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Abstract:

Fusarium head blight and root rot are two major diseases that affect wheat, causing
yield loss and impairment of seeds health and technological status. Fusarium culmorum is one
of the most important species responsible for these diseases.

The in vitro study of temperature effect on 21 F. culmorum isolates mycelial growth
showed that the optimum growth is at 25° C for some isolates and 30 ° C for others. The study
of the pathogenesis of 21 isolates belonging to F. culmorum on the basal part of Vitron wheat
variety, assessed by inoculating the soil showed a variability in disease index, and FC.09.11
obtained from the ear is the most aggressive isolate with 1,8 disease index. The
aggressiveness study of these same F. culmorum isolates on the wheat heads by artificial
inoculation at the flowering moment also showed variability in the index disease and
FC.09.11 is the most aggressive isolate with 7,88 disease index. The correlation calculated
between the disease index on the wheat head, converted into a percentage, and the PMG
percentage reduction for all isolates is significant (r = 0.79). The correlations calculated for
the in vitro mycelial growth and F. culmorum isolates pathogenicity evaluated by two
techniques of inoculation showed that the only significant value is that obtained between the

pathogen aggressiveness on the base portion and its aggressiveness on the wheat head (0.5).

The in vitro testing of the isolate Tal3 antagonist activity by direct and indirect
confrontation showed that this isolate effectively inhibited the mycelial growth of F.
culmorum isolates through different mechanisms.

In vivo, seed treatment of seven wheat genotypes by Tal3 suspension spores showed
that this strain effectively reduce the disease index with a significant difference depending on
the variety, where the highest percentage of disease reduction was 78,26%, recorded in the
Waha variety.

Keywords: wheat, root rot, Fusarium head blight, Fusarium culmorum, pathogenicity,

biocontrol, Trichoderma atroviride, wheat genotype.
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Résumé:

La fusariose de 1’épi et la pourriture racinaire sont deux maladies importantes qui
alterent le blé, causant une perte du rendement et une dépréciation de 1’état sanitaire et
technologique des graines. Fusarium culmorum est I'une des espéces importantes responsables

de ces maladies, bien que d’autres espéces fongiques soient aussi impliquées.

L’étude in vitro de I’effet de la température sur la croissance mycélienne de 21 isolats
de F. culmorum a montré que 1’optimum de la croissance se situe a 25° C pour certains isolats
et a 30°C pour d’autres. L’étude de la pathogénese de ces isolats sur la partie basale de la
variété Vitron du blé, évaluée par I’inoculation du sol, a révél€ une variabilité dans 1’indice de
la maladie, et que FC.09.11, obtenu a partir de 1’épi, est I’isolat le plus agressif avec un indice
de maladie de 1,8. L’étude de I’agressivité de ces méme isolats de F. culmorum sur épi par
inoculation artificielle des €pis du blé au moment de la floraison a montré aussi une variabilité
dans I’indice de la maladie, et que FC.09.11 est I'isolat le plus agressif avec un indice de
maladie de 7,88. La corrélation calculée entre I’indice de la maladie sur épi, transformé en
pourcentage, et le pourcentage de réduction du PMG, pour I’ensemble des isolats, est
significative (r = 0,79). Les corrélations calculées pour la croissance mycélienne in vitro et la
pathogénicité des isolats de F. culmorum évaluée par les deux techniques d’inoculation ont
montré que la seule valeur significative est celle obtenue entre la pathogénicité du pathogéne

sur la partie basale et sa pathogénicité sur épi (0,5).

L’essai in vitro de ’activité antagoniste de I’isolat Tal3 de T. atroviride par la
confrontation directe et indirecte a montré que cet isolat inhibe efficacement la croissance

mycélienne des isolats de F. culmorum par le biais de différents mécanismes.

In vivo, I’enrobage de la semence de sept génotypes du blé par une suspension de
spores de Tal3 de Trichoderma a montré que cet isolat réduit considérablement 1’indice de
la maladie de la pourriture racinaire en fonction des variétés, ou le pourcentage de réduction

de la maladie le plus élevé est de 78,26 %, enregistré chez la variété Waha.

Mots clés: blé, pourriture racinaire, fusariose de 1’épi, Fusarium culmorum, pathogénicité,

biocontrol, T. atroviride, génotype de blé.
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Introduction générale

Les céréales restent les cultures primordiales du monde entier dont le blé occupe la
plus grande surface des terres emblavées. Malgré son importance dans I’alimentation, la
production du blé en Algérie n’arrive pas a satisfaire tous les besoins domestiques. Face a une
telle situation, il est fait recours annuellement a des importations massives, pour combler le
déficit demande- offre national (Ait- Abdallah-Djennadi et al,. 2010).

En effet, ce déficit est dii généralement a 1’exposition de la culture du blé aux
différentes contraintes biotiques et abiotiques et des contraintes techniques. Parmi les
contraintes biotiques, les maladies fongiques sont les maladies les plus redoutables sur la
culture. La fusariose de 1’épi (FHB) et la pourriture racinaire (FRR) sont considérées comme
étant les maladies du blé les plus répandues a travers le monde, occasionnant des pertes
estimées jusqu’a 70% du rendement des produits céréalieres (Prodi et al., 2009).

La fusariose affecte la qualité technologique et sanitaire des farines de blé avec une
dégradation de la qualité boulangere, un défaut de remplissage du grain, une dégradation des
téguments. Les grains infectés étant plus petits et décolorés, les lots de blé peuvent étre
déclassés, les rendements sont fortement diminués et la qualité germinative des semences est
altérée. Les qualités protéiques sont également altérées avec la perte de protéines comme
I’albumine et le gluten. Les grains fusariés sont souvent contaminés par des mycotoxines
notées dangereuses pour la santé de I’homme et de I’animal (Miedaner, 1997 ; Brown et al.,
2010). Malheureusement, les dégats n’ont jamais été évalués en Algérie.

Le recours a la lutte chimique contre la fusariose est toujours possible mais avec une
efficacité limitée. La diversité des agents pathogenes ainsi que les différences d’efficacité des
matieres actives d’une espece a 1’autre compliquent cette lutte (Siou, 2013). En outre,
I’utilisation intensive des fongicides d’origine chimique présente un risque de pollution de
I’environnement et la persistance des résidus dans le sol, aussi elle augmente le phénomene de
la résistance chez le pathogéne, rendant ainsi la lutte incompléte et trés difficile. Ce probléme
fait appel a I'utilisation des agents vivants, inclus dans le programme de lutte intégrée avec
d’autres moyens, afin de minimiser I’effet de tous les risques (Parry et al., 1995a ; Miedaner,
1997; Spanu, 2011).

Vu I’importance du complexe fongique pourriture et fusariose de I'épi, plusieurs
travaux ont été réalisés en Algérie, pour déterminer les especes associées ainsi que 1’étude de

la pathogénie. Ces études ont montré que F. culmorum et F. graminearum sont les especes les
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plus fréquentes, causant des symptdmes de la pourriture racinaire et de la fusariose de 1’épi
sur le blé (Lemmouchi, 2011; Gahlouz, 2012; Hadjout, 2013; Nekache-Abdallah, 2013).
Plusieurs microorganismes ont été utilisés contre les agents de la fusariose du blé.
Parmi lesquels, les espéces du genre Trichoderma qui sont parmi les champignons les plus
efficaces, appliqués contres plusieurs agents phytopathogeénes (Hibar ef al., 2005; Harman,

2006; Vurro et Gressel , 2006; Seddik Bendahmane et al., 2012).

Dans ce sens, I’objectif principal de ce travail est d’étudier d’une part 1’agressivité
d’une collection d’isolats de F. culmorum impliqués dans la pourriture racinaire et la fusariose
de I’épi, et d’autre part des essais in vitro et in vivo de lutte biologique par I’utilisation de
I’isolat Ta.13 de I’agent antagoniste de Trichoderm atroviride P.Karsten. L’isolat Tal3 de T.
atroviride avait montré son efficacité in vitro et in vivo au laboratoire de mycologie du
département de botanique de ’ENSA contre plusieurs agents phytopathogenes (Renane, 2008;
Boureghda, 2009; Abdallah, 2010; Dane, 2012b; Djelailia, 2012; Nekache-Abdallah, 2013,
Koudri et Laraba, 2013b).

Ce travail est constitué de trois parties :

1. Etude de I’effet de la température sur la croissance in vitro des isolats de F. culmorum.
2. Etude pathologique des isolats de F. culmorum:
v' Evaluation de ’agressivité des isolats de F. culmorum sur la partie basale des
plants de blé par inoculation du sol.
v Evaluation de 1’agressivité des isolats de F. culmorum par 1I’inoculation des épis
au stade floraison.
3. Evaluation de I’activité antagoniste de Ta.13 a I’égard de F. culmorum selon deux
techniques:
v’ invitro: effet de Ta.13 sur la croissance mycélienne des isolats du pathogéne, par
la confrontation directe et la confrontation a distance.
v’ in vivo: évaluation de l’activité antagoniste de Ta.13 a travers I’étude de

I’influence des variétés du blé sur la protection contre la fusariose.

)
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I.1. Données sur la culture du blé

L.1.1. Apercu générale

Le blé est une plante annuelle, appartenant a la famille des Poaceae (Gramineae),
sous-famille des Poedae (Festucoidées) . Le blé dur et le blé tendre appartiennent au genre
Triticum. Le blé dur appartient au groupe des tétraploides, alors que le blé tendre au groupe

des hexaploides (Boulal et al., 2007).

