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Introduction

Le pois chiche (Cicer areitinum L.) est I’'une des plus importantes légumineuses
alimentaires cultivées dans le monde ; il occupe la peme place apres le haricot (Phaseolus
vulgaris L.) (FOASAT, 2017). En effet, la culture de pois chiche occupe une place importante
dans l'alimentation humaine, mais elle est loin d'avoir une place équivalente a celle des
céréales dans le systeme de production.

En Algérie, les superficies emblavées par la culture du pois chiche sont de I’ordre de
30562 H. Cependant, la production nationale est de 276750 Q. Au plan national, les
rendements moyens en pois chiche sont faibles, dont les plus élevés a été enregistré lors de la
campagne 2012/2013 (7,4 gx/ha) (MADR, 2015).

Malgré les efforts déployés, la production nationale reste encore trés insuffisante.
Cette insuffisance est liée en premier ordre aux problemes phytosanitaires (maladies,
mauvaises herbes) (Toulaiti, 1988). De ce fait, chaque année 1’Algérie a recours aux
importations pour satisfaire les besoins de la population.

Sur pois chiche, le flétrissement vasculaire causé par Fusarium oxysporum f.sp. ciceris
Synder et Hansen « Padwick » est considéré comme étant 1’une des maladies les plus
importantes sur cette culture dans le monde. D’apres (Reddy et al., 1980), le flétrissement
causé€ par Fusarium oxysporum f.sp. ciceri apparait comme la maladie la plus dévastatrice
dans beaucoup de pays de culture de pois chiche, notamment en Afrique du Nord.

En Algérie, cette maladie est considérée parmi les maladies les plus importantes sur
pois chiche ou des prospections réalisées dans différentes régions du pays, ont révélé la forte
présence de cette maladie, surtout dans le Nord du pays, avec des attaques séveres notamment
dans la région de Guelma et Skikda (Bella et al., 2003), Mascara, Ain Timouchent et Sidi Bel
Abbes (Ben Freha et al., 2010).

En dépit des pertes économiques qu’ils entrainent, le contrle de ce pathogéne reste
toujours limité a des mesures prophylactiques (Benhamou et al., 1997). Cependant la lutte
chimique demeure la principale mesure pour réduire la sévérité de la maladie, mais
l'application a des concentrations élevées de ces produits chimiques synthétiques augmentent
les risques de résidus toxiques et avoir pour conséquence I'émergence de pathogenes résistants
aux fongicides spécifiques. Par ailleurs, sont responsables de divers problemes de santé chez
les humains et les animaux (Gerhardson, 2002). Pour pailler ce disfonctionnement des
agrosystemes une variété de contrdles biologiques est disponible, mais le développement et
I'adoption efficace exigera une meilleure compréhension des interactions entre les plantes, les

agents biologiques et de l'environnement (Benhamou ez al., 1997).



Introduction

La rhizosphere est la fraction du sol directement influencée par les racines et les
micro-organismes associés qui font partie du microbiote des végétaux. Elle est caractérisée
par sa richesse en micro-organismes, et notamment les bactéries et champignons
mitosporiques qui se nourrissent de ces composés, ainsi que des débris issus des cellules
végétales mortes. La rhizosphere, c'est un lieu d'intenses échanges entre le végétal et le
substrat minéral, qui peut étre affecté par les caractéristiques physicochimiques et biologiques
du sol et méme par D’application des biofertillisants et les traitements chimiques et
biologiques. Cette zone est devenue de plus en plus importante car elle constitue 1'endroit ou
les plantes et les microbes interagissent les uns avec les autres (Hadar et Papadopoulou,
2012). Dans ce contexte, toutes les études actuelles sur les effets de l'application de
biofertilisants se concentrent sur la communauté microbienne de la rhizosphere (Zhang et al.,
2014). Considérant que la communauté microbienne de la rhizosphere peut étre influencée par
la composition du sol et que les biofertilisant directement appliqués, provoquent ainsi des
modifications dans la communauté microbienne du sol (Ridder-Duine et al., 2005). Par
conséquent, il est nécessaire de surveiller les effets de 1'application de biopesticides a long
terme.

L'application d’huiles essentielle a été signalée comme une méthode opportune pour
contrdler de nombreuses maladies du sol (Badawi et abdelgualil, 2014). En effet, 'application
des huiles essentielles a recoit en popularité dans le monde entier, un nombre croissant
d'agriculteurs reconnaissant les effets du huiles essentielle sur la protection des racines des
plantes contre les pathogénes du sol, améliorant 1’état de santé de sols et augmentant la
production agricole (Zhang et al, 2014). Cependant, l'inoculation directe des huiles
essentielles dans le sol peut entrainer un controle infructueux et instable de la maladie de
Fusarium en raison de I’effet incertain sur la disponibilité des éléments nutritifs d’une part et
ainsi que sur les microorganismes antagonistes d‘autres part. Dans cette optique, notre étude a
été tracées comme objectifs I’étude de D’effet des huiles essentielles sur la maladie de
flétrissement vasculaires de pois chiche, la disponibilité des éléments nutritifs (N-Total ; P-
Olsen) ainsi que sur les communautés microbienne de la rhizosphere.

Le premier chapitre de notre travail correspond a une mise au point bibliographique
sur le pois chiche (Cicer arietinum L.), ’agent causal du flétrissement (Fusarium oxysporum
f.sp. ciceri) et sur les HEs. Le deuxieme chapitre correspond a notre étude expérimentale
présente le matériel et les méthodes. Le troisieme chapitre expose les résultats obtenus suivis

des discussions. Ce travail est achevé par une conclusion générale.
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1. La plante hote Pois chiche (Cicer arietinum L.)
1.1. Généralités

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est une plante de la famille des fabacées. C’est une
légumineuse alimentaire de grande importance en Europe, I’Afrique du Nord, 1’'Inde et les
pays du Moyen orient (Igbal ef al., 2006 ;Viveros et al., 2001). 1l est cultivé dans les régions
méditerranéenne et produit une graine comestible et connu par sa haute teneur en glucides

assimilables et son pourcentage élevé en protéines végétales.

1.2. Origine et historique

Le pois chiche (Cicer arietinum L.) est originaire du Moyen-Orient, plus précisément
du sud-Est de la Turquie (Singh, 1997)et le Nord Est de la Syrie (Staginnus et al., 1999).11 a
été cultivé pour la premiere fois a environ 7000 - 8000 avant JC (Sharma et Muehlbauer,
2007).11 aurait été cultivé pour la premiere fois dans la région méditerranéenne il y a 5000 ans
(Vander Maesen, 2006)par les Phéniciens (Boumgartnera, 1998).11 est cultivé principalement
en Algérie, Ethiopie, Iran, 1'Inde, le Mexique, le Maroc, le Pakistan, I’Espagne, la Syrie, la
Tanzanie, la Tunisie et la Turquie (Naghavi et Jahansouz, 2005). I se développe dans les

environnements écologiquement divers (Chandirasekaran et al., 2007).

1.3. Taxonomie et caractéristiques botaniques
Le pois chiche est une plante annuelle, herbacée avec des branches diffusées et propagées
(Muehlbauer et Rajesh, 2008), auto fécondée et diploide avec 2n=16 chromosome (Valil,
2005).Elle a une hauteur de 20 a 100 cm, tres ramifiée a port dressé et croissance
indéterminée (Giller, 2001).
La classification de cette espece est la suivante : (USDA, 2008)
Régne Plantae
Embranchement Spermatophyta (plantes a graines)
Sous embranchement Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sous-classe Rosidae
Ordre Fabales
Famille Fabaceae

Genre Cicer

Espece Cicer arietinumlL.
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1.4. Morphologie et physiologie de pois chiche
1.4.1. Caracteres morphologiques

Le systéme racinaire mixte, dont la croissance s’arréte au démarrage de la floraison,
permet a la plante d’explorer un grand volume de sol et lui confére une tolérance a la
secheresse (Slama, 1998).Le systeme racinaire est de type pivotant, bien développé pourra
atteindre jusqu’a plus d’un métre de profondeur (Allali et al., 2007 ; Jaiswal et singh, 2001) et
des racines secondaires tracantes (Jaiswal et Singh, 2001).Les racines latérales portent de gros
nodules permettant la fixation de I’azote atmosphérique pour satisfaire 80 % des besoins de la
plante en azote assimilable (Bouzerzour, 1998). Cette fixation symbiotique est a son optimum

a la floraison et chute tres rapidement par la suite (Slama, 1998).

Figure 1. Schéma anatomique d’un plant de pois chiche: tige feuillue (A), feuille composé de
16 folioles (B), fleur zygomorphe (C), étamines, pistil et ovaire (D), gousses en

développement (E), graines (F). (Anonyme, 1992).

La tige du pois chiche est herbacée et devient lignifiée avec I’age (Slama, 1998). Sa
tige dressée ou rampante, simple ou ramifiées des la base est couverte par des poils uni et
pluricellulaires (Duke, 1981; Ayadi, 1986). Et un anguleuse d’une hauteur de 20 cm a 1 m. La
tige principale porte généralement deux branches primaires (Allali et al., 2007)ou trois
branches pour donner des ramifications secondaires et par la suite des ramifications tertiaires

(Braune et al., 1988 ; Ayadi, 1986).
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Les feuilles sont composées de 7 a 15 folioles ovales et dentelées, sans vrilles, en
position alternée sur un rachis (Slama, 1998).Les faces inférieures des feuilles sont couvertes
par un duvet formé de poils uni et pluricellulaires. Ces poils renferment des glandes qui
synthétisent des acides organiques tels que I’acide oxalique (Slama, 1998).

Les fleurs sont zygomorphes, articulées (Leport et al., 2006).Le pois chiche est une
espece autogame (Ladizinsky, 1987)caractérisée par une floraison massive. Sont
habituellement solitaires a 1’aisselle des feuilles, bisexuées, blanches, verdatres, rose ou
violacées, disposées en grappe caractérisées par leur aspecte de papillons. L’apparition des
premieres fleurs dépend de plusieurs facteurs tels que la précocité de la variété, la date et la
densité du semis et des techniques culturales. Toutefois, comme le pois chiche est une espece
a croissance indéterminée, sous des conditions hydriques favorables et des températures
clémentes, les branches continuent a se développer, a fleurir et a produire des gousses et des
grains (Leport et al., 2006).

Le fruit de pois chiche est une gousse velue, globuleuses contenant une ou deux
graines. Cette graine peut €tre lisse ou ridée sa rainure médiane et a bec bien distinct

surplombant le hile, creme a brunes, vertes ou noires (Summerfield et al., 1984).

1.4.2. Caracteres physiologiques
La durée du cycle de développement du pois chiche est tres variable chez les variétés, il

dépend de la chaleur et de I'humidité disponible dans le sol (Jaiswal et Singh, 2001). La
croissance et le développement du pois chiche peuvent étre divisés en cinq stades
phrénologiques (Plancquart et Werry, 1991). La durée de chaque stade est en fonction du
cultivar, du photopériodisme, de la température et de 1’eau (Saxena et Singh, 1987).
1.4.2.1. Période végétative
a- Stade germination

Cette période s’étende de la germination jusqu’a la ramification a I’apex initie des
nceuds a chaque nceuds (ITGC, 2001).
b- Stade de la levée

Ce stade est caractéris¢ par I’apparition des plantes a la surface du sol. Il peut étre
retardée par les basses températures, dans ce stade on observe 1’apparition de la premicre

feuille (Kechache, 2005).



Chapitre 1. Analyse bibliographique

c- Stade de ramification

Ce stade est marquée dés que la premicre tige se développe alors a partir d’un
bourgeon de la base et les premicre nodosités se forment, I’¢longation des entre-noeuds se fait
progressivement (Kechache, 2005).
1.4.2.1. Période de reproduction
a- Floraison

Selon Allali et al. (2007), le délai de la floraison a été déterminé en retenant le nombre
de jours séparant le semis et celui ou 50% de fleurs sont épanouies. Elle commence des
noeuds inferieurs. La fructification, concerne le début de formation de gousse ou bien
I’apparition de fructification (transformation des fleurs en gousses) (Kechache, 2005). Ce
stade est suivi du stade floral qui est marquée par I’apparition et le développement des
ébauches florales, suivie par un effectif élevé en fleurs et un rendement en gousse appréciable
(Berger et al., 2006). La date et le taux de floraison sont déterminés par la réponse du
génotype a la longueur du jour, a 1’é1évation de la température, ou généralement, aux effets
additifs de ces deux facteurs climatiques (Berger et al.,2006).
b- Stade de maturité

Ce stade est défini comme étant le stade caractérisé par la chute des feuilles, nécrose
de ’extrémité de la gousse, brunissement du point de jonction entre le grain et I’épicarpe de la
gousse. La durée de la période reproductrice duré est considérée comme étant le nombre de

jours apres I’apparition des premieres fleurs jusqu’a la récolte finale (Kechache, 2005)

1.5. Exigences de la culture du pois chiche
1.5.1. Exigences édaphiques

Le pois chiche se cultive dans différents types de sols (Khan et al., 2009 ; Babar et al.,
2009 ; Yusuf et al., 2002).11 est peu exigeant en qualité du sol, mais préfere les sols lourds,
meubles, profonds, plus ou moins de texture limoneuse et argilo siliceuse de couleur noire
rougeatre ou noiratre, bien drainés, avec une bonne capacité de rétention, il redoute les sols
calcaires, les sols secs aussi qui prédisposent la plante a donner des graines a mauvaise
cuisson (Jaiswal et Singh, 2001, Berger et al., 2003).

