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INTRODUCTION

Le blé est la céréale le plus cultivée a travers le monde dans 120 pays et couvre 19%
de la demande mondiale en énergie en occupant une surface de 216,8 millions
d’hectares en 2010, et une production actuelle d’environ 600 millions de tonnes

(Koekemoer et ai., 2011 ; Mitchell et Mielke, 2011 ; Gavira et Burny 2012).

En Algérie, les produits céréaliers occupent une place stratégique dans le systeme
alimentaire et dans I’économie nationale. La consommation par habitant de bl¢ est la
plus élevee au monde avec environ 200 kg par habitant et par an (Madignier, 2011).
En effet, le blé occupe environ 60 % des structures céréaliéres emblavées qui ce
représentent environ 45 % de la SAU (Kellou, 2008). La production nationale du blé
ne couvre en moyenne que 30 % de la consommation de blé estimée a 8 millions de
tonnes annuellement (MADR, 2007).

La cause principale de la faiblesse de la production du blé est le faible niveau de
productivité obtenu qui est due a des contraintes abiotiques (sécheresse surtout),
humaines (itinéraires techniques appliqués, vulgarisation,etc...) et des facteurs
biotiques telle que les adventices, les ravageurs et les maladies (Ezzahiri, 2001 ;
Hamadache, 2002).

Les maladies fongiques sont 1’une des contraintes les plus importantes pour la
production de blé. Parmi ces maladies, la fusariose affecte les rendements mais aussi
la qualité sanitaire de la récolte par la présence de toxines dans les grains (Leonard et
Bushnell, 2003).

Ce probléme fongique cause des dégats et des pertes de rendements importantes allant
jusqu’au 89% (Carver, 2009 ; Ma et al., 2012; Talas et al., 2012). L’importance
économique de ces maladies est attribuée aux pertes de rendements considérables et a
’altération de la qualité des grains par les mycotoxines (Lacroix, 2008 ; Lori etal.,

2009).

Afin de lutter contre cette maladie, différents moyens de contrdle ont été adoptés,
y compris l'utilisation de cultivars tolérants, pratiques culturales (la rotation, type de
labour) et I’application de divers fongicides (Gilbert etHaber, 2013 ; Scherm et al.,
2013).



La lutte biologique a été adoptée comme source d’une recherche d’un moyen
supplémentaire, pour I’intégrer dans le cadre d’une lutte intégrée a 1’égard de cette
maladie (Mdllenborn et a.l, 2008). Différentes études ont été réalisées pour rechercher
et isoler des microorganismes efficaces pour lutter contre cette maladie. Plusieurs
champignons ont été identifiés comme antagonistes efficaces contre Fusarium spp.
(Dawson et al., 2004 ; Luongo et al., 2005).

Pour le méme objectif que nous avons été amené a isoler le Fusarium sp a partir des
plants de blé présentant des symptémes typiques de la maladie et a réaliser des essais

de lutte biologique par I’utilisation de 1’agent antagoniste Trichoderma sp.

Dans ce contexte, notre travail se base sur deux objectifs principaux :
Objectif 1:

» L’isolement des agents fongiques a partir des plants de blé de la région
Média et Boumerdes présentant les symptomes typiques de la fusariose
de I’épi ainsi que I’identification des isolats obtenus .

» L’étude de I’effet de la température et milieux de culures sur la

croissance in vitro des isolats obtenus.
Objectif 2

- Evaluation de I’efficacité in vitro de I’espéce de Trichodermasp sp sur la
croissance mycélienne de trois isolats de Fusarium spp. Cette évaluation est

réalisée selon 2 techniques :

= Confrontation directe de 1’agent antagoniste et de 1’agent pathogéne dans
la méme boite de Pétri.
= Confrontation indirecte (confrontation a distance) de I’agent antagoniste et

de I’agent pathogene.

- Etude du mécanisme de mycoparasitisme de 1’agent antagoniste Trichoderma

sp. sur les isolats de Fusarium sp.
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I. 1. Données sur la culture du blé
I. 1.1. Historique

La plupart des archéologues ont confirmé que les origines du blé et de 1’orge se
situent dans le croissant fertile, zone couvrant la Palestine, la Syrie, 1’Irak et une
grande partie de 1’Iran ; c’est a partir de cette zone que les blés ont été diffusés vers
I’ Afrique, 1’ Asie et I’Europe (Bonjean, 2001). Des traces de blé ont été trouvées des le
néolithique, il a été cultivé 2700 ans avant notre ere en chine (Moule, 1980).

I .1 .2-Importance de la culture de blé
1.2.1-Dans le monde

A fin de satisfaire la demande mondiale en grains d’une population en plein
croissance, la production annuelle doit étre intensifié jusqu'a 850 a 1050 millions de
tonnes soit une augmentation de 2,5% de la production (Koekeomer et al., 2011).
En 2014, la production mondiale est assurée respectivement par 1’Union-Européenne,
la Chine, I’'Inde, les Etats-Unis d’Amérique, la Canada, la Pakistan, 1’Australie,
I’Ukraine, la Turquie, et la Kazakhstan (Tableau 1) (FAOSTAT, 2014).

Tableau 1. Les dix premier pays «leader » de la production mondiale du blé
(FAOSTAT, 2014)

Pays Production (M .T)
I’Union-Européenne 143,3
la Chine 121,7
I’Inde 93,5
les Etats-Unis d’ Amérique 57,9
Canada 37,5
Pakistan 24,2
I’ Australie 22,8
Ukraine 22,0
Turquie 22,0
la Kazakhstan 13,9




1.2.2-En Algérie

I. 1.2.2. Les principales zones de production du blé en Algérie

Le blé est cultivé a travers 1’ensemble des zones agro-écologiques de
I’Algérie, mais il est essentiellement localisé dans les régions semi-arides et méme
arides et donc, soumis aux aléas climatiques qui pénalisent fortement les niveaux de
productivité et par la méme occasion la production (Boulal et al., 2007). Ces zones
peuvent étre géographiquement limitées en forme de ceinture au nord du pays ou les
céréales prédominent (Chahat, 2005) .Le blé dur est cultivé a I’est du pays
(Costantine, Mila, Souk Ahras, Sétif) et le blé tendre a 1’ouest (Tiaret, Saida, Sidi Bel
Abass) ( Hamadache, 2013). Les principales zones de production sont montrées dans
le tableau 2 :

Tableau 2. Les principales zones de production du blé en Algeérie (Boulal et al., 2007)

Les zones La pluviométrie caractéristiques Wilayas comprises
(mm)
Semi-aride Constantine, Bouira, Médéa,
(plaines 350-500 Pluviométrie a distribution | Tlemcen, Mila, Souk Ahras,
telliennes) irréguliere Ain Defla, Chlef, Ain
témouchent et autres.
Sub-aride Systéme a prédominance Tissemsilt, Tiaret, Sétif, Saida,
(hauts plateaux) | 200-350 agropastorale et des Oum el Bouaghi, Bordj Bou
altitudes supérieures a Arréridj
1000 m
Humide et sub- Pluviométrie relativement | Tipaza, Skikda, Guelma, el
humide (littoral | > 600 bien distribuée Taref, Bejaia, Tizi-ouzou,
et sub- littoral) Annaba
Périmétre irrigué : 10 000
Le sud Tres faible ha Wilayas du sud
Cultures oasiennes :
35 000 ha

1.1.2. 3- Superficie, production et rendement

En 2012, les surfaces du blé récoltées ont été de 1’ordre de 1945775 ha. Alors que le
niveau de production enregistré est exceptionnel (3432230 t) mais il reste insuffisant.
L’analyse des données relatives a la production du blé obtenue, durant cette derniére
décennie montre une évolution irréguliere en dent de scie avec des chutes
spectaculaires durant les deux campagnes 2001-2002 et 2007-2008, avec des
productions en dessous de 15 millions de quintaux. Par contre, les niveaux de

production ont connu une relative stabilité durant les autres campagnes et cela a été



rendu possible grace aux conditions climatiques favorables et aux efforts consentis
par 1’état pour 1’intensification de cette filiere. Le rendement du blé reste encore faible
et il est influencé par plusieurs facteurs, comme le travail du sol et le désherbage (Fig.
1, 2 et 3) (Zaghouane, 2013).
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Figurel. Evolution des superficies récoltées, production et rendement de blé en
Algérie durant la derniere décennie 2002-2012(ITGC, 2013).
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Figure 2. Evolution des superficies récoltées, production et rendement de Céreale en
Algérie entre 2010 et 2014(ITGC, 2014).

?'a'_‘ Production totale 2014 : Céréales d'hiver (Qx)

< 500 000
500 00O & 1 000 000

Figure 3. Carte de distribution de la plantation des céréales en Algérie selon la
production (ITGC, 2014)



1.1.2 .4.Place de la culture du blé dans I’économie

La production algérienne ne répond ainsi, qu’au quart du besoin annuel de la
consommation, estimé a 80 millions de quintaux. Le déficit de 75%, a engendré une
facture de 3 milliards de dollars. Ce chiffre propulse 1’Algérie au premier rang des
pays importateurs de céréales, avec prés de 60millions de gx /an, soit 5% des achats
mondiaux. Cette dépendance exogene renforce fatalement la perspective d’insécurité
alimentaire et entrave en conséquence le développement du pays y compris, celui de
la céréaliculture (Smadhi et Zella, 2012).

1.2.1. Taxonomie

Le blé appartient a la famille des Poaceae (Gramineae), cette famille végétale compte
environ 2500 espéces répandues pratiquement sur toute la surface des continents.
C'est un groupe remarquablement homogene et facile a reconnaitre (Mosiniak et al.,
2006).

D’aprés la classification phylogénétique de *° 1’ Angiosperm Phylogeny Group I ©°
(2009), le blé appartient au :

Régne : Plantae
Sous régne : Tracheobionta
Embranchement : Magnoliophyta
Classe : Liliopsida
Sous classe : Commelinidae
Ordre : Poale s(Cyperales)
Famille : Poaceae
Sous famille : Pooideae (Festucoideae)
Genre : TriticumL.

I. 2. 2. Données botaniques

Le blé est une culture annuelle qui appartient a la famille des Poaceae (graminées),
sous famille des Pooideae et tribu des Triticeae. Le blé dur et le blé tendre
appartiennent au genre Triticum. Les especes du genre Triticum se divisent en trois
groupes :

-Le groupe des diploides (2n = 14), exemple : T. monococcum ;

-Le groupe des tétraploides (2n = 28), exemple: T. durum, blé dur ;



-Le groupe des Hexaploides (2n = 42), exemple: T. aestivum, blé tendre. (Boulal et al.

2007).

2. 3. Description de la plante

Les racines : le blé comme toutes les céréales dispose de deux systemes
radiculaires successifs :

Le systéme racinaire primaire ou séminal, fonctionnel des la germination.

Le systeme racinaire secondaire ou racines adventives de type fasciculé, qui
apparait au tallage et se substitue progressivement au précédent.

La tige : on distingue une tige principale appelée le maitre brin et des tiges
secondaires appelées talles.

La feuille : elle se compose de 4 parties : la gaine, les stipules ou oreillettes,
la ligule et le limbe qui possede des nervures paralléles.

L’inflorescence ou D’épi: D’inflorescence est un épi constitué d’un
ensemble d’unités appelées épillets, chaque épillet est une petite grappe
d’une a cinq fleurs, le nombre de fleurs fertiles par épillet varie selon les
especes.

Le grain : le grain est un caryopse, ovoide, nu, constitué des téguments, le

germe et I’albumen (Boulal et al., 2007).

> Le développement de la plante passe par trois principaux stades:

e Stade végétatif: ou se fait la différenciation des racines et des feuilles.

Stade reproducteur: caractérisé par l'apparition de I'épi et la formation

des graines.

e Stade de maturation: qui s'étend entre la fécondation et la maturation du

grain. Ces différents stades sont illustrés au niveau de la figure 4:

7- Méiose pollinique

¥- o

S- La floraison 10- Baillement 11 - Grain formé 12- Epi & maturité

Figure 4. Les différents stades de développement du blé (Anonyme, 2004).



