le Ptp 95.03 et le Pta 98.04 présentent une similarité de 67 %, etant reconnus
comme P. pinodella selon la morphologie des conidies, ils s’associent avec les isolats Pta
06.03, Pta 03.03 et Ptp 95.02.

Groupe 4 : comprend les trois isolats de P. pinodella isolés du pois a savoir le Pa 21.03,
le Pa 09.03 et le Pa 15.03, avec un rapprochement a 68 % de similitude des deux derniers.

Groupe 5 : Réunit les deux isolats de P. pinodella du pois Pa 95.01 et Pa 95.21, avec
deux autres isolats provenant de plantes hétes autres que le pois, a savoir Papc 95.21 et
Papc 92.01 isolés de pois chiche.

3.4.2.4. Comparaison des profils des isolats de Phoma spp. avec les profils
de quelques espéces d’Ascochyta

Dans cette étude, sont comparés les isolats ayant affiché des caractéres morphologiques
proches et une spécificité parasitaire élevée pour les comparer avec quelques espéces
d’Ascochyta inféodées aux Fabacées ; A. pisi, A. fabae, A. lentis, A. rabiei, et A. viceae.
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L'amorce C13 a été la seule testée et a révélé un grand polymorphisme pour la majorité
des isolats étudiés (Fig. 12) ; les isolats Ata 98.03 et Pta 03.03 n’ont pas été amplifiés.

Le dendrogramme élaboré a partir des profils générés par cette amorce (Annexe 8)
permet de séparer les isolats de Phoma de ceux des Ascochyta en deux ensembles au
seuil de coupure de 18% de similitude (Fig. 13). En particulier certains isolats tels que Mp
94.77.4 (pois), A. lentis (lentille), A. viciae (vesce) et A. fabae (féve) présentent des profils
particuliers et assez proches. L'exception est faite pour 'isolat A. rabiei qui se retrouve dans
'ensemble des Phoma, mais ne se rapproche a aucun de ces isolats au seuil de similarité
de 50%.

Ainsi la majorité des isolats de Phoma se répartissent en quatre groupes:
Groupe1 : Ptp 95.03 avec le Pa.95.21.

1 2 3 4 5 6 7 2% 9 1011 12 13 14 15 1617 1% 19 20 21
¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

M
¥

Figure 12 : Profils éléctrophorétiques obtenus avec 'amorce C13
de 16 isolats de la collection avec quelques especes d’Ascochyta.

M : Marqueur,

: Ptp 95.03,
:Pta 98.04,

: Ata.98.03,

: Pta 06.03,
:PaPc 91.03,
: PaPc 91.01,
:PaPc 92.01,
: PaPc 95.21
:Ptp 95.02,
10 : Pta 99.02,
11 : Pa 94.03,
12 : Pa 95.01,
13 : Pa 95.21,
14 : Pta 03.03,
15 : A lentis,
16 : A fabae,
17 : A viciae,
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18 : A rabiei,

19 : A pisi,

20 : Mp 94.77 4,
21 : Pluz. 92.01
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Figure 13: Dendrogramme obtenu aprés analyse des produits d’amplification

des isolats de Phoma spp avec quelques especes d’Ascochyta avec 'amorce
C13 en utilisant l'indice de similarité de Jaccard par la méthode UPGMA.

Groupe2 : P.luz 92.01 (Pm.var. medicaginis), avec Pta 99.02.
Groupe3 : Papc.92.01 avec Papc.91.01.

Groupe4 : Nous retrouvons dans ce groupe les isolats de P. pinodella, a savoir,
Pta.98.04, Pa 94.03 de référence et Pa 95.01. Le reste des isolats sont dispersés
individuellement dans le dendrogramme obtenu.

3.4.3. Discussion

L’étude du polymorphisme génétique des isolats de Phoma spp.et Ascochyta spp.isolés de
bersim, tréfle violet, luzerne, pois et pois chiche, a été réalisée dans un premier temps,
a l'aide des deux amorces C13 et C18. Dans un deuxieme temps, I'étude est complétée
avec I'amorce C13 pour les isolats ayant montrés les résultats les plus intéressants lors de
la caractérisation morphologique (conidies) en comparaison avec les espéces d’Ascochyta
des Fabaceae. Les résultats obtenus ont révélé un important polymorphisme génétique
avec ces deux amorces reflétant ainsi I'existence d’'une variabilité génétique relativement
importante chez ces deux genres, comme souligné par les travaux de Bouznad & al (1995),
Bouznad & al (1998) et Talhinhas & al (2002). Cette variabilité suppose la forte probabilité
de I'existence d’autres espéces inféodées aux Fabaceae fourragéres non encore décrites,
comme I'a été proposé par Berthier (1997), Blossier (1997) et Boumediene (2003).

En effet, le dendrogramme obtenu avec les deux amorces combinées C13 et C18
appliquées sur la totalité des isolats étudiés a séparé ces derniers en quatre groupes :

Le premier rassemble les isolats de Phoma spp. du pois incluant l'isolat de référence
P. pinodella, Pa 94.03.
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Le deuxiéme groupe rassemble les isolats d’Ascochyta spp.de pois dans un groupe
homogéne (quelque soit leur origine), y compris M. pinodes de référence Mp 94.77 .4.