Les besoins en humidité du sol de la plante sont de 15-40% pendant la germination et
le développement de la graine, mais I’humidité excessive du sol a la floraison réduit le
rendement en grain (Wery ef al., 1994).

Le pois chiche se cultive dans des sols a pH neutre ou alcalin, variant de 7,3 a 8,2

(Berger et al., 2003).
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Le pois chiche exige le potassium qui favorise la formation des graines des fruits et
qui existe dans la solution du sol en tres petite quantité (ITGC, 2003).Alors que la fertilisation
azotée n’est nécessaire que pour favoriser le départ de 1’activité des nodosités puisque le pois
chiche est comme les autres [égumineuses fixe 1’azote atmosphérique (Allali et al., 2007).
1.5.2. Exigences climatiques

Le pois chiche souffre dans les environnements chauds (35°C-18°C jour/nuit) (Lopez-
Bellido et al., 2004). Selon Nielson, (2001), des températures plus 32°C limitent le rendement
en grains du pois chiche en accélérant sa maturité. De méme, les températures élevées de le
floraison a la maturité des variétés a semi retardées conduit a la réduction de la taille des
graines et du rendement (Lopez-Bellido et al., 2004).

Grace a son systéme racinaire profond, le pois chiche est doté¢ d’une certaine rusticité et
d’une tolérance a la sécheresse (Verghis et al., 1999), il peut extraire I’eau a partir des
couches profondes allant jusqu’a 1.50 m (Keating et Cooper ,1983).

Le pois chiche est une plante de jour long, mais fleuri dans toutes les photopériodes
(Smith-son et al., 1985).L'intensité de la lumiére et de la durée d’éclairement sont des facteurs

importants pour la nodulation, la fixation d’azote et la floraison (Beddar, 1990).

1.6. Importance de la culture du pois chiche
1.6.1. Importance nutritionnelle

Le pois chiche constitue une source tres importante de protéines végétales qui peuvent
corriger le déficit en protéines animales (Ben Mbarek et al., 2009; Rekha et Thiruvengadam,
2009 ; Chérif et al., 2007 ; Hassan, 2006).11 fait partie du nombre tres réduit d’aliments qui
apportent a la fois des protéines et un grand nombre de sels minéraux (calcium, fer, potassium
et phosphore) jouant un rdéle important dans 1’alimentation. Il renferme entre 20 % et 25% de
protéines.

A titre de comparaison, la teneur en protéines de la viande est de 16 a 25% et celle du
poisson de 14 a 20%. En vue de leur richesse en protéine de bonne qualité, ils sont trés riches
en lysine, arginine et acides aminés di carboxyliques, utilisée en pharmacologie (Cortés-
Giraldo et al., 2016). 11 a été aussi indiqué que la consommation de pois chiches donne une
réponse glycémique plus faible chez les personnes qui souffrent de diabete (Zul et Macarulla,
1999, Nestel et al., 2004).

1.6.2. Importance agronomique
Le pois chiche peut fixer, par voie symbiotique, plus de 140 kg/ha d’azote

atmosphérique et satisfaire plus de 80% de ses besoins en azote (Gaur et al., 2008) leur rend
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comme culture préférable de I’agriculture durable en réduisant la dépendance au fertilisant
azoté (Babar et al.,2009 ; Hassan, 2000).
1.6.3. Importance économique

Les légumineuses alimentaires constituent un composant important du régime
alimentaire, spécialement dans les pays sous-développés ou elles représentent environ 90% de

la consommation globale (Hassan, 2006).

1.7. Les principales maladies du pois chiche

Les maladies pouvant affecter le pois chiche regroupent plus de cinquante especes
(Nene et al.,, 1991). Le regne viral et le réegne bactérien sont peu représentés alors que la
dominance du regne fongique est indéniable (Nene et al., 1996).

1.7.1. Maladies virales

Les maladies virales les plus dévastatrices sont causées par : Le CCDV (Chickpea
Chlorotic Dwarf Virus) du pois chiche et le virus de I’enroulement des feuilles de pois (Horn
etal., 1995).

1.7.2. Maladies bactériennes

Parmi les maladies bactériennes, on peut citer I’anthracnose bactérienne causée par:

- Xanthomonas campestris pv. Cassiae (Nene et al., 1996).
- Pseudomonas andropogonis (Smith) Stapp.
1.7.3. Nématodes

Des attaques au niveau des nceuds racinaires peuvent étre provoquées par Meloidogyne
incognita et Pratylenchus thornei
1.7.4. Maladies cryptogamiques

Parmi les maladies observées sur la culture du pois chiche en Algérie, I’anthracnose
causée par Ascochytarabie iest la maladie la plus fréquemment rencontrée et celle qui cause
plus des dégats (Zikara-Zine et Bouznad, 2007).

Le pois chiche est aussi sensible a la pourriture grise causée par Botrytis cinerea, dans
certains pays tempérés et subtropicaux (Davidson et al., 2004).

Le flétrissement, causé par les champignons du genre Fusarium, est considéré parmi
les maladies les plus importantes sur pois chiche ou des prospections réalisées dans les
différentes régions du pays, ont révélé la forte présence de cette maladie (Bouznad ef al.,
1990). Dans le Nord-Ouest du pays 20 a 45 % des champs prospectés sont affectés par la

fusariose du pois chiche (Maatougi, 1996). De méme la fusariose du pois chiche, causée
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principalement par Fusarium oxysporum, est surtout présente dans les sols lourds et les sols

mal drainés (Anonyme 2, 2011).

2. La fusariose vasculaire

Les Fusarium sont des champignons ubiquistes dans les sols, certains d’entre eux sont
pathogenes et responsables des fusarioses vasculaires qui entrainent des pertes économiques
considérables sur un grand nombre de légumineuse (Belabid et al., 2000). Les especes de
Fusarium provoquent des maladies qui entrainent des pertes économiquement importantes
comme le flétrissement vasculaire (Fravel et al., 2003). Le Fusarium oxysporum est capable
de survivre pendant plusieurs années dans les conditions les plus défavorables, en absence de
plante hote (Kommesdhal et al., 1970).
2.1. Taxonomie

Le Fusarium oxysporum appartient aux Hyphomycétes (champignons imparfaits,
Fungi imperfectif), La forme imparfaite (anamorphe) est caractérisée par un mycélium septé.
Les conidies sont hyalines généralement unicellulaires sur des conidiophores libres (Lepoivre,
2003). C’est un Deutéromycete. Ses hyphes sont septes et ramifiés. Les micro-conidies

ovales, droites, ou incurvées sont portées par des conidiophores courts ou latéralement par les

hyphes (Ben freha, 2008).

2.2. Présentation de la maladie

La fusariose est répandue presque dans toutes les régions de culture du pois chiche, et
provoque des pertes de rendement qui peuvent atteindre les 100% (Landa et al., 2004), elle
peut étre aussi I’un des facteurs limitant majeur de la productivité du pois chiche (Haware et
al., 1996). La fusariose du pois-chiche est surtout présente dans les sols lourds et les sols mal
drainés des terres de basse altitude. Elle est principalement causée par Fusarium oxysporum
(Anonyme 2, 2011).
2.2.1. Symptomatologie

La maladie se manifeste par un flétrissement, partiel ou total, suivi d’un jaunissement
et d’un desséchement de la plante. Lorsque le pied de la tige est sectionné, on observe un
brunissement au niveau des vaisseaux attaqués (Nasraoui, 2000). Les gousses des plantes du
pois chiche malades apparaissent normales, mais les graines sont généralement plus petites,
froissées et décolorées (Pande et al., 2007). Selon le type de symptomes, deux pathotypes sont
décrits chez le Fusarium oxysporum. Le ler pathotype est responsable d’un jaunissement
foliaire progressif avec un brunissement des tissus vasculaires et une mort tardive des plants.
Le 2&me pathotype est responsable du flétrissement en induisant une chlorose sévere et rapide

9
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avec un brunissement des tissus vasculaires et une mort précoce des plants (Trapéro-Casas et

Jiménez-Diaz, 1985).

Figure 2. Symptdomes observés en plein champ (A) flétrissement vasculaire précoce dans (B).

Symptomes de flétrissement vasculaire tardif (C) (Moutassem, 2008).

2.2.2. Cycle de vie

Le F. oxysporum est un parasite tellurique doué d'une vie saprophytique. Par ces
organes de résistance, les chlamydospores, il est capable de survivre pendant plusieurs années
dans les conditions les plus défavorables (Haware et al., 1986). Les plantes peuvent €tre
infectées a travers les racines par les blessures ou au moment de la formation des racines

latérales (Agrios, 1988).

10
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Le mycélium peut se développer dans l'espace intercellulaire des racines pour atteindre
les tissus vasculaires. En se développant, le mycélium produit les microconidies. La
prolifération de la croissance mycélienne dans les vaisseaux conducteurs provoque le
flétrissement et la mort de la plante (Klein et Correll, 2001).

La fusariose se développe dans les tissus en décompositions, visiblement présentant
des sporodochies sur la partie inférieure de la plante. Les spores sont dispersées par le
mouvement de plantes elles-mémes, par le vent et l'eau (Agrios, 1988). Généralement,
l'infection débute par la germination des chlamydospores, le tube germinatif s'introduit a
travers 1'épiderme du systeme radiculaire induit par conséquent une pourriture racinaire par

sécrétion des enzymes pectolytique (Gupta et al., 1986).

Obstruction des vaisscaux par le mycélium
et par des gommes qui se forment aussi dans
les cellules voisines

Pénétration des tubes
perminatifs des spores
ou niveau de
I'émergence

des racines
latérales

Flétrissement des rameaux
inféricars

PHASE SAPROPHY TIQUE DANS LE SOL

Figure 3. Cycle biologique de Fusarium oxysporum.(Rayan ,1988).

2.2.3 Impact économique du Foc et répartition géographique dans le monde

Le FOC est un champignon du sol spécifiquement pathogene aux especes de Cicer
spp. La maladie qu’il cause est I’un des plus importants facteurs limitant la production de pois
chiche dans le monde (Jiménez-Gasco et al., 2004). Cette maladie peut causer jusqu’a 100%
de pertes de la production. Des pertes annuelles de rendement en grains de I’ordre de 10 a
15% sont enregistrées dans différents pays du monde.

Cette maladie est rapportée initialement au subcontinent indien, par la suite la maladie

s’est étendue au Mexique, aux Etats-Unis, en Espagne, en Turquie et en Ethiopie (Sharma et
11
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al., 2005). Le flétrissement fusarien est considéré comme la maladie la plus importante en
Tunisie et au Maroc, et elle reste assez localisée en Algérie. En Tunisie, environ 40% des
champs sont infestés par cette maladie (Sayoud et al., 1999). Ce champignon existe aussi au

Moyen Orient, en Syrie et au Liban (Jiménez-Gasco et al., 2001).

3. Méthodes de lutte

3.1. Lutte culturale

Les méthodes de lutte culturale contre les maladies fongiques en générale concernent
toutes les actions culturales qui peuvent créer des conditions défavorables aux pathogenes et
favorables aux plantes. Parmi ces actions :

v' la destruction (ramasser ou briiller) des repousses et des hotes alternatifs qui peuvent
former des réservoirs de pathogenes durant la saison ou la culture est absente, est une
action importante qui réduit le niveau d’inoculum primaire.

v" lajachere de longue durée et la rotation culturale avec des cultures non- hotes,

peuvent agir sur la densité de I’inoculum présent dans le sol (Edel et al., 1995 ;

Scott et al., 2012).

v L’interruption du cycle biologique de certains pathogénes est possible par la destruction
de leurs hotes secondaires comme dans le cas des rouilles (Nasraoui, 2008).

v" lutilisation des semences non infectées ou traitées pour prévenir I’infection du pois chiche
durant la saison de croissance, Selon (Chérif et al., 2007)

v" l'avancement de la date de semi du pois chiche du début de printemps vers la fin de ’hiver
empéche le développement épidémique du flétrissement et minimise la sévérité de la
maladie (Navas-Cortes ef al., 1998).

v" La fumigation du sol est efficace dans I'élimination de I'inoculum déja présent dans le sol ;
mais comme c'est toujours a recommencer, il ne s'agit pas d'une solution a long terme
(Miguel et al., 2004 ; Fravel et al., 2003; Scott et al., 2012).

3.2. Lutte chimique

Les fongicides appliqués en pulvérisation ou en saupoudrage sur les plantes sont
utilisés pour lutter contre les maladies fongiques. L’application de fongicides selon la famille
chimique peut étre préventive ou curative.

Ils sont également utilisés en traitement des semences et en traitement du sol. Leur
inconvénient reste cependant la possibilité de développer des souches fongiques résistantes.
Les matieres actives les plus couramment utilisées en traitement de semences sont :
Carbendazime, Carboxine, Thirameet ceux utilisées contre les maladies foliaires sont :
Carbendazime, Thiophanate-méthyl (Nasraoui, 2008).