Le blé, comme toutes les céréales, comporte un systéme racinaire pour assurer la
nutrition a partir du sol et un systeéme aérien qui permet les échanges plante-atmosphere. 1l se
reproduit par autofécondation, sans ouverture de la fleur (Naville, 2005). La tige (chaume) est
cylindrique, dressée, habituellement creuse et subdivisée en entre-nceuds, et mesure de 0,45 a
1,70 m. Le rachis ou I’axe de I’épi (I’'inflorescence du blé) porte de 15 a 25 épillets constitués
chacun de 3 a 4 fleurs. Le fruit est un caryopse ou fruit sec indéhiscent dont les parois sont
soudées a celles de la graine (Soltner, 2005). Concernant la germination du grain, il faut que
la température minimale soit de 3°C, alors que l'optimum étant de 27°C. 1l a besoin d'un
minimum de cent jours sans gel pour terminer son cycle, et un abaissement brutal de la

température se répercute sur le rendement (Gate, 1995).

I.1.2. Origine de la plante

I.1.2.1. Origine géographique

Des données archéologiques suggerent que le blé était cultivé dans le croissant fertile
(Liban, de Chypre, du Koweit, de la Palestine ainsi que des parties de la Jordanie, de I’Irak, de
I’Iran, de la Syrie, de I’Egypte et le sud Est de la Turquie) par I'hnomme néolithique, 5000 a
6000 ans avant J.-C. (Doré et Varoquaux, 2006). Khaldoun et al. (2006) considérait tout le
pourtour de la Méditerranée comme un centre d’origine secondaire (centre de différenciation)
du blé dur par un trés grand nombre de variétés appartenant pour le presque totalité aux
especes Triticum aestivum L. subsp. aestivum et Triticum turgidum L. subsp. durum

(Dest.)Husn (syn. Triticum durum Desf.)

La route la plus ancienne de diffusion des céréales vers les pays du Maghreb fut a partir de la

péninsule italienne et de la Sicile (Boulal et al., 2007).
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I.1.2.2. Origine génétique

L’origine génétique du blé est complexe et incompletement élucidée. D’ apres Henry et
Buyser (2001) cité par Kellil (2010), il y a 11.000 ans depuis la premiére apparition de la
culture du blé, au Moyen-Orient sans aucune hybridation. Les formes sauvages de diverses
especes seraient originaires du Proche et du Moyen-Orient, apres s’étre établie au Proche-

Orient.

Le blé tétraploide (28 chromosomes avec n = 14) est un amphiploide, qui résulte d’un
croissement spontané entre deux especes du blé diploide (entre le génome A et le génome B),
par la réunion de leurs chromosomes dans le méme cytoplasme. La domestication des
premiers blés (diploides et tétraploides) a commencé dés le 10°™ millénaire, avant J.-C. Elle
est passée par la disparition des caracteres primitifs, favorisant la dissémination des semences

(désarticulation des épillets et ténacité des glumes) (Cook et al., 1993).

Le croisement naturel entre le génome A, provenant de [’espece Triticum
monococcum, et le génome B, provenant d’un Aegilops (bicornis, speltoides, longissima ou
searssi), donne le blé dur sauvage (Feillet, 2000). Le blé tendre cultivé (AABBDD) résulte
aussi d’un croisement naturel, entre 7. furgidum ssp. dicoccum (AABB) et Aegilops

squarrosa (DD) (Grignac, 1978, 2009).

I.1. 3. La production du blé
1.1.3.1. Dans le monde

Le blé est la céréale la plus produite et la plus cultivée et consommée a travers le
monde, il s’adapte a tous les types de terrains et de climats. Il est aussi le plus complet en
valeur nutritive. En 2012, la production mondiale du blé atteignait les 691,5 millions de
tonnes, avec une consommation de 471.2 millions de tonnes. Les plus grands producteurs sont
I’Union Européen, les Etats—Unis, la Chine, I'Inde et la Russie représentant 66% de la

production mondiale (Terrones Gavira et Burny, 2012; FAO, 2013).

1.1.3.2. En Algérie

Les céréales constituent 1’aliment majeur de 1’alimentation du peuple algérien, avec

N

une production estimée a 50 millions de quintaux a environ 224 kg par habitant. Elles

)
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s’étalent sur une superficie de 2 a 3 millions d’hectares (MADR, 2013). Le blé s’étend sur une
superficie de plus de 2 millions d’hectares, ou le blé dur occupe 69,73%, avec un rendement
de 17,93Qx/ha (MADR, 2013). Malheureusement, la production de ces spéculations est en
dessous des besoins, qui sont comblés par les importations (Ait- Abdallah-Djennadi et al.,
2010). Les factures d’importation du blé tendre et dur ont atteint 1,87 million de tonnes dans

les quatre premiers mois de I’année 2013 (CNIS et I'APS, 2013).

I.2. Données sur la fusariose de 1’épi et la pourriture racinaire du blé

Selon Caron (1993), la pourriture racinaire et la fusariose de 1’épi sont deux maladies
différentes, causées par les mémes especes pathogenes. D’apres Agrios (2005), la fusariose de
I’épi est soit accompagnée ou précédée par la pourriture racinaire. Alors que Walker et
al.(2001) et Bateman (2005) ont considéré qu’il s’agit de la méme maladie causée par les
mémes especes et liée aux conditions climatiques qui favorisent le développement de I’une ou

de I’ autre.

I.2.1. Importance économique de la pourriture racinaire et de la fusariose de I’épi

La pourriture racinaire représente un sérieux probléme qui provoque de graves
dommages chroniques et occasionnels sur le blé et 1'orge. La diversité des agents
responsables de la maladie et la variabilit¢ de 1’agressivité de ces agents, ainsi que
I’augmentation de la capacité de conservation des résidus dans le sol et le labour profond,
favorisant I’accumulation de I’inoculum, empéchent la détermination de I’impact économique
de cette maladie (Smiley et al., 2005; Carver, 2009). La pourriture racinaire peut réduire le

rendement de plus de 30% (Murray et al., 2009).

La fusariose de I’épi représente une grande menace pour le blé, entrainant une
dépréciation de la qualité et de la quantité des graines. Les agents responsables peuvent
produire certains métabolites toxiques pour la santé de ’homme et I’animal (Goyarts et al.,
2007; Leplat et al., 2013). Economiquement, il est aussi difficile d’estimer ’effet de cette
maladie sur le rendement, ou la réduction du rendement des grains fusariés du blé change

d’une année a I’autre, atteignant jusqu’a 70% dans le monde entier (Prodi ef al., 2009).

)
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1.2.2. Les agents responsables

La pourriture racinaire et la fusariose de 1’épi sont associées a un complexe d’especes,
regroupant 3 genres de champignons: Fusarium, Cochiobolus et Microdochium (Liddel,

2003).

Les principales especes responsables de la fusariose de 1'épi et de la pourriture
racinaire dans la région méditerranéenne sont F. culmorum (W. G. Sm.) Sacc., F.
graminearum Schwabe (téleomorphe Gibberella zeae (Schwein.) Petch.) et F. avenaceum
(Fr.) Sacc. (téleomorphe Gibberella avenacea R.J. Cook). Les espéces moins fréquemment
isolés sont F. poae (Peck) Wollenweber, F. cerealis (Cooke) Sacc.( téléomorphe : Gibberella
pulicaris (Fr.) Sacc.), F. equiseti (Corda) Sacc.(téléomorphe : Gibberella intricans Wollenw),
F. sporotrichioides Sherb. et F. tricinctum (Corda) Sacc. ( téléomorphe : Gibberella tricincta
El-Gholl, McRitchie, Schoult. & Ridings. Certaines especes sont sporadiquement rencontrés
inclus F. semitectum Berk. et Ravenel (le nom courant :F. incarnatum (Desm.) Sacc.), F.
verticillioides (Sacc.) Nirenberg ( téléomorphe : Gibberella fujikuroi(Sawada) Wollenw) et
F. proliferatum (Matsush) Nirenberg ex Gerlach & Nirenberg (Laily, 2003; Kammoun et al.,
2010; Fakhfakh et al., 2011).

Plusieurs de ces espéces peuvent étre retrouvées ensemble, a 1’échelle de la région
géographique, de la parcelle et également selon les conditions climatiques ou elles forment le

complexe fusarien (Xu et Nicholson, 2009).

1.2.3. Les conditions favorables pour I’infection du blé
Les especes fongiques causales de la fusariose du blé différent d’une année a I’autre et
d’une région a I’autre, pratiquement selon le climat et la variété du blé (Parry et al., 1995b;

Scott et al., 1998).

L’incidence de la pourriture racinaire dépend de I’inoculum initial dans le sol ou dans
les résidus de culture, de la fertilisation a base d’azote, de la densité de la culture et des
conditions environnementales. La monoculture et/ ou la rotation par une autre culture
céréaliere augmente la densité de I'inoculum, et en conséquence la sévérité de la pourriture
racinaire. La propagation secondaire semble étre limitée dans des conditions de sécheresse,
mais la dispersion des conidies peut étre importante dans les conditions les plus humides
(Siou, 2013). La culture dense et un exceés en azote peuvent agir sur 1’indice foliaire et

I’augmentation du nombre des stomates et donc I’augmentation du degré de transpiration de

)
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la plante, en induisant le stress hydrique, et par conséquent augmente la sensibilité au

pathogene (Scherm et al., 2013).

L’attaque par la fusariose de 1’épi est favorisée par des conditions de pluie et
d’humidité qui surviennent pendant la période épiaison-floraison chez les céréales. La
quantité d’inoculum, la sensibilité du cultivar et les conditions environnementales peuvent
aussi agir sur la sévérité de la maladie, surtout en période reproductrice, et a des températures
situées entre 15 et 30°C et une humidité élevée, qui sont nécessaires surtout pour le

développement des spores au moment de 1’épiaison (Walter et al., 2009; Alvarez et al., 2010).

1.2.4. Taxonomie de F. culmorum

L’espece F. culmorum (W.G. Smith) Sacc. appartient au regne Fungi; le Phylum:
Ascomycota; sous-Phylum: Pezizomycotina; Classe: Sordariomycetes; sous-classe:
Hypocreomycetidae; ordre: Hypocreales; Famille de Nectriaceae; Genre: Fusarium (Scherm

etal., 2013).