I.3.Principales variétés cultivées

Actuellement, le matériel végétal des blés, mis a la disposition des agriculteurs est

constitué de 37 variétés de blé dur et 23 de blé tendre autorisées a la production et a

la commercialisation (Tableau3) (ITGC, 2010).
Tableau 3. Les variétées de blé cultivées en Algérie (ITGC, 2010)

Variétés locales Variétés améliorées Variétés Variétés
étrangeres produites
. — — _ — S— homologuées en Algérie
En production Retirées du circuit En production Retirées du circuit
de production de production

Mohamed Oued Zenati, Bousselam, Ardente, Belikh 2 Poggio Carioca

Ben Bachir, Rahouia, Chen’s, Gta dur, Bibans,Capeiti, Durbel Cirta

Bidi 17, Guemgoum Pkhem, Ofanto, Sebaou, Cham 3, Eider, Bolenga Colosseo
. [Hedba 3 Langlois, Simeto, Tassili,Vitro Karim, Kebir, Orjaune Cannizzo
3 Polonicum, Sahel Waha Oum Rabi, Zibans Ciccio
)
2

Florence Aurore Anza, Arz, Cheliff 78, Siété Aimirante, Salama
Mahon -Demias Hidhad, Ain Ceros, Ccinia, Buffalo, Bonpain
Abid, Ziad Nesser, Sham 4 Guadalupe,
Zidane, Mimouni Orion, West

L Acsad 59, Tessala Bred, Sensas,
g Soummam, Yacora Rojo,
5 Strampelli Anapc, Pinzon
0

1.1.6.Etat phytosanitaire de la culture du blé

Le blé dans son environnement et durant ces différents stades de croissance est
soumis a divers stress mécaniques, physiologiques et biologiques qui vont interférer
avec sa croissance et son développement naturel, et par conségquence une réduction de

la production et des rendements (Haggag, 2013).
1.1.6.1. Stress abiotique

Les facteurs abiotiques qui affectent le rendement et la qualité des grains de blé
sont principalement les facteurs climatiques (la température et 1’amplitude de
variations, 1’eau et sa disponibilité relative, le vent et la lumiére). D’autres maladies
connaissent extension récente réactions aux polluants

abiotiques une

atmosphériques, pesticides et déséquilibres trophiques (Lepoivre, 2003).
1.1.6.2.Stress biotique

Les principaux agents biotiques qui constituent des risques primaires pour la
production du blé sont les micro-organismes pathogeénes, telles que les virus, les

bactéries, les champignons et les nématodes. Les plantes souffrent également d’une



concurrence avec d’autre plantes indésirables (plantes adventices) et naturellement,

elles sont souvent endommagées par les attaques des insectes (Agrios, 2005; Haggag,

2013).

Les maladies fongiques affectant le blé peuvent étre regroupées selon les symptomes

qu’elles induisent et les parties de la plante affectées. Parmi les principales maladies

fongiques, la fusariose de 1’épi constituent une vraie menace pour la culture du blé.

Le tableau 3 représente les autres maladies fongiques qui peuvent affecter la culture

du blé et qui ont été signalées en Algérie.

Organes | Nom de la maladie Agents causaux Symptomes
attaqués
Feuilles Petites pustules circulaires ou ovales,
Rouillebrune Puccinia recondita f.sp. tritici orangeétres ou brunatres souvent sur la
(Wheat leaf rust) (Erikss. & E. Henn.) D.M. Henderson face supérieure des feuilles.
Pustules allongées, de couleur rouge
Puccinia graminisPers. f.sp. tritici brique & marron foncé brune ou noire
Rouille noire Erikss.& E. Henn. sur les feuilles, les tiges et les épis
heat stem rust -
w ) Pustules globuleuses, de couleur jaune
Puccinia striiformis Westend. f.sp. ou orange, disposées en strie le long
Rouillejaune triticiErikss. :jes /ne_rvutr:es des ]‘eullles. Par fois sur
(Wheat Stripe rUSt) €S epls et les grains.
Petites taches verdatres a jaunatres
Tache septorienne de blé Mycosphaerella graminicola (Fuckel) J. entre les nervures des feuilles
(Septoria tritici leaf blotch) Schrét. in Cohn inferieures, ces taches s’allongent pour
(Septoria triticiBerk. & M.A.  Curtis) former des lésions bruns
rougeatresavec une apparition des
pycnides.
Tache Pyrenophora tritici-repentis Petites taches brunes, ovales a
helminthosporienne (Died.)Drechs. (Drechslerarepentis lenticulaires, entourées d’un halo jaune
(Tan spot of wheat) (Died.) Shoemaker) caractéristique.
Oidium Blumeria graminis (DC.) Speer f. sp. Un duvet blanc ou gris pale sur feuilles
(Powdery mildew) tritici E.J. Marchal. basales et en cas d’attaque sévére surles
gaines des feuilles et les glumes des
épis.
Epis Carie commune Tilletia caries (DC.) Tul. & C. Tul. Graines transformées en masse
(Common bunt) Tilletia laevis J.G. Kiihn poudreuse noiratre; glumes et
glumelles épargnées.
Charbon nu Epis infectés noircis, graines détruites
(loose smut) Ustilago tritici(Pers.)Rostr. et remplacées par une masse sporifére
noiréatre.
Pied Pietin échaudage Gaeumannomyces graminis (Sacc.)Arx & | Nécroses ou pourriture au niveau des

(Take-all)

Oliviervartritici Walker

racines, s’étendent au collet et a la base
de la tige, blanchissement des épis.

Tableau 5. Les principales maladies fongiques du blé en Algérie (Aouali et Douici-

Khalfi 2009 ; INPV, 2011).




Le tableau 4 représente les principaux ravageurs, adventices, maladies bactériennes et

virales qui peuvent affecter la culture du blé en Algérie.

Tableau 6. Les principaux bioag-resseurs de la culture du blé en Algérie.

Bio agresseurs Noms scientifiques Sources
Les bactéries Xanthomonas campestris pv. translucens(Jones et al. 1917) Dye (Boukhris, 1992)
1978 (Djebari, 2005)

Erwinia rhapontici (Millard, 1924) Burkholder, 1948 emend.
Hauben et al. 1998

Pseudomonas viridiflava(Burkholder 1930) Dowson 1939
Pseudomonas fuscovaginae(ex Taniiet et al.) Miyajima et al. 1993
Pseudomonas syringae pv. atrofaciens (McCulloch, 1920) Young
etal. 1978

Rathayibacter tritici (Carlson et Vidaver, 1982)Zguruskaya et al.
1993. Syn. Clavibacter tritici(Carlson etVidaver, 1982) Davis et al.

1984

Les virus BYDV (Barley Yellow Dwarf Virus) (Sayoud, 1987),
WSMV (Wheat Streak Mosaic Virus) (Boubetra et
WSSMV (Wheat Spindle Streak Mosaic Virus) Mohamedi, 1998)
BSMV (Barley Stripe Mosaic Virus) (Benmokhtar et

Kafi, 1999)

Les nématodes Heterodera avenae Wollenweber (Mokabli, 2002)
Heterodera ma_ni Mathews_ (Khenioui, 2011)
Heterodera latiponsFranklin

Les adventices Avena sterilisL.(folle avoine) (Hamadache, 1995)
Phalaris paradoxaL.(1’alpiste)
Sinapis arvensisL.(moutarde des champs)
Lolium multiflorumL. (le ray-grass)
Bromus rigidusL.,Bromus madritensisL. (les bromes)
Oxalis cernuaL.

Les ravageurs Les insectes (la punaise des céréales, la cécidomyie jaune, la (Boulal et al., 2007)
mouche mineuse, le puceron des céréales et la tordeuse des
céréales)

Les oiseaux (les moineaux, la tourterelle)
Les rongeurs (les rats des champs et les souris)




3. Données sur la fusariose du blé

I. 3.1. Incidence économique

Les fusarioses sont parmi les maladies les plus dangereuses sur le blé, elles font
baisser le rendement par diminution de la faculté germinative des semences, du
nombre de grains par épi et du poids de milles grains. La présence des diverses
espéces de Fusarium spp. sur les grains peut réduire leurs qualités boulangeres
(Cahagnier, 2001; Gutzuiller et al., 2005).

Il. 3.2. Agents responsables

Le blé peut étre attaqué par différentes especes du genre Fusarium et 1’espéce
Microdochium nivale (syn. Fusarium nivale). Le genre Fusarium est classé dans les
Deutéromycetes, il appartient a la famille des tuberculariaceae, I’ordre des moniliales,
la classe des hyphomycétes. Ce genre et de la forme asexué se rapporte aux
hypocréales (Ascomycota), et les formes sexuées (téléomorphes) de plusieurs especes
appartiennent au genre Gibberella (Nectriaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae,
Sordariomycetes, Ascomycota, Fungi) et un certain nombre au genre Nectria (Keith et
Seifert, 2001 ; Leslie et Summerell, 2006).

3.3. Symptomatologie

Les fusarioses sont des maladies qui peuvent attaquer les céréales du semis a la

récolte, des racines aux épis (Caron, 2000)
I. 3.3.1. sur la partie basale

Les symptomes se manifestent par des nécroses sur les talles inférieurs, le collet, entre

neceuds, et les racines (Schilling et al, 1996) (Fig. 3 a, b, c).

I.  3.3.2.sur épi et feuilles

» Sur epi : échaudage d’une partie ou de tout 1’épi ; le champignon pouvant attaquer
une glume, D’attache d’un épillet, le rachis ou le col de I’épi et provoquer
I’échaudage de tout ce qui est au dessus (fig. 4 a et b). La partie attaquée peut

prendre une coloration rose qui représente les spores de champignon (fig.5c).



L’attaque sur le col et le rachis de 1’épi donne une couleur brun violacé (Clavel,
2006).

» Sur grains: selon D’attaque, les grains peuvent étre peu échaudés (attaque
tardive), tres échaudés, voire avortés (forte attaque début floraison) ; des grains
peuvent étre indirectement échaudés mais non contaminés (attaque au bas de
1I’épi) (fig. 6d)

Les grains directement contaminés sont échaudés et d’aspect duveteux qui sont
blancs, roses, en parties brunatres dans le cas de ’attaque par les especes du
groupe Fusarium roseum ; et blancs ou, souvent, noiratres avec germes noirs et

augmentation de la moucheture (M. nivale) (Clavel, 2006 ; Agrios, 2005)

» Sur feuilles : en fin montaison, on peut observer des taches ovales, verdatres (fig.
6 : e), devenant ensuite marron, puis se desséchant souvent au bord de la feuille ;

en attaque grave, les taches se rejoignent induisant la déchirure de la feuille dans

le sens de la longueur (Clavel, 2006).

T~

Nécroses

Figure 5. Symptomes du fusarium sur la base: a, b brunissement des nceuds et
entre nceud ¢ Lésions de la base de la tige du blé causées par Fusarium spp.
(Martin, 2004).



Figure 6. Symptomes de la gale de I’épi chez le blé : a : =pis fusariés (Agrios,
2005), b : Epi atteint de fusariose, la propagation du champignon a I’intérieur de 1’épi
provoque I’interruption du flux de la séve vers les parties supérieures (Mascher et al.,
2008), c : Epillet présentant un amas de spores oranges de Fusarium spp. (Agrios,
2005), d : Grains de blé fusariés (Agrios, 2005), e : Feuille de blé présentant un
symptome typique d’une attaque par Microdochium nivale (Mascher et al., 2008)

. 3.4. Dégats

Les dégats sont fortement liés au climat au moment de la floraison (Agrios, 2005).
Les pertes de rendement sont directement liées a la proportion de grains fusariés ; des
pertes de 10 a 30 % sont courantes ; elles peuvent atteindre 50 % pour les attaques les
plus graves (Clavel, 2006). Le PMG (Poids de Mille Grains) est réduit et les grains les
plus petits sont éliminés au battage. Le PS (Poids Sec) est fortement réduit, la qualité

de semence est fortement réduite (Clavel, 2006).