12
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3.3. Lutte biologique

La lutte biologique contre les agents pathogenes des plantes est définie comme
I’utilisation de processus biologiques pour diminuer la densit¢ d’inoculum des agents
pathogenes dans le but de réduire leur capacité a induire la maladie.

La lutte biologique peut étre conduite de maniere directe ou indirecte. Les stratégies
indirectes comportent, par exemple, I'utilisation d’amendements du sol de fagon a augmenter
la population d’antagonistes microbiens contre un agent pathogene spécifique (Lydie, 2010).
La résistance du pois chiche vis-a-vis des attaques pathogéniques par le contrdle biologique
peut faire appel a des microorganismes antagonistes tels que les bactéries du genre : Bacillus,
Pseudomonas et Rhizobium ou a des champignons antagonistes, cas de quelques especes du
genre Trichoderma.

Les agents de lutte biologique vont permettre d’induire une résistance chez la plante a
travers 1’accumulation des composés phénoliques et de phytoalexines et I’activation de ces

mécanismes de défense (Chérif er al., 2007).

4. Les huiles essentielles
4.1. Généralité

Les huiles essentielle ont, a toutes époques, occupé une place importante dans la vie
quotidienne des hommes qui les utilisaient autant pour se parfumer, aromatiser la nourriture
ou encore se soigner. Beaucoup de travaux ont été réalisés dans ce sens, du fait de
I’importance incontestable des huiles essentielles dans divers secteurs économique, comme
par exemple ,l’industrie de la parfumerie et de la cosmétique 1’industrie alimentaire,
I’industrie pharmaceutique et plus particuliérement, la branche de I’aromathérapie que utilise

leurs propriétés bactéricides et fongicides (Bakkali, 2008)

Il y a plusieurs définitions d’huile essentielle:

v" Les huiles essentielles sont définies comme étant des extraits volatiles et odorants, que
I’on extraits de certains végétaux par divers procédés d’extraction, elles se forment dans
un grand nombre de plates comme sous-produits de métabolisme secondaire. Les huiles
essentielles sont généralement des mélanges des principes volatils contenus dans les
végétaux (Bruneton, 1999).

v Selon ’AFNOR (2000), les huiles essentielles sont des produits obtenus a partir d’une
matiere premiere d’origine végétale, soit par entrainement a la vapeur d’eau, soit par des
procédés mécaniques a partir de I’épicarpe des Citrus, soit par distillation séche.

13
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v" Les huiles essentielles sont des extraits végétaux volatiles et odorants appelés également
substances organiques aromatiques liquides, qu'on trouve naturellement dans diverses
parties des arbres, des plantes et des €pices, elles sont volatiles et sensibles a l'effet de la
chaleur, elles ne contiennent pas de corps gras (Yahyaoui, 2005).

v' Les huiles essenticlles sont des mélanges complexes de substances organiques
aromatiques liquides qu’on trouve naturellement dans diverse partie des végétaux. Elles
sont concentrées, volatiles, non huileuses et sensibles a la décomposition sous I’effet de la

chaleur. (Belhadi, 2010).

4.2. Role physiologique

Beaucoup des plantes produisent les huiles essentielles en tant que métabolites
secondaires. Mais leur role exact dans les processus de la vie de la plante est inconnu
(Oussalah et al., 2006).

Les huiles essentielles jouent un role important dans la protection de la plante,
puisqu’elles agissent comme antibactériennes, antifongiques et insecticides. Elles protegent
aussi la plante contre les herbivores par son odeur défavorable et inhibitrice de 1’appétit de
I’animal a cette plante (Bakkali et al., 2008)

Les huiles essentielles peuvent avoir plusieurs effets «utiles» pour la plante : attirer les
insectes pour favoriser la pollinisation, comme source énergétique, facilitant certaines
réactions chimiques permettant de conserver I’humidité des plantes désertiques, pour leur

action répulsive sur les prédateurs (Csekea, 2007).

4.3. Localisation des huiles essentielles dans la plante

Les huiles essentielles sont produites dans le cytoplasme des cellules sécrétrices qui
peuvent se trouver dans tous les organes de la plante. Aussi bien dans les graines que dans les
racines ou dans les sommités fleuries. Les huiles essentielles s’accumulent en générale dans
des cellules glandulaires spécialisées, situées en surface de la cellule recouvertes d’une
cuticule (Salle, 2004 ; Teuescheet et al., 2005).

Ensuite, elles sont stockées dans des cellules dites cellules a huiles essentielles
(Lauraceae), dans des poiles sécréteurs (Lamiaceae), dans des poches sécrétrices (Myrtacée),

dans des canaux sécréteurs (Astraceae).
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Elles peuvent étre stockées dans divers organes végétaux : les fleurs (bergamotier,
rose,) Les feuilles (citronnelle, eucalyptus,), les racines (vétiver), les rhizomes (curcuma,
gingember,), les fruits (anis, badiane,), le bois (bois de rose, santal,), ou graines (muscade,...)
(Oussalah, 2006).Si tous les organes d’une méme espéce peuvent renfermer une huile

essentielle, la composition de cette derniere peut varier selon sa localisation. (Belkou, 2005).

4.4. Tissus sécréteurs

L’huile essentielle est produite et stockée dans les tissus sécréteurs de la plante sous
formes de petites gouttelettes comme la plupart des substances lipophiles (Gonzalez et al.,
2007). Elles sont généralement associées a la présence des structures histologique spécialisés,
souvent localisée sur ou a proximité de la surface de la plante (Degryse et al., 2008).

Les huiles essentielles sont élaborées par des glandes sécrétrices qui se trouvent sur
presque toutes les parties de la plante. Elles sont sécrétées au sein du cytoplasme de certaines
cellules ou se rassemblent.

La synthese et I'accumulation des huiles essentielles qui sont : et les canaux sécréteurs

qui existent dans des nombreuses familles.

4.5. Les principales activités des huiles essentielles

Les huiles essentielles possédantes de nombreuses activités biologiques. En
phytothérapie ,elle sont utilisées pour leurs propriétés antiseptiques contre les maladies
infectieuses d’origine bactérienne, par exemple contre les bactéries endocanalaires
(Billerbeck, 2008)ou niveau de la microflore vaginale (Duarte et al., 2007) et d’origine
fongique contre les dermatophytes (Durante et al., 2005)cependant ,elles possedent
également, des propriétés cytotoxiques (Bakkali er al.,2008) quilles rapprochent donc des
antiseptiques et désinfectants en qu’ agents antimicrobiens a large spectre (Dorman et al.,
2000 ; Labore, 2000 ; Sotso—Mendivil , 2006).
4.5.1. Activité antifongique

Les HE des plantes aromatiques sont connus pour avoir des propriétés antifongiques
(Pinto et al., 2007). Pour les levures, elles agissent sur la biomasse et la production du
pseudomycélium alors qu’elles inhibent la germination des spores, 1’élongation du mycélium,
la sporulation et la production de toxine chez les moisissures (Edris, 2007).

L'activité antifongique des huiles du Thym sont attribuées au Thymol et au carvacrol.
Ils provoquent une dégénérescence des champignons Hyphes qui semblent vider leur contenu

cytoplasmique (Zambonelli et al., 1996).
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4.5.2. Activités antimicrobien

Les vertus antimicrobienne des HE sont connue et utilisées depuis longtemps, mais
cette utilisation se bases sur des pratiques traditionnelles (Hala et al., 2000) et des applications
sans bases scientifiques précises. On note 1’étude faite par Chamberland en1887 de I’activité
antimicrobienne des essences de cannelle, d’origan et de girofle (Bouhadid, 2006) et qu’en
1991 Gatte Fosse a montré que le bacille de Koch était détruit en 5 minutes par une émulsion
a 1%d’huile de pin.

De nos jours, leur emploi se fait sur des bases scientifique et rationnelles puisque de
nombreux travaux de recherche portent sur les propriétés antimicrobiennes des HEs des
plantes aromatiques (Cox et al., 2000 ; Ettatyebi et al.,2000)

4.5.3. Activité acaricide

Le varroa est une maladie parasitaire Pathologie majeure en apiculture, sa contagiosité
et ses effets en font un véritable fléau. Maladie réglementée, elle est classée, et se trouve
également sur la liste des maladies a déclaration obligatoire de 1’Organisation Mondiale de la
Santé Animale (Oie, 2013).

Le thymol est toxique pour varroa a tous les stades de son développement : les oeufs,
les larves les nymphes et les adultes (Doemon et al.,2009).

Des études réalisées par (Lamara, 2012 ; Boutoba, 2013) repose sur 1’utilisation d’un
traitement biologique a base d’huiles essentielles de thymus contre le varroa destructeur
parasite d’Apise mellifica avec des dosages variable et en fonction de mode d’utilisation
montrent que la dose de 3%entraine un taux de mortalit¢ maximal de 28%, par rapport aux
autres dosses (1%,3%,5%) pendante la période hivernal.

L’utilisation des plantes médicinales locale est la méthode la plus utilisée chez les
petits éleveurs tandis que 1’application courante des acaricides de synthese est la méthode la
plus utilisée dans les systtmes de production intensifs pour combattre les ectoparasites
(Lhoste et al., 1993)Cependant, les conséquences sur I’homme et son environnement ,la
présence des souches d’acariens aux acaricides ainsi que la rareté et le cout élevé des produits
de bonne qualité sur les marchés locaux posent le probleme de la recherche solutions
alternatives (Whatson, 1976)

4.5.4. Activité antioxydant

Certain constituants des huiles essentielles présentent un antioxydant trés marqué et

sont aujourd’hui commercialisés : c’est le cas de I’eugénol, du thymol, du carvacol...etc. Les

résultats déja publiés montrent que les essentielles constituent une bonne source
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d’antioxydant naturels rechargé pour leur innocuité relative (Burits et Bucar, 2000 ; Canda et
al., 2003 ; Tepe et al., 2005).

Cette activité antioxydant Est également attribuée a certaine alcools, éther, cétones et
aldéhydes monoterpéniques : le linalool, le 1,8-cinéole, le géraniale/néral (Jukic et Milos,
2005).Avec un effet Plus élevé enregistré pour les hémotypes phénoliques. Le thym est
comme un conservateur afin de prolonger la durée de conservation des poissons Thymus

durant Leur stockage (Selmi et Sadok, 2008)

4.6. Toxicité des huiles essentielles

Les huiles essentielles ne sont pas des produits qui peuvent étre utilisés sans risque.
Certaines huiles sont dangereuses lorsqu’elles sont appliquées sur la peau, en raison de leur
pouvoir irritant (les huiles riches en Thymol, ou en carvacrol), allergene (huiles riches en
cinnamaldhyde ou photo-toxique (huiles de citrus contenant des furacourmarines). Il existe
quelques huiles essentielles dont certains composés sont capables d’induire la formation de
cancer, c’est le cas par exemple de dérivés d’allydenzene ou de propenylbenzene comme le
safrol, ’estragol, des chercheur ont mis en évidence 1’activité hypatocarcinogénique de ces

composés chez les rongeurs (Pibiri, 2006)

4.7. Méthodes d’extraction des huiles essentielles

Différentes méthode sont mises en ceuvre pour I’extraction des essences végétales. En
général, le choix de la méthode d’extraction des huiles essentielles dépendra de la nature du
matériel végétal a traiter (graines, feuilles, ramilles), le rendement en huile et la fragilité de
certains constituants des huiles aux températures élevées (Hellal, 2010).
4.7.1. Extraction par hydro distillation des huiles essentielles

Le principe de I’hydro distillation consiste a immerger la biomasse végétale dans un
alambic rempli d’eau (aujourd’hui remplacé par un Clevenger), que 1’on porte ensuite a
I’ébullition. La vapeur d’eau et I’essence libérée par le vapeur d’un composant est égale a la
pression de vapeur du corps pur. Cette méthode est simple dans son principe et son

appareillage n’est pas couteux (Lucchesi, 2005).

4.7.2. Extraction par entrainement a la vapeur d’eau
Le matériel végétal est placé sur une grille perforée a travers laquelle passe la vapeur
d’eau. La vapeur endommage la structure des cellules végétales et libére ainsi les molécules

volatiles qui sont ensuite entrainées vers le réfrigérant. Cette méthode apporte une
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amélioration de la qualit¢ de I’huile essentielle en minimisant les altérations hydrolytiques
(Hellal, 2010).
4.7.3. Extraction a froid

Cette technique d’extraction est utilisée pour I’obtention des essences d’agrumes ou
hespéridés : bergamote, citron, mandarine, etc. I’huile essentielle est contenue dans le zeste,
partie superficielle de 1’écorce de ces fruits. Autrefois, la méthode dite (a I’écuelle) consistait
a frotter le fruit, manuellement, dans un bol en bois dont I’intérieur était garni de picots. Le
jus était recueilli a I’aide d’une éponge exprimé dans un récipient puis filtré. Actuellement, les
fruits sont compressés a froid ; I’huile essentielle et le jus recueillis sont séparés par
centrifugation. Cette méthode rapide et efficace donne une essence de bonne qualité
(Beneteaud, 2011)
4.7.4. Extraction par solvants organiques

L’extraction par solvant organique volatil reste la méthode la plus pratique. Les
solvants les plus utilisés a I’heure actuelle sont I’hexane, le cyclohexane, 1’éthanol moins
fréquemment le dichlorométhane et 1’acétone. (Kim et Lee, 2002).
En fonction de la technique et du solvant utilisé, on obtient (AFNOR, 2000) :
e Des hydrolysats : extraction par solvant en présence d’eau
e Des alcoolats : extraction avec de 1’éthanol dilué traitées par 1’éthanol ou des mélanges

éthanol/eau.
e De rétinoides ou extraits éthanoliques concentrés 1’emploi restrictif de 1’extraction par
solvants organisation liée a la protection de I’environnement.