Le troisieme groupe réunit I'isolat Ptp 95.03 considéré comme un P. pinodella et le Pta
98.04 isolé de bersim qui est également identifié€ comme P. pinodella selon la morphologie
des pycniospores et ses attaques spécifiques sur le pois, résultat déja rapporté par Ghiat
(2001).

Le quatrieme groupe rassemble les isolats de pois : Pa 21.03, Pa 15.03 et Pa 09.03,
isolés en Algérie.

L'analyse des isolats étudiés par RAPD confirme que I'isolat Ata 98.03 isolé du bersim
est génétiquement éloigné des isolats apparentés au P. pinodella et Pm. var. medicaginis
ainsi que des espéces du genre Ascochyta. Ces résultats consolident I'hypothése de son
appartenance a une espéce non encore décrite sur Fabaceae (Ghiat & al, 2009).

Les autres isolats de bersim, Pta 99.02, Pta 06.03 et le Pta03.03 ont présenté
une diversité génétique importante, qui s’est traduite par leur dispersion au sein du
dendrogramme obtenu. Ce résultat suggére la présence d’au moins une espéce non encore
décrite sur Fabaceae fourragéres, résultat déja rapporté par Boumediene (2003).

En revanche, les profils générés par 'amorce C13 ont permis de différencier les
principales espéces d’Ascochyta des légumineuses alimentaires (A. pisi, A. fabae, A. viceae
et A. lentis). De plus, les isolats apparentés aux espéces de Phoma sont également
bien distingués des espéces d’Ascochyta, résultats rapportés par Bouznad & al (1998),
Boumediene (2003) et Irinyi & al (2007). Enfin, I'isolat A. pisi se distingue des isolats de M.
pinodes et P. pinodellaconfirmant les résultats obtenus par Bretag & Ramsey (2001).

En particulier les différences obtenues entre les isolats de P. pinodella et ceux de M.
pinodes, avec les amorcesC13 et C18, confirment les résultats rapportés par Bouznad &
al (1995) et Onfroy & al (1999), indiquant que la distinction de ces deux espéces peut étre
établie par 'utilisation de la RAPD. Toutefois ce résultat est en contradiction avec celui de
Fethie & al (2003), rapportant que ces deux espéces sont étroitement liées et qu’il est difficile
de les différencier par RAPD.

La comparaison des résultats obtenus par I'analyse des profils RAPD avec ceux
obtenus par I'étude de la morphologie des pycniospores, montre qu’une similitude assez
importante est révélée en rapport avec la taille des conidies. En effet, les isolats Mp 08.03,
Mp 07.03, Mp1 ayant présenté les tailles de spores les plus grandes, ont été classés dans
le méme groupe homogeéne. Par ailleurs, I'isolat
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Tableau 12 : Pourcentage d’attaque de certains isolats testés sur quelques Fabacées

P.luz 92.01 isolé de luzerne s’est distingué par le plus grand nombre de petites spores
monocellulaires (100%) et a été classé individuellement dans les deux dendrogrammes
obtenus. Berthier (1997), Blossier (1997), ont rapporté I'absence de relation évidente entre
la morphologie des conidies et |la caractérisation moléculaire des espéces de Phoma et
Ascochyta. Selon les travaux de Boumediene (2003), la RAPD a permis de classer les
isolats en deux grands groupes a majorité monocellulaires rassemblant les Phoma et a
majorité bicellulaires rassemblant les Ascochyta d’'une part. D’autre part, les ramifications
a l'intérieur du dendrogramme

rassemblent les isolats selon la plante héte et non selon la taille des conidies, ce qui
laisse penser que seule la septation est un caractére discriminant pour ces pathogénes.
Ces résultats plus précis sont probablement dus a la technique de séparation sur gel
d’Acrylamide et du coefficient de similarité utilisé (coefficient de Pearson).
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Nous n’estimons donc que I'emploi d’autres outils moléculaires plus discriminants pour
I'étude des relations phylogénétiques des espéces de Phoma et Ascochyta tels que les
(Microsatellites et le séquencage) seraient nécessaires pour évaluer cette diversité.

3.5. Spécificité parasitaire des isolats de Phoma et Ascochyta a
I’égard de quelques espéces de Fabaceae

L'étude de la spécificité parasitaire a porté sur I'aptitude de 16 isolats de Phoma et
d’Ascochyta d’attaquer différentes espéces de Fabaceae (pois chiche pois, luzerne, bersim,
vesce et trefle violet).

Les réponses obtenues aprés inoculation de semences pré germeées et des plantules
se sont traduites aprés 45 jours d’inoculation, par I'apparition de deux types de symptémes :

Nécroses des racines, du collet et des tiges.
Taches nécrotiques sur feuilles.

Deux notations sont considérées, la premiére correspond au pourcentage des plants
présentant des symptémes au niveau des feuilles, aprées inoculation par pulvérisation. La
deuxiéme, correspond au pourcentage de plants présentant des
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Figure 14 : Comportement des Fabaceae a
I'égard des isolats de Bersim (Trifolium alexandrinum).

(a) : Ata.98.03,
(b) : Pta.03.03,
(c): Pta.98.04,
(d) : Pta.06.03,
(e): Pta.99.02

symptdbmes au niveau des racines, collets et tiges, aprés trempage des semences.
L'analyse des résultats est présentée dans le tableau 12.