Les graines sont susceptibles de contenir des mycotoxines dangereuses pour la santé
des étres humains et des animaux domestiques (Zillinsky, 1983; Parry et al., 1995;
Agrios, 2005)

I. 3.5. Les mycotoxines

Les mycotoxines sont produites dans la plante afin de franchir ses
mécanismes de défense, ou contre d’autres microorganismes pour protéger le
champignon (Schmale et Bergstrom, 2003). Ils peuvent étre répartir en trois groupes
les ZEA, TCT (DON et NIV), et les Fumonisnes (Agrios, 2005). La production, la
quantité ainsi que le type de mycotoxines dépend de: I’espéce fongique,
I’environnement, la sévérité de 1’infection et 1’espéce végétale (Mr Mullen et al.,
2008). La présence de mycotoxine spécifiquement les DON, est corrélée avec
I’agressivité des espéces et joue un role dans la propagation de la maladie mais dans

I’initiation (Xu et Brrier, 2005)

I. 3.6. Epidémiologie

L’épidémiologie de la fusariose du blé comme toutes les autres maladies est
influencée par les facteurs liés aux agents pathogenes, aux conditions de

I’environnement, et a la plante hote.
3.6. 1 Impact des climats sur le complexe fongique

Plusieurs facteurs climatiques peuvent interférer la détermination du complexe
fongique responsable de la maladie, en favorisant ou en inhibant la présence de
certaines espéces ainsi que la compétition entre ces derniéres (Champeil et al, 2004).
3.6.2. L’inoculum
Il existe deux types d’inoculum lorsque I’agent pathogene est de nature fongique, les
hyphes et les spores (sexuées et asexuées). Pendant I’hiver 1’agent pathogene survit
sous forme de chlamydospores, mycéliums. Les spores sont produites par temps doux,

quatre type d’inoculum de diverse taille et fore peuvent étre fournis selon espéces du



genre Fusarium : les microconidies, les macroconidies, les chlamydospores et les
fragments d’hyphes (Parry et al ., 1995 ; Champeil et al., 2004 ; Xu e Berrie, 2005) .
Les résidus infectés sont compté parmi les principales sources d’inoculum, lorsqu’ ils
sont abandonnés a la surface, ou enfouillés a quelque centimetres au- dessous du sol,
ou le pathogene se conserve et persiste jusqu’a 2ans sous forme de mycélim sur ces
derniers, ou sous forme de macroconidies et chlamydospores dans le sol, ou il entame
saprophyte (Gisi et al., 2009. Paulitz et al., 2010) .

La semence contaminée peut constitue une source majeure d’inoculum, le pathogene
peut atteindre la semence lorsque I’aire dépose les spores sur 1’épis et les
inflorescences durant le dernier stade du développement. La semence peut aussi
contaminer le sol (Scmale et Bergstrom, 2003 ; Champeil et al. , 2004)

3.7 .Infection et le cycle de la maladie

Pendant I’hiver le pathogéne subit une période de dormance sur les résidus infectés ou
il produit des spores asexuées qui seront entrainer a long distance a I’aide des vents et
des pluies (Parry et al., 1995 ; Schmale et Bergstrom, 2003). En été, lorsque la plante
accomplie sa période végétative et entame sa reproductive (épiaison, floraison),
I’infection se produit lorsque 1’arrivée des ascospores et de macroconidies sur 1’épi
coincide avec des périodes de forte humidité. Si les spores atteignent les
inflorescences a 1’émergence des étamines, ils succeédent a pénétrer les glumes a
travers les stomates et germer, puis coloniser 1’épillet, et contaminer tout 1’épi se qui
procédent la chlorose des grains (Scmale et Bergstrom, 2003 ; Xu et Berrie, 2005)

Les inflorescences atteintes par 1’agent pathogéne produisent des grains infectés
d’apparence flétries ou ridés. Les grains infectés qui apparait sains, vont €tre utilisés
ultérieurement comme semence et deviendront une nouvelle source d’inoculum

(Schmale et Bergstrom, 2003) (Figure7).
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Figure. 7. Cycle biologique de Fusarium sur céréales (Parry, 1995).

3.8. Dispersion de I’inoculum

Par temps chaud, humide et pluvieux le télémorphe se forme sur la surface des
débris. Les péritheces contiennent des asques pleins de spores qui seront libérés dans
I’aire et entrainées a long distance par les vents turbulents (Parry et al., 1995 ; Scmale
et Bergstrom, 2003). La dissémination peut étre assurée par d’autre voies comme les
insectes vecteurs : les mites peuvent transporter les spores de F. poae ont été
isolé a partir de plusieurs insectes, tel que la mouche domestique (Champeil et al.,
2004).

I. 4. Les moyens de lutte

4.1. La lutte culturale

Cette lutte vise a limiter ’accroissement du taux de 1’inoculum dans le sol et consiste

a:

L’utilisation des semences saines

e Utilisation de la fumure azotée de fagon rationnelle (Mauler et al., 1997).

e L’¢limination des résidus de culture contaminés par incinération ou
enfouissement profond.

e La réalisation des rotations d’au moins deux ans en dehors des céréales

(alterner avec des légumineuses), cela réduit la densité de 1’inoculum (Gilbert

et Tekauz, 2000).



e L’utilisation de la solarisation, qui peut réduire les populations pathogenes et

I’incidence de la maladie (Pandy et al., 1996).

4.2.La lutte génétique

Le blé dispose plusieurs mécanismes de resistance contre le développement de la gale
de I’épi. Le champignon a besoin de fleurs ouvertes pour pénétrer. Certaines variétés
fleurissent sans que les épillets ne s’ouvrent ; d’autres variétés évitent I’infection par
une durée de floraison tres courte, par des épis présentant un petit nombre de fleurs ou
par un épi lache et aéré, ce qui permit un rapide ressuyage. Une cuticule épaisse peut
arréter la pénétration de champignon et une tige longue peut prévenir la contamination

de I’épi par des spores venant du sol ou des feuilles (Hilton et al., 1996).

Outre ces mécanismes de résistance constitutifs, il existe aussi plusieurs types de
résistance physiologique. Schroeder et Christensen (1963) ont décrit le type de
résistance 1, actif contre 1’infection initiale de la fleur et le type 2, limitant la diffusion
de I'infection dans le tissu et dans le reste de I’épi. La résistance a I’attaque des
graines et a I’accumulation des mycotoxines a été décrite par Mesterhazy (1995)

comme appartenant au type 3.

Jusqu’a présent, aucun génotype de blé présentant une résistance absolue a la
fusariose sur épi n’a encore été trouvée (Mascher et al., 2005). Ce qui rend la
situation plus difficile, c’est que la sélection variétale doit tenir compte aussi des
caracteres agronomiques et la résistance a d’autre maladies (Yuen et Schoneweis,
2007). Cependant, plusieurs travaux de sélections sont réalisés en utilisant soit des
variétés de blé sauvages comme T. turgidum ssp. diccocoides (Kumar et al., 2007) ou
en utilisant le cultivar chinois Sumai 3 qui semble étre le plus utilisé comme une

source de résistance contre la gale de I’épi (Yu et al., 2008).

4.3. La lutte chimique
Un programme de traitement par fongicides suivant un calendrier peut diminuer
I’impact de la maladie et réduit 50 & 60% de sa sévérité. L’efficacité des fongicides
est 1ié au stade physiologique de la plante au moment de I’application (Mc Mullen et
al., 2008). Les fongicides les plus utilisées et qui montrent une habilité a réduire la
maladie jusqu'a 70% dans le champ et a diminuer 1’accumulation des toxines dans les

grains, appartient aux: Azol (Bromuconazole, Metconazole, Propiconazol, et



tebuconazole) et aux Strobines (Azoxystrobin) (Sherm et al., 2013). Le controle
chimique peut étre efficace, mais 1’inconvénient réside dans le cout énorme des
fongicides qui doivent étre alternés chaque année, et leur conséquences sur
I’environnement (Vinale et al., 2008).
4.4. La lutte biologique

Plusieurs microorganismes ont montré leur efficacité dans la protection du blé contre
la fusariose. Les genres Bacillus, Lysobacter et Pseudomonas sont les agents
bactériens les plus étudiés (Yuen et al., 2007). Des levures des genres Rhodotorula,
Sporobolomyces et Cryptococcus et de champignons (Trichoderma) peuvent réduire
I’inoculum de nombreuses espéces du genre Fusarium notamment F. graminearum
(Palazzini et al., 2007).

Actuellement, plusieurs chercheurs utilisent les antheres du blé pour extraire des
microorganismes pour la lutte biologique contre cette maladie (Schisler et al., 2006;
Palazzini et al., 2007). Schisler et al. (2006) rapportent que les tissus floraux du blé
contiennent la choline et la betaine, deux composés qui stimulent la croissance
mycélienne de Gibberella zeae (téléomorphe de F. graminearum), le principal agent
de la gale de 1’épi. IIs ajoutent que chaque souche pouvant dégrader la choline peut

étre utilisée pour lutter contre cette maladie.

D’autres chercheurs (Bonanomi et al., 2010) menent des expériences sur différents
types d’amendements organiques dans le but d’identifier les caractéristiques d’un
amendement pouvant réduire le taux d’inoculum dans le sol, les communautés

microbiennes sont parmi ces caractéristiques recherchées.

4.5.La lutte intégrée

Une lutte efficace contre la fusariose du blé doit combiner différentes méthodes,
culturales, 1’utilisation des variétés résistantes, les traitements chimiques et

I’utilisation d’éventuels agents de la lutte biologique.

I.5. Lutte biologique
5.1. Historique

La premiére utilisation référencée de lutte biologique a été effectuée par les chinois,

dans les environs de 1’an 304 avant J.-C. Dans les vergers d’agrumes, les fermiers



utilisaient des fourmis tisserandes (Oecophylla smaragdina Fabricius, 1775)
indigénes qui consommaient certains ravageurs pour protéger les fruits (Waage,
2004). Le premier biopesticide commercialisé dans le monde est « Sporeine » a base
de la bactérie entomopathogene Bacillus thuringiensis, et il €té disponible en France
en 1938 (Ravensberg, 2011).

5.2. Utilisation de Trichoderma dans la lutte biologique

5.2.1. Description

Le genre Trichoderma est caractérisé par une vitesse de croissance rapide et une
sporulation abondante sur milieu de culture (Gams et Bisset, 1998). Il est facilement
reconnaissable en culture grace a la couleur généralement verte de ses spores (Dubos,
1986). Ce genre est caractérisé par des conidiophores fortement ramifiés selon une
structure pyramidale et se terminant par une ou plusieurs phialides. Ces phialides
peuvent étre cylindriques ou subglobuleuses, regroupés en masse ou solitaires. Les
conidies sont hyalines, ellipsoides et lisses chez la plupart des espéces, les conidies
globuleuses sont rares. Certaines especes peuvent produire des chlamydospores

globuleuses, qui sont intercalaires ou terminales (Samuels et al., 2006).

Figure 8. Trichoderma atroviride.A : conidies.B : conidiophores.C : chlamydospores.
(Samuel et al., 2002)




I. 5.2.2. Taxonomie

Trichoderma. Pers. (1794) est un genre qui appartient au Deutéromycetes
(hyphomycétes, moniliales, moniliaceae). La forme parfaite des espéces de
Trichoderma appartient a [’ordre des Hypocreales, au genre Hypocrea
(Hypocreaceae, Hypocreales, Hypocreomycetidae, Sordariomycetes, Ascomycota,
Fungi), mais certaines espéces de Trichoderma ont été rattachées au genre
Podostroma P. Karst. et Sarawakus Lloyd 1924. Depuis 1860 plusieurs espéces du
genre Hypocrea ont été cultivées et leur anamorphe Trichoderma sont décrits
(Samuels, 1996).

Le genre Trichoderma avait été introduit a 1’origine par Persoon en 1794. En 1865, les
fréres Tulasne ont bien illustré le lien entre T. viride et la forme sexuée Hypocrea rufa
(Pers.) Fr. (Samuels, 2006).