4.7.5. Extraction par CO; supercritique

Le CO2 permet I’extraction dans le domaine supercritique et la séparation dans le
domaine gazeux. Il est liquéfié par refroidissement et comprimé a la pression d’extraction
choisie, ensuite il est injecté dans I’extracteur contenant le matériel végétal. Apres le liquide
se détend pour se convertir a 1’état gazeux pour €tre conduit vers un séparateur ou il sera

séparé en extrait et en solvant (Chemat, 2004).
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1. matériel biologique
1.1. Matériel fongique

Le matériel fongique a été représenté par un isolat de Fusaruim oxysporum f.sp. ciceri
(FOC); agent responsable du flétrissement vasculaire du pois chiche. Cet isolat est originaire
de la région de Mascara (Algérie), a été isolé a partir des tiges de pois chiche présentant les
symptomes de la maladie.
1.2. Matériel végétal
1.2.1. Plante hote

Dans notre étude, le matériel végétal (La plante hote) utilisé est représenté par les
variétés de pois chiche Ghab04 et ILC32 79 qui nous ont été fournis par I’institut technique
des grandes cultures de Tiaret.
1.2.2. Plante aromatique

La plante aromatique testée est représentée par I’espece végétale Thymus pallescens de
Noé provenant de la région de Mascara.
1.2.2.1. Description botanique est classification de I’espéce T.pallescens de Noé

C’est une espece qui appartenant a la famille des Lamiaceae, qui comporte environ
264 genres largement distribués dans 1’aire méditerranéenne, dont le genre Thymus est le plus
diversifiés (Naghibi et al ,. 2005).La majorité des especes de thym ont une grande importance,
vu leurs propriétés biologiques, pharmacologiques (Ebrahimi et al ., 2008), ainsi que leur
richesse en huiles essentielles et a ce titre font partie des plantes aromatiques (Mayet, 2013).

Le Thym, est un sous arbrisseau, pousse en touffes, pouvant atteindre 30 cm de
hauteur (Chazel et Chazel, 2012), Il possede de petites feuilles de couleur verte foncé, et qui
sont recouvertes de poils et de glandes (appelés trichomes), riches en huile essentielle (El
Ouali Lalami ef al., 2013). Ses petites fleurs sont regroupées en glomérules et leur couleur

varie du blanc au violet en passant par le rose (Soto et al., 2006).

L M e o

Figure 4 : Plante du thym (Thymus Pallescens de Noé) (Moutasem , 2018).
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1.2.2.2. Systématique de la plante testée
Regne : Plantae

Embranchement : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiaceae

Genre : Thymus

Espece : Thymus pallescens de Néo

2. Test in vitro
2 .1. Extraction des huiles essentielles et analyse de la composition chimique

Les plantes, fraichement récoltées, ont été nettoyées par 1’eau distillée. Les feuilles
sont ensuite séparées puis séchées a 1’air libre, a I’abri de la lumiére et I’humidité. Celles-ci
ont été ensuite pesées, réduites (coupée en petites parties) pour augmenter la surface de
contact avec de 1’eau et récupérées dans des sacs en papier afin de les conserver jusqu’au
moment de 1’expérience (Aida, 2015)

Les huiles essentielles (HE) ont été isolées par hydrodistillation, en utilisant un
appareillage de type Clevenger (Figure 5). L'extraction a duré 2 a 3heures pour un mélange de
100g de matériel végétal seche avec 1000ml d'eau distillée, 'ensemble est ensuite porté a
I’ébullition dans un ballon a 3 cols ou fiole d'un litre surmonte d'une colonne de 60cm de

longueur reliée a un réfrigérant.

Figure 5. Appareillage de I’hydrodistillation de type Clevenger (Originale, 2018)
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Les vapeurs chargées d'huile et qui traversent le réfrigérant, se condensent et chutent
dans une ampoule a décanter. L’eau et I'huile se séparent par différence de densité. Les huiles
essentielles recueillie par décantation a la fin de la distillation a été filtrée en présence de
sulfate de sodium (NaSo4) pour éliminer les traces d'eau résiduelles et les huiles essentielles
serons par la suite récupérées et stockées a 4° C a l'obscurité dans des flacons en verre
appropriés, hermétiquement fermés et couverts d'une feuille d'aluminium pour la préserver de

l'air et de la lumiere.

2.2. Les Tests biologiques
2.2.1. Préparation des concentrations des huiles essentielles

L’HE de T.pallescens de Noé a été testé avec des concentrations del, 0.5 et 0.1 uL.
les différentes concentrations de I'HE de T.pallescens de Noé a été formulés par le Tween 80
selon les proportions (1/4/95 v/v/v).

2.2.2. Effet d’huile essentiellede T.pallescensde Noé sur la croissance mycélienne et la
sporulation de Foc

Dans notre expérience, on a utilisé la technique utilisant la solubilisation directe de
I'HE dans le milieu PDA (50 ml) selon la technique de Solyo et al. (2006). Apres incubation
a 25 + 2°C pendant 8 jours la croissance mycélienne a été estimée en calculant la moyenne
des deux diametres mesurés sur les deux axes perpendiculaires tracés au revers des boites de
culture en tenant compte de la croissance de témoin. Le pourcentage d’inhibition I (%) a été
déterminé par rapport au témoin et calculé selon la formule :

(%) =[1-(Da/Db)] x 100
Ou: Da: Croissance mycélienne moyenne dans le milieu en présence de 1’huile. Db:
Croissance mycélienne moyenne dans le milieu sans huile (témoin).

Les champignons qui ne se sont pas poussés sur les milieux traités ont été ré cultivés
sur milieu PDA non traités, puis incubés a 25°C pendant deux semaines pour vérifier si 1’effet
fongistatique ou fongicide de I'HE de T.pallescens de Noé.

L'évaluation de la sporulation est effectuée selon le principe de la méthode utilisée par
Maslouhy (Maslouhy, 1989). Ce test a été réalisé par un lavage avec 10 ml d'eau distillée
stérile de la boite de Pétri entiere contenant du mycete, afin de libérer toutes les spores, par la
suite la suspension obtenue est récupérée dans des tubes a essai stérile, le nombre de spores

pour chaque échantillon est comptée par la cellule de Mallassez sous le microscope optique.
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2.2.3. Effet de I’huile essentielle de 7. Pallescens de Noé sur la germination de conidies

L’inoculum a été préparé selon la méthode de consiste a mettre six explants de Foc
agé de 7 a 15 jours dans des erlenmeyers contenant 600 ml de bouillon de pommes de terre
dextrose (PDB) stérilisé préalablement a 120°C pendant 20 min. Ces derniers ont été incubés
a 25°C pendant 10 jours. La suspension sporale a été filtrée avec un papier filtre stérile et
ajustée a 106sp0res / ml (Calvet et al., 1990).

Les trois dose ont été préparées par la méthode d’incorporation directe de formulation
de I’huile essentielle de Thym dans 20 ml du milieu de culture PDB chargé de 1’inoculum de
Foc.

Apres incubation a 25 + 2°C pendant 8 jours la croissance mycélienne a été estimée en
calculant la moyenne des deux diametres mesurés sur les deux axes perpendiculaires tracés au
revers des boites de culture en tenant compte de la croissance de témoin . Le pourcentage
d’inhibition I (%) a été¢ déterminé par rapport au témoin et calculé selon la formule de Leroux
et Credet, (1978).

I (%) =[1-(Da/Db)] x 100
Da: Croissance mycélienne moyenne dans le milieu en présence de I’huile. Db: Croissance

mycélienne moyenne dans le milieu sans huile (témoin).

2.2.4. Test en culture hydroponique :

L’effet de I’huile essentielle de T.pallescens sur la maladie a été analysé dans une
culture hydroponique selon la technique de Benjabour ef al. 2015. Cette technique consiste a
mettre en contact le Foc avec son plante hote dans un milieu de culture hydroponique préparé
selon la formule citée par Benjabour ef al. (2015) (voir annexe). Une quantité de 500 ml de
1000ml. 10 mL de suspension sporale ajustée a la concentration 10° spore /mL a été ajouté et
incuber a 25°C pendant 3 jours. Cette solution a été enrichie avec la formulation de thym
d’une fagon a obtenir les concentrations 1, 0.5 et 0.1 uL/mL. Les plantules de pois chiche de
la variété Guab 4 a été déja de stade deux feuilles ont été mis dans les flacons contenants la
solution hydroponique enrichies avec I’inoculum de Foc et la formulation de 1’huile

essentielle. Ces derniers ont été incubés a une température ambiante 25+3°C pendant 8 jours.

2.2.5. Effet des huiles essentielles sur le taux des polyphénols et des flavonoides :
Le dosage des polyphénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode cité par Wong et al. (2006). 200ul de chaque extrait (dissous dans
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le méthanol) ont été ajoutés a Iml de réactif de Folin-Ciocalteu 10 fois dilué. Les solutions
ont été¢ mélangées et incubées pendant 4 minutes. Aprés 1’incubation 800 pl de la solution de
carbonate de sodium Na2CO3 (75g /1) a été ajoutée. Le mélange final a été secoué et puis
incubé pendant 2 heures dans l'obscurité a température ambiante. L'absorbance de tous les

extraits a ét€ mesurée par un spectrophotometre a 765 nm.

Figure 6. Traitement de la culture de pois chiche par huiles essentielle de 7. pallescens de

Noé en culture hydroponique.

La méthode de trichlorure d’aluminium (AICI3) cité par Djeridane et al. (2006) et
(Boudiaf, 2006) est utilisée pour quantifier les flavonoides dans nos extraits.]1 ml de chaque
extrait et (dissous dans le méthanol) avec les dilutions convenables a été ajouté a un volume
égal d’une solution d’AICI3 (2% dans le méthanol). Le mélange a été vigoureusement agité
et 'absorbance a 430 nm a été lue apres 10 minutes d’incubation.

Effectuer la méme opération pour la quercitrine a différentes concentrations en
introduisant 1 ml de ces dernic¢res dans une série de tubes et ajout de 1 ml d’AICI3 a 2%. Le
blanc est représenté par 1’é¢thanol additionné a 1’ AICI13, toutes les opérations sont réalisées en
triplicata.

Les concentrations des flavonoides contenus dans les extraits de les plantes étudiés
sont calculées en se référant a la courbe d’étalonnage obtenue en utilisant la quercitrine
comme standard, les résultats sont exprimés en pg équivalent en quercitrine/ mg de matiére
fraiche.
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3. Conditions expérimentales
3.1. Emplacement et caractéristiques du site expérimental

Les échantillons de sol utilisés pour la mise au point de ’effet de huile essentielle sur
la fusariose vasculaire de pois chiche proviennent essentiellement de champs cultivés en pois
chiche ou des dégats de flétrissement vasculaire ont été observés 1’année 2015. Les
échantillons du sols ont été collectés sur 02 différents sites localisés dans deux régions
dans le Nord Est Algérien a savoir ; Skikda et Guelma. Chaque région est représentée par
deux sites, de chaque site, 100Kg du sol ont été prélevés a la profondeur de 20 a 30 cm.
Chaque échantillon a été mis dans des sachets en plastique étiquetés, ensuite transportés et

conservés en vue de leurs utilisations.

3.2. Caractéristiques physico-chimiques du sol expérimental
3.2.1. La mesure de pH :

20g de sol fine a été ajoutéa5S0Oml d’eau distillée (pour mesure le pH eau). Le contenu
est agité pendant quelques 5 minutes dans un agitateur rotatif, puis laissé a reposer 2h. Apres
2h en mesuré 1’aide d’un pH-metre apres une breve agitation.

3.2.2. Conductivité électrique :

La conductivité électrique a été mesurée selon la méthode (Aubert, 1978). Le principe
consiste a déterminer la conductivité électrique (C.E.) de ’eau pour déterminer la salinité de
I’extrait du sol. Elle est effectuée en mélangeant 1/5 du sol avec 4/5 d’eau distillée. Aprés une
agitation de quelque minute, la solution est chauffée a une température T (25°C)

3.2.3. Calcaire total

La détermination du calcaire total est réalisée par un Calcimetre de Bernard en
utilisant une solution de 1’acide chlorhydrique dilué¢ de moitié et une prise d’essai de 1 g du
sol.