I.2.5. Caracteres taxonomiques de F. culmorum

1.2.5.1. caracteres morphologiques

L’identification morphologique est basée sur la forme des macrocondies formées sur
les sporodochies, en milieu de culture. Elles sont relativement courtes, de taille de 30 — 50 um
x 5-7,5 um, trapues, hyalines, a paroi épaisse, faiblement arquées et généralement munies de
3 a 5 cloisons. La cellule apicale est arrondie et la cellule basale porte une échancrure ou une
entaille et pas nettement pédicellée. Les chlamydospores sont abondantes, lisses ou rugueuses,
globuleuses, terminales ou intercalaires, en chaines, en paires ou isolées. Elles sont formées
sur I'hyphe ou sur les macroconidies, celles qui naissent sur les macroconidies persistent plus
longtemps en plein champ. Les microcondies sont absentes. Les macroconidies naissent a
partir de monophialides sur des conidiophores ramifi€és ou a l’extréme a partir de
monophialides insérées directement sur le mycélium. Le mycélium sur PDA est floconneux,

de couleur blanchatre, jaunatre ou rougeatre (Kant, 2001; Leslie et Summerell, 2006; Scherm

etal., 2013).

1.2.5.2. caracteres moléculaires

L’identification moléculaire permet d'assigner une souche a une espece et d’éviter des

erreurs que 1’on peut détecter par 1’identification morphologique. Les méthodes moléculaires
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complémentaires utilisées pour identifier 1’espece F. culmorum sont basées sur la PCR
(Polymerase Chain Reaction) traditionnelle ou PCR en temps réel, qui se caractérisent par
leur simplicité, leur rapidité et leur extréme sensibilité (Edwards et al., 2002). La PCR en
temps réel est utilisée pour la détection et la quantification de I’agent pathogéne dans la
culture et dans les tissus des plantes naturellement infectés (Edwards et al., 2002; Scherm et

al., 2013).

1.2.6. Symptomatologie de la maladie sur le blé

1.2.6.1. Symptomes sur le pied (la pourriture racinaire)

La pourriture de la racine et du collet est une maladie transmise par le sol et la
semence. Elle infecte la racine, le collet et la base de la plante. Les premiers symptomes de la
maladie se traduisent par une décoloration ou un développement de 1ésions sur les parties
basales de la plante sensible, y compris le coléoptile, le collet, les entre nceuds, et les gaines
foliaires (Smiley et al., 2009). Les semences infectées pourrissent ou les plantules meurent
avant leur levée. Les plantules qui Iévent sont jaunes et rabougries; leur collet, leurs racines
ou la base de leur tige présentent une pourriture allant du brun au brun rouge(Fig.1A, Fig.1B).
La tige peut comporter des stries brunes ou rougeatres. Les 1ésions sont de forme et de taille
variables et n'ont pas de pourtours définis. La maladie peut aussi attaquer des plants agés, ce
qui cause une réduction du nombre ou de la taille des talles qui arrivent a maturité et qui

comportent des épis blancs et ratatinés (Fig.1C) (Saremi et al., 2011; Scherm et al, 2013).
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Figure 1. Symptomes de la pourriture racinaire sur le blé. A: brunissement sur la
base de la tige; B: coloration rose -rougeatre sur les nceuds de la base de la tige; C:

présence des épis blanc (desséchement avant maturité) (Scherm et al., 2013).
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1.2.6.2. Symptomes sur épi (la fusariose de 1I’épi)

Les symptomes de la fusariose sur les épis sont faciles a distinguer, par le
dessechement des épillets, prenant la couleur blanche et dont la base se couvre d’amas de
spores roses (Fig.2A, B, C, D). Le rachis est ensuite nécrosé et devient brun ou noir, parfois le
col de I’épi est attaqué, ce qui peut provoquer un dessechement du sommet ou de la totalité de
I’épi. Les grains produits dans les épillets fusariés sont souvent échaudés et recouverts d’un

mycélium rose ou blanc (Fig.2E), ou il existe souvent une accumulation des mycotoxines

(Trottet, 2007) ;

Figure 2. Symptomes de la fusariose de I’épi sur le blé. A: nécroses sur les épillets ; B :
nécroses et développement mycélien sur les épillets; C: épi présentant le symptome de
la fusariose (Siou, 2013); D: épillet présentant un amas de spores oranges (Agrios,
2005); E: comparaison entre des grains de blé sains (a gauche) et des grains infectés (a

droite) (West et al., 2012).
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1.2.7.Epidémiologie

L’initiation et la dissémination de la fusariose peut étre réalisé par deux sources: les
semences contaminées par du mycélium ou des spores; le sol avec ses deux niveaux: la partie
superficielle aérée ou I’espece de Fusarium mene une saprophytique, et la partie profonde
jusqu’a 50 cm plus asphyxiante. A cette profondeur, les chlamydospores peuvent subsister
jusqu’a quatre ans. Le mycélium peut tenir deux ans et la sporulation peut étre possible a tout
moment en fonction des conditions climatiques (Caron, 1993a). Le champignon survit entre
les saisons de récolte comme un saprophyte dans les débris végétaux infectés, en particulier
dans les tiges de mais et les résidus de céréales a paille sur lequel il sporule abondamment
pendant les conditions chaudes et humides (Timothy et al., 2010). La fusariose de I’épi du blé
est donc initiée par le dépdt de spores matures sur les €pis au moment de la floraison, et la

maladie se développe dans les conditions favorables (Fig.3) (Gary et al., 2007).




Synthése bibliographique

encourageant la
pourriture des
racines

Pourriture

hydrique

PRINTEMPS

Sources d'inoculum

Le champignon passe 'hiver sur
les chaumes, les débris, le semis

' E

Conidies
du collet ll Stries verticales brunes K

Noeuds brun

d'automne, les graminées et sous
forme de chlamydmpnms dans le

sol

Fusariose
de I’épi
Humidité a la floraison
v Infection des semences

Tiches brunes superficiclles (lésions) 1 AUTOMNE

Pré- et post-émergence

wyww

Fonte des semis

HIVER

Figure 3. Cycle biologique de la maladie sur céréale (d’apres Parry et al, 1995b).
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1.2.8. La diversité génétique de F. culmorum et la production des mycotoxines

Le stade parfait (téléomorphe) de F. culmorum n'est pas connu. La variabilité génétique
de F. culmorum dans différentes régions géographiques suggére que des échanges se
produisent ou se sont produits dans le passé (Mishra er al., 2003). Les études menées sur des
populations dans des régions géographiques restreintes ou méme dans un champs ont rapporté
une grande variabilité génétique alors que des différences modestes ont été détectées chez des
populations obtenus dans différentes régions climatiques (Gargouri et al., 2003 ; Nicholson et

al , 1993).

Un haut niveau de diversité génétique avait été récemment découvert chez les isolats de
F. culmorum en Turquie par IGS-RFLP (intergenic spacer restriction fragment length
polymorphism) confirmant ainsi la grande variabilité génétique associée avec la pourriture
racinaire (Cepni et al., 2012). Une étude phylogénétique menée avec plus de 100 isolats de F.
culmorum de I’ Australie, de I’Asie de 1’Ouest, de I’Afrique du Nord et de 1’Europe ont
montré 1’existence de trois a quatre groupes distincts. Toutefois aucune corrélation n’a été
trouvée entre ces groupes et leur origines géographiques a I’exception d’un groupe qui

comprenait les isolats de la méme zone (Obanor et al., 2010).

Des études moléculaires et chémotypiques des populations de F. culmorum ont
rapporté I’existence d’une corrélation relativement stricte entre la variabilité génétique de ces
populations et la production des mycotoxines. Cette relation est traduite par la variation de la
séquence d’ADN dans la région codante de la TRI8 du gene de biosynthese des
trichothécenes des Fusarium spp. , y compris le F. culmorum. Deux chémotypes ont été
décrits chez le F. culmorum : le chemotype I, qui produit le désoxynivalénol (DON) et / ou
ses dérivés acétylés (3 - ADON, 15 - ADON), et le chemotype II, qui produit le nivalénol
(NIV) et / ou fusarenone - X (FUS) (Alexander et al., 2011 ; Scherm et al., 2013). Selon
Tunali et al.(2006), il est difficile de mettre en évidence la relation entre la présence du
pathogeéne et ses toxines a cause de la complexité de I’induction de ce métabolite et

I’adaptation du pathogene .

1.2.9. Interaction hote-pathogeéne

F. culmorum reste viable sous forme de mycélium dans les résidus de culture laissés
sur la surface du sol, et peut survivre dans le sol pendant 2-4 ans sous forme de

chlamydospores. Lorsque la graine germe, le champignon pénétre par les 1ésions qui se
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forment pendant I'émergence de la racine primaire, puis progresse vers le chaume.
Alternativement, il pénétre a travers les stomates de la gaine de la feuille basale vers la tige.
La colonisation suit, d’abord, une voie apoplastique intercellulaire, entre les cellules de
I'épiderme et du cortex, ensuite, le champignon progresse d’une manicre intracellulaire dans
les symplastes pour achever la colonisation des tissus (Alexander et al., 2011; Scherm et al.,

2013).

L’infection de 1’épi se produit au moment de la floraison. Une fois les macroconidies
arrivent sur épi, elles germent rapidement et le champignon pénétre dans les tissus, soit
directement par les stomates, ou par 1I’ouverture du fleuron ou crevasses formées entre paléa et
lemme, puis progresse de manicre inter- et intracellulaire et atteint I'albumen dans les 12-24 h.
La bétaine et la choline, qui sont contenus dans les antheres, stimulent la croissance des tubes

germinatifs des conidies vers la surface de 1’épi (Scherm et al., 2013).

L’envahissement des tissus de 1’hdte par F. culmorum est réalisé par les CWDEs. Cet
envahissement induit les réponses de défense locales et systémiques de la plante par

I’épaississement de la paroi ou par le burst oxydatif (Scherm ez al., 2013).