Au départ, la taxonomie de ce genre a été basée essentiellement sur les caractéres
morphologiques et les résultats les plus importants dans ce domaine ont été publiés
par Rifai (1969) et Bisset (1984 ; 1991a; 1991b ; 1991c). La premiere tentative de
subdiviser le genre Trichoderma a été réalisée par Rifai (1969) qui a subdivisé le
genre Trichoderma en 9 espéces agrégats tout en reconnaissant que les dernieres
espéces qu’il a décrit ne sont pas vraiment des espéces biologiques. Cet auteur a bien
connu que chaque espece agrégat est hétérogene et comprend plus d’une espece
biologique, car il n’était pas possible de définir les limites des especes biologiques

individualisées.
Les neuf espéces agrégats décrites par Rifai (1969) sont :

. Trichoderma piluliferum Webster et Rifai
. Trichoderma polysporum (Link ) Rifai

. Trichoderma hamatum (Bonord.) Bainier
. Trichoderma koningii Oudem

. Trichoderma aureoviride Rifai

. Trichoderma harzianum Rifai

. Trichoderma longibrachiatum Rifai

. Trichoderma pseudokoningii Rifali

© 00 N o o A W DN

. Trichoderma viride Pers. : Fr.



Bisset dans ses travaux (1984, 1991a, 1991b, 1991c) a inclut des souches
préalablement étudiées par Rifai (1969), mais les deux auteurs ont abouti a des
conclusions différentes a propos de I’identité des espéces chez le genre Trichoderma.
Bisset (1991a) a essentiellement érigé les especes de Rifai (1969) au rang de section,
et reconnu 5 sections et dans chaque section, a identifié deux a plusieurs especes.

Les sections de Trichoderma décrites par Bisset (1991a) sont :

1. La section Trichoderma

2. La section Longibrachiatum Bisset
3. La section Saturnisporum Doi et al
4. La section Pachybasium Sacc.

5. La section Hypocreanum sect.nov

Bisset (1991b) avait rapporté que 1’identification précise des espéces de Trichoderma
ne peut se faire sans intégrer les caractéres morphologiques, I’analyse moléculaire, et
I’étude du cycle de vie du champignon (holomorphe).

Actuellement, la taxonomie du genre Trichoderma repose essentiellement sur la

phylogénie basée sur I’analyse de I’ADN (Samuels, 2006).

I. 5.2.3. Ecologie

Le genre Trichoderma est distribué a travers le monde, dans les sols et dans
d’autres habitats qui contiennent des matiéres organiques. Il se trouve aussi sur les
racines des plantes, surtout lorsqu’elles sont colonisées par d’autres champignons et il
se développe méme sur des sclérotes ou d’autres propagules de champignons
(Papavizas, 1985). Plus récemment, il a été trouvé dans la poussiére des maisons
(Samuels, 2006).

La préférence écologique de Trichoderma a été discutée dans les travaux de
Danielson et Davey (1973a, 1973b) qui mentionnent que les populations de
Trichoderma augmentent dans les conditions de longue sécheresse du sol. 1ls ont aussi
conclu que certaines souches de T. harmatum et T. pseudokoningii sont adaptées aux
conditions d’humidité excessive du sol, T. viride et T. polysporum sont restreints aux
endroits de basse température et que T. harzianum est largement distribué dans les

régions a climat chaud.



L’abondance de Trichoderma dans les sols variés est couplée a son habilité a dégrader
différents substrats organiques, son adaptabilité métabolique et sa résistance aux
inhibiteurs microbiens. Tous ces caractéres permettent & Trichoderma de survivre
dans plusieurs niches écologiques qui dépendent des conditions et des espéces ou des

souches impliquées (Papavizas, 1985).

1.5.3. Mécanismes d’action de Trichoderma spp.

Trichoderma est sans conteste 1’agent de lutte biologique fongique le plus étudié au
niveau des mécanismes d’action. Plusieurs mécanismes ont été mis en évidence : la
compétition, le mycoparasitisme, 1’antibiose, ’induction de la résistance chez la
plante et la stimulation de sa croissance. Ces mécanismes peuvent intervenir seuls, en

association ou séquentiellement (Jijakli, 2003).

La lutte biologique contre les maladies des plantes est la conséquence des interactions
entre la plante, les agents pathogenes et les agents de lutte biologique (Vinale et al.,
2008).

A. Interaction Trichoderma-agent pathogene

» Compétition avec les agents pathogénes et la population microbienne du sol
La compétition pour le carbone, 1’azote et autres facteurs de croissance en méme
temps que la compétition pour I’espace et les sites spécifiques d’infection peuvent étre
utilisées par les agents de lutte biologique contre les agents phytopathogénes (Vinale,
et al., 2008).

Ainsi T. harzianum peut controler Botrytis cinerea Pers. chez la vigne en colonisant

les tissus floraux et exclut ainsi le pathogene de ses sites d’infection (Gullino, 1992)

La compétition pour les éléments nutritifs entre Trichoderma et Pythium ultimum
Trow a été suggérée par |’observation d’une colonisation rapide par 1’agent
antagoniste corrélée avec la diminution des symptémes (Jijakli, 2003). Sivan et Chet
(1989) ont démontre que la compétition pour les éléments nutritifs est le mécanisme
majeur utilisé par T. harzianum pour lutter contre Fusarium oxysporum f. sp. melonis
Snyder et Hansen (Vinale et al., 2008).



» Mycoparasitisme et les enzymes lytiques

Le processus de mycoparasitisme est complexe, il se compose de plusieurs étapes
notamment la reconnaissance de 1’hote par I’agent antagoniste, la pénétration,

I’attaque et la mort de I’héte (Vinale et al., 2008).

Durant ce processus, Trichoderma secréte des enzymes qui dégradent la paroi
cellulaire du champignon héte, libérant par la suite des oligomeres de la paroi
cellulaire du pathogene (Vinale et al., 2008). Il existe en effet plus de 20 genes
séparés qui peuvent étre impliqués dans le mycoparasitisme. Trichoderma produit dix
chitinases différentes et plusieurs B-1,3-glucanases et des protéases (Vidhyasekaran,
2004).

L’espéce T. harzianum  produit des protéases qui dégradent les enzymes
hydrolytiques produits par B. cinerea au niveau des feuilles de 1’haricot et empéchant

ainsi le pathogéne d’infecter son hote (Whipps, 2009).

> L’antibiose et les métabolites secondaires

Les espéces du genre Trichoderma sont capables de produire un trés grand nombre de
métabolites secondaires, dont certains jouent un réle dans l’antagonisme (Jijakli,
2003). La production des métabolites secondaires par Trichoderma spp. dépend de
ses différentes souches. Ces métabolites comprennent aussi les substances
antifongiques. lls appartiennent a différentes classes de composés chimiques.

Ces métabolites ont été classés par Ghisalberti et Sivasithamparam (1991) en trois
catégories : Des antibiotiques volatils: exemple 6-pentyl-a-pyrone (6PP), des

composes hydrosolubles et des « peptaibols ».

Selon son profil antibiotique, T. virens comprend deux groupes P et Q. les souches de
groupe P produisent la gliovirine qui est active contre P. ultimum et n’est pas active
contre Rhizoctonia solani Kin. Par contre, les souches de groupe Q produisent la
gliotoxine qui est tres active contre R. solani, mais moins active contre P. ultimum
(Howell, 2006).



B. Interaction Trichoderma-plante

En plus de l’effet sur les agents pathogénes, certaines espeéces de Trichoderma
peuvent coloniser la surface des racines et causer des changements considérables dans
le métabolisme de la plante (Harman et al., 2004). Plusieurs études ont montré que
certaines souches de Trichoderma induisent la résistance chez la plante et stimulent

sa croissance.

> Induction de la résistance chez la plante héte

Certaines especes de Trichoderma peuvent induire la résistance de la plante contre
les agents pathogenes. T. harzianum induit la résistance systémique contre 1’oidium
(Elad et al, 1999), les infections par B. cinerea (De Meyer et al., 1998), et la
pourriture racinaire du coton (Howell et al., 1999).

Le travail de Bigirimana et al. (1997) est probablement le premier a avoir démontré ce
concept, ils ont démontré que le traitement du sol par T. harzianum T-39 rend les
feuilles du haricot résistantes a B. cinerea et Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. &
magnus ) Briosi et Cavara (Harman et al., 2004).

De Mayer et al. (1998) ont montré aussi que le traitement du sol par T. harzianum T-
39 a conduit a la réduction des symptdmes de la pourriture causée par B. cinerea sur
tomate, laitue, poivron, haricot et tabac. Ceci est dii a I’induction d’une résistance

systémique par T. harzianum T-39.

Durant I’interaction de Trichoderma avec la plante, différentes classes de métabolites
peuvent agir comme des éliciteurs, ou des inducteurs de la résistance. Ces molécules
comprennent : des protéines a activité enzymatique comme le xylanase, des produits
qui induisent la réaction de défense dans la plante et des composes a faible poids
moléculaire libérés par les parois cellulaires du champignon ou de la plante par

’activité enzymatique de Trichodema (Harman et al., 2004 ; Woo et al., 2006).

Djonovic¢ et al. (2006) ont identifié une petite protéine éliciteur secrétée par T. virens,
et ils ont démontré son implication dans 1’activation des mécanismes de la défense, et

I’induction de la résistance systémique chez la plante.



» Stimulation de la croissance de la plante

Parmi les champignons qui stimulent la croissance des plantes, Trichoderma est
probablement le plus connu (Harman et al., 2004 ; Harman, 2006). Trichoderma peut
solubiliser le phosphore et plusieurs micronutriments, améliorer I’assimilation de
I’azote par la plante, et favoriser le développement et la formation du chevelu

racinaire (Altomare et al., 1999 ; Harman, 2006).

Cutler et al. (1986) et (1989) ont rapporté 1’isolement, 1’identification et 1’activité
biologique des métabolites secondaires produits par T. koningii (koninginin A) et T.
harzianum (6-pentyl- a-pyrone) qui agissent comme des régulateurs de croissance de

la plante.

Trichoderma spp. aussi produisent des acides organiques notamment les acides
gluconique, citrigue ou fumarique, réduisent le pH du sol, et permettent la
solubilisation des phosphates, des micronutriments et les cations minérales comme le
fer, le manganése et le magnésium, nécessaires pour le métabolisme de la plante
(Benitez et al., 2004 ; Harman et al., 2004)

C. Interaction Trichoderma-plante héte-agent pathogéne

L’¢étude de I’interaction Trichoderma-plante hote-pathogene a regu moins d’attention,
vu sa complexité et la difficulté de la reproduire in vitro. Des travaux récents ont
étudié les aspects morphologiques et moléculaires impliqués dans cette interaction en

utilisant des nouvelles méthodes (Vinale et al., 2008).

Marra et al. (2006) ont étudié les interactions de Trichoderma avec la plante et
différents agent pathogénes fongiques, ils ont utilisé une approche protéomique pour
analyser les différentes protéines produites. Les résultats indiquent que la présence de
I’antagoniste modifie quantitativement et qualitativement la réponse de la plante a
I’attaque du pathogene. Dans certains cas, le champignon antagoniste réduit la
production de certaines protéines de défense, mais provoque I’accumulation d’autres.
Ces observations suggerent que la réponse de la plante a un agent de lutte biologique

spécifique dépend des trois facteurs combinés.



I. 5.4. Applications pratiques de Trichoderma

L’emploi du Trichoderma spp. s’avere plus aisé lorsque le travail est réalisé dans des
conditions controlées, comme les serres. L’application de Trichoderma spp. peut étre
combinée avec un traitement chimique a dose et a fréquence réduites. Le bio-pesticide
a base de Trichoderma peut étre incorporé directement au sol ou aux composts
servant a amender les sols. Son emploi a permis une réduction substantielle de
differents pathogénes du sol des culture maraicheres tels que Fusarium sp.,

Phytophthora sp., Pythium sp., Rhizoctonia sp., Sclerotinia sp. (Jijakli, 2003).

I. 5.4.1. Les biofongicides a base de Trichoderma

IL existe plus de 50 formulations de biofongicides a base de Trichoderma valables
comme des produits enregistrés a travers le monde (Woo et al., 2006). Quelques bio-

fongicides sont présentés dans les tableaux 7 et 8.