3.2.4. Phosphore assimilable

Le dosage du P est effectué par une solution de bicarbonates de sodium (NaHCO3). La
prise d’essai est de 5 g de terre a laquelle on ajoute 100 ml de NaHCO3 a 40% et une cuillere
du charbon actif. Aprés 30 minutes d’agitation mécanique, on procéde a une filtration sur
papier filtre pour éliminer les particules solides. Dans des tubes-a-vis, on préleve 1 mL de
filtrat de chaque échantillon, puis on ajoute 1 mL d’acide ascorbique et on compléte a 10 mL
avec de I’eau distillée. La mesure de la densité optique est faite a 710 nm apres 30 minutes

d’addition de 1’acide ascorbique.
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3.2.5. Dosage de I’azote total

Pour le dosage de 1’azote total la méthode de Kjeldahl décrite par (Lambert, 1975), a
été utilisée. Cette technique se déroule en trois étapes a savoir ; la minéralisation, la
distillation de la solution minéralisée et enfin, la titration de la solution distillée par 1’acide
sulfurique (0.05 N). Le dosage de 1’azote total est effectué¢ selon la méthode Kjeldahl, dans
laquelle 1’azote des composés organiques et transformé en azote ammoniacal sous I’action de
I’acide sulfurique concentré a ébullition, qui se comporte comme un oxydant et détruit les
matieres organiques. Pour accélérer cette transformation, on utilise un catalyseur renfermant
du sulfate de cuivre, du sulfate de potassium et du sélénium. Lorsque la matiere organique est
entierement oxydée, la solution de sulfate d’ammonium obtenue est récupérée et on procede
ensuite au dosage. L’ammoniac est déplacé de la combinaison par la soude, distillée et
récupéré dans une solution d’acide borique. Il est titré avec une solution d’acide sulfurique de

normalité connue.

3.3. Conduite et organisation de I’essai

Deux expérimentations controlées sous serre ont été menées sur deux campagnes
agricoles (2017-2018); au niveau de la pépinicre d’el Hammadia, Bordj Bou Arreridj Algérie
localisée entre 33.740 N de latitude et de 73.130 105 de longitude. L’essai a été mené dans
des pots en plastique mesurent (10x25cm) et portant 10 kg du sol préalablement broyés et

tamisés. Le dispositif expérimental adopté est une randomisation totale avec trois répétitions

pour chaque site.

Figure 7. Traitement de sol et de plantules de pois chiche par la formulation de 1’huile

essentielle de T.pallescens de Noé.
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3.3.1. Traitement des sols par I’huile essentielle de 7.pallescens de Noé

Des formulations de I’huile essenticlle de T.pallescens de Noé avec la concentration
0.5uL mL™" a été préparée selon la technique citée préalablement. Les deux sols ont été mis
dans des sacs en plastique et traités trois fois successives par la formulation de T.pallescens de
Noé en utilisant des pulvérisateurs produisent des gouttelettes fines.

Les grains de la variété Guab 4 ont été désinfectées trois fois successives a
I’hypochlorite de sodium (1%), lavées trois fois successives a 1’eau distillé stérile et séchées
entre deux papiers filtres stériles. Ces grains ont été mis dans des pots contenant de la matiere
organique stérilisée a 105°C pendant 35min pour un pré germination. Les plantules de pois
chiche (stade deux feuilles) ont été tramées a la formulation de I’'HE de T.pallescens de Noé,
puis transplantés dans des pots remplis par le sol traité avec ’'HE. Des plantules non traitées
ont été transplantées dans des pots contenant le méme sol non traités ont été servie comme
témoin. Trois répétitions ont été€ menées pour chaque sol et pour chaque témoin.

3.3.2. Exploitation des résultats

Le prélevement des résultats est fondé sur I'observation des symptomes et la notation
de l'incidence (DI) et la sévérité (ISM) de la maladie. Les deux notations sont exprimées en
index de maladie DII. Lors de chaque notation, I'incidence et la sévérité de la maladie ont été

évaluées selon les méthodes de (Trapero-Casas, 1983).

3.3.2.1. Mesure de I'Incidence :
L'incidence est le moyen le plus rapide pour la mesure de la maladie ; il nécessite
seulement le comptage du nombre d'unités malades qui peut étre exprimé par un pourcentage

du nombre total d'unités. L’incidence (DI) est évaluée selon la formule :

NPM

DI =
NTP

x100

3.3.2.2 Mesure de la sévérité d'attaque :
La sévérité (S) ou I’indice de sévérité moyenne (ISM) est calculée selon la formule :
Y. ni x nj

Sou(ISM) = S

Ou
n; : est le nombre de plantes caractérisées par l'indice

ij; estl'indice de sévérité attribué aux plantes malades.
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L'échelle de notation utilisée par Trapero-Casas, (1983) a été appliquée le long de nos
expérimentations. Cette échelle consiste a donner une note a la plante malade examinée en
fonction de l'importance des symptomes observés :

0: pas de symptOmes.

1 : jaunissement ou flétrissement du 1/3 de la plante.

2: mémes symptomes mais affectant les 2/3 de la plante.
3: symptomes identiques affectant la plante enticre.

4: plante morte.

3.3.2.3. Calcul de I'indice de Flétrissement (DII)
L'incidence I et la sévérité S sont utilis€ pour le calcul, 1'index de l'intensité de la

maladie DII
DI+xISM

Ou :DII =

3.3.2.4. Calcul de I' AUDPC (Area Under the Disease Progress Curve)
L’AUDPC est calculé selon la formule rapportée par (Cook, 2006) :
Ou:

n
AUDPC = Z[(xi +x1)/2](t +1 -1 — ti)

i+1
x; = la proportion des tissus ou le nombre de plantes malades a toute une seule mesure
(intensité de la maladie) a 'observation i ,
t; = temps (jours) apres I’inoculation a l'observation,
n = le nombre total d'observations. La somme de régions individuelles trapézoides, ou régions
deian-1.i

i+ 1 représente des observations de 1 a n.

3.3.2.5. Récolte et la détermination de la biomasse aérienne et poids sec de la nodosité
La fin de stade productif, les parties racinaires ont été¢ séparés des parties aériennes

dénombrés, séchés et pesés. Les parties aériennes ont été séchées a 70 °C pendant 48 heures

et pesées pour déterminer la biomasse aérienne. Les nodules de chaque plante ont été

soigneusement séparés des racines, séchées et pesées.
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3.3.2.6. Récupération du sol rhizosphérique et analyse de N-Total et P-olsen

Le sol de la rhizosphere a également été soigneusement récupéré a partir des racines
des plantules de pois chiche. Les échantillons du sol collectés ont été conservés au
réfrigérateur a 4 °C pendant trois jours au maximum avant les analyses.

La concentration en N dans le sol est déterminée avec a la méthode de Kjeldahl
expliquée précédemment. Les teneurs en P assimilable dans le sol sont déterminées a la fois

par la technique de (Olsen, 1956).

3.3.2.7. Analyse des teneurs en polyphénols et des flavonoides :

Le dosage des phénols totaux a été effectué avec le réactif colorimétrique Folin-
Ciocalteu selon la méthode cité par (Ardestani and Yazdanparast, 2007). La méthode de
trichlorure d’aluminium (AlCl3) décrite par Chua et al. 2011 est utilisée pour quantifier les

flavonoides dans nos extraits.

4. Analyses statistiques

Les résultats obtenus ont été traités par deux analyses indépendantes a 1’aide de
logiciel XLSTAT (2008). La premiére analyse est 1’analyse de la variance « ANOVA »
permettant de connaitre la signification des différences (le seuil de signification est <0,05). La
deuxieme analyse consiste a mettre en évidence des corrélations entre les variables étudiés
(zone d’inhibition, le type de I’huile et la concentration et I’interaction entre les deux facteurs

au seuil de signification <0,05).
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Chapitre II1. Résultats et discussion

1. Résultats :

1.1. Résultats in vitro

Figure 8 : Effet fongicide de 'huiles essentielles de T.pallescens de Noé vis-a-vis le Foc

représenté par I’inhibition de la croissance mycélienne apres 8 jours d’incubation a 25+3°C.

Figure 9 : Effet de I’huile essentielle de T.pallescens de Noé sur la germination des conidies
de Foc (a) inhibition total de la germination (b) la lyse des tubes germinatifs et (¢) t¢émoin non

traités.
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1.1. 1. Effet antifongique de I’huile essentielle de T.pallecsnes de Noé sur le Foc

L’amendement de milieu PDA par les différentes concentrations de I’'HE de
T.pallescens de Noé affecte significativement la croissance mycélienne (Figure 8) et par
conséquent la sporulation.

Le traitement de la concentration sporale de Foc par les différentes concentrations de
la formulation de thym expose des modifications morphologiques indiquées par un éclatement
des spores, une réduction de cytoplasme, inhibition de la germination et la lyse des tubes
germinatifs. Cependant, le transfert des fragment de Foc déja mis dans les boites traitées par
I’huile dans un d’autres boites contenant milieu non traité a montré 1’effet fongicide de cette

bio-formulation, ol aucune croissance mycélienne a été constaté.

Tableau 1: L’effet de [I’huile essentielle de T.pallescens de Noé sur la croissance
mycélienne, la sporulation et la germination des conidies du FOC. Les valeurs représentent
les moyennes de quatre répétitions + 1’erreur standard. Les lettres a, b et...représentent le

niveau de signification au seul 5%.

Inhibition de la Inhibition de la Inhibition de la

croissance mycélienne sporulation germination des
Species Des pl/ml (%) (%) conidies (%)
T.pallescens 0.1 100,00+0,00a 100,00+0,00a 87,93+0.60bb
T.pallescens 0.5 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a
T.pallescens 1 100,00+0,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00a

Selon ’ANOVA la dose affecte significativement le taux d’inhibition de la croissance
mycélienne, la sporulation et la germination des conidies. L’analyse de I’effet de I’HE de
T.pallescens de Noé contre la croissance mycélienne, la sporulation et la germination des
conidies de Foc montre effectivement un effet fongicide trés prononcé. La croissance
mycélienne, la sporulation, et la germination des conidies ont été totalement inhibés avec les
concentrations 1 et 0.5uL, tandis que la concentration 0.1 uL a dénudée une inhibition de la

germination plus au moins importante environ 87.93%.
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1.1.2. Effet des traitements par I’huile essentielle de T.pallescens de Noé sur la sévérité
de Foc en culture hydroponique

Dans tous les traitements préventifs, I'HE de T.pallescens de Noé a provoqué une
diminution significative de la sévérité de la fusariose chez les plantules de pois chiche
comparée aux controles non traités (figure10). Cependant, la prévention la plus efficace
contre l'infection fongique a été constaté chez les plantules traitées avec la dose 0.5 uL, ot la
sévérité de la maladie était significativement réduite jusqu’a 100%.

L'activité protectrice de I'HE de T.pallescens de Noé a été constatée moins
significative chez les plantes traitées avec les doses les plus faibles, par rapport aux résultats
obtenus apres le traitement par la dose les plus élevée. En effet, une réduction plus au moins
remarquable environ 64.56 et 53,83% a été constaté chez les plantules traités avec la dose 0.5

et 0.05, respectivement.

Figure 10 : Efficacité des huiles essentielle de T.pallescens d Noé en culture hydroponique.

1.1.3. Effet des traitements par I’huile essentielle de T.pallescens de Noé sur le teneur
des plantules d pois chiche en polyphénols et en flavonoides en culture hydroponique

Le traitement de la culture hydroponique par trois concentrations de I'HE de
T.pallescens de Noé affect significativement le taux des polyphénols et des flavonoides dans
les plantules de pois chiche. Les analyses ANOVA montre également un effet hautement
significatif de la dose et 1’organe analysé sur le taux des polyphénols et flavonoides.
Toutefois, les analyses ANOVA indiquent un effet hautement significatif de la dose et les

teneurs en polyphénols et les flavonoides sont dose dépendent.
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Chapitre III. Résultats et d

L’analyse des résultats affichés dans la figurel1 énonce une augmentation des taux des

polyphénols et des flavonoides par apport aux témoins non traités. Le taux des polyphénols

augmente environ 37.22 a 54.45% dans les tiges et 4 a 10.67 % dans les racines chez les

és.
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plantules de pois chiche traitées avec I’huile essentielle de T.pallescens de Noé en culture
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hydroponique. Les données sont les moyennes de 3 répétitions + SE. Les valeurs moyennes

marquées avec des lettres grecques représentent le niveau de signification a p<0,05.

1.2. Résultats des traitements in vivo
1.2.1 Typologie des sites étudiés

Afin de caractériser le sol initial de chaque site vis-a-vis de la variabilité pédologique,
les principales caractéristiques physico-chimiques qui déterminent le gradient de la fertilité du
sol sont mesurées dans chaque site. Les différentes caractéristiques physico-chimiques sont
représentées dans le tableau 3.
Tableau 2 : Propriétés physico-chimiques du sol des sites expérimentaux S1 et S2. Les
valeurs représentent la moyenne de 4 répétitions + SE (Erreur standard). Les lettres indiquent

une différence significative entre les moyennes a p<0.05.