Lors de I’infection, plusieurs composés de la plante sont impliqués dans I’interaction
plante-pathogene. Les cellules de la plante répondent par une réaction d’hypersensibilité par
la génération de formes réactives de l'oxygene (ROS), tels que H;O; et le superoxyde. Ce
dernier a une propriété oxydante qui module la biosynthése des trichothécénes, conduisant a

une expression accrue de génes TRI (Ponts ef al. , 2006).

La résistance efficace et persistante dans la plante hote peut étre induite par des
molécules de faible poids moléculaire capables de restreindre la croissance des champignons
dans les différentes couches des tissus ou par l'inhibition de la CWDEs fongiques. Dans le cas
du blé, par exemple, les inhibiteurs spécifiques de la xylanase sont TAXI, XIP, XI thaumatine
et les protéines inhibitrices des polygalacturonases (Polygalacturonase-Inhibiting Protein)

(Fierens et al., 2007).

Les trichothécénes produites par F. culmorum sont essentiels pour la propagation de la
maladie, en inhibant les mécanismes de défense activées par la plante. Mais, cette dernicre est
capable de transformer chimiquement ces métabolites par la dégradation ou la détoxification,
ou de réduire leur accumulation par inhibition de la biosynthése (Alabouvette et al., 2009;

Bollina et Kushalappa, 2011).
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1.2.10. Méthodes de lutte

La lutte contre la fusariose du blé est importante, non seulement pour réduire les pertes
du rendement mais aussi pour protéger ’homme et 1’animal des toxines produites par
plusieurs espéces responsables de la maladie. Actuellement, aucun moyen réellement efficace
n’existe pour controler totalement cette maladie, ou les mesures de controle demeurent dans
leur globalité d’ordre préventif. La combinaison entre différents moyens dans un programme
de lutte peut assurer une protection phytosanitaire performante (Jensen ef al., 1996). Diverses
mesures préventives et curatives sont recommandées pour réduire la quantité d’inoculum et de

bloquer la dispersion de la maladie.

D’apres McMullen et al. (2012), les stratégies les plus importantes pour controler la
fusariose du blé sont de limiter et d’éviter I’exposition de la plante aux spores, surtout au

moment de la reproduction. Pour cela plusieurs méthodes sont recommandées :
- Utilisation des variétés résistantes

Aucun des cultivars du blé disponibles n’est immunisé contre la fusariose, mais
des différences de réaction a la fusariose se produisent. Cependant, il existe cinq types de
résistance d’ou le type I et le type II sont les plus importants. La résistance type I peut
réduire le nombre d'infections initiales, elle est généralement mesurée par le nombre
d'épillets infectés suite a une inoculation par pulvérisation. La résistance de type II limite
la propagation du champignon dans les tissus infectés, et est mesurée par le nombre
d'épillets infectés a partir du site de 1'inoculation initiale (a proximité de 1’épillet inoculé).
D'autres types de résistance ou de tolérance ont également été reconnus dans certaines
lignées de blé, basé sur la capacité a résister a l'infection et a dégrader les mycotoxines ou

pour maintenir un rendement malgré la présence de la fusariose (McMullen et al., 2008).
- Larotation de culture

La rotation de culture n’est pas vraiment efficace, parce que 1’agent pathogene peut
persister dans le sol plusieurs années, mais elle permet de diminuer la quantité de 1’inoculum
dans les résidus de culture. Une étude faite sur 182 cultures de blé aux Etats-Unis, indique que
la rotation mais / blé accroit la charge de 1’inoculum, alors que cette derniere diminue lorsque

le blé est cultivé apres le trefle (Eudes, 1998).
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- Les pratiques culturales

L’utilisation des bonnes pratiques culturales par le travail du sol, le semis précoce et
non profond, les semences saines et la bonne fertilisation, aide a minimiser la conservation de

la maladie au sein des débris des céréales (Lauzon et al., 2007).

L’utilisation des plantes non hdtes comme culture intercalaire peuvent minimiser
I’attaque du blé par la maladie. Des producteurs de grains biologiques ont obtenu de bons
résultats, en semant du tréfle entre les rangs, 5 a 6 jours apres le semis de la céréale. Le trefle
empécherait les spores de Fusarium produites sur les résidus d’atteindre les épis (Pageau et

Filion, 2010; Vachon et al., 2011).
- Lutte chimique

Le traitement chimique des semences réduit la quantité d’inoculum transmis par les
graines et protege les semis de la fonte, mais n’empéche pas les infections qui surviennent
plus tard en saison. La réduction de la sévérité de la fusariose du blé peut atteindre 60% si les
fongicides sont appliqués sur €pi au moment de la floraison (McMullen et al., 2008). Selon
Regnault et Coord (2005), le traitement a I’aide d’un fongicide systémique des semences
permet de protéger la culture du blé de la maladie transmise par les graines et les épis. Les

fongicides utilisés contre la fusariose du blé sont représentés au niveau du tableau 1.

Tableau 1. Les fongicides les plus utilisés contre la fusariose du blé (McMullen et al., 2008)

Les matieres actives Noms des produits Efficacité contre la fusariose
Metconazole Caramba® Tres efficace

Propiconazole Tilt®, PropiMax® et autres Une faible efficacité
Prothioconazole Proline® Tres efficace

Folicur®, Orius®, Monsoon®, Moyennement efficace
Tebuconazole Embrace, EmbossTebuStar®,

Tergol® et autres

Prothioconazole + Tebuconazole | Prosaro Tres efficace

- La lutte biologique

La lutte biologique avec des antagonistes naturels s'appuie sur des mécanismes

différents, y compris le mycoparasitisme, la compétition, I’antibiose, 1'activité enzymatique, et
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la résistance induite. Elle constitue une stratégie efficace et respectueuse de 1'environnement

pour la gestion des maladies causées par les especes de Fusarium.

Certaines bactéries et champignons ont été identifiés comme agents antagonistes
contre la fusariose. Différentes espeéces de Pseudomonas, isolées a partir de la Rhizosphere
des céréales et a partir du sol, ont réduit 53 % de la maladie au niveau du blé et 91 % au
niveau de l'orge (Kant, 2001). Le prétraitement des semences du blé et de 1’orge contre la
fusariose par une combinaison entre Trichodema, Gliocladium, et des souches de Penicillium

a donné des résultats importants (Kant, 2001).

Récemment, un biofongicide a base de I’isolat ACM 941 du Clonostachys rosea (Link)
Schroers et al., est commercialisé pour son efficacité contre la fusariose du blé. Ce produit
montre une réduction de 91,6 % de la maladie et 64,8 % de la teneur en DON, en le

combinant avec le fongicide Folicur (AAC, 2013).

Le tableau 2 représente les principaux microorganismes utilisés dans la lutte contre la
pourriture racinaire et la fusariose de 1’épi.
Tableau 2. Les principaux agents de lutte biologique contre la fusariose de I'épi et la

pourriture racinaire (Scherm et al., 2013).

Agents antagonistes Maladies Méthodes d’applications
Bacillus mycoides,
B. subtilis
Streptomyces sp. La pourriture Enrobage des semences
Idriella bolleyi racinaire

Chaetomium sp.
Pseudomonas fluorescens
Pantoea agglomerans
Clonostachys rosea
Trichoderma harzianum

Alternaria alternata
Botrytis cinerea
Phoma betae La fusariose de I’épi Pulvérisation
Fusarium equiseti
Pseudomonas fluorescens

Trichoderma harzianum
Trichoderma atroviride

Trichoderma longibrachiatum Trichoderma La pourriture Enrobage des semences
gamsii racinaire ou
Clonostachys rosea Pulvérisation
Penicillium glabrum et la fusariose de

Certains champignons filamenteux et certaines I’épi

levures
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1.3.Généralités sur ’agent de lutte biologique Trichoderma spp.

Les especes du genre Trichoderma sont les agents de lutte biologique les plus utilisés,
non seulement contre les champignons telluriques mais aussi les champignons foliaires, les
virus et les bactéries (Harman, 2006). Ce genre de Trichoderma est présent dans le monde
entier, dans le sol et dans la matiére organique en décomposition. Il localise a proximité des
racines des plantes et les protége contre les maladies, par une attaque directe ou par
production de certaines substances toxiques pour 1’agent pathogeéne (Scheepens et Hoevers,

2007).

1.3.1.Taxonomie

Le genre Trichoderma a été décrit pour la premicre fois par Persoon en 1794, et en
1865, les freres Tulasne ont illustré le lien entre 7. viride et son stade sexué Hypocrea rufa.
Cependant, les différentes especes attribuées au genre Trichoderma (forme parfaite Hypocrea)
étaient difficiles a distinguer morphologiquement. En 1969, Rifai a reconnu neuf groupes
d’espeéces (T. aureoviride Rifai, T. hamatum (Bonord.) Bainier, T. harzianum Rifai, T.
koningii Oudemans, T. longibrachiatum Rifai, T. piluliferum Webster et Rifai, T. polysporum
(Link) Rifai, T. pseudokoningii Rifai et T. viride Pers (Schuster et Schmoll, 2010; Druzhinina
et al., 2006). Plus tard, Bissett (1991) a adopté une analyse plus compréhensive des caractéres
morphologiques du genre Trichoderma. 11 a élevé chaque espece agrégat au niveau de section,
et a décrit 27 especes, dont les caractéres morphologiques des espéces biologiques ne sont pas
continus. Il a aussi considére que la détermination des especes du genre Trichoderma ne peut
étre résolue sans une intégration des études morphologiques, moléculaires, et le cycle de vie
(holomorphe) du champignon. Récemment, I’ensemble de ces études a permis d’identifier 150
especes de Trichoderma (Samuels et al., 2012). L’analyse de la séquence des régions ITS
de ADNr a montrée que la section Trichoderma comprend trois especes économiquement tres
importantes : 1. atroviride, T. viride et T. koningii Oued. Ainsi que, I’espece T. asperellum
récemment distincts de 7. viride, et H. cf. muroiana Hino & Katumoto (Lieckfeldt ef al 2001 ;

Samuels et al 1998).