Les notations sont réalisées de sorte a mettre en évidence pour chaque groupe d’isolats
obtenus d’une espéce de plante donnée, leur capacité a attaquer d’autres plantes de
Fabaceées.
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3.5.1. Comportement des isolats de bersim

De tous les isolats de bersim étudiés, les deux isolats Ata. 98.03 et Pta. 03.03 se sont
aveérés les plus pathogénes sur leurs plantes hétes (Fig. 14a, b), puisque 73,33% des
plants présentent des nécroses sur racines, collets et tiges (Fig. 15a) et 90% présentent
des nécroses sur feuilles aprés inoculation de l'isolat Ata. 98.03 (Fig. 17a). Ce dernier
isolat provoque des symptémes trés particuliers par rapport aux autres isolats testés, a
savoir des macules claires bien délimitées par une marge brune, typique des symptémes
de I'anthracnose causés par le genre Ascochyta. |l a également induit 50% de nécroses sur
racines, collets et tiges ainsi que 40% des taches sur feuilles de pois (Fig. 17b). L'isolat Pta.
03.03 a infecté surtout sa plante hoéte le bersim avec 73,33 % des plants atteints au niveau
du collet aprés inoculation des semences, et 80% des plants manifestent des nécroses sur
feuilles (Fig. 17c) ; les symptdmes sont totalement absents sur luzerne et tréfle violet.

Lisolat Pta. 98.04, s’est montre trés pathogéne sur pois (Fig.14c) avec 80% des plants
présentant des taches sur feuilles (Fig. 17d) et 73,33% présentant des nécroses de couleur
marron violacée sur racines et surcollet, et atteignant toute la tige. Il attaque également la
vesce, le bersim et le trefle violet.

En revanche, Les 2 isolats Pta.06.03 et Pta.99.02 présentent une faible spécificité
d’héte (Fig. 14d, e). Sachant que, le premier isolat n’a pas pu infecter la luzerne et le tréfle
violet. Par contre L’isolat Pta. 99.02 a attaqué la totalité des espéces avec un faible degré
d’attaque ayant une préférence pour sa plante héte le bersim, ou 70% des plants présentent
des taches sur feuilles (Fig. 17e) et 53,33% des nécroses sur racines, collets et tiges (Fig.
15b).
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F igure 15 : Symptémes sur racines, collets et tiges
de quelques Fabacées inoculées par certains isolats.

(a) : Symptdémes sur racines et collet de vesce, tréfle violet, pois et de bersim, induits
par l'isolat A.ta. 98.03.

(b) : Symptdmes sur pois, vesce, bersim et pois chiche inoculés par lisolat Pta. 99.02,
(c) : Nécrose sur le collet et |a tige de luzerne, induite par l'isolat P.luz 92.01,

(d) : Symptomes induits par Iisolat Pa. 94.03,

(e) : Lésions nécrotiques entourant la tige de pois, provoquées par l'isolat Mp.94.77 .4,
(f) : Nécrose du collet et des racines de pois chiche, causée par Iisolat Pa.Pc. 91.03,
(9) : Nécroses induites par lisolat Pa.Pc. 95.21
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Figure 16 : Comportement des Fabaceae a I'égard des
isolats de luzerne (Medicago sativa) et de pois (Pisum sativum).

(a) : P.Luz.92.01,
(b) : Pa.94.03,
(c) : Pa.09.02,
(d) : Pa.95.01,
(e):Mp.94.77.4

3.5.2. Comportement des isolats de luzerne

Le seul isolat de luzerne (P.Luz.92.01) étudié dans ce travail, apparenté au P. medicaginis,
s’est montré peu pathogeéne al'égard du tréfle violet, de la vesce et du pois (Fig.16a), et sans
aucune attaque sur le bersim et le pois chiche. Par contre nous avons noté que beaucoup
de plants de luzerne, ont présenté des nécroses, 93,66% des plants présentent des taches
de couleur marron violacée sur feuilles (Fig. 15c) et 66,66% présentent des nécroses sur
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racines, collets et tiges (Fig. 17f). Cet isolat semble avoir une spécificité d’héte limitée a
la luzerne.

3.5.3. Comportement des isolats de pois

Ce groupe est composé de 3 isolats apparentés au P. pinodella (Pa 94.03, Pa 09.02, Pa
95.01) et un isolat Mp 94.77.4, considéré comme M. pinodes de référence. Tous ces isolats,
ont attaqué les plants de pois avec une sévérité trés marquée (Fig. 16 b, c, d, e).

En particulier lisolat Pa.94.03, considéré comme un P. pinodella de référence, a
fortement attaqué le pois avec 93,33% des plants présentant sur les feuilles, des taches
nécrotiques diffuses de couleur foncée, et 86,66% des nécroses sur racines, collets et tiges
(Fig.15d), alors que seulement 33,33% des plants de vesce sont infectés (fig. 17g). Pour
l'isolat Pa.09.02, le pois est toujours la plante la plus attaquée avec 60% de plants infectés
au niveau des racines et 80% présentent des taches au niveau des feuilles (Fig. 19a). En
revanche, la vesce, le tréfle violet et le bersim présentent un degré d’attaque moindre qui
varie d’un isolat a un autre et les symptébmes observés sur pois chiche et luzerne restent
faibles ou absents.