Argile Limon sable Caco3 Total-N Olsen-P
(%) (%) (%) pH CE (%) (gkgl)  (mgkgl)

S1 23.49+0.31b 63.3+0.51a 13.12+0.8a 7.2740.0a  138.35+0.3b 19.92+0.5a 1.50+0.07a 16.89+0.26b
S2  36.02+0.1a 53.8175+0.3b 10.16+0.2b 7.05+0.01b 155.03+0.8a 15.16+0.4b 1.35+0.02b 20.08+0.23a

p- <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

Les résultats obtenus montrent une différence significative entre les deux sites étudiés
concernant les propriétés physiques en termes de proportions d’argile S1 (23%), S2 (36%) et
de sable S1 (13%), S2 (10%). Par contre une différence tres hautement significative est
observée dans la teneur en limon; le S2 contient la plus forte proportion de limon (63,3%).

En ce qui concerne les propriétés chimiques les teneurs en N-total, P total et le P-Olsen sont
significativement différentes entre les deux sites expérimentaux.

Le site expérimental S2 est caractérisé par une faible teneur en N-total (1.35 g kg‘l) et le S1
caractérisé par une forte teneur en N-total (1.50 g kg'l). Cependant, le S2 est caractérisé par
un taux élevé en P-Olsen environ (20.08 mg kg™') comparé avec le S1 (16.89 mg kg™). La
teneur de calcaire total (CaCOs3) dans les deux sites est plus au moins élevé, alors que le S1
évoque un taux environ 19.92% et le S2 environ 15.16%. Par ailleurs, ces deux sites ont

présentés des valeurs de pH environ 7.27 et 7.05, respectivement (Tableau 3).

1.2.2. Résultats des analyses microbiologiques de sol
D’aprés ’ANOVA, la variabilité des sites dénonce un effet hautement significatif sur
le taux des especes fongique et bactérienne. Les résultats des analyses fongiques et

bactériennes des deux sites sont indiqués dans la figure 12.
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Les isolements fongiques pratiqués sur le sol de la rhizosphere de pois chiche montrent
également une importante variabilité des especes fongiques. La plus grande trame des genres
fongiques identifiés, lors des isolements effectués est groupée au sein des Champignons
Mitosporiques, et dont la plupart des taxons appartiennent a la classe des Hyphomycetes
(Alternaria, Cladosporium, Fusarium). Le reste des genres sont attribués au Phylum des

Ascomycota; Penicillium, Aspergillus et Trichoderma.
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Figure 12 : Résultats des analyses mycologiques et bactériologiques des sols initiaux (a)
Foc ; (b) Trichoderma (c) Pseudomonas spp. Les données sont les moyennes de 3 répétitions
+ SE. Les valeurs moyennes marquées avec des lettres grecques représentent le niveau de
signification a p<0,05.

L’analyse des données montre que le S2 est trés riche et diversifi¢ en especes
fongiques comparé avec le S1. A cet effet, la population fongique inventoriée dans le S2 est

environ 450 isolats, tandis qu’elle est dans I’ordre de 230 isolats. La lecture des résultats a mis
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en évidence la dominance de genre Aspergillus et Penicillium dans les deux sites. Cependant,
le genre Fusarium a montré sa dominance au niveau de S1 (7.33x 10° Cfu g'1 soil) comparé
avec le S2 (4.67x 10° Cfu g'1 soil). Par contre, le genre Trichoderma et le plus dominant en S2
(7.33% 10° Cfu g soil) comparé avec le S1 (4.3 x10° Cfu g soil).

Les observations morphologiques et les tests biochimiques montrent également que les isolats
de Pseudomonas spp appartenant aux trois especes sont, P. aeruginosa, P. luteola et P.
fluorescens. Cependant, le taux le plus élevée en Pseudomonas spp a été constatés sur S2

(15.7 x10° Cfu g' soil) comparé avec le S1 (7.2x10° Cfu g”* soil).

1.2.3. Résultats des traitements par les huiles essentielles
1.2.3.1. Description des symptomes de la maladie

Les observations effectuées sur les plantes de pois chiche durant les deux années
d’expérimentation indiquent 1’apparition des symptomes atypiques de la maladie représentés
par un jaunissement qui entreprend les parties basales et qui progresse vers les parties
supérieures des plantes (Figure 13). D’apres les observations effectuées on constate une
défoliation intensive, une faible floraison ou la promotion des fleurs stériles (Figure 13).

= A : O

oI
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Figure 13 : Symptomes de flétrissement vasculaire de pois chiche sur plantules de pois

chiche. (a et b) représente le sol S1 et S2 traitées ; (c et d) les témoins S1 et S2 non traités.

1.2.3.2. Isolement, identification et pathogénicité de Fusarium

Les isolats sélectionnés de FOC obtenus a partir des sols apres I’isolement,
I’identification et la monospore ont totalement exprimés les symptomes de flétrissement
vasculaire apres 1’inoculation de ces derniers sur la variété sensible ILC 3279. Les symptomes
extériorisés par les plantes du pois chiche ont montré une ressemblance avec les symptomes

observés sous serre.

Figure 14 : Pathogénie des isolats du FOC issues de sol et des tiges des plantes malades.
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Figure 15 : Variations des valeurs de I’AUDPC chez les plantules traitées et non traitées avec
I’huile essentielle de T.pallescens de Noé des deux sites expérimentaux. Les données sont les
moyennes de 3 répétitions + SE. Les valeurs moyennes marquées avec des lettres grecques

représentent le niveau de signification a p<0,05.

1.2.3.3. Variation de PAUDPC en fonction le traitement par la formulation de
T.pallescens de Noé

D’apres ’ANOVA, le traitement, le site et I’effet conjugué sites x traitement montrent
un effet hautement significatif (p <0.001). L’analyse des données affichées dans la figure 15
montre effectivement que les valeurs de I’AUPDC les plus €levées sont constatées dans les
témoins des sites S1 (1100) et S2 (510). Alors, qu’une diminution de ces valeurs dans les
mémes sites a été enregistrée apres le traitement par I’HE de T.pallescens de Noé avec des
fréquences environ 541.67 et 206.67, respectivement. Ces dernieres valeurs indiquent une

diminution de la maladie environ 50.75 et 59.47%, respectivement.

1.2.3.4. Variation de poids sec de la parte aérienne et la biomasse nodulaire en réponse
aux traitements par ’huile essentielle de T.pallescens de Noé

Les résultats de la Figure 16 montrent que les parametres de croissance varient
considérablement en réponse aux traitements par les HEs dans les deux sites expérimentaux.
Les analyses ANOVA exposent également un effet significatif de traitement et de site sur le

poids secs de la partie aérienne ainsi que sur le poids secs nodulaire.
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Figure 16 : Poids sec de la partie aérienne (a) et le poids sec des nodules (b) dans le S1 et le
S2 en réponse aux traitements par ’huile essentielle de T.pallescens de Noé. Les données sont
les moyennes de 5 répétitions + ES. Différence significative a p<0,05 et p <0,01,
respectivement.

L’analyse des données dans le S1, montre que le poids sec de la partie aérienne a
significativement augmenté (58.17%) dans la culture traitée par rapport au témoin non traité

(Figure 16). Cependant, une augmentation plus au moins faible (8.43%) a été constatée chez

les plantules de S2 traitées avec I’HE de T.pallescens de Noé comparé avec le témoin non
traité.

Le poids sec nodulaire dans les deux sites expérimentaux, est rapporté dans la figure
16. 1l est considérablement augmenté lorsque le pois chiche est traité avec I’HE comparé avec
les témoins non traités. Cette augmentation est supérieure environ 77.21% chez plantules de
S1 comparée avec le S2 (50%).
1.2.3.5. Variation du (Olsen-P) assimilable dans la rhizosphére en réponse aux
traitements par ’huile essentielle de 7T.pallescens de Noé

La concentration en P-Olsen, a été mesurée dans la rhizosphere du pois chiche (Figure
17) traitée par ’HE de T.pallescens de No¢ afin qu’elle soit comparée a celle du sol bulk
(témoin) non traité. Le teneur en P-Olsen en S1 est supérieur dans le sol traité (22.89 mg kg™)
comparé avec le témoin non traité (19.26 mg kg'l). Ces résultats dégagent une augmentation
environ 15.58%. Dans le S2, la concentration en P-Olsen dans la rhizospheére diminue
significativement par rapport a celle du sol bulk. Cependant, le taux de P-Olsen enregistré

dans le S1 est de I’ordre de 30.42 mg kg affiche une réduction environ 3.15%.
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Figure 17 : P-Olsen (mg kg™') dans le sol de la rhizosphére traités avec 1’huile essentielle de
T.pallescens de Noé (a et b) dans les deux sites expérimentaux (S1 et S2). Les données sont
les moyennes de 3 répétitions + SE. Les valeurs moyennes marquées avec des lettres grecques

représentent le niveau de signification a p<0,05.

1.2.3. 6. Variation de N-Total rhizosphérique

Pour évaluer I’effet des traitement par ’'HE de T.pallescens de Noé sur la teneur en N-
Total dans la rhizosphere du pois chiche et le poids sec des nodules, la courbe de la régression
de la corrélation entre ces deux parametres est étudiée dans les deux sites expérimentaux sous
la culture traitée et la sol bulk non traité (Figure 18).
L’analyse des données affichées sur la figure 18 montre également une augmentation
significative des taux de N-Total dans les deux sites traitées comparée avec leurs témoins non
traités, mais avec des dégrées supérieur dans les S2 comparée avec le S1. Les données
enregistrées montrent une augmentation plus moins importante en S1 environ 20.65%, alors

que le S2 a connu une augmentation environ 30.74% en comparaison avec les témoins.
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Figure 18 : N-Total (mg kg-1) dans le sol de la rhizosphere du pois chiche dans les deux sites
expérimentaux (S1 et S2) en réponse aux traitements par I’huile essentielle de T.pallescens de
Noé. Les données sont les moyennes de 3 répétitions + SE. Les valeurs moyennes marquées

avec des lettres grecques représentent le niveau de signification a p<0,05.

1.2.3.7. Variation de la population microbiologique en réponse aux traitements par
I’huile essentielle de 7.pallescens de Noé

Dans le but d’étudier 1’effet des traitements par ’HE de T.pallescens de Noé sur la
qualité microbiologique dans chaque site multilocal des isolements ont été pratiqués et la
population de Pseudomonas a ét€ mesurée. Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure
19. Le traitement de données par I’analyse de la variance explique 1’effet significatif de site de

traitement sur la population fongique et bactérienne.
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Figure 19 : Variation d’especes fongique et bactérienne dans le sol rhizosphérique traitées et
non traitées des deux sites expérimentaux. Les données sont les moyennes de 3 répétitions +
SE. Les valeurs moyennes marquées avec des lettres grecques représentent le niveau de
signification a p<0,05.

Le traitement de sol par ’HE de T.pallescens de Noé affecte significativement la
population de Foc. Une diminution significative de la population de Foc a été constatée dans
les deux sites. Cependant, 39.86 % de diminution a été constatée dans le S1 et 54.28 % dans
le S2. Par ailleurs, la population des Trichoderma a suivi la méme tendance que le Foc, ou
une diminution significative a été constatée dans les deux sites. Cependant, la diminution est

supérieure environ 62.11% comparée avec le S1 qui est de I’ordre de 47.32%.
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Le traitement par I’'HE de T.pallescens de Noé a affecté significativement Ia
population de Pseudomonas spp dans les deux sites expérimentaux. Néanmoins, une
augmentation significative de la population de Pseudomonas spp a été constatée dans la
rhizosphere de pois chiche dans le S1 avec une fréquence environ 59.04%. Par contre, la
population de Pseudomonas spp a connu une diminution environ 8.75 % dans le sol

rhizosphérique de S2.

1.2.3.8. Quantification des composés phénoliques et des flavonoides dans la partie
aérienne

Pour mettre en évidence le potentiel de ’'HE de T.pallescens de Noé dans 1’induction
de la défense des plantules contre les infections provoquées par le Foc, les composés
phénoliques et les flavonoides ont été étudiées dans les tiges de pois chiches. D’apres

I’ANOVA TI'HE affecte significativement le niveau des composés phénoliques et des

flavonoides.
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Figure 20 : Variation des teneurs en polyphénols et flavonoides chez les plantules des deux
sites traitées avec l'huile essentielle de T.pallescens de Noé comparés avec les plantules non
traitées. Les données sont les moyennes de 3 répétitions + SE. Les valeurs moyennes

marquées avec des lettres grecques représentent le niveau de signification a p<0,05.
L’analyse des résultats montre que le niveau de composés phénoliques (figure 20) a

augmenté d’une fagon significative dans les tiges des plantules de pois chiche traités avec

I’HE de T.pallescens de Noé en comparaison avec le témoin. Cependant, le taux
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d’accumulation dans les tiges est avéré supérieur dans le S2 comparé avec le S1. A ce titre, le
taux des polyphénols enregistré dans les plantules de S1 est environ 79.29 mg g DW
montrent une augmentation environ 48.08% compar¢ avec le témoin non traité ; alors qu’il est
environ 94.52 mg g"' DW traduit une augmentation de I’ordre de 2.29% comparées avec les
plantules non traitées.