La forme parfaite de la plupart des especes de Trichoderma appartient au phylum
d’Ascomycota, sous phylum des Pezizomycotina, classe des Sordariomycetes, sous classe des

Hypocreomycetidae, 1’ordre des Hypocreales et la famille des Hypocreaceae (Jaklitsch,

<
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2008), mais certaines especes ont été rattachées au genre Podostroma P. Karst et Sarawakus

Lloyd (Samuels et al., 2002).

1.3.2.Description

Le genre Trichoderma est caractérisé par une vitesse de croissance rapide et une
sporulation abondante sur milieu de culture (Gams et Bissett, 1998). Il est facilement
reconnaissable en culture grace a la couleur généralement verte de ses spores (Dubos, 1986).
Ce genre est caractéris€é par des conidiophores fortement ramifiés selon une structure
pyramidale et se terminant par une ou plusieurs phialides. Ces dernieres peuvent étre
cylindriques ou subglobuleuses, solitaire ou regroupées en masse. Les conidies sont hyalines,
ellipsoides et lisses chez la plupart des especes ; les conidies globuleuses sont rares. Certaines
especes peuvent produire des chlamydospores globuleuses, qui sont intercalaires ou
terminales (Samuels et al., 2006). Le systeme de ramification du conidiophore est hautement
variable et dans certains cas peut ressembler superficiellement au genre Verticillium et

Gliocladium (Gams et Bissett, 1998) (Fig.4).
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A

Figure 4. Aspect microscopique de 7. atroviride P.Karst. (téléomorphe : Hypocrea

atroviridis Dodd, Lieckf.& Samuels), 1 et 2. Asques et ascospores, 3. Conidiophores,

4. Conidies, 5. Chlamydospores (Samuels et al., 2002; Dodd et al., 2003).

1.3.3. Les mécanismes d’action

L’agent antagoniste Trichoderma peut employer un ou plusieurs mécanismes pour

attaquer un agent pathogene (Caron, 2002; Guillaumin, 2005).

1.3.2.1. Mycoparasitisme

Harman et al. (2005) ont défini le mycoparasitisme comme parasitisme direct d’un
agent fongique par un autre. Ce mode d’action est trées complexe, et se déroule selon les

étapes suivantes:

E
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* Stimulation: Trichoderema n’émet pas ces hyphes vers 1’hdte qu’apres la sécrétion
d’une substance stimulatrice par ce dernier et ce phénomene est connu sous le nom de
chimiotactisme (Davet, 1996);

* Mycoparasitisme: Il implique une croissance de I'agent de lutte biologique dérigée
vers les champignons cibles. Les hyphes de Trichoderma spp. s’ attacheent aux hyphes
de l'agent pathogene (Davet, 1996);

* La lyse de la paroi cellulaire: C’est 1’étape essentielle du mycoparasitisme, qui peut
étre associée a la pénétration physique, accompagnée par une dégradation de la paroi
cellulaire du pathogeéne par des substances enzymatiques secrétées par Trichoderma,
dont les plus importantes sont les chitinases et (1,3) glucanases (Vidhasekaran, 2004,

Harman et al., 2012).

1.3.2.2. Compétition

L’un des avantages de I’utilisation de plusieurs espeéces de Trichoderma est leur
grande versatilité métabolique, qui leur permet d’utiliser des substrats a base de nitrogeéne et
de carbone. Cette capacité permet aussi a ces champignons d’inhiber la croissance et la
prolifération des autres microorganismes compétitifs (Howell, 2003). Par ailleurs, les especes
de Trichoderma posseédent des transporteurs membranaires a haute affinité, qui leur permet
d’assimiler les éléments nutritifs a trés faible concentration, et cela s'est avéré étre un

mécanisme de lutte biologique efficace (Delgado-Jarana et al ., 2003).

1.3.2.3. Antibiose

L’antibiose est I’un des mécanismes utilisés par les espéces de Trichoderma contre
d’autres microorganismes. Il s’agit d’une sécrétion des substances antibiotiques a faibles
poids moléculaire par Trichoderma, pour inhiber la croissance et la prolifération des agents
phytopathogenes. Parmi ces substances plusieurs ont été identifiées: gliotoxine, gliovirine,

acide harzianique et plusieurs types de peptaibols (Howell, 2003; Suty, 2010).

1.3.3. Action indirecte de Trichoderma sur la plante

En plus de son effet reconnu comme agent de lutte contre plusieurs maladies et

ennemis attaquant les cultures, les Trichoderma spp. ont d’autres effets sur la plante.

Elles peuvent induire la résistance systémique ou localisé, par la colonisation directe

ou indirecte des racines, permettant a la plante de produire des phytoalexines, des
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flavonoides et des tetrapeniodes et d’autres substances anti-microbiales, ou Trichoderma spp.

est généralement résistant a ces substances (Harman et al., 2005).

Trichoderma est parmi les champignons qui forment avec les racines un pont de
transfert des minéraux et des éléments nutritifs du sol vers la plante, en augmentant sa
capacité nutritionnelle (Harman et al., 2005, Yedidia et al, 2000). Ce champignon intervient
aussi dans la solubilisation de certains nutriments insolubles et des éléments non absorbés
existants dans le sol, comme le phosphore, le fer, le cuivre, le zinc, et la manganese (Altomer

et al., 1996).

Certaines études montrent que les espeéces de Trichoderma stimulent la croissance et
la photosynthése des plantes, en augmentant aussi leur vigueur et leur productivité (Vurro et
Gressel, 2006). Cet agent tellurique possede la capacité de dégrader certaines substances,
comme les chlorophénoles, les polysaccharides et les pesticides synthétiques (Vurro et

Gressel, 2006).
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I1.1. Matériel

I1.1. 1. Matériel végétal
Sept génotypes de blé les plus cultivés en Algérie (ITGC d’oued semar) ont été utilisés
durant I’essai expérimental. Les renseignements de ces variétés sont répertoriés dans le

tableau 3.

Tableau 3. Les variétés du bl€ dur et blé tendre utilisées

Génotypes Origines

Vitron Espagne

Waha Syrie (ICARDA).
Blé dur

Boussellem ICARDA, CIMMYT

GTA CIMMYT(Mexique)

ARZ CIMMYT(Mexique)
BIé tendre

Ain Abid Espagne

Hiddab1220 CIMMYT(Mexique)

I1.1.2.Matériel fongique

I1.1.2.1.Agent pathogene

Dans cette étude, 21 isolats de F. culmorum sont utilisés. Ces isolats ont été obtenus et
identifiés précédemment. Ils sont conservés au laboratoire de mycologie de I’ENSA en tubes

inclinés contenant le milieu PDA a 4°C.

Les informations sur les origines des isolats sont mentionnées dans le tableau 4.

&
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Tableau 4 . Isolats de Fusarium culmorum utilisés

Les codes des isolats de .
. eulmorum Origines Organes d’isolement d’;:(l)ll:fl‘le:nt
FC.01.07 ITGC(Oued smar) Epi blé dur (Vitron) 2007
FC.02.07 ITGC(Oued smar) Epi blé dur (G1Chen’s) 2007
FC.01.08 ITGC(Oued smar) Collet du blé dur (Vitron) | 2008
FC.02.08 ENSA Epi blé dur 2008
FC.01.11 Aghouat (Assafia) Collet blé dur 2011
FC.02.11 Ferme Ben Alia (Afroune) | Collet blé dur 2011
FC.03.11 Ferme Ben Alia (Afroune) | Racine blé tendre (Anza) | 2011
FC.04.11 Ferme Ben Alia (Afroune) | Collet blé tendre (Anza) 2011
FC.05.11 Ferme Ben Alia (Afroune) | Collet blé tendre (Anza) 2011
FC.06.11 Ferme Ben Alia (Afroune) | Collet blé dur (Waha) 2011
FC.07.11 ITGC(Oued smar) Collet blé dur (Vitron) 2011
FC.08.11 ITGC(Oued smar) Collet blé dur (Vitron) 2011
FC.09.11 ITGC(Oued smar) Epi blé dur (Vitron) 2011
FC.10.11 ITGC(Oued smar) Epi blé dur (Vitron) 2011
FC.11.11 Issers (Boumerdes) Racine blé dur (vitron) 2011
FC.12.11 Issers (Boumerdes) Racine blé dur (Vitron) 2011
FC.13.11 Issers (Boumerdes) Racine blé dur (Vitron) 2011
FC.14.11 Issers (Boumerdes) Racine blé dur (Vitron) 2011
FC.15.11 Issers (Boumerdes) Racine blé dur (Vitron) 2011
FC.16.11 Setif Racine blé dur (Vitron) 2011
FC.17.11 ENSA Racine blé dur (Vitron) 2011

*
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I1.1.2.2. L.’agent de lutte biologique

L’isolat utilisé pour I’essai de lutte biologique in vitro et in vivo est Tal3 de T.
atroviride, obtenu a partir d’une collection de Trichoderma (Boureghda, 2009), basant sur
son efficacité marquée contre la fusariose du blé dans plusieurs travaux précédents (Renane,
2008; Boureghda, 2009; Abdallah, 2010; Dane, 2012b; Djelailia, 2012; Nekache-Abdallah,
2013, Koudri et Laraba, 2013b).