Enfin, l'isolat Mp. 94.77.4, apparenté au M. pinodes et dont le pois est I'héte de ce
pathogéne est attaqué a 100%. Les plants présentent des taches nécrotiques au niveau des
feuilles, qui apparaissent sous forme de petites taches brun-violacées puis s’élargissent et
jaunissent aboutissant a la chute prématurée des feuilles (Fig. 19b) ; 86% des plants sont
attaqués au niveau de la partie souterraine et les Iésions sur la tige forment de larges stries
qui fusionnent en entourant la tige (Fig. 15e).
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Figure 17 : Taches nécrotiques induites
par les isolats inoculés sur quelques Fabacées.

(a) : Lésions arrondies et bordées d’une marge brune foncée sur feuille de bersim
induites par l'isolat A.ta. 98.03,

(b) : Nécrose sur feuilles de pois, induite par I'isolat A.ta. 98.03,
(c) : Taches nécrotiques sur folioles de bersim, induites par I'isolat P.ta. 03.03,

(d) : Taches sur folioles de bersim induites par l'isolat P.ta. 98.04, (e) : Nécrose sur
feuilles de bersim, provoquées par l'isolat P.ta. 99.02,

(f) : Nécrose sur feuilles de luzerne inoculée par lisolat P.luz. 92.01,
(g) : Symptémes sur feuilles de vesce induits par l'isolat Mp 94.77 .4

3.5.4. Comportement des isolats de pois chiche
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Les quatre isolats de pois chiche étudiés, Papc. 91.01, Papc. 92.01, Papc. 93.01 et
Papc.95.21, présentent un spectre d’hote variable, mais le pois et le pois chiche restent les
espéces les plus attaquées (Fig. 18a, b, c, d).

En effet, le pois s’est montré le plus sensible a l'isolat Papc.91.01, ou 86% des plants
sont atteints par des lésions au niveau des feuilles (Fig. 19c). Le pois chiche est un peu
moins attaqué, avec seulement 66,66% des plants infectés au niveau des feuilles (Fig.19d).
Pour l'isolat Papc.92.01, le pois et le pois chiche sont moyennement attaqués. Le reste des
espéces telles que la luzerne, le bersim et le tréfle violet ne présentent aucun symptéme.

Par contre Iisolat Papc.93.01 a attaqué trés fortement le pois chiche. En effet, 86,66%
des plants présentent des taches sur feuilles (Fig. 19¢e) et 80% des plants présentent des
nécroses sur racines (Fig. 15f).

Enfin, une faible spécificité est notée chez l'isolat Papc.95.21, puisque la totalité des
espéeces de Fabacées testées sont attaquées avec un degré d’agressivité variable. Ainsi,
40% des plants de pois présentent des taches sur feuilles (Fig. 19f) et des nécroses sur
racines, collets et tiges (Fig. 15g), et 52% présentent des taches sur les folioles de pois
chiche (Fig. 19g). La vesce, la luzerne, le bersim et le tréfle violet sont trés faiblement
attaqués.

3.5.5. Comportement des isolats de tréfle violet

Les deux isolats étudiés, a savoir le Ptp 95.02 et le Ptp 95.03 ont attaqué la quasi-totalité des
plants inoculés (pois, pois chiche, vesce, luzerne, bersim et tréfle violet) et plus séverement
le pois (Fig.18e, f). La luzerne et le tréfle violet non pas été infecté par l'isolat Ptp.95.03.

3.5.6. Discussion

Le comportement des principaux isolats étudiés a I'égard des principales Fabaceae testées,
nous a permis d’évaluer leur capacité d’attaquer cette gamme de plantes et de préciser la
spécificité parasitaire de chacun d’eux.
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Figure 19 : Nécroses sur feuilles de Fabacées inoculées par quelques isolats.
(a) : Taches nécrotiques diffuses sur pois, induites par I'isolat Pa.09. 02,
(b) : symptémes sur feuilles de pois inoculé par l'isolat Mp 94.77 .4,
(C) : Taches nécrotiques sur pois, provoquées par I'isolat Papc 91.01,
(d) : Petites taches brunes sur folioles de pois chiche, induites par I'isolat
Pa.Pc. 91.01,
(e) :Lésions sur folioles de pois chiche, induites par I'isolat Pa.Pc. 91.03,
(f) : Taches arrondies sur feuilles de pois, induites par l'isolat Pa.Pc. 95.01,

(9) : Aspect des macules sur pois chiche, induites par l'isolat Pa.Pc. 95.21
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Figure 18 : Comportement des Fabaceae a I'égard des isolats

de pois chiche (Cicer arietinum) et du tréfle violet (Trifolium pratens).

(a) : Isolat Papc.91.01,
(b) : Papc.92.01,

(¢c): Papc.91.03,
(d): Papc.95.21,

(e ) : Ptp. 95.02,

(f): Ptp.95.03

Les résultats obtenus montrent une attaque de toutes les espéces, avec des différences
qui varient d’'un isolat a un autre. En effet, certains isolats se sont montrés plus agressifs et

plus spécifiques que d’autres vis —a- vis de cette gamme de Fabaceae étudiées.