Tableau 7. Quelques bio-fongicides a base de Trichoderma commercialisés contre les
maladies foliaires. (Whipps et Mark, 2009)

Agent Agent cible Hote Produit Source Pays
antagoniste

T. atroviride | Botrytis Vigne, Sentinel Agrimm Nouvelle
LC52 cinerea tomate Technologies | Zélande
T. Botrytis Concombre, | Eco-77 Plant Health | Afrique du sud
harzianum cinerea, tomate, Products

Eutypa lata raisin
T. harzianum | Armillaria, Vigne, fruits | Vinevax, Agrimm Nouvelle
+ T. viride Eutypa lata, a noyaux Vinevax Bio- Technologies | Zélande

Botryosphaeria dowel, et

autres




Tableau 8. Quelques biofongicides & base de Trichoderma commercialisés contre les
agents pathogénes du sol. (Whipps et Mark, 2009)

Agent
Antagoniste Agent cible Maladie / hote Produit Source Pays

Trichoderma Gazon, cultures Becker

spp. Champignons du | sous serre et en Trich-A-Soil | Underwood | Australie
sol plein champ Pty Ltd.
Fusarium spp.,

Trichoderma | Pythium spp., Différentes T-22 HC, Bio-works

harzianum T- | Cylindrocarpon cultures, espéces | T—22 Inc, Fairport,

22 (KRL- spp., ornementales et le | Planter Box | NY. Etat unis

AG2) Thielaviopsis gazon et autres
spp., Rhizoctonia
solani, Sclerotinia
homeocarpa

T. harzianum | Différents Borregaard
champignons plusieurs légumes | Supresivit and Reitzel Danemark
Fusarium spp., Cultures de plein | Trichodry,

T. harzianum | Phytophthora champ, légumes, Trichoflow, | Agrimm Nouvelle

+ T. viride spp., Pythium spp. | plantes Trichogrow, | Technologie | Zélande
et Rhizoctonia ornementales. Trichopel R | s
solani Trichopel
Fusarium spp., Pourritures Margo

T. viride Pythium spp., racinaires de Ecoderma Biocontrol Inde
Rhizoctonia plusieurs plantes Private Ltd.

solani




Il. MATERIEL ET METHODES



I1. Matériel et méthodes

I1. 1. Matériel

1. 1.2. Matériel fongique
11.1.2.1.Agent pathogene

Le matériel fongique utilisé est composé d’une collection de 3 isolats obtenues
par isolement a partir des épis et du collet du blé ayant montré les symptémes
typiques de la fusariose (Tableau 9). Ces symptdomes se manifestent sur épi par une
coloration allant du rose a 1’orange due a la présence d’une masse de spores, et a la
présence de nécroses sur le collet avec un brunissement de la partie supérieure des

racines.

Tableau 9 : Origines des isolats de I’agent pathogene

Isolat Origine Variété Organe d’isolement
1 Médéa Blé dur Entre nceud

2 Médéa Blé dur nceud

3 Boumerdes Bé dur collet

1.2.2. Agent antagoniste

Un isolat appartenant au genre Trichoderma a été utilisé pour évaluer
I’activité antagoniste in-vitro a 1’égard des isolats de Fusarium spp. L’isolat

appartient a la mycothéque du laboratoire de mycologie de I'INPV issu de

semences de mais traités a I’importation effectué¢ en 2014 (Figure9).

Figure 9. Photos macroscopiques et microscopique de I’isolat de Trichoderma
spp. (A, B,C(Gx40))




2. Echantillonnage :
2.1.1 Prélévement des échantillons
L’échantillonnage est aléatoire, réalisé durant la période Mars - Avril de
I’année 2016. 1l a été effectué au niveau des parcelles céréalicres de blé dur.
e 1% Site situé dans la Willaya de Médéa (Commune de Sedraya « Beni
Slimane »
e 2°™Sijte situé au niveau de la Willaya de Boumerdés (Commune de
Chaabet el Ameur (figure 10,11)
Les plants présentaient des symptomes typiques de la pourriture racinaire (pourriture
des racines et brunissement du collet) (figurel2 -13).

Figure 10. Parcelle de blé dur infectée par Fusarium sp.

Willaya de Boumerdes année 2016

W Ty VIl o

Figure 11. Symptdmes de la fusariose sur épi de blé dur W.Boumerdes année 2016



Figure 12. a/Echantillons prélevés de la parcelle de Médéa,

b/ Echantillons prélevés de la parcelle du Boumerdes

Figure 13 Symptomes de la fusariose (brunissement des nceuds et des entre nceud)

I1. 2. Méthodes

I11. 2.1. Isolement et identification morphologique des isolats fongiques associés

a la fusariose

2.1.2. lIsolement

Les échantillons qui présentent les symptémes de la maladie sont
découpés en petits segments (5mm a 10 mm de longueur), puis désinfectés dans
I'nypochlorite de sodium dilué & 2 % pendant 5 mn, qui sont rincés dans 3 bains
successifs d'eau distillée stérile pendant 5 mn chacun, puis séchés entre dans du
papier wathmann. Les fragments sont déposés dans des boites de Pétri contenant du
milieu PDA (Annexe n°l) a raison de 5 fragments par boites (Figure 14). Les
cultures sont incubées a la température ambiante du laboratoire (22°C). Apres 4 a 5
jours, a partir des colonies fongiques développées des petits fragments fongiques
sont prélevés et transférés dans de nouvelles boites de Pétri contenant le milieu de

culture PDA pour la purification et la caractérisation (Davet.P, 1997) .



Figure 14.Disinfection des fragments

11.2.2. Purification des isolats

Aprés isolement, les colonies appartenant au genre Fusarium ont été repérées
(vérification microscopique) et repiquer deux fois sur milieu PDA dans des conditions

stériles ; dans le but d’obtenir des isolats complétement pure.

11.2.3. Identification morphologique des isolats

L’identification des espéces de Fusarium spp., est basée principalement sur les
criteres morphologiques établis par Toussoun et Nelson (1976), Booth (1977) et en
se basant aussi sur la description des espéeces du genre Fusarium établie par Leslie

et Summerell (2006). Les principaux critéres sont :

= [’aspect et la coloration du mycélium sur milieu PDA.
= Lataille et la forme des macroconidies.
= La présence ou l'absence des microconidies.

= La présence ou l'absence de chlamydospores.

11.2.4. La conservation des isolats

Aprés purification et identification, les souches sont conservées au froid a 4°C

dans des tubes inclinés contenant le milieu PDA.



11.2.5. Etude de I’effet de la température et milieu sur la croissance mycélienne

des isolats de Fusarium spp.

Cette étude est réalisée dans le but de déterminer le milieu ideal et la température
optimale au développement des Fusarium spp. Etudiés par un relevé quotidien de la
croissance mycélienne (mesure du diametre des colonies) . 3 températures ont été
choisies selon le protocole établi par Brenan et al. (2003). Une température basse,
moyenne et élevée. Les milieux choisis sont organiques et minéraux propices au
développement des champignons du sol. L’incubation été a I'obscurité. Des boites de
Péetri de 9 cm de diametre contenant le milieu soit PDA, Czapek et Malt sont
ensemencées au centre par des explants de 5 mm de diamétre, prélevés a partir de
cultures des différents isolats de Fusarium spp. &gés de 7 jours. Trois répétitions

sont réalisées pour chaque température et chaque milieu et pour chaque isolat.

Des mesures de la croissance mycélienne sont effectuées aprés 24h, du repiquage
des isolats fusariens et d’une fagon journalic¢re et jusqu'a I’envahissement du milieu

complet.

Il. 2.2. Etude in vitro de P’activité antagoniste de Trichoderma spp. vis-a-vis des

isolats de Fusarium spp.

L’effet des isolats de Trichoderma sur la croissance mycélienne est étudié

selon deux méthodes (confrontation directe et confrontation a distance).

11.2.2.2.Confrontation directe

La technique utilisée est celle décrite par Benhamou et Chet (1997).
Cette technique consiste & placer dans la méme boite de Pétri (85 mm de diametre)
contenant le milieu PDA, deux explants (Smm de diametre prélevés d’une culture
agée de 7 jours) de I’agent antagoniste (Trichoderma spp.) et de Fusarium spp. Les
deux explants sont placés suivant un axe diamétral a 5 cm et a équidistance du centre
de la boite (Fig. 15). L’incubation est réalisée a 25°C a 1’obscurité pendant six jours.
Des boites témoins ne contenant que 1’agent pathogéne sont incubées dans les mémes

conditions ( Berber et al, 2009)



Des notations concernant 1’inhibition de la croissance diamétrale des colonies de
Fusarium spp et leur envahissement par 1’agent antagoniste sont effectuées tous les

deux jours ( Juliette D, al 2010) .

Fusarium 5cm Trichoderma

PDA

Fusarium Fusarium
<— Témoin

PDA

Figure 15: Schéma montrant la confrontation directe (Hibar et al., 2005)

2.2. 3.Confrontation a distance

L’agent antagoniste et le pathogene sont repiqués dans deux boites
séparées contenant le milieu PDA; par la suite, un assemblage est réalisé par
superposition des deux boites, I’antagoniste en bas et le pathogeéne en haut.

La jonction entre les deux boites est assurée par du parafilm afin d’éviter toute perte
des substances volatiles (Fig.16). Les boites sont incubées a I’obscurité a 25°C
pendant 4 jours. Le témoin est formé par superposition de deux boites, celle du haut
contenant un explant de Fusarium sp. , alors que celle du bas ne contenant que le
milieu PDA (Daami-Remaldi et EI Mahjoub, 2001).



Fusarium PDA

Parafilm

Trichoderma

Fusarium PDA

Parafilm «— Témoin

Fusarium

Figure 16. Schéma montrant la confrontation a distance

2.2.4Mesure de ’inhibition de la croissance mycélienne

Pour déterminer le taux d’inhibition de la croissance mycélienne de 1’agent
pathogéne causée par 1’agent antagoniste trichoderma spp . des mesures journaliéres
du diamétre de la colonie sont effectuées. Le taux d’inhibition de la croissance est

calculé selon la formule suivante ( Rapily ,1968)

DT—DPA
IC% = oF x 100

DT : croissance diamétre du témoin
DPA : croissance diamétre mycélienne du pathogéne en présence de I’antagoniste

IC : taux d’inhibition de la croissance mycélienne



2.2.5. Mycoparasitisme

Le comportement parasitaire des souches de Trichoderma a été mis en évidence par
la technique de Camporota. Apres la confrontation directe, la zone d’interpénétration
des deux colonies a ¢été observée au microscope afin d’estimer I’intensité de
I’enroulement des hyphes de Trichoderma sur ceux des pathogénes (Berber et al.,
2009)

I 3.Analyse statistique

Les résultats relatifs aux tests in vitro sont interprétés par 1’utilisation de 1’analyse

de la variance (logiciel SYSTAT versionQ7).

Les différences entre les isolats pour les paramétres étudiés (croissance mycelienne,
température, jours, souches) sont comparées par le biais du test de la variance, en
déterminant la variance a ’aide du GLM (General Linear Model), les différences ont

¢té considérées comme significatives pour un P < 0,05.



[1l. RESULTATSET
DISCUSSION



I1l. Résultats et discussion
1. Résultats

1. 1.Isolement et purification

L’isolement est effectu¢ a partir des nceuds, entre nceuds et collet des plants de

blé dur présentant les symptdmes typique de la fusariose du blé (figurel7).

Aprés purification, nous avons sélectionné quelques isolats d’apparence

macromorphologique similaire aux caractéres connus chez les Fusarium sp.

Figure 17. Isolement des fragments du blé dur sur milieu PDA

1.2. Identification et caractérisation des isolats de Fusarium sp

Parmi les isolats purifiés, trois isolats sont identifiés, selon la clé de
détermination élaborée par (Toussoum et Nelson, 1985). Les criteres
morphologiques retenus sont : la couleur de la pigmentation, 1’aspect de mycélium

la forme et la dimension des fructifications (tableau 10).

La description culturale des trois isolats a révélé des colonies a croissance rapide.
Une variabilité culturale est essentiellement basée sur la pigmentation des
colonies et leurs aspects, les dimensions des conidies, leur forme et les nombres

de cloisons.