I1.2.Méthodes

I1.2.1.Etude de D’effet de la température sur le taux de la croissance mycélienne des

isolats de F. culmorum

Le but de cette étude est de déterminer I’effet de la température sur le taux de la
croissance mycélienne de chaque isolat, ainsi que la température optimale de la croissance,
selon le protocole établi par Brennan et al. (2005). L’effet de la température est évalué a 15,
20, 25, 30 et 35°C. Des boites de Pétri contenant le milieu PDA sont inoculées au centre par
des disques gélosés de 6 mm de diametre d’une culture agée de 7 jours des 21 isolats du
pathogene a raison de 4 répétitions pour chaque isolat. Ces boites sont incubées a 1’obscurité

pendant 4 jours. Des mesures du diametre des colonies sont effectuées chaque 24h.

I1.2.2.Etude pathologique des isolats de F. culmorum

L’étude in vivo de I’agressivité des isolats de F. culmorum est réalisée selon deux

méthodes:

- Inoculation du sol par les isolats, pour évaluer leur effet sur la partie basale des
plants du blé (racine et collet).
- Inoculation des épis des plants du blé, au moment de la floraison, pour évaluer

leur effet sur 1’épi.

I1.2.2.1.Etude de la pathogénicité de F. culmorum sur la partie basale du blé

La technique utilisée est celle décrite par Khalifa (2006). Des flacons contenant 54 g
d’orge et 22ml d’eau distillée sont autoclavés a 120°C pendant 20 minutes. Apres

autoclavage, ces flacons sont inoculés par 5 explants de 6 mm de diamétre de F. culmorum, a
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partir de culture agée de 7 jours, puis ils sont incubés a 25°C pendant 15 jours, afin de
permettre un bon développement de 1’agent pathogene. Le sol utilisé pour le semis a été
stérilis€ a 105 °C pendant 24 h dans I’étuve, puis réparti dans des pots de Y litre de volume,
a raison de 2/3 de terre et 1/3 de terreau par pot. Les graines de blé préalablement
désinfectées, ont été€ semées a raison de 5 graines par pot, et sont couvertes avec une couche
de I’'inoculum de 2,5 g a une distance de 2 cm au-dessus des graines, ensuite sont recouvertes

par une couche du sol (Fig.5).

Pour chaque isolat de F. culmorum, 3 répétitions sont réalisées y compris pour le

témoin, chaque répétition comporte 2 pots (Fig.6).
v" Notation de I’indice de la maladie

La notation des résultats a été faite 30 jours apres I’inoculation. L’indice de sévérité
de la maladie est déterminé par des degrés de la maladie estimé d’apres 1’échelle de notation

de 0 a 3 degré selon la formule:

IM = (0x FO + 1x F1 + 2 xXF2 + 3 XF3) / N.

Ou:

IM: Indice de la maladie.

F: Nombre de plants pour chaque degré dans 1’échelle de notation de 0 a 3.
N: Nombre total de plants utilisés.

0: absence symptome.

1: Noircissement ou brunissement de 1-25% de la surface du collet.

2: Noircissement ou brunissement de 26-50% de la surface du collet.

3:Noircissement ou brunissement de plus de 50% de la surface du collet.

&
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Sol

Inoculum 4 base d’orge —_» 'm'

Couche dusol —»F
Grains de blé — > i
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Figure 5. Schéma montrant la technique d’inoculation du pathogéne sur la partie basale du blé

E
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Figure 6. Schéma du dispositif expérimental du test de I’agressivité de F. culmorum sur la

partie basale du blé
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I1.2.2.2. Etude de la pathogénicité de F. culmorum sur 1’épi du blé

v Description de la parcelle d’étude

L’essai de I’agressivité des isolats de F. culmorum sur les épis du blé a été réalisé en
plein champ a ’ENSA. La parcelle d’étude a été préparée selon un dispositif expérimentale
«Bloc aléatoire complet», 2 trois répétitions. Cette parcelle s’étale sur une surface de 195m”.
L’espace entre deux blocs est de 1 m, mais celui des micro-parcelles du méme bloc est de 0.8
m (Fig.7). Le semis des graines de la variété Vitron du blé avait été réalisé au début de mois

de janvier 2013, a raison de 300 graines par micro-parcelle.

L’essai a été suivi quotidiennement, comme programme de fertilisation, une fumure de
fond (NPK) avec une quantité de 300 Kg/ha (N :45 ; P :45 ; K :45) a été ajoutée juste apres le
semis. Aprés un mois du semis (au stade de 3 feuilles), une quantité de 100 kg/ha de 1’urée
(46 :0:0) a été ajoutée a la culture (46 unités). Le désherbage a été fait manuellement. Un
traitement par un insecticide avait été réalisé avant la récolte des épis du blé contre une

attaque de fourmis.
v Inoculation des épis par les isolats de F. culmorum

La contamination artificielle a été faite selon la technique décrite par Michel (2001),
qui consiste a pulvériser des suspensions de spores a I’aide d’un pulvérisateur manuelle,
directement sur les épis apres leur humidification, au moment de la floraison, quand 50% des
étamines sont sorties (Fig.8). Les suspensions de spores sont préparées a partir d’une culture
agée de 7 jours de chaque isolat. La concentration de spores est ajustée a 106spores/m1, a

raison de 200 ml pour chaque micro-parcelle a inoculer.

Un suivi avait été réalisé par une observation quotidienne du développement des
symptomes sur les épis. L’évaluation de 1’agressivité des isolats de F. culmorum a été réalisée

apres trois semaines de I’inoculation, selon une échelle de notation allant de 1 a 9 (Tableau 5).
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Tableau 5. Echelle de notation utilisée pour I’évaluation de la sévérité de la fusariose de 1’épi

(Michel, 2001)

Note % surface de I’épi infectée Symptomes
1 0 pas de symptomes
2 2,5 quelques symptomes
3 10 1/10 de I’épi couvert de symptomes
4 25 1/4 de I’épi couvert de symptomes
5 50 1/2 de I’épi couvert de symptomes
6 75 1/4 de I’épi exempt de symptomes
7 90 1/10 de I’épi exempt de symptomes
8 97,5 Peu d’épillets d’un épi ne sont pas infectés
9 100 L’épi completement couverts de symptomes

.
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80 cm

Figure 7. Schéma du dispositif expérimental de 1’étude de 1’agressivité de F. culmorum sur

épi.
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Figure 8. L’inoculation artificielle des épis du blé par les isolats de F. culmorum: a. semis;

b. stade de montaison; c. sortie des étamines; d. inoculation manuelle des épis.

I1.2.3. Etude in vitro de I’effet antagoniste de T. atroviride vis-a-vis de F. culmorum

L’étude in vitro de I'effet de I'isolat Tal3 de T. atroviride sur la croissance de 3
isolats de F. culmorum (FC.04.11; FC.13.11; FC.09.11), a été réalisée selon deux méthodes
(confrontation directe et confrontation indirecte). Les isolats ont été présélectionnés selon
leur degré d’agressivité (faiblement, moyennement et hautement agressif) en se basant sur les

résultats relatifs au test de pathogénicité sur le collet,

11.2.3.1.Confrontation directe

La technique utilisée est celle décrite par Benhamou et Chet (1996). Elle consiste a
placer suivant un axe diamétral a 5 cm et a équidistance du centre de la méme boite de Pétri
contenant le milieu PDA, deux explants mycéliens de 6 mm de diametre, prélevés a partir des
cultures agées de 7 jours de I’antagoniste et de 1’agent pathogene. Des boites témoins ne

contenant que I’agent pathogeéne sont également réalisées (Fig.8). L’ensemble est incubé a
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25°C a I’obscurité. Des notations, concernant 1’inhibition et 1’envahissement de la croissance
mycélienne des isolats du pathogene par 1’antagoniste, sont effectuées apres 7 jours

d’incubation.

I1.2.3.2. Confrontation indirecte (a distance)

Cette méthode consiste a repiquer 1’antagoniste et le pathogéne dans deux boites
séparées ; par la suite, un assemblage est réalisé par superposition des deux boites, ou I’agent
antagoniste (Tal3) est en bas et le pathogene est en haut (Fig.9). La jonction entre les deux
boites est assurée par un parafilm afin d’éviter toute perte des substances volatiles. Le témoin
est formé par une superposition de deux boites, celle du haut contenant un explant de F.
culmorum, alors que celle du bas ne contient que le milieu PDA. Les boites sont incubées a
25°C a I’obscurité pendant 4 jours, et les notations sont effectuées apres 4 jours (Daami-

Remadi et E1 Mahjoub, 2001).

v" Notation des résultats

L’évaluation de I’inhibition exercée par T. atroviride des deux méthodes est estimée
par le calcul du pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne, selon la formule

suivante:

I (%) = (1- Cn/Co) x 100

Ou:

Cn: le diamétre moyen des colonies en présence de 1’antagoniste

Co: le diamétre moyen des colonies témoins.
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Figure 9. Schéma montrant la technique de la confrontation directe (A) et la confrontation

indirecte (B) de 1’agent pathogene et I’antagoniste.

I1.2.3.2. Etude in vivo de ’effet génotype du blé sur D’efficacité de 7. atroviride

Cette étude a pour but d’évaluer I'effet de 7 génotypes de blé sur I’efficacité de
I’agent antagoniste Tal3 de T. atroviride dans la protection contre la fusariose. L’apport de
I’agent antagoniste se fait par traitement de la semence suivant la technique décrite par
Harman et al. (1989), les graines de blé préalablement désinfectées sont traitées pendant 2 h
par une suspension de spore d’une concentration de 107 a 108 spores/ml de T. atroviride a
raison de Iml/ 4g de blé. Ces semences sont semées dans des pots contenant du sol stérile, a
raison de 5 graines par pot. Ces dernieres sont couvertes par une couche de 2.5g d’inoculum a
base d’orge contaminé par FC.09.11 (isolat le plus agressif sur le collet du blé), a une distance

de 2cm au-dessus des graines, ensuite sont recouvertes par du sol.

Le dispositif est constitué de :

* Pots contenant des graines de chaque variété de blé traitées par Tal3 et semées
dans un sol inoculé par I’agent pathogéne.
e Témoin (+) : Des graines de blé non traitées par 1’agent antagoniste et semées

dans un sol inoculé par le pathogene.