Bien qu’ils soient issus de la méme espéce végétale, les isolats de bersim ont présenté
des spectres d’attaque différents selon la plante héte. Lisolat A.ta 98.03 s’est distingué
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du reste par le type de symptdomes qu’il provoque, telles que des taches nécrotiques, qui
sont des macules claires bien délimitées par une marge distincte, comparables a celles des
espéces d’Ascochyta sur les [égumineuses. Ce type de taches, sur le tréfle d’Alexandrie et
la vesce, nous confirme une fois de plus la possible présence d’un Ascochyta inféodé au
bersim, déja décrit par Ghiat (2001), et Boumediene & al (2009) lors de la caractérisation
des espéces de Phoma inféodées au Fabaceaeou un plus grand nombre de Fabaceae a
été utilisé. Ou encore I'hypothése de I'appartenance de cet isolat a I'espéce A.trifolii déja
isolé de tréfle d’Alexandrie (Chorin,1944).

Lisolat (Pluz.92.01) apparenté a P. medicaginis, s’est avéré assez spécifique, car il a
provoqué des attaques sévéres sur la luzerne et trés faiblement sur le pois et la vesce.
Cet isolat est beaucoup plus adapté a la luzerne et aux Medicago annuelles. Ce résultat
confirme son appartenance a I'espéce Pm. var. medicaginis. En effet, Ellwood & al (2006),
avaient suggéré que cette espéce a un spectre d’hbte restreint, limité a M. sativa et M.
fruncatula. Toutefois, Berthier (1997) a rapporté que P.m.var.medicaginis peut attaquer
d’autres Fabaceae a parts les luzernes. Nos résultats confirment que cette espéce de
Phoma n’inclut pas dans sa gamme d’héte le treéfle d’Alexandrie (Ghiat, 2001), ni le pois
chiche,comme I'a été montré par la présente étude.

Comme autre isolat trés spécifique, l'isolat Mp.94.77.4 apparenté au M. pinodes, est
trés spécifique car il n'induit des symptémes caractéristiques d’Ascochyta que sur les
parties aériennes du pois. Ce résultat confirme que I'espéce M. pinodes posséde une
forte agressivité vis-a-vis du pois, et ne compte aucune autre espéce dans sa gamme
d’héte d’une part et il confirme que les Ascochyta spp. attaquent généralement les parties
aériennes, d’autre part. En revanche, les Phoma spp., peuvent s’installer au niveau de tous
les organes d’une plante (Allard & al, 1993).

Notre étude montre également que, les isolats obtenus a partir des différentes espéces
de Fabaceae peuvent présenter des spectres d’hdtes semblables. En effet, I'isolat Pta.98.04
isolé de bersim, et qui attaque surtout le pois, présente un comportement comparable a celui
de lisolat Pa.94.03, considéré comme un P . pinodella de référence, peu spécifique mais
trés agressif vis-a-vis du pois chiche et de la vesce. Ce résultat confirme que cette espéce
est trés polyphage comme déja rapporté par plusieurs auteurs (Leath, 1992 ; Berthier, 1997 ;
Belakroum & Sardi, 1998 ; Boerema & al, 2004 ; Boumediene & al, 2009 ; Sutton, 1980).
Par ailleurs, les isolats de pois chiche (PaPc.92.01, PaPc.91.01) et ceux du trefle violet
(Ptp.95.02, Ptp.95.03) se rapprochent beaucoup de I'espéce P. pinodella qui est capable
d’infecter en plus du pois, le pois chiche (Madhavi, 2000) et le Trifolium pratense (Boerema
& al, 1993).

Cette étude a également montré, que certains isolats présentent une faible spécificité
parasitaire. Ceux isolés du bersim (Pta.03.03, Pta.06.03 et Pta.99.02), ont attaqué presque
la totalité des espéces de Fabaceae avec toute fois une préférence a leur plante héte,
le bersim ; ils sont considérés de ce fait comme trés polyphages. Cela confirme leur
appartenance probable a une autre espéce de Phoma trés polyphage, sur les Fabaceae
fourragéres. Cette hypothése déja émise par Boumediéne (2003), et a été avancée dans
nos résultats (Ghiat, 2001), la ou il a été suggéré I'existence d’espéces ou de variétés
spécifiques a la vesce ou au tréfle d’Alexendrie, non encore décrites dans la littérature. Il en
est de méme, pour les deux isolats de pois chiche (PaPc.91.03 et PaPc.95.21) ayant une
faible spécificité parasitaire, et dont I'établissement de leur gamme d’héte s’avere difficile.

En effet, si pour les espéces d’Ascochyta inféodées aux Fabaceae a grosses graines,
la notion de spécificité parasitaire ne se pose pas, en revanche nos résultats montrent une
diversité de comportement des isolats de Phoma spp. sur les Fabaceae fourragéres en
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particulier. Ce résultat, rejoint les avis rapportés dans la littérature sur la difficulté d’étudier
les isolats de Phoma des Fabaceae, en se basant uniquement sur leur gammes d’hétes
(Irinyi & al., 2009).