Tableau 10.Caractérisation des 3 isolats

isolat | Origine Organe Dimension  de | Couleur especes
d’isolement conidie
1 | Média Entre nceud 10%3 pum Cotonneux | Fusarium
2 a 3 Cloisons violacée nivale
2 | Média Neeud 9%x2 um Semi- Fusarium
1 a 3 Cloisons cotonneux | nivale
rose fuchsia
3 | Boumerdes | collet 6X6 um Rasant Fusarium
Ocloisson saumon tricinctum
Foncée

e Le mycélium de la colonie 1 est d’une couleur violacée avec un aspect cotonneux,
avec des conidies en forme de croissons épaisse et courte, le nombre de cloisons
varies entre 2 a 3 cloisons et mesurent au moyenne 10x3um. Cette description
suspense a I’espéce Fusarium nivale (figurel8).

e Le deuxieme isolat donne une colonie semi-cotonneuse d’une couleur rose fuchsia,
les macros conidies sont amincies aux deux extrémités ; la cellule apicale est plus
pointue que la cellule basale, de dimension uniformes de 9x2um. Elles comportent
1a 3 cloisons. Cet isolat ne comporte ni des microconidies ni des chlamydospores.
Cette description suspence a I’espéce Fusarium nivale (figurel9).

e Le troisieme isolat donne une colonie a mycélium saumon foncé d’un aspect
rasant, les microconidies sont nombreuses d’une forme piriformes monocellulaires
(absence des cloisons), mesurent 6x6um. Cet isolat ne comporte ni des
macroconidies ni des chlamydospores. Cette description suspense a I’espeéce

Fusarium tricinctum (figure20).



Figure 18. Aspect macroscopique(a) et microscopique macroconidies (b)

Gx10 et macroconidie (c) Gx40 de la souchel.

Figure 19. Aspect macroscopique(a) et microscopique mycélium+ conidies

(b)et macroconidie (c) Gx40 de la souche2.

Figure 20. Aspect macroscopique(a) et microscopique mycélium+ conidies
(b) et microconidie (c) Gx40 de la souche3



1.3. La Croissance in vitro

Les résultats du test de I’effet de la température et des milieux de culture sur la
croissance mycelienne des trois isolats sont représentés sur les tableaux (annexe2) et
les figures 21-22-23.

Les deux espéces de Fusarium nivale et Fusarium tricinctum sont incubés a
différentes températures (10, 24 et 35°C) afin de définir la tempeérature optimale pour
chaque espéce. Ces isolats sont cultivés sur trois différents milieux de culture pour

évaluer le meilleur développement.

ms1
mS2
mS3

O Kk N W b~ U O
1
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Figure 21. Histogramme d’effet température sur les trois isolats

2,5 - mS1
2 - mS2
mS3
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PDA Malt czapek

Figure .22.Histogramme d’effet des milieux de cultures sur les trois isolats



Les résultats de I’effet de la température sur la croissance mycélienne des isolats de
Fusarium sp. ont révélé une homogénéité entre les isolats. Les deux températures
optimales pour les trois isolats sont 10°C et 24°C avec un diamétre moyen qui varie
respectivement entre 6,5 et 7 cm aprés le 7éme d’incubation. Il ressort que la
température 35°C est une température inhibitrice avec un diamétre moyen de 1’ordre
de 0.5cm pour les trois isolats. Un arrét de développement des isolats a a été noté

cette température (figure 21)

L’étude de la croissance mycélienne du Fusarium sp. nous a permis de savoir la
vitesse de croissance sur les différents milieux de culture utilisés afin de déterminer

le milieu idéal.

Dans les trois milieux de culture la croissance de colonie se caractérise par une vitesse

rapide pour I’ensemble des isolats.

Une moyenne de diamétre entre 4 - 4.5cm mentionnée pour les deux milieux PDA et
Czapek. Pour le milieu Malt (tableau), une moyenne de diamétre varie entre 3.5 -
4cm a été notée. Une légére préférence de la croissance des isolats aux deux milieux

PDA et Czapek est remarquable par rapport a celle du milieu malt (figure 22)

Les résultats de croissance mycélienne en fonction des deux facteurs ont été aussi

étudiés par une analyse de variance.

L’analyse de variance du facteur interaction peut étudier la différence entre les isolats

en fonction des jours.

L’analyse de la variance de la croissance mycélienne a révélé qu’il n’ya pas une
variabilité entre les isolats, ce qui est montré par une analyse de différence non

significative p=0.84 (tableau)



Tableaull. Analyse de la variance croissance mycélienne en fonction des modes

de souches.

Facteurs Som,me des ddl Carr F P
carrés moyenne

Souches 3.543 2 1.771 0.167 0.846

En mode GLM, il n’ya pas de variabilité entre les isolats, une croissance mycélienne
presque identique a été enregistré pour les trois isolats de Fusarium sp (Figure21).

Croissance

]

\

s52
Souches

S3

p=0.84

Figure 23.Analyse de la variance des pourcentages de croissance entre les isolats

en modéle GLM selon les modes les trois souches.

Par ailleurs, les observations de la croissance mycélienne sur les différents milieux

de culture ont montré un changement d’aspect de 1’isolat 1 sur le milieu MALT avec

un aspect frisé et une couleur foncé par apport aux deux milieux de culture CZAPEK

et PDA (figure22)

Figure24. Aspect frisé de ’isolat 1 sur le milieux MALT

On peut montrer les résultats de la croissance de chaque isolat en fonction du temps

(jours), milieux de culture et températures, par une analyse statistique.




Le résultat e ’analyse de la variance de la souche 1 est représentée sur le tableau 12.

Tableau 12. Analyse de la variance de la souche 1 en fonction des modes De

milieu, température, temps

Facteurs Som,me des Ddl Carr F P
carrés moyenne

Milieu 66.301 2 33.150 21.227 0.000

Température 1797.103 2 898.552 575.361 0.000

Date 580.585 9 64.509 41.307 0.000

.En mode GLM, I’isolat 1 montre une forte croissance, et presque totale aprés le
7¥™M¢ Jours. L’effet température est visible, les deux températures t1 (10°C) et t 3
(24°C) ont un bon effet sur le développement de la souchel. Aucun effet de la
température T2 (35°C) sur la souchel. Les deux milieux PDA et Czapek permettent

une bonne croissance de la souchel par apport aux milieux Malt.
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Figure 25.Analyse de la variance des pourcentages de croissance la souche 1 en

modele GLM selon les modes de Temps, température, milieu.




Concernant la croissance de la I’isolat2, 1’analyse de la variance est hautement

significative tableaul3.

Tableau 13. Analyse de la variance de la souche 2 en fonction des modes De

milieu, température, temps.

Facteurs Som,me des ddl Carr F P
carres moyenne

Milieu 16.595 2 8.297 5.980 0.003

Tempeérature 1959.744 2 979.872 706.259 0.000

Date 595.665 9 66.185 47.704 0.000

L’isolat 2 montre une croissance tres rapide, au bout de 7 Jours. L’effet de la
température donne une corrélation positive sur la croissance mycélienne pour les
deux températures 10°C et 24°C. La temperature t2 (35°C) entrave le développement
de la souche 2. Une légere préférence de croissance sur les deux milieux CZAPEK et

PDA est notée par rapport a celle enregistrée sur le milieu MALT (figure 26).
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Figure 26.Analyse de la variance des pourcentages de croissance la souche 2 en

modéle GLM selon les modes de Temps, température, milieu.

Concernant les résultats de la croissance de 1’isolat 3 la différence de la variance

hautement significative tableaul4.




Tableauld. Analyse de la variance de pourcentage de croissance des souches

selon les modes milieu, tempeérature, date.

Facteurs Som,me des ddl Carr F P
carres moyenne

Milieu 13.234 2 6.617 3.645 0.027

Tempeérature 1895.700 947.850 522.079 0.000

Date 416.779 9 46.309 25.507 0.000

La souche S3 arrive a sa totalité de croissance au bout du

8™ jour. La température t3

(35°C) ne permet aucun développement mycélien.

La croissance mycélienne est intéressante sur les trois milieux utilisés.

Il ressorte que D’effet température, milieu et temps ont un effet sur le développement

de la souche (figure 27)
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Figure27. Analyse de la variance des pourcentages de croissance entre les

souches en modele GLM selon les modes les trois souches.




Figure28. Arrét de la croissance des 3 isolats sous température 35°C

PDA 3" jr MALT CZAPEK

Isolat 1

Isolat 2

) ..

Figure29. Croissance mycelienne des 3 isolats de Fusarium sp sur les différents
milieux de culture.



1.4. Effet de Trichoderma spp. Sur la croissance des isolats de Fusarium spp.

1.4.1. Confrontation directe

Le repiquage simultané de Trichoderma spp. et les isolats de Fusarium spp. a montré
une croissance plus rapide de Trichoderma spp. au bout de quatre jours d’incubation.
la boite est presque totalement envahie par 1’antagoniste alors que les isolats de

Fusarium spp. occupent des surfaces reduites.

Les résultats obtenus (Tableau annexe 3) montrent I’existence d’une nette réduction
du diameétre moyen des colonies des isolats de Fusarium spp. en présence des isolats

de Trichoderma spp. par rapport au témoin (fig. 31,32,33).

L’analyse de la variance du diamétre moyen des colonies des isolats de Fusarium spp.
a montré I’existence d’une différence trés hautement significative entre les différents
isolats P=0 et date P=0.041 et le facteur interaction (isolat- date) avec P=0.001
(tableaul5)

Tableau 15.Analyse de la variance de pourcentage d’inhibition des souches selon
les modes date, souche, facteur interaction

Somme des Carr
Facteurs , ddl F P
carres moyenne
Date 5074.356 4 1268.589 36.973 0.041
isolats 1116.933 2 558.467 16.277 0.000
Interaction 1328.178 8 166.022 4.839 0.001
date-souche

D’aprés le model GLM selon les isolats, date et le facteur interaction. Aucune
différence significative dans le degré d’envahissement des espéces de Fusarium spp.
n’a été noté. Un envahissement et recouvrement totale des isolats de Fusarium est

observé par les isolats Trichoderma sp. (figure 30)

De plus, il est a noter que le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne de

par le Trichoderma sp. est de 100 % pour tous les isolats apres le 4émejour.
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Figure 30.Analyse de la variance des pourcentages d’inhibition des souches en

modeéle GLM selon les modes de souche, date, facteur interaction

Figure31. Résultat de la confrontation directe aprés 3°™ jour.




Figure33. Résultat de la confrontation directe du témoin aprés 5™ jour.

Nous avons noté une légére activité d’agent antagoniste (Trichoderma sp), traduit par

une zone d’inhibition, au bout de 48h, mais qui disparait apreés 62h

1.4.2. Confrontation a distance

Cette technique nous a permis de mettre en évidence 1’effet inhibiteur a distance des
isolats de Trichoderma spp. exercé sur les isolats de Fusarium spp. par la sécrétion

des substances antifongiques volatiles.

L’analyse de la variance du diamétre moyen des colonies de Fusarium spp. a montré
I’existence d’une différence trés hautement significative entre les différents isolats
avec P=0 pour les facteurs isolats et interaction et P=0.041 pour le facteur date
(tableaul6).



Tableaul6 : Analyse de la variance de pourcentage d’inhibition des souches selon

les modes date, souche, facteur interaction

Somme des Carr
Facteurs . ddl F P
carrés moyenne
Date 387.061 4 96.765 2.532 0.041
Souche 6314.732 2 3157.366 82.621 0.000
Interaction 1603.017 8 200.377 5.243 0.000
date-souche

Apres 4 jours de confrontation, les résultats obtenus montrent 1’existence d’une nette

réduction du diametre moyen des colonies de ’isolat 2 par rapport au témoin. Un

pourcentage d’inhibition arrive au 38% (fig.34 ,35,36).

Par contre on ne note aucune reduction des isolats 1 et 3 (fig.35, 37).
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Figure34. Analyse de la variance des pourcentages d’inhibition des souches en
modeéle GLM selon les modes de souche, date, facteur interaction.




Figure 35. Résultats de la confrontation indirecte pour les 3 isolats apres le 76me

jour

Figure 36. Résultats de la confrontation indirecte pour Disolat 2 aprés le 7°™

jour

Figure 37.Résultats de la confrontation indirecte pour la l’isolat 1 et P’isolat 3

aprés le 7°™ jour



1.4.3. Mécanisme du mycoparasitisme

Dans le but d’étudier les modifications structurales qui affectes les isolats de
Fusarium spp, en réaction antagoniste de la souche Trichodema spp. on a effectué des
observations microscopiques du prélévement pris de la zone du contacte des deux

colonies (Trichoderma spp et Fusarium spp.)