-
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e Témoin (-): Des graines de blé non traitées par I’agent antagoniste et semées

dans un sol non inoculé par le pathogene.

Pour chaque traitement, 3 répétitions ont été réalisées. Chaque répétition comporte 2 pots

selon le dispositif expérimental représente au niveau dans la figure.10.

Variétés de blé dur Variétés de blé tendre

Vitron Waha Boussellem | GTA ARZ Ain Hiddab

Abid 1220
/| |\ S NSNS

/| |\ I\ ]\
Graines traitées par U U U \_/ \_/ \_/ \_/ R2

T.atroviride U U U \_/ \_/ \_/ \_/
AR RwAEEwiiwiRwihwi N

/| /| |\
/| | S A WA e

/| ]\ I\ S
Témoin (--) U U U \_/ \_/ \_/ \_/ R2

| | S /| |\
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wARWIRwWARwARWAR W WA

ANE/Z NV e N2 I N I NV B NV B N/

Figure 10. Schéma du dispositif expérimental de I’effet du génotype du blé sur I’efficacité de T.

atroviride.




Matériel et méthodes

v Analyse statistique

Tous les résultats obtenus dans cette étude sont interprétés aprés une analyse de la
variance a un seul facteur par I’utilisation du logiciel STATISTICA version 6. Le classement

des isolats pour les parametres étudiés a été fait par le biais du test LSD de Fisher au seuil de
5%.

Les corrélations entre les différents parametres étudi€s sont déterminées par le calcul

du coefficient de corrélation de Pearson par I’utilisation du méme logiciel.
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II1.1.Effet de la température sur la croissance mycélienne des isolats de F. culmorum

Apres I’incubation des 21 isolats de F. culmorum a cinq températures différentes (15,
20, 25, 30 et35°C), des mesures des diamétres des colonies, au bout du 4ome jour, ont permis
de montrer I’optimum de croissance de chaque isolat. Les résultats obtenus (Tableau6, Fig.11,
Fig.12, Fig.13, Fig.14 et Fig.15, Fig.16) montrent que I’optimum de croissance est situé a 25°
pour les isolats : FC.01.07, FC.01.08, FC.01.11, FC02.11, FC03.11, FC04.11, FC.06.11,
FCO07.11, FC08.11, FC09.11 FC.15.11 et a 30°C pour les isolats : FC.02.07, FC.02.08,
FC.05.11, FC.10.11, FC.11.11, FC.12.11, FC.13.11, FC.14.11, FC.16.11 et FC.17.11. La
variabilité du taux de la croissance mycélienne des isolats est remarquable d’une température
a ’autre. FC.13.11 était le plus rapide a 15°C, avec un diametre de 28,25, mm au bout du 4ome
jour d’incubation. Alors qu’a 20°C c’est I'isolat FC.07.11 qui a montré le taux de croissance
le plus élevé, avec un diametre de 67 mm. Tandis qu’a 25°C c’est I’isolat FC.08.11 qui s’est
montré le plus rapide (85 mm). A 30°C, I’isolat FC.09.11 a montré le taux de croissance le
plus élevé, avec un diametre de 80 mm. Une absence de la croissance mycélienne a été notée
a 35°C a I’exception des isolats FC.01.07, FC.02.07, FC.01.11, FC.16.11 et FC.17.11 qui ont
montré une trés faible croissance. La croissance mycélienne de tous les isolats étudiés

augmente entre 15 et 25°C et diminue entre 30 et 35°C.

L’analyse de la variance du diamétre moyen de la croissance mycélienne des isolats de
F. culmorum a montré I’existence d’une différence trés hautement significative, d’une part,
entre la croissance mycélienne des isolats pour la méme température et d’autre part pour les

différentes températures d’incubation (Annexe 1).

.
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Tableau 6. Diamétre moyen (mm) des isolats de F. culmorum aprés 4 jours d’incubation.

Isolats 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
FC.01.07 12a 46,5cde 48,5ab 40,5a 2,25de
FC.02.07 16abe 37bed 67,5dc 77,5bc 2,45¢
FC.01.08 12a 48,5def 84,5¢ 78,5fg 1.9¢cde
FC.02.08 15,5abc 37bc 77,5de 78fg 0,15a
FC.01.11 18bcd 61,5gh 78de TTtg 3,55¢
FC.02.11 19,5b 56e 81,5¢ 76ef 0,55ab
FC.03.11 13,5ab 60,5¢gh 77,5de 68,5bcd 0,01a
FC.04.11 12,5a 58,5fgh 84,5¢ 78fg 1,35bcd
FC.05.11 15,5abce I1a 66,5¢d 77,5 be 0,3a
FC.06.11 19cd 54,5defg 77,5de 73def 0,75ab
FC.07.11 21,5d 67h 82° 78fg Oa
FC.08.11 22,5de 61,5gh 85¢ 72,5def 0,35ab
FC.09.11 19cd 51,5defg 81,5¢ 80 ag 2,1de
FC.10.11 15,5abe 37,5bc 64,5¢ 66bc labc
FC.11.11 19,5¢d 35,5b 45,5a 46a Oa
FC.12.11 28f 46,5bcde 68,5¢cd TTtg 2cde
FC.13.11 28,25¢f 46cde 58,5b¢ 64bc Oa
FC.14.11 19,25¢d 47,5cde 59,5bc 79,5¢ 0,11a
FC.15.11 26,75ef 46,5cde 66,5cd 63b 0,11a
FC.16.11 27ef 45,5bcde 69,5cd 70cde 2,6ef
FC.17.11 28,15¢ 46bcde 69,5cd 75,5ef 2,2de

Les valeurs qui sont suivies de la méme lettre ne sont pas statistiquement différentes selon le test de LSD de

Fisher au seuil de 5%.
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Figure 11. Diametre moyen des colonies des isolats de F. culmorum aprés 4 jours d’incubation a 15, 20, 25, 30 et 35°C.
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Figure 12.Aspect des colonies des isolats de F. culmorum apres 4 jours d’incubation a15°C.

40




Résultats et discussion
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Figure 13. Aspect des colonies des isolats de F. culmorum aprées 4 jours d’incubation a 20°C
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Figure 14. Aspect des colonies des isolats de F. culmorum apres 4 jours d’incubation a 25°C
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Figure 15. Aspect des colonies des isolats de F. culmorum apres 4 jours d’incubation a 30°C
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Figure 16. Aspect des colonies des isolats de F. culmorum apres 4 jours d’incubation a 35°C
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II1.2. Etude de I’agressivité des isolats de F. culmorum

III. 2.1.Etude de I’agressivité des isolats de F. culmorum sur la partie basale

Afin d’évaluer I’agressivité des isolats de F. culmorum sur la partie basale du blé, un
suivi quotidien est réalisé pendant 30 jours apres le semis, et des notations ont été faites, selon

une échelle de 0 a 3, apres 1’arrachage des plants de blé (Fig.17).

La premiére apparition des symptomes a été observée le 10°™ jour aprés le semis, par
des petites nécroses et un noircissement ou brunissement au niveau du collet, pour un nombre
limité de plants de blé. Avec le temps, la taille des nécroses évolue et le nombre des plants
atteint augmente aussi. Les plants du témoin n’ont présenté aucun symptdme, durant toute la

période de I’essai (Fig.18).

30 jours apres le semis, les plants sont arrachés, les symptomes observés sont des
nécroses au niveau du collet, parfois couvertes par du mycélium blanc. Les racines des plants
infectés sont rétrécies et treés fines et facile a détacher par rapport aux racines des plants

témoins (Fig.19).

L’analyse de la variance des indices d’attaque montre qu’il existe une différence tres
hautement significative entre 1’agressivité des isolats (Annexe 2). L’isolat le plus agressif est
FC.09.11, isol€ a partir de I’épi, avec un indice de maladie de 1,8, suivi par I’isolat FC.08.11
isolé a partir du collet, avec un indice de 1,63, alors que I’isolat le moins agressif est FC.04.11

obtenu a partir de I’épi, avec un indice de 0,46 (Tableau 7, Fig.20).

=
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Figure 17. Echelle de notation de 0 a 3 degré sur le collet, 0 : absence de symptdmes,
1: noircissement ou brunissement de 1 a 25% du collet, 2: noircissement ou
brunissement de 26 a 50% du collet, 3: noircissement ou brunissement du collet de plus

de 50%.

Figure 18. Comparaison entre les plants témoins (A) et les plants présentant des

symptdmes de la pourriture racinaire (B) , au cours de ’essai.
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Mycélium blanc

sur la tige

Figure 19.Comparaison entre le t€émoin sain (a) et des plants présentant les symptomes

de la pourriture racinaire (b, c et d).
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Tableau 7. Indice de maladie des différents isolats de F. culmorum sur le collet du blé.

Isolats Indice de la maladie | Pourcentage de la maladie
sur collet (%)
FC.01.07 (épi) 0,7ab 23,37
FC.02.07 (épi) 0,96 abc 32,22
FC.01.08 (collet) 0,76 25,65
FC.02.08 (épi) 0,77ab 25,93
FC.01.11 (collet) 1,25 bede 41,98
FC.02.11 (collet) 1,6 de 53,64
FC.03.11 (racine) 1,14 bed 38,00
FC.04.11 (collet) 0,46 a 15,62
FC.05.11 (collet) 1,45 cde 48,55
FC.06.11 (collet) 1,28 bede 42,67
FC.07.11 (collet) 1,19 bede 39,83
FC.08.11 (collet) 1,63 de 54.45
FC.09.11 (épi) 1.8¢ 59,84
FC.10.11 (épi) 0,5a 16,67
FC.11.11 (racine) 0,7 ab 23.61
FC.12.11 (racine) 1,15 bed 38,52
FC.13.11 (racine) 1 abcd 33,47
FC.14.11 (racine) 1,53 cde 51,30
FC.15.11 (racine) 1,2 bede 40,28
FC.16.11 (racine) 1,26 bede 42.20
FC.17.11 (racine) 0,75 ab 25,31

Les valeurs qui sont suivies de la méme lettre ne sont pas statistiquement différentes selon le test de LSD de

Fisher au seuil de 5%.