La confrontation des résultats de la spécificité parasitaire avec ceux de la RAPD,
a permis de confirmer certaines hypothéses. Il a été démontré que le comportement
parasitaire des isolats de P. pinodella, a savoir les Phoma de pois (Pa 94.03, Pa 95.01, Pa
95.21), ceux du tréfle violet (Ptp. 95.03, Ptp. 95.02) et celui du bersim (Pta. 98.04) est trés
différent de lisolat P. Luz. 92.01, correspondant a un P. m.var.medicaginis et qui attaque la
luzerne avec un grand pourcentage de plants.
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De par le monde, les Fabaceae continuent a subir des dégats importants, par des
attaques d’espéces appartenant au genre Phoma. La caractérisation de ces pathogénes est
délicate a cause de leurs caractéristiques morphologiques trés proches, et leur spécificité
parasitaire mal établie. Cette étude constitue une contribution a I'étude de la diversité
génétique de quelques isolats de Phoma spp. isolés de différentes Fabaceae alimentaires
et fourrageres. Par ailleurs, elle contribue également a I'identification de I'agent causal des
dégats occasionnés sur le tréfle d’Alexandrie depuis quelques années.

La caractérisation morphologique des isolats étudiés a montré une importante
variabilité de la taille des conidies. Cependant, les résultats obtenus ont montré que les
critéres morphologiques tels que la taille et le nombre de septation des conidies ne sont pas
tout a fait discriminants. Ainsi, les isolats ont été regroupés indépendamment de I'espéce
hoéte ou de l'origine géographique. Nous avons conclu par contre, que les isolats de P,
pinodella possédent généralement un pourcentage de conidies bicellulaires plus important
que ceux de Pm. var. medicaginis, et les conidies septées de P. pinodellasont souvent
de taille plus grande. D’autres isolats ont présenté des intervalles de taille variable, ce qui
a rendu leur regroupement difficile a établir. Cette variabilité des critéres morphologiques
complique la distinction entre les espéces de Phoma spp. et certains isolats appartenant au
genre Ascochyta qui leur sont proches.

L'étude de la compatibilité végétative a montré ses limites dans I'étude des isolats
de Phoma spp. et Ascochyta spp. Toutefois, deux groupes sont mis en évidence ;le
premier rassemblant les isolats de M. pinodes(Mp1, Mp 07.03, Mp 94.14.7), et le deuxieme
regroupant les isolats de Phoma (Pta 03.03, Ptp 95.02). Il reste que ces résultats ne nous
ont pas fourni d’informations concernant la structuration des espéces de Phoma spp. ou
Ascochyta spp. Il serait donc, intéressant de reprendre cette étude génétique sur une
collection plus importante, tout en prenant en considération les limites apparues lors de
cette étude.

L'étude du polymorphisme génétique par la RAPD a permis de mettre en évidence
une variabilité inter et intra spécifique trés importante des isolats étudiés. Il est possible de
différencier les isolats de P. pinodella de ceux de M. pinodes d’'unepart, et les isolats de
P pinodella de ceux de P. m. var. medicaginis d’autre part. Cette étude confirme donc la
grande diversité des espéces de Phoma inféodées aux Fabaceae, et également, la difficulté
de caractériser certains isolats pathogénes sur les Fabaceae fourragéres. En effet, certains
isolats de Phoma de bersim n’ont pas été caractérisés, il faudra donc, rechercher des
marqueurs moléculaires plus précis permettant de caractériser les isolats au sein de chaque
espéce, et d’évaluer de maniére plus précise la variabilité intra spécifique.

Les résultats de la spécificité d’héte montrent que parmi les isolats a spores
majoritairement monocellulaires, certains présentent le spectre d’hote de P. pinodella
(Pta.98.04, Pa.94.03, Pa.95.01, Pa.95.21, Pa.94.71.1, Pa.10.03, Ptp.95.02, Ptp.95.03,
Papc. 92.01, Papc.91.01, Papc. 91.03). D’autres isolats P.Luz.92.01 celui de P. m var.
meddicaginis, et deux isolats Pta.06.03, Pta.99.02 ce sont montrés trés polyphage et ont
cependant attaqué sévérement le bersim et la vesce. Ce qui laisse penser a la présence
d’autres espéces de Phoma non encore décrite.
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Indépendamment de ces difficultés d’identification, cette étude nous a permis de
rassembler des données importantes concernant la caractérisation par les méthodes
traditionnelles et la diversité génétique des isolats de Phoma et Ascochyta étudiés.
Cependant, ces connaissances acquises restent insuffisantes, et méritent d’étre
approfondies pour une meilleure caractérisation.