L’analyse des données a mis en évidence que les flavonoides ont suivi la méme
disposition que les polyphénols. En effet, dans les résultats affichés dans la figure 20 montre
également que 1’accumulation des flavonoides dans les tiges des plantules de S2 est
supérieure a celui accumulés dans les plantules de S1. Dans cette optique, le taux des
flavonoides enregistré dans les tiges des plantules de S2 traitées avec I’HE de T.pallescens de
Noé est de I’ordre de 7.5 mg g”' DW dégage une augmentation environ 17.46%, tandis que il
est de I’ordre de 8.38 mg g DW ¢énonce une augmentation environ 11.94% dans les plantules

de S2 traitées avec I’HE comparées avec celles non traitées.
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2. Discussion :

Différentes plantes aromatiques synthétisent des molécules odorantes qui constituent
les huiles essentielles capables d’exercer un effet équivalent a celui des fongicides, et cela
grace a la nature chimique de leurs constituants. Les extraits végétaux ont un spectre d’action
tres large puisqu’elles inhibent aussi bien la croissance des bactéries que celle des moisissures
et des levures. Leur activité antimicrobienne est principalement fonction de leur composition
chimique, et en particulier de la nature de leurs composés volatils majeurs (Sipailiene et al.,
2006). Elles agissent en empéchant la croissance et la sporulation des champignons.

Bien que les travaux effectués sur I’effet de I’huile essentielle de T.pallescens de Noé

sur la croissance mycélienne et la germination des spores de Fusarium oysporum f sp ciceris
aient montré une activité antifongique remarquable qui varie selon la dose appliquée.
En effet, I’activité antifongique des huiles essentielles peut s’expliquer par les principaux
composés des huiles essentielles (Herman et al., 2016 ; Carovic-Stanko et al., 2010) les
groupes fonctionnels des composés majoritaires (alcools, phénols, composés terpéniques et
cétoniques). Des composés chimiques qui ont une grande efficacité et a plus large spectre sont
présents dans les huiles essentielles en particulier les phénols (1,8 cinéole, carvacrol, octanol,
...) les alcools, (a- terpineol, terpinen-4-ol, linalol), les aldéhydes, les cétones (Camphor, etc.)
(Herman et al., 2016 ; Carovic-Stanko et al., 2010), ce qui explique I’activité antifongique sur
les mycetes. Autrement, nous résultats indiquent que ’huile essentielle de T.pallescens de
Noé est tres riche en composés phénoliques caractérisées par son antifongique notamment le
carvacrol, thymol et 1,8 Cinéole.

En effet, nous résultats de recherche sur le pouvoir antifongique de I’huile essentielle
de T.pallescens de Noé corroborent ceux obtenus par Benchaabn et al., 2015 ; Hazzit et al.,
2009a, 2009b. Ces chercheurs ont signalés la richesse de I’huile essentielle de T.pallescens de
Noé en composé phénolique (thymol, carvacrol et 1.8 cinéole). Cependant, Hazzit et al.
2009a, ont avéré 1’activité antimicrobienne de 1’huile essentielle de T.pallescens de Noé
contre. Des résultats similaires ont été obtenus par Manganyia et al. (2015) aprés un
traitement de milieu de culture avec différentes concentrations de 1’huile essentiel de Thymus
vulgaris. Les résultats obtenus montrent une zone d’inhibition totale contre Fusarium
oxysporum avec les concentrations 500, 1000, 2000, 2500 et 3000 ppm et 61% pour la
concentration 250 ppm. Nos résultats se corroborent avec ceux obtenus par Kumar et al.
(2008), dont une inhibition totale a été obtenue apres le traitement de par I’huile essentielle de
Thymus vulgaris. Ces chercheurs ont constaté une zone d’inhibition environ 100% avec une

concentration minimale de700ppm.
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Les travaux menés par Bhaskara Reddy et al, 1997 sur les effets des huiles
essentielles de Thymus vulgaris sur Botrytis ceniria et Rhizoctonia stolonifer ont montré leur
effet antifongiques, a différentes concentration de 1’huile. La zone d’inhibition marquée a la
concentration 50 ppm est de 26,5% pour B. cenirea et 5.5% pour Rhizoctonia stolonifer. Ces
valeurs elles sont élevées a la concentration 200ppm 63.5% pour B. cenirea et 50.5% pour
Rhizoctonia stolonifer. Des résultats similaires ont été obtenus par Serife Evrim Arici et al.,
2013. L’¢étude de I’activité¢ antifongique de Thymus vulagris contre Fusarium oxysporum
radicis-lycopersici et F. oxysporum f. sp. Lycopersici a montré une zone d’inhibition totale
par trois concentrations 0.5, 1 et 2%.

Toutefois, il y a beaucoup de recherches qui tentent d'expliquer les mécanismes par
lesquels ces composés agissent sur les champignons. L’activité antifongique des huiles
essentielles, peut se faire selon différents mécanismes, qui peuvent €tre représentés par une
attaque sur la composition phospholipidique de la membrane cellulaire, la perturbation des
systtmes enzymatiques, l'inactivation et la destruction du matériel génétique fongique,
I’hydroperoxydase est la formation des acides gras par 1'oxygénation des acides gras insaturés,
la coagulation du cytoplasme, la perturbation de la force motrice protonique, le flux
d'électrons et / ou le transport actif (Badawy et Abdelgaleil., 2014).

Une étude a porté sur les effets antifongiques de I’huile essentielle, les triglycérides
trioléine et trilinoléine de 1’espece J. curcas (Cordova-Albores et al, 2015), et plus
particulicrement sur les conséquences de cette huile sur l'ultra structure du champignon
Fusarium oxysporum. Elle a tout d'abord permis de déterminer grace a la microscopie
électronique, que lorsque Fusarium oxysporum sont exposé¢ a I’huile essentielle, celle-ci a
provoqué la formation de nombreuses vacuoles, 1’altération de la morphologie de la paroi
extérieure du mycélium et des conidies, 1'inhibition de 1'activité de la membrane apres 24 h
d'incubation. Nous résultats confirment ceux obtenus par ce dernier, ol nous avons constaté
une modification trés implorante sur la morphologie des conidies de Foc apres leurs
expositions a différentes concentrations de I’huile de T.pallescens de Noé. Ces modifications
sont représentées par un rétrécissement des cytoplasmes, un éclatement des spores, un arrét de
la germination et la lyse des tubes germinatifs.

Giordani et Kaloustian (2006) ont souligné que les composés terpéniques des huiles
essentielles et plus précisément leurs groupements fonctionnels tels que les phénols et les
aldéhydes réagissent avec les enzymes membranaires et dégradent la membrane plasmique
entrainant une fuite du contenu cytoplasmique et donc la mort de la levure (Cox, 2000).
D’autre part, les huiles essentielles peuvent contribuer a I’acidification de l'intérieur de la
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cellule, bloquer la production de 1'énergie cellulaire et la synthese des composants de
structure, affectent aussi la respiration cellulaire, les systémes enzymatiques, la destruction du
matériel génétique, conduisant a la mort de champignons.

Le pouvoir antifongique et les différences observées dans 1’efficacit¢ de 1’huile
essentielle sont expliqués d’une part par la composition et la richesse des huiles testées en
composés antifongiques. Il est cependant clair qu'ils interviennent directement sur la
morphologie ou la physiologie de I’organisme nuisible ou indirectement par le déclanchement
des mécanismes de défense de la plante.

En effet les huiles bioactives des plantes exercent une activité fongicide contre la

population fongique du sol, celui-ci est témoigné par les travaux de Belabid et al. (2010). Le
traitement du sol par la poudre et les huiles essentielles de neuf plantes médicinales inoculé
préalablement par le Fol Fusarium oxysporum f. sp lentis diminue significativement la
population fongique et par conséquent, I’incidence de la maladie.
De plus, I’effet des huiles essentielles sur la maladie pourrait étre directement lié
I’accumulation intensive des substances phénoliques et des flavonoides dans la plante
infectée. Nous résultats ont indiqués que le taux des polyphénols et des flavonoides sont tres
¢levées dans les plantes traitées avec 1’huile essentielle comparé avec les témoins non traités.

En effet, ’efficacité des huiles essentielles de T.pallescens de Noé est attribuée aux
changements quantitatifs des enzymes relatives a la résistance systémique induite a savoir,
phenylalanine ammonia layse, polyphenoloxidase et peroxidase (Ojaghian ef al., 2014). Il a
été rapporté que la résistance systémique contre les agents pathogenes des plantes est associée
a des changements dans l'activité de trois enzymes qui ont été évalués dans cette étude. Les
PODs sont impliqués dans l'oxydation des polyphénols en des quinones (composés
antimicrobiens) et lignification des cellules végétales lors de Il'invasion microbienne
(Kolattukudy et al., 1992).

En outre, les PODs sont des enzymes oxydo-réducteur qui participent a la formation
des barrieres tels que 1'oxydation des phénols, subérisation et lignifications de cellules hotes
pendant la réaction de défense contre les agents pathogenes (Sommer et al., 1994). En outre,
le PAL est une enzyme essentielle dans la voie de biosynthése de phényle propanoide
conduisant a la synthése de phytoalexines ou des phénols, qui ont des fonctions de défense
chez les plantes, telles que le renfoncement de la paroi de cellule végétale (Shanmugam et
Kanojia, 2011; Ojaghian et al., 2013).

Ces résultats sont témoignés par les travaux de Ben Jabeur et al. (2015). Ces auteurs,
ont constaté une réduction significative de I’incidence et de la gravité de flétrissement
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vasculaire de la tomate causé par Fusarium oxysporum f.sp radicis lycopersisi. Apres sept

jours de traitement une réduction de 30.76% a été observée. Par ailleurs, les mémes auteurs
montrent bien que I’effet biologique des huiles essentielles dans la réduction de la gravité
fusarienne est accompli par 1’activation des mécanismes de défense de la plante via une
augmentation des quantités produites des composés phénoliques et la voie des peroxydases
dans les racines et les feuilles. Par conséquent, I’expression de nombreux genes de défense et
les geénes de biosynthese de métabolites secondaires. De méme, Hashem et al. (2010) ont
prouvés que les huiles essentielles réduisent d’une fagon significative la gravité de la
pourriture radiculaire provoquée par le complexe de (F. oxysporum, F. solani, F.
moniliforme, F. dimerum, F. equiseti et F. Lateritium).

Les résultats obtenus montrent une réduction de la fréquence qui varie entre 28.1 et
92,5%. Soylu et al. (2010) ont investigu¢ 1’effet des huile essentielles de sur Botrytis cineria.
Le niveau de protection des huiles testées contre ce champignon obtenu est varié en fonction
la dose appliquée et le type de traitement préventifs et curatifs. Le niveau des traitements
curatif par I’huile est supérieur entre 30.0 et 80,53% comparé avec le traitement préventif qui
varie entre 8.95 et 78.95%. Cependant, le niveau de protection augmente au fur et a mesure
I’augmentation de la dose.

Dans cette étude des changements significative dans les assimilat au niveau de la
rhizosphére de plantules de pois chiches traitées avec I’huile de T.pallescens de Noé a été
constatés. Ces résultats peuvent étre expliqués par 1’effet bénéfique de I’huile essentielle de
T.pallescens de Noé sur les bactéries qui solubilisent le phosphore de sol. A cet égard, une
augmentation significative dans le taux de la population des Pseudomonas dans les pots traités
avec ’huile de T.pallescens de Noé. Cependant, une corrélation négative a été constaté entre
le Olsen-P et le les valeurs de ’AUDPC. Ces résultats peuvent étre expliqués par la
prévention conduite par 1’huile de T.pallescens de Noé qui diminue par la suite le taux
d’infection comparée avec les témoins non traités signalant un taux d’infection tres élevée qui
nécessitent un bilan énergétique supplémentaire.

Dans le méme contexte, une augmentation significative dans le taux de N-total dans les
plantules traitées avec I’huile de T.pallescens de Noé comparée avec les témoins non traités.
Ces résultats peuvent étre expliqués par un effet bénéfique des huiles essentielles sur la
population des rhizobiums augmentent par la suite le taux de 1’azote biologique dans le sol.
Ces résultats peuvent €tre expliqués par 1’augmentation occurrente des nombre et de poids sec

des nodules. Nos résultats corroborent ceux obtenus par Bidyarania et al. (2016). Les résultats
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obtenus par ces chercheurs montre une augmentation significative de deux fois de la teneur en
1égémoglobine des nodules et de la biomasse végétale a été enregistrée avec le traitement par
Anabaena laxa. Ces dernieres sont révélées étre les meilleurs traitements et affectent
positivement la chlorophylle du sol, la fixation et la disponibilité de 1'azote, le rendement en
grains. A cet effet, l'effet cumulatif de 1'amélioration de la croissance des plantes et de
I'absorption des nutriments a montré une corrélation positive avec l'activité microbiologique,
en particulier la fixation de I'azote.

Dans la présente étude, une augmentation significative de la biomasse microbienne en
particulier le Pseudomonas dans les pots traités avec 1’huile essentielle de T.pallescens de Noé
a été enregistrée, par rapport aux témoins non traités. Bien que la corrélation positive de
plusieurs caracteres de rendement avec des parametres microbiologiques ait été enregistrée,
les analyses de pathogene, qui considerent l'effet de tous les parametres sur un seul caractere,
ont révélé des résultats intéressants.