¢



Résultats et discussion

Indice de la maladie

18
16
14

I

1,2

I

08
06
0,4
02

I

G EE L EEEEEEEEEEEEE Q‘"P ¢

&

A I T T T T T T T T T T Y
NPT U S A S e AT P P T PN S R e S A
PSS LN S Al S SN T AN

Isolats

Figure 20. Indice de la maladie des isolats de F. culmorum sur la partie basale

| I
N Wy
YA
& 3

E



Résultats et discussion

II1. 2.2. Etude de I’agressivité des isolats de F. culmorum sur épi

L’apparition des symptomes avait été notée 8 jours apres 1’inoculation des épis par
I’agent pathogeéne pour toutes les micro-parcelles, par des petites nécroses ou décoloration de
certains épillets. Apres quelques jours, les symptdmes ont évolué a un desseéchement partiel
ou complet de I’épi (Fig.24). Les symptdmes observés aussi sont une présence des amas de
spores oranges et des taches sur certains épillets (Fig.21 e, f). Le col de 1’épi a été touché par
la maladie (Fig.21g). Le battage a la main de certains épis, avant leur desseéchement, montre
une différence entre les grains fusariés et les grains sains. Les graines non fusariées gardent
leur couleur verte et leur aspect gorgé d’eau, alors que les graines fusariées se dessechent et se
momifient, parfois sont couvertes par un mycélium blanc (Fig.22). Durant 1’essai, aucune

attaque n’a été observée sur le témoin qui est resté vert (Fig.23).

Trois semaines aprés 1’inoculation, un échantillon de 25 épis est prélevé au hasard a
partir de chaque micro-parcelle pour estimer le pourcentage des épillets fusariés en utilisant
I’échelle de notation de 1 a 9 pour calculer I'indice de maladie de chaque isolat de F.

culmorum (Fig.24).

L’analyse de la variance des indices de maladie montre qu’il existe une différence tres
hautement significative entre les isolats (Annexe 3). L’isolat le plus agressif est FC.09.11
(épi), avec un indice moyen de 7,88, suivi par FC.05.11, avec un indice de 7,37, tandis que les
isolats les moins agressifs sont FC.02.07, FC.10.11 et FC.08.11, avec des indices d’attaque de
2,08; 2,25; et 2,96 respectivement (Tableau 8, Fig.25).

Ces résultats laissent suggérer que tous les isolats causent la maladie, avec une
différence trés hautement significative entre eux. La nature de I’origine végétale (Epi, collet

ou racine) n’influe pas sur le degré de la maladie qui varie entre 13,7 et 60,9 %.

:
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Figure 21.Symptomes observés sur les épis inoculés par les isolats de F. culmorum. a :
début d’attaque par un dessechement de deux épillets, b : début d’attaque présentant un
brunissement de certains épillets avec un contour violacé, ¢ et d: attaque diffusé sur
I’épi, e: amas de spores oranges sur plusieurs épillets, f: des taches brunes sur les

épillets et les barbes, g : décoloration du col de I’épi.
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Figure 22. Comparaison entre des grains fusariés a droite et des grains sains a gauche

du méme épi, avant leur desséchement.

Figure 23. Epis témoin sains, apres 20 jours d’inoculation

.
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0% 2.5% 10% 25% 50% 75% 90% 97.5% 100%

Figure 24. L’échelle de notation de 1 a 9 de la fusariose de 1’épi.

Figure 25. Epis inoculés par F. culmorum, apres 20 jours d’inoculation.
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Tableau 8. Indice moyen de la maladie de différents isolats de F. culmorum sur épi du blé.

Isolats M Pourcentage de la maladie sur épi
(%)
FC.01.07 4,44 cde 49,33
FC.02.07 2,08 a 23,11
FC.01.08 3,28 abed 36,44
FC.02.08 3,43 abcde 38,11
FC.01.11 4,48 cde 49,78
FC.02.11 66,33
FC.03.11 6,6 ge 73,33
FC.04.11 3,82 abcde 42,44
FC.05.11 737 81,89
FC.06.11 4,49 de 49,89
FC.07.11 3,14 abed 34,89
FC.08.11 2,96 ab 32,89
FC.09.11 7,88 ¢ 87,56
FC.10.11 2,25a 25,00
FC.11.11 4,8 ef 53,33
FC.12.11 3,78 abcde 42,00
FC.13.11 3,19 abed 35,44
FC.14.11 4,08 abcde 45,33
FC.15.11 3,1 abe 34,44
FC.16.11 4,4 cde 48,89
FC.17.11 4,17 abede 46,33

Les valeurs qui sont suivies de la méme lettre ne sont pas statistiquement différentes selon le test de LSD de

Fisher au seuil de 5%.
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Figure 26. Indice de la maladie des isolats de F. culmorum sur épi
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II1. 2.2.2.Effet des isolats de F. culmorum sur le poids de mille graines

Un échantillonnage de 25 épis prélevés au hasard de chaque microparcelle inoculé et
25 épis prélevés du témoin est réalisé. Le battage a été réalis€ a 1’aide d’une batteuse
électrique a faible ventilation pour éviter la perte des graines fusariées. Il existe une différence
phénotypique entre les graines fusariés et les graines saines. Les premieres sont échaudées et

leur taille est différente de celle des autres graines (Fig.27).

Figure 27. Comparaison entre les graines fusariées (A) et les graines non fusariées (B)

Les graines récoltées sont comptées a 1’aide d’un compteur pour obtenir 1000 grains.
Ces derniers sont pesés. Le pourcentage de réduction de poids de 1000 grains est calculé selon

la formule suivante :

PMG(témoin)— PMG(inoculé
(té ) ( é) <100

% réduction PMG= PMG(témoin)

L’analyse de la variance montre une différence trés hautement significative entre les
isolats pour le poids de mille grains (Annexe 4). L’isolat FC.09.11 présente le PMG le plus
faible (22 g) et le pourcentage de réduction de PMG le plus élevé, de 58,49 %, suivi par
FC.02.11 et FC.06.11 avec un PMG de 23g et un pourcentage de réduction de PMG de 56,6
%, tandis que I’isolat qui a présenté le PMG le plus €levé est FC.02.07 avec un PMG de 38 et
un pourcentage de réduction de PMG de 28,3 (Tableau 9).

X
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Tableau 9. Effet des isolats de F. culmorum sur le poids de mille grains.

Isolats |PMG (g) % réduction PMG
FC.01.07|28,2 cd 46,79
FC.02.07 |38 j 28,3
FC.01.08 |29,81def 44,13
FC.02.08 |31 defg 41,51
FC.01.11 29,53 def 4491
FC.02.11 | 23ab 56,6
FC.03.11 |28,47cde 45,66
FC.04.11 | 28,9 cde 45,47
FC.05.11 | 25,6 bc 51,7
FC.06.11 |23 ab 56,6
FC.07.11 | 33 fghi 37,74
FC.08.11 | 34,67 hij 33,96
FC.09.11 |22 a 58,49
FC.10.11 | 35,5 hijj 33,02
FC.11.11 | 30 def 434
FC.12.11 | 33,7¢hi 36,42
FC.13.11 | 34,2 ghi 35,47
FC.14.11 | 32,9 fghi 37,92
FC.15.11 36,3 jj 31,51
FC.16.11 | 35,1 hij 33,77
FC.17.11 |32 efgh 39,62

Les valeurs qui sont suivies de la méme lettre ne sont pas statistiquement différentes selon le test de LSD de

Fisher au seuil de 5%.
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v Corrélation entre le pourcentage de la maladie sur 1’épi et PMG

Dans le but d’étudier la relation entre les symptomes visibles de la fusariose de 1’épi et
la perte en rendement, deux composantes sont calculées pour chaque isolat; il s’agit de
I’indice de maladie sur épi transformé en pourcentage et le pourcentage de réduction du poids
de 1000 grains. La corrélation entre ces deux composantes est significative (r = 0,79) (Fig.28,
Annexe 5), ce qui signifie que le pourcentage de réduction de PMG augmente avec la
sévérité de la fusariose sur épi et donc avec la diminution de PMG. Ainsi, [’isolat qui
présente I’indice de maladie le plus élevé cause le pourcentage de réduction de PMG le plus

élevé et le PMG diminue avec 1’augmentation de la sévérité de la maladie.

o 20 7 V= 0,395 1+ 23,297
E G0 - RE=0,6242

- » »
< * g
= 40 4
2 »
E 20+
=
-
ai i I 1
ZEG - i 00 100 a0
o

Pourcentage de la maladie sur épi

Figure 28. Corrélation entre le pourcentage de la maladie su épi et le pourcentage de

réduction de PMG.
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I11.2.2.3.Reisolement de I’agent pathogene

Une analyse par I’utilisation de 1’agar test des graines récoltées est effectuée afin de
vérifier les postulats de Koch. Les résultats obtenus montrent que toutes les colonies

appartiennent a 1’espeéce inoculée (F. culmorum) (Fig. 29).

FC.01.07 FC.02.07 FC.01.08 FC.02.08 FC.01.11

FC.02.11 FC.03.11 FC.04.11 FC.05.11 FC.06.11

FC.07.11 FC.08.11 FC.09.11 FC.10.11 FC.11.11

FC.12.11 FC.13.11 FC.14.11 FC.15.11 FC.16.11

FC.17.11

Figure 29. Agar test des grains inoculés par F. culmorum.
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v Corrélation entre les trois tests étudiés : croissance in vitro, maladie sur épi et sur

collet

Afin d’évaluer la relation entre les trois tests étudiés: la croissance mycélienne