Enfin, la large gamme d’outils et de techniques moléculaires disponibles, devrait
contribuer a améliorer la connaissance de la diversité et la biologie de ces champignons. Par
ailleurs, comme déja cité par d’autres travaux relatifs a cette étude une analyse génomique
est a envisager pour vérifier 'existence au sein du genre Phoma d’autres espéces non
encore décrites.
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ANNEXE

Annexe 1

Composition des milieux de culture
Milieu Mathur
Glucose2,8g
Peptone1,5g
Extrait de levure0,5g
Mgo SO4 , 7H201,23¢g
KH2 PO42,72 g
Agar15g
H20 q. s. p1000ml
Milieu liquide pour la production du mycélium
Pomme de terre200 g
Glucose20 g
H20 q. s. p1000 ml

Stérilisation a I'autoclave pendant 20 minutes a 120°C
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Milieu Mathur

Glucose £.80
FPeptone 1,50
Extrait de levure 0.5g
Mg, S0, , TH20 1,230
KHZ FO. 2720
Agar 150
H:O q.5.p. 1000ml

Milieu liquide pour la production du mycelium

Fomme de terre 2000
Glucose 200
H.0 q. 5. p. 1000 ml

Sterilisation 3 'autoclave pendant 20 minutes 3 120°C

Annexe 2

Milieux de culture utilisés pour la compatibilité végétative
1- Milieu de base

Le milieu de base c’est le milieu qui nous a servi a la préparation de tous les milieux
synthétiques utilisés dans la technique de compatibilité végétative

Saccharose30 g
KHo POy1 g
KCIO,5 g
MgSOy, 7H200,5 g
Fe SO4, 7TH2010 g
Agar20 g
Solution d’oligo-elements0,2 ml
H20 q. s. p1000 ml
2- Solution d’oligo-éléments
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Acide citrique5 g

Zn SOy4, TH205 g

Fe (NH4) 2S04, 6H201 g
Cu SOy, 5H20250 mg
Fe SO4, 7TH204,75 g

Mn SOy, H2O50 mg

H3 Bo350 mg

Nas Mo O42H2050 mg
H20 qg. s. p.100 ml

3- Milieu Minimum (MM)
Milieu de base1000 ml
Na NO32 g

4- Milieu de sélection (MMC)
Milieu de base1000 ml
L-Asparagine1,6 g
KclO315 g

Na NO32 g

5- Milieu nitrite

Milieu de base1000 ml
Na NO20,5 g

6- Milieu hypoxanthine
Milieu de base1000 ml
Hypoxanthine0,2 g

7- Milieu de conservation
Milieu de base1000 ml
L-Asparagine1,6 g

Na NO32 g

Annexe 3

Solution pour les analyses moléculaires (ADN)
Solutions stock pour tampons
1. Tris HCL 1M, pH 7,2
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Tris12,11g
Hcl 12Nqg.s.p. pH 7,2
H20q.s.p 100ml

Ajuster le pH avant de compléter le volume a 100ml
1. EDTA 0,5 M pH8

EDTA di-sodique18,6g

H20q.s.p. 100ml

Ajuster a pH8 avec du Na OH 10M
1. SDS 10%

SDS10g
H20q.s.p. 100ml
Chauffer a 68°c
1. TAE 10X

Tris base 1 M pH 84, 84 g
Acide acétique glacial1,14 ml
EDTA 0,5 M pH 82 ml
H2O stérilisée q. s. p100 ml

1. Tampons

5-1-Tampon de lyse : Tris Hcl pH 7,2 50mM/ EDTA 50mM/ SDS 3%
Tris- Hcl 1M25ml
EDTA 0,5M50mi
SDS 10%150ml
2-mercaptoéthanol5mi
H20 q.s.p500mI
5-2- Acétate de Sodium (NaOAc) pH 8 3M
Acétate de sodium57,81g
H20 q.s.p100ml
5-3- Ethanol 70%, se conserve a -20°c
Ethacol70ml
H20 q.s.p100ml
5-4- Isopropanol froid, se conserve a -20°c
5-5- Tampon T. E. x 1 (Tris-EDTA) Tris 10 mM, EDTA 1mM
Trisbase 1 MpH 812,11 g
EDTA 0,5 M pH 80,0372 g
H2O stérilisée g. s. p.100 ml
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5-6- Tampon de charge (loading buffer)
Bleu de Bromophénol0,25 g

Glycérol30 ml

H2O stérilisée g. s. p100 ml

5-7- Solution Bromure d’ethidium
Solution mére de BET (10mg/ml)100pul
Eau800m|

Laisser colorer pendant 4heures.

Annexe 4
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4-1-Protocole d’extraction de ’ADN au SDS

1.

8.
9.
10.
11.

12.
13.

Broyer dans un tube eppendorf de 2ml, I'équivalent de Broyer 2 g de mycélium
fongique dans I'azote liquide jusqu’a obtenir une poudre fine.

. Ajouter 700ul de tampon de lyse chaud (65°) et homogénéiser le mélange

Mettre a incuber 1 heure a 65° (bain-marie) pour bien réhydrater et lyser le mycélium.

. Ajouter un volume de Phénol/Chloroforme/Alcool isoamylique (25 :24 :1). Bien

mélanger au vortex.
Centrifuger 15 minutes a 13 000 tours.

. Transférer le surnageant dans un nouveau tube. Pipeter la phase aqueuse contenant

I'ADN, en évitant de prélever l'interface.

. Ajouter 10ul d’acétate de sodium 3M puis 0,54 volume d’isopropanol froid. Agiter

doucement avec un agitateur pendant 20 min, L’ADN précipite et devient visible.
Centrifuger 6 min a 13 000 tours. pm, a 4°c.

Enlever le surnageant.

Rincer 3 fois a I'éthanol a 70% (500pl)

Centrifuger 5 minutes a 13 000 tours. pm, a 4°c. Vider le surnageant et laisser sécher
le culot durant au moins 15 minutes.