Les résultats obtenus indiquent que la population des Pseudomonas résiste aux

traitements biofongicides par les huiles essentielles.
Les souches de Pseudomonas spp identifiées dans cette étude ont directement influencées la
croissance des plantes et facilitées 1'absorption des nutriments de la rhizosphere, conduisant a
l'augmentation de la fertilité du sol. Indirectement, ils ont amélioré la croissance des plantes,
en contrOlant et en inhibant l'effet de Foc par la libération de phytohormones. Selon (Babu ef
al., 2015a, Bidyarani et al, 2015, Prasanna et al., 2015) ces bactéries sont connues pour
favoriser la croissance des plantes en produisant des IAA, inhiber la croissance des
champignons phytopathogenes et susciter des enzymes de défense des plantes.

Nos résultats indiquent une diminution significative de la fraction fongique dans les
sols traités comparés avec ceux non traités. Une diminution significative de la population de
Foc, alors que la population des Tricoderma a suivi la méme tendance que le la population de
Foc. Ces résultats peuvent étre expliqués par la sensibilité des especes de Trichoderma aux
traitements des huiles essentielles. Ces résultats démontrent aussi le non sélectivité de I’effet
fongicide des huiles essentielles vis-a-vis la population pathogene et la population des

antagonistes.
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Conclusion

Le flétrissement vasculaire de pois chiche, causé par Fusarium oxysporum f .sp. ciceri
(FOC), est la maladie fongique la plus dévastatrice sur la culture de pois chiche. La lutte
contre cette maladie est restreinte sur la lutte chimique. Cependant, les HEs ont été proposées
comme une stratégie biologique pour la gestion de cette maladie pour éviter les effets néfastes
de la lutte chimique.

L'objectif principal de cette étude est d’évaluer l'effet des huiles essentielles sur la
maladie de flétrissement vasculaires de pois chiche, la disponibilité des éléments nutritifs (N-
Total ; P-Olsen) ainsi que sur les communautés microbienne de la rhizosphere. Nous nous
sommes focalisés sur I’influence de I’huile essentielle de T.pallescens de Noé sur la
disponibilité du P et N en relation avec I’efficacité de 1’utilisation de la symbiose rhizobienne
des nodules dans deux sols contrastés en matiere des teneurs minérales (N et P) dans le sol
initial. Cette étude a centralisée pareillement sur 1’efficacité des traitements par 1’huile
essentielle de T.pallescens de Noé en relation avec la population pathogenes et antagoniste,
ainsi que leurs effets sur la résistance systémique des plantules de pois chiche.

L’analyse de profil chimique de ’HE de T.pallescens de Noé a présenté plus de 20
composés, dont le carvacrol (54.09%), le thymol (16.24%), le y -terpinene (8.47) constituent
les composés majouritaire.

Les tests des huiles essentielles in vitro indiquent une efficacité fongicide contre le
Foc. La croissance mycélienne, la sporulation, et la germination des conidies ont été
totalement inhibés avec les concentrations 1 et 0.5uL. Les observations microscopiques des
suspensions sporales traitées avec I’huile essentielle de T.pallescens de Noé ont montré des
modifications profondes et un éclatement, une inhibition de la germination totale ou partiale
et la lyse des tubes germinatifs a été constatés.

Les résultats obtenus indiquent une diminution de la sévérité de la maladie en culture
hydropnique. A cet effet, une diminution environ 100% a été constatée chez les plantules
traitées avec la concentration de 1uL. Cependant, une augmentation des teneurs en
polyphénols environ 37.22 a 54.45% dans les tiges et 4 a 10.67 % dans les racines. Par
ailleurs, une augmentation des teneurs en flavonoides environ 31 a 51.55% dans les racines et
26.10 2 68.32% dans les tiges a été constatée chez les plantules traitées avec I’huile essentielle
de T.pallescens de Noé en comparaison avec celles non traitées.

L’analyse des données de la sévérité de la maladie a été démontrée 1’efficacité de
I’huile essentielle de T.pallescens de Noé dans la protection des plantules de pois chiche

contre le Foc dans les conditions in vivo. Les valeurs de I’AUPDC les plus supérieures sont
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constatées chez les témoins des S1 (1100) et S2 (510), traduisant une diminution de la gravité
de la maladie environ 50.75 et 59.47%, respectivement.

L’application des huiles essentielles dans des deux sols naturels indiquent des effets
variables sur les nutriments (1’azote et le phosphore) et sur la population microbiologique du
sol rhizosphérqiue de la culture de pois chiche.

Ce travail a permis de monter que la disponibilit¢é du P-Olsen augmente dans la
rhizosphere du pois chiche de S1 (15.58%) sous I’effet de traitement par 1’huile essentielle ;
tandis qu’une diminution plus au moins remarquable (3.15%) a été décelée. Elle est, dans une
certaine mesure, accompagnée par une augmentation de l'efficacité de l'utilisation de la
symbiose rhizobienne et par une stimulation de la croissance nodulaire. A ce titre une
augmentation dans la disponibilit¢é de N a été constatée dans les deux sites avec des
fréquences environ 20.65 % et 30.74% dans les S1 et le S2, respectivement. Cette
augmentation est expliquée par la stimulation de la croissance nodulaire, ol une augmentation
de la biomasse rhizobienne environ 71.21 et 50% ont été constaté dans les deux sites,
respectivement.

Par ailleurs, la compréhension des effets des huiles essentielles sur la fraction
microbiologique du sol et en particulier le Foc et les antagonistes dans la rhizosphere est
nécessaire pour mettre en évidence I’efficacité et la sélectivité des traitements par 1’huile
essentielle. Une diminution de la concentration de Foc dans les soles S1 et S2 rhizosphérique
a été enregistrée avec des pourcentages environ 39.86 % et 54.28 %, respectivement. La
population des Trichoderma spp a suivi la méme tendance avec des fréquences de régression
environ 62.11% et 47.32%, respectivement.

Néanmoins, une augmentation significative de la population de Pseudomonas spp a été
constatée dans la rhizosphere de pois chiche dans le S1 avec une fréquence environ 59.04% et
une diminution environ 8.75 % dans le sol rhizosphérique de S2. A ce titre on conclut que
I’huile de T.pallescens de Noé est une substance promotrice d’especes bactériennes a effet
antagonistes contre le Foc et le Trichoderma sp.

Le résultat de I’effet des traitements par 1’huile de T.pallescens de Noé a permis aussi
de confirmer les résultats obtenus en culture hydroponique. L’application de 1’huile
essentielle de T.pallescens de Noé influe significativement les mécanismes de résistances des
plantules de pois chiche, et une augmentation des teneurs des plantules traitées en
polyphénols et flavonoides a été révélée. Un accroissement environ 48.08 et 2.29 % des

polyphénols a été constaté chez les plantules de S1 et S2, respectivement. Parallelement, les
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fréquences d’accroissement des flavonoides sont de 1’ordre de 17.46 et 11.94 %,
respectivement.

Nos conclusions peuvent déboucher sur des perspectives de recherche en rapport avec
d’autres pathosystéme pour confirmer ces pertinents résultats. De plus, il est souhaitable,
d’orienter les recherches vers I’étude de I’effet des huiles essentielles sur d’autres facteurs

chimiques et biologiques de sol.
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Composition de milieu de culture hydroponique

e Nitrate d'ammonium (NH4NO3) 1.650 mg/1

e Acide borique (H3BO3) 6,2 mg/l

e Chlorure de calcium (CaCl,*2H,0) 440 mg/1

e Chlorure de cobalt (CoCl,*6H,0) 0,025 mg/1

e Sulfate de magnésium (MgSO4*7H,0) 370 mg/1
o Sulfate de cuivre (CuSO4*5H,0) 0,025 mg/1

o Phosphate de potassium (KH,PO4) 170 mg/1

o Sulfate de fer (FeSO4*7H,0) 27,8 mg/1

o Nitrate de potassium (KNO3) 1.900 mg/1

o Sulfate de manganese (MnSO4*4H,0) 22,3 mg/l

e Jodure de potassium (KI) 0,83 mg/l

e Molybdate de sodium (Na,MoO4*2H,0) 0,25 mg/I
o Sulfate de zinc (ZnSO4*7H,0) 8,6 mg/1

e EDTA (Na,EDTA*2H,0) 37,2 mg/lb

Additifs organiques communs
e i-Inositol 100 mg/1

e Acide nicotinique 0,5 mg/l

e Pyridoxine / HCI 0,5 mg/1

e Thiamine / HC1 0,1 mg/I

e AIA 1-30 mg/l

e Kinétine 0,04-10 mg/1

e Glycine (recristallisée) 2,0 mg/1
o Edamine 1,0 g/l

e Saccharose 20 g/

e Agar10 g/l
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Efficacité de 1'huile essentielle de Thymus pallescens de Noé dans la suppression de flétrissement
vasculaire du pois chiche et ’amélioration des propriétés chimiques et biologiques du sol.

Résumé

La littérature explique les effets des huiles essentielles sur le Foc dans les conditions contrdlés, mais aucune étude
n’a été faite sur ’effet dans les conditions naturelles. Dans cette étude, une expérience en pot a été conduite pour évaluer
efficacité de I’HE de Thymus pallescens de Noé sur la sévérité du flétrissement du pois chiche et leur effet sur les propriétés
chimiques et biologique du sol dans les conditions naturelles. Les analyses phytochimiques de I’HE de 7. pallescens de Noé
montre que le carvacrol (54.09%) et le thymol (16.24%) constituant les composés majoritaires. Alors que, les tests in vitro
indiquent que la croissance mycélienne, la sporulation et la germination des conidies ont été totalement inhibés avec les
concentrations 1 et 0.5uL. Les résultats in vivo ont montré que I’HE de T. pallescens de Noé a contrdlée efficacement la
maladie et une diminution significative dans le S1 et le S2 environ 50.75 et 59.47% de la valeur de I’AUDPC a été constatée,
respectivement. Sous ’effet de traitement par I’HE, la disponibilit¢ du P-Olsen augmente dans le S1 (15.58%) et diminue
dans le S2 (3.15%), tandis qu’une augmentation dans la disponibilité de N-total a été constatée dans les deux sites avec des
fréquences de 20.65 % et 30.74%, respectivement. La population microbiologique a été fortement influencée par les
traitements de I’HE ans le S1 et le S2 et les résultats obtenus indiquent une augmentation significative des taux de
Pseudomonas spp (59.04% en S1) et une diminution des taux de Foc (39.86 % et 54.28 %,) et de Trichoderma spp (62.11%
et 47.32%). La réaction de résistance des plantules de pois chiche observée apres les traitements est attribuée principalement
a l'accumulation de composés phénoliques et flavonoides. L'application de I’'HE de T. pallescens de Noé a diminuée la
sévérité du flétrissement fusarien en améliorant I'état chimique du sol et influencant la composition de la communauté
microbienne du sol, y compris l'enrichissement spécifique de Pseudomonas spp.
Moots clés : pois chiche, Thymus pallescens de Noé, Fusarium oxysporum f. sp ciceris, polyphénols, flavonoides.

Efficacy of essential oil of Thymus pallescens de Noé for suppressing Fusarium wilt disease of
chickpea as well as enhancing microbial and chemical properties of soil under greenhouse
conditions.

Abstract

Essential oils have been proposed as a strategy for the management of chickpea Fusarium wilt disease, which has
severely decreased chickpea production. In this study, a pot experiment was conducted to evaluate the effects of essential oils
extracted from Thymus pallescens application at chickpea Fusarium wilt disease suppression, soil chemical properties and
microbial communities. The chemical analysis of the isolated oils was carried out by gas chromatograph/mass spectrometer
(GC/MS). The major constituents in 7. pallescens, were carvacrol (54.0%) and thymol (21.8%). EOs isolated from T.
pallescens showed a Total inhibition of mycelium growth and Foc sporulation, and conidia germination in vitro conditions at
1uL/ml concentration. The results showed that essential oil application effectively controlled the disease in greenhouse
condition. The means values of AUDPC were 22.5 and 225 in S1 and S2 representing 50.75 and 59.47% reduction of disease
severity, respectively. Furthermore, total nitrogen and available phosphorus were more influenced by oil essential treatment.
In this hand, Olsen-P (15.58% in S1) and N-total (20.65 in S1 and 30.74% inside S2) in rhizosphere soil were increased.
Obtained result showed that the soil bacterial and fungal communities in the treatment were significantly different from site.
Moreover, the abundance of Pseudomonas spp was significantly increased in S1 (59.04%) compared with the control. In
other hand, the abundance of Foc (39.86 % and 54.28 %, respectively) and Trichoderma spp (62.11% and 47.32%,
respectively) was significantly reduced in S1 and S2 treated with T. pallescens oil compared with control. Chickpea seedlings
resistance response observed after treatments were mostly attributed to phenolic and flavonoid compounds accumulation. In
conclusion, sustainable essential oils application suppressed the Fusarium wilt disease might through improving soil
chemical condition and manipulating the composition of soil microbial community, including specific enrichment of
Pseudomonas spp and Trichoderma spp.
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