Les observations ont montré 1’attachement du mycélium de Trichoderma spp a celui
du mycelium de Fusarium spp. Un enroulement (figure36) suivie par une activité

enzymatique d’antagonisme entrainant la digestion du contenu mycélien.

Une lyse de mycélium de fusariose est engendrée par I’agent antagonisme de

Trichoderma spp. Une vacuolisation du cytoplasme du parasite (Fusarium spp ) est

aussi notée (figure36).

MT : mycélium trichoderma sp, MF : mycélium Fusarium sp, EMT : enroulement,
COR : transformation en cordon du mycélium; LYS: lyse du mycélium, V:
vacuolisation, app : appressorium

Figure 38. Structure mycoparasitisme de ’antagoniste Trichoderma spp vis-a-
vis le Fusarium sp.



DISCUSSION GENERALE

L’isolement est effectué a partir des échantillons du blé dur. L’identification a
révelé trois isolats de Fusarium spp. Ces isolats ont été caractérises selon leur
aspect, la couleur, la forme et la dimension des spores (Toussoum et Nelson, 1985).

Nous nous sommes basés sur les travaux réalisés par Tabuc (2007).

Les différents isolements effectués a partir des plantes de blé dur, a permis 1’obtention
des 3 isolats fongiques de différentes étages végétatifs (nceud, entre nceud, collet). En
effet, Bayaa et Erskine (1998) et Summiaya (2010) ont prouvé dans leurs recherches
que les champignons phytopathogeénes peuvent infectées n’importe qu’elle partie de

la plante.

L’ ’identification macroscopique et microscopique des isolats utilisés au cours de nos
travaux correspondent a deux especes de genre Fusarium. Ces espéces sont
Fusarium tricinctum et Fusarium nivale Warham et al (1997) a décrit ’espéce de
Fusarium tricinctum par une croissance rapide avec une couleur claire, allons a
I’orange lorsqu’ elle vieillit, les micro-conidies sont abondantes, en forme piriforme
ou forme de fuseau, avec 0 a 1 septum ; elles mesurent entre 7 a 11x4-81 mp, s’il
n’ya pas de septum 10-16 x 4-6 mu. Ainsi, Ces mémes auteurs, ont caractérise
I’espece  Fusarium nivale, par une couleur blanche aspect pale-abricot avec un
mycélium cotonneux ou feutre, le mycélium apparait légérement roséatre, avec
nombreuse masse de spore a aspect circulaire lissent hyaline avec une téte pointu et
une base en forme de coin aplatie, courte arquée. Elles ont de 1-3 septas, qui

mesurent entre 10-30x2-5rnp et absence de chlamydospore.

L’effet de la température sur la totalité des souches a montré de différence de
croissance. En effet, nous avons enregistré un arrét immédiat de développement pour
la température 35 °C. Les valeurs de température permettant la croissance des trois
isolats sont comprises entre 10 et 24 °C. Ces valeurs de températures montrent que
nos isolats tolérent les basses températures et ne résistent pas a des hautes

températures.

En général, les températures enregistrées dans les sols pour le développement des

ceéréales ne sont pas génantes pour le développement du parasite.



Selon la fiche technique préparé par le personnel du MAARO (2009), les
températures automnales normales, pour le semis des céréales soit de 15 °C le jour,

de 5 °C la nuit, et 10 °C pour la levée.

Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec ceux obtenus par Brennan
et al. (2003) qui ont trouvé que la température optimale de la croissance de F.
culmorum et F. graminearum est située a 25°C, et celle de nivale est 20°C
(Wagacha et Muthom, 2007 ; Renane ,2008. Bouroubi et Djeghmoum,2009 ;
Abdellah ,2013 ; Dane ,2012).

Campbell et Lipps (1998) rapportent que F .graminearum isolé aux Etats unis est
doté d’un optimum de croissance de 25°C. Pettitt et al. (1996) ont trouvé que la
température optimale de F. culmorum est comprise entre 20°C et 25°C, tandis que

F.nivale croit mieux a 20°C.

L’équipe de production végétale a la chambre d’agriculture de France (2013), a
rapporté que la température de développement de Fusarium sp est de 4 a 32°C et elle
est entre le 0 a 28°C pour le Fusarium nivale. L’optimum de croissance de Fusarium
sp est situé entre 13 et 28°C et pour le Fusarium nivale est situé entre 13 et 21°C.
De méme, les résultats obtenus par LNPV de France (2008), la température ambiante
pour le développement du Fusarium sp entre 22-25°C, et pour le Fusarium nivale les
températures du développement exige des basses températures de 5-8°C et peut
suporté jusqu’au 25°C.

Selon Pierre.D (1996) le Fusarium nivale (fusarium de froid) n’existe que dans les

pays ou les hivers sont froids

Trois milieux de culture ont été choisis pour 1’isolement des champignons: le milieu
PDA, le milieu Czapeck et le milieu Malt. Ces milieux sont utilisés sous la forme
solide afin d’obtenir des colonies distinctes les unes des autres (Davet et Rouxel,
1997). En effets, les milieux PDA, Czapeck et le milieu Malt, sont des milieux
standards congus pour I’isolement d’un large spectre de mycetes. Ces milieux sont
décrits par plusieurs auteurs (Moreau, 1991 ; Samson et al., 2000; Leontopoulos et
al., 2002; Lund et al., 2002), leurs compositions est simple et riche en matiére
glucidique (Chabasse et al., 1999).



Généralement le mycélium aérien de Fusarium sur PDA est delicatement floconneux
et clairsemé. Les cultures ont une apparence visqueuse due a la production abondante
des colonies, et sont roses (au revers de la boite, surtout sur milieu PDA). La
croissance est moyenne (6-8.5cm) de diameétre en 8 jours a 25°c sur milieu PDA
(OEPP/EPPO, 2003). nous avons obtenu une croissance moyenne qui se rapproche a

cette durée mais variable d’un isolat a un autre.

L’effet du milieu de culture sur la croissance des isolats n’a pas donné une

différence significative. Les trois milieux ont permis la croissance mycélienne.

Le Fusarium sp. se développe bien sur les milieux naturels, les milieux synthétiques

riches en carbone et les milieux organiques (Lekchiri et al., 2006).

La comparaison du développement du parasite sur différents milieux a montré que le
milieu a base d’extrait de pomme de terre est trés favorable a la croissance ; alors que
le milieu (Czapek) synthétique et minérale s’est révélé le plus favorable a la

sporulation du parasite (Sedra, 1993).

En effet, les conditions environnementales du milieu jouant un réle déterminant dans
la dynamique de la colonisation de ce milieu par des microorganismes. L’influence de
ces populations sur leurs environnement est gouvernée par les paramétres physico-
chimiques des sols, ainsi, les facteurs abiotiques peuvent affecter la composition
spécifique des communautés microbiennes et leurs potentiel chimiques (Alexander,
1977).

La confrontation directe sur milieu PDA entre les isolats de Fusarium spp. et les
isolats de Trichoderma spp. a montré une croissance plus rapide des isolats de
Trichoderma. au bout de quatre jours d’incubation. En effet, la boite est totalement
envahie par I’antagoniste, alors que les isolats de Fusarium occupent des surfaces plus
petites. Un taux de réduction moyenne de 65% suivie par un envahissement totale de

la boite par I’agent antagoniste avec une inhibition de I’agent pathogéne a100%.

Les résultats obtenus, sont en accord avec les travaux de Boureghda (2009) qui a
évalué ’effet des différents isolats des trois especes de Trichoderma spp.: T.
atroviride, T. longibrachiatum et T. harzianum a 1’égard des deux pathotypes
(pathotype de flétrissement et de jaunissement) de Fusarium oxysporum f.sp. ciceris
(Padwick) Matuo et K. Sato. (Foc) agent du flétrissement du pois chiche. Le



pourcentage de réduction de la croissance mycelienne le plus élevé est obtenu avec
I’isolat de T. atroviride (Ta. 13). Ce pourcentage est de 84,44 % pour le pathotype de
jaunissement et de 65,64 % pour le pathotype de flétrissement. De méme, Renane
(2008) a évalué l’effet de quelques isolats de Trichoderma spp. a I’égard de F.
avenaceum, F. culmorum, F. moniliforme et F. solani. Il signalé des pourcentages

d’inhibition de la croissance les plus élevés chez les 4 espéces de Fusarium

Sidhoumi (2001) a montre que des isolats appartenant aux especes T. longibrachiatum
et T. atroviride ont une capacité de réduction de la croissance mycélienne de 68,52 —
80,69% pour F. culmorum et de 62,21-66,66% pour F. graminearum. Dans le méme
sens Hassanein et al. (1996) ont montré que T. harzianum et T. viride inhibent la
croissance de Rhizoctonia solani Kiihn avec des pourcentages de réduction de 52,2 et
55,8 % respectivement, et celle de Fusarium oxysporum f. sp. lentis Gordon avec des
pourcentages de réduction de 57,2 et 50,6 % respectivement.

Martinez-Alvarez (2012) a aussi montré 1’effet inhibiteur de Trichoderma viride sur le

Fusarium cicinatum.

L’envahissement du mycélium du pathogéne par les isolats de Trichoderma spp. a été
observé par Benhamou et Chet (1997) entre T. harzianum et P. ultimum. Hibar et
al.(2005) ont également observé 1’envahissement du mycélium de F. oxysporum f.sp.

radicis-lycopersici Javis & Shoemaker par 1’agent antagoniste T. harzianum.

Dans le cas de la confrontation a distance, 1’absence de contact direct entre 1’agent
antagoniste et 1’agent pathogene nous a révélé que Trichoderma spp. agit seulement
par la production de substances antifongiques volatiles. Une réduction significative de
la croissance avec 1’isolat de Trichoderma spp. a I’égard de I’isolats de Fusarium
nivale (souche2). Ces résulats sont confiorment avec ceux obtenus par Boureghda
(2009). Cet auteur a noté I’inhibition a distance de la croissance de Fusarium
oxysporum f.sp. ciceris sous I’effet des substances antifongiques volatiles secrétées

par des isolats de Trichoderma spp.

Hibar et al. (2005) ont obtenu une inhibition de la croissance de F. oxysporum f. sp.
radicis lycopersici de I’ordre de 63 % en présence de T. harzianum. Les travaux de

Akrami et al., (2011) ont rapporté que certaines espéces de Trichoderma ont réduit la



croissance des espéces de Fusarium oxysporum par la production des substance

volatiles.

Berber (2009) a noté que le mycélium de T. harzianum peut envahir d’autres genres et
espéces fongiques comme le champignon tellurique Pythium. L’auteur a montré que
I’effet de métabolites volatils et diffusibles pour six souches. La production de

composés volatils par T. harzianum comme la 1-hydroxy-3-méthylanthraquinone .

La souche S2 de Fusarim nivale est sensible a 1’agent antagoniste trichoderma en
confrontation a distance. Ceux ce qui est confirmé par Hiber et al. (2005), qui a
conclu que T. harzianum peut réduit de 80 % la fusariose des racines et du collet. Les
mécanismes mis en jeu par Trichoderma in vivo seraient les mémes que ceux mis en
évidence in vitro, a savoir le mycoparasitisme, la secrétion des substances volatiles
peut agir par la sécrétion de substances volatiles qui sont capables de stopper a

distance le développement de 1’agent pathogene.

Des modifications structurales sur la morphologie des isolats de Fusarium sp est
causé par le phénoméne de mycoparatisme par 1’agent antagonisme Trichoderma sp ,
suite a une confrontation de 4jours. Le mycoparasitisme s’exerce par un enroulement
au tour des hyphe de son hote, ils sont fixés par des lisions covalente appressorium, la
pénétration s’exerce & 1’aide des crochet et & la formation d’un appressorium qui
secrétent des chitinases et des B1-3glucanases qui dissolve la parois de I’hote (Pierre.
1996 ; Benittez et al., 2004).

Une lyse des membranes mycéliennes, suivie par une digestion des contenus
plasmiques traduits par la force de pression occasionnée par l’enroulement du
mycélium trichoderma sp au tour de mycélium du Fusarium sp.(Howell et al., 2003).
Bereber (2009) a rapporté que le trichoderma sp est mycoparasitisme connue comme
un agent de lutte biologique, I’effet de trichoderma harizium se manifeste par
I’enroulement des hyphes au tour les filaments de champignon pathogene , s’ensuit
une lyse grace a la productions des enzymes. Les mémes constatations sont faites par
Caron.(2002).



CONCLUSION GENERAL



CONCLUSION GENERALE

Au terme de cette étude, nous avons identifié et étudier la croissance in vitro de quelque
isolats de Fusarium spp. obtenus a partir des plants de blé présentant les symptémes
typiques de la fusariose de 1’épi. Ces plants ont été collectés dans la région de
Boumerdes et la région de Média.

Dans un premier lieu, nous avons pu identifier des agents pathogénes associés a la
base de la tige (collet) qui est le Fusarium tricinctum et a partir de nceud et entre nceud
et qui sont deux isolats appartenant a I’espece Fusarium nivale. Ces deux espéces sont
capables de provoquer des symptdémes séveres qui peuvent aller jusqu'a la mort des
plantules.

Nous avons testé 03 milieux de culture pour étudier la croissance mycélienne de
Fusrium sp. Ce dernier se développe rapidement sur milieu solide PDA suivi par le
milieu Czapek , et ensuite le milieu Malt. Le milieu Malt représente la vitesse de la
croissance la plus lente au départ. Les trois milieux sont adéquats pour le
développement de Fusrium sp.
Les résultats obtenus montrent que les isolats croitraient normalement dans un
intervalle de température de 10 a 24°C et un arrét de la croissance est atteint a la
température de 35 °C.
L’essai in vitro de lutte biologique de Trichoderma sp contre la fusariose du blé a
montré une activité antagoniste importante.
Dans la confrontation directe, le Trichoderma spp. inhibe a 100% la colonie
Fusarium sp. En effet, le Trichoderma sp envahisse totalement et sporulent au
dessus du Fusarium sp. , montrant ainsi leur pouvoir hautement mycoparasitaire.
De méme, en confrontation a distance, il s’est avéré aussi que cet isolat antagoniste
est capable d’émettre des substances antifongiques volatiles efficaces dans I’inhibition
de la croissance d’un seul isolat de Fusarium spp. qui est I’isolat 2, nous pouvons
déduire la sensibilité de cette isolat au trichoderma sp.
En perspectives, il serait intéressant de :

e Pousser les études pour mettre en evidence les différentes espéeces

responsables de la fusariose du blé dans les principales zones céréaliéres du

pays.



e La connaissance des espéces existantes, leur pouvoir pathogéne, leurs
fréquences selon les régions, les variétés et les étages bioclimatiques rend
1’¢tude de lutte biologique plus orientée et plus efficace.

En outre, I’identification de ces espeéces ne doit pas se limiter aux caractéristiques
morphologiques qui restent dans certain cas insuffisantes, mais elle doit étre
complétée et confirmée par les analyses moléculaires.

e Il est aussi recommandé d’évaluer les dégats et les pertes de rendement
causées par cet agent fongique en Algérie par des prospections sur plusieurs
annees prenant en considération la détermination du taux de contamination de
nos produits céréalieres par les fusariotoxines

e Tester I’effet in vivo de la souche Trichoderma sp sur la croissance des
isolats et qui peut avoir des intéréts pratiques en lutte biologique contre les
effets néfastes des especes pathogénes présenter dans se travail.

» Envisager, d’étendre 1’expérimentation in situ de la souche Trichoderma avec
d'autres especes phytopathogenes.

e Identification et caractérisation des métabolites secondaires du trichoderma sp
par HPLC.
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ANNEXES



Annexe 1 :
Composition de milieu PDA

-Pomme de terre : 200g

-Glucose : 20 g

-Agar:20g

-Eau distillée stérile : Qsp 1000 ml.

Le milieu est autoclavé a 120°C pendant 20 mn.
Composition de milieu Czapek
KH,PO,. 0.5g

NaNOs:2g

MgSO,,7H,0 : 0.5¢

Glucose : 20g

Extrait de levure : 1g

Gélose : 20g

Solution de sulfate ferreux a 1% : 1ml
Eau distillée : 1000ml

Autoclavage a 120°C pendant 20mn
Composition de milieu Malt

20 g agar

10 g extrait de malte

Ajustée avec eau distilléee 1000ml

Autoclavage a 120°C pendant 20mn



Annexe 2

Tableau 17.Reésultats de la croissance mycélienne en fonction du jours selon les 3

milieux de culture pour la souche 1 :

Miieu POA iy Pt milie c2apek

jours T4 T3 Ti0 T4 737 T TH TH T10
1 05 08 12 05 13 3 05 15
1 05 08 A 05 14 25 05 13
f f 05 08 13 05 12 22 05 14
3 05 13 2 05 13 43 05 23
36 05 28 24 05 17 Bl 05 3
2 32 05 3 18 05 12 i 05 15
B 05 § 3 05 25 ik 05 4
] 0% 49 23 05 25 B 05 45
3 B2 05 B2 3 05 26 B 05 ]
T4 05 b2 3 05 46 Tk 05 B4
72 0% B4 42 05 32 78 05 B3
4 [ 05 £S5 4 05 37 il 05 £5
8 05 [k f 05 ] 8 05 78
B 0% [ 4 05 ] 8 05 B
d 8 05 76 B9 05 45 8 05 8
8 05 8 B 05 B 8 05 8
B 0% B Bl 05 b7 8 05 B
b 8 05 8 5d 05 ha 8 05 8
8 05 8 B 05 B3 8 05 8
B 0% B B 05 B3 8 05 B
7 8 05 8 B 05 b2 8 05 8
B 05 B 7 05 73 8 05 B
B 0% B 7 05 72 8 05 B
§ 8 05 8 7 05 fi 8 05 8
B 05 B Th 05 75 8 05 B
B 0% B 7d 05 75 8 05 B
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Tableau.18 .Résultats de la croissance mycélienne en fonction du jours selon les 3

milieux de culture pour la souche 2 :

MieuPDA e Malt miliew c2apek

s TH O TH O TIO T TR T TM O TH T
] 0 14 1 05 1 1 0 19
17 0f 12 13 05 14 ! 0f 2
! 16 0f 12 12 05 13 ! 0f 2
i 0 ph! i 05 : ] 0 4
3 0f ;i il 05 Y. ] 0f 4
; 3 0f 24 ] 05 : ] 0f 4f
b/ 0 4f 4 05 ] i 0 f
fid 0f 4 4 05 ] fid 0f f
] b 0f i 4 05 ] i 0f fid
[f 0 b d 05 44 i 0 ;
14 0f b f 05 4 l 0f B
4 1 0 ; b 05 4 [ 0 £
! 0 i b 05 f [t 0 !
{ 0f l B 05 fid { 0f !
] g 0 1 f 05 b i 0 i
! 0 ! 1 0 b ! 0 !
{ 0f { [ 05 ¥ { 0f !
; g 0 g 1 05 i g 0 !
! 0 ! ! 0 1 ! 0 !
{ 0f { g 05 g { 0f !
i ! 0 ! ! 05 [f ! 0 !
! 0f ! ! 0 ! ! 0f !
{ 0f { g 05 g { 0f !
! ! 0 ! ! 05 ! ! 0 !
! 0f ! ! 0 ! ! 0f !
{ 0f { g 05 g { 0f !
; ! 0 ! ! 05 ! ! 0 !
! 0f ! g 0 g ! 0f !
{ 0f { g 05 g { 0f !
souched fl i 0 i g (5 g i 0 {
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Tableau.19 .Résultats de la croissance mycélienne en fonction du jours selon les 3

milieux de culture pour la souche 3 :

Miiey PO Miliew Mal milleu c2apek
ez THTH T T TR T T TR TO
: 0 05 05 1 05 04 : 05 :
: 05 05 05 14 05 03 1 05 :
} I 0f 05 07 ! 05 03 ! 05 23
1 05 0 28 0 ] 3 05 i
] 05 T ! 0 1 il 05 3
: 24 05 07 : 0 1 3 05 ]
i 0h ] ] 0 ! L 08 42
4h 05 23 32 0 : 13 05 A
3 f 05 : 4 0 ! f 05 4
il 05 4 4 0 3 ; 05 4
; 05 b 48 0 2h b 05 4
4 EA 05 ; 42 0 4 ; 05 i
f 05 ; ; 0 4 [ 05 ;
! 05 i 13 0 4 T4 05 ;
f ; 05 [f ; 0 f ik 05 ;
: 05 T8 7 0 ; 05 i
[ 05 ! i 0 Ed ! 05 i
; ] 05 7 12 0 A : 05 £
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! 05 ! ! 0 Th ! 05 i
| ! 05 ih ! 0 ! ! 05 if
! 05 ! ! 0 ! ! 05 !
! 05 ! ! 0 ! ! 05 !
§ : 0h g g 0 : : 08 g
! 05 ! ! 0 ! ! 05 !
: 05 g g 0 : : 05 g
] ! 05 ! ! 0 ! ! 05 !
: 05 g g 0 : : 05 g
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Tableau.20 .Résultats de moyenne la croissance des isolats selon les milieux et les
températures

ey DA e Ma e czapek
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3 GWEE 00 o4l o 0y 9 BMGRT 0 affil
Annexed

Figure 39. Histogramme d’effet des milieux de cultures et température sur les trois isolats



Annexe 3

Tableau.21 .Résultats de confrontation directe et indirecte pour la souche 1

CONFRONTATION DIRECTE CONFRONTATION NDIRECTE
JOURS RZ R3 Teman R R? R Temain
107 03 12 17 14 13 13 17
213 14 11 15 33 3 24 4
3 217 13 f 857 5.3 i
4 32 32 3 f 86T 13 [
saliche] 5 i i i i f

Tableau.22 .Résultats de confrontation directe et indirecte pour la souche 2

CONFRONTATION DIRECTE COHFRONTATION IMDIRECTE
JOURS R fié O Timain R i O Timain
{14 15 1 b 14 1.5 1 14
i [ 14 A & L i 14
3 id L i i1 3 18 k]
q : 33 i d.b i

R R

Tableau.23.Résultats de confrontation directe et indirecte pour la souche 3

JOURS R
A
2 158
3|28
§ 32

souched B

CONFROMTATION DIRECTE
R2 R3 Temaoin R
14 12 13 14
22 2.2 18 33
27 2 § Bk
24 33 g 74
38 34 g

CONFRONTATION INDIRECTE
R? R3 Temain
15 14 18
33 o 2B
n.g n.a £.2
b4 T4 Th
8 8 3 8
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Résumé
La fusariose est une maladie importante sur blé, elle cause des pertes quantitatives et affecte les
qualités technologiques et sanitaires des graines a cause de I’accumulation des mycotoxines.

A travers notre étude, un échantillonnage a été effectué dans la région de Boumerdes et Medea.
Trois isolats sont identifiés ; ils appartiennent au genre Fusarium. L’effet de la température et des
milieux de culture sur la croissance mycélienne a été caractérisé. Le meilleur développement de ces
isolats est situé entre 10° et 24°C .

L’essai de lutte biologique contre les Fusarium spp. par I’utilisation de Trichoderma sp. a montré que
une activité antagoniste in vitro intéressante par leurs pouvoir hautement mycoparasitaire. La
sécrétion de substances antifongiques volatiles a ralenti la croissance mycélienne de la souche 2 qui
s’avére sensible au Trichoderma sp.

Mots clé :  BIé, Fusarium, lutte biologique, Trichoderma

Abstract
Fusarium head blight and root rot are serious diseases of wheat, they cause quantitative yield losses
and affect technological and sanitary quality because of the accumulation of mycotoxins.

Through our study, the characterisation of some isolates of different species of the genus Fusarium
was assessed. With the studie of effect of temperature and growth media on the mycelium growth.

The biological control assay agains Fusarium spp. by using Trichoderma spp. isolate , shows that
these isolate has an antagonistic activity in vitro by their highly parasitic mechanism and the secretion
of volatile antifungal substances.

Key words
Wheat, Fusarium , biological control, Trichoderma.