Ajouter TARNases pour digérer les ARNs (10ul par 100ul d’échantillon).
Dissoudre 'ADN dans 50 pl de TE et conserver a 4°c.

4-2- Préparation de gel d’agarose

S

o

préparer un gel d’agarose a 1%, soit 0,5 g d’agarose dans 50 ml de TAE x1.
Mettre a bouillir a 60° C, puis laisser refroidir.
Coller le ruban adhésif aux deux extrémités de la cuvette.

Préparer le support en plagant les 2 peignes pour obtenir les différents puits dans la
cuvette.

Couler le gel refroidi a 60° C tout en tenant le peigne.
Enlever les bulles d’air a I'aide d’'une pipette pasteur.
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7. Aprés solidification du gel, enlever doucement les rubans ainsi que le peigne, puis
placer la cuvette dans la cuve de I'électrophorése et ajouter du TAE x1 afin de couvrir
le gel.

8. Déposer 8ul d’échantillon par puits
9. Mettre a amplifié durant 1 heure. A 80 V.
10. Coloration du gel : mettre le gel dans une solution de BET pendant environ 2h.

A 5:
nnexe o :
I 1 q 0 (1T JI2 [15 |12 [1F JIg [17 JIE |1T T I 05 | 35
Cl3
El sl o ol 1] ol o of o] of o of o of of of of o] o] of o] o] o 1] o] o 1
E2 o o of of o[ o of o ol o of of o of of o of of of o o | a| T 1 0
Ej ol af o o o o 1 1 1 al o ol o o ol af| o al a ol o o ol 1 0 0
EZ 1] o o 1 o 1 of of o o of of o o 1| o 1 o 1 o of of o T 1 0
E: it o] 1] 1] 1] o o 1| o a| of o a| o] o 1 IE ol 1] 1 i o] 1 1
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Tableau : Matrice de la présence ou 'absence de bandes obtenus avec 'amorces C13
Isolats :

:Papc91.01,
:Pa9%4.71.1,

: Mp 08.03,
:Mp 94.14.7,

: Pta 03.03,

: Pa 15.03,
:Mp 94.77 4,

: Mp 07.03,

: Pa 10.03,

: Pa 94.03,

: Pa C8,

: Mp1

: Ptp 95.02,

: Pa 95.21,

: PLuz 92.01,
16: Pa 95.01,
17:, Papc 92.01
18: Pa 09.02,
19: Papc 95.21,

© 0 N O O A ON =

e O U |
o A WON =0
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20: Ata 98.03,
21: Papc 91.03,
22: Ptp 95.03,
23: Pta 06.03,
24: Pa 21.03,
25: Pta 99.02,
26 : Pta.98. 04

Annexe 6 :
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Tableau : Matrice de
Isolats :

: Pa pc 91.01,
:Pa94.71.1,

: Mp 08.03,
:Mp 94.14.7,
: Pta 03.03,

: Pa 15.03,
:Mp 94.77 4,
: Mp 07.03,

: Pa10.03,

: Pa 94.03,
:PaCs8,

: Mp1,

: Ptp 95.02,

: Pa 95.21,

: PLuz 92.01,
16: Pa 95.01,
17:, Papc 92.01
18: Pa 09.02,
19: Papc 95.21
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résence ou l'absence de bandes obtenus avec 'amorces C18




ANNEXE

20: Ata 98.03,

21: Papc 91.03,
22: Ptp 95.03,

23: Pta 06.03,

24: Pa 21.03,

25: Pta 99.02,

26 : Pta.98. 04

Annexe 7
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Tableau : Matrice de la présence ou I'absence de bandes

obtenus avec les deux amorces combinées C13 et C18

Isolats :
1: Pa pc 91.01,
2: Pa94.711,
3: Mp 08.03,

4: Mp 94.14.7,
5: Pta 03.03,
6: Pa 15.03,

7: Mp 94.77.4,
8: Mp 07.0

9: Pa 10.03,

10: Pa 94.03,
11: Pa C8,
12: Mp1,
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13: Ptp 95.02,
14: Pa 95.21,
15: PLuz 92.01,
16: Pa 95.01,
17:, Papc 92.01
18: Pa 09.02,
19: Papc 95.21,
20: Ata 98.03,
21: Papc 91.03,
22: Ptp 95.03,
23: Pta 06.03
24: Pa 21.03,
25: Pta 99.02,
26 : Pta.98. 04

Annexe 8 :

1 2 3 4 5 & 7 B s 10 11 12 13 14 15 15 17 18

Tableau : Matrice de la présence ou I'absence de bandes des
isolats de Phoma spp avec les profils de quelques especes
Isolats :

1: Ptp 95.03,
2 :Pta 98.04,
3 : Ata.98.03,
4 : Pta 06.03,
5 :Papc 91.03,
6 : Papc 95.21,
7 :Papc 92.01,
8 :Papc 91.01,
9 :Ptp 95.02,
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10 :

1

21

Pta 99.02,

: Pa 94.03,
12 .
13
14 :
15:
16 :
17 :
18 :
19
20:
: P.luz. 92.01

Pa 95.01,
Pa 95.21,
Pta 03.03,
A lentis,

A fabae,

A viciae,

A rabiei,

A pisi,

Mp 94.77 .4,

ANNEXE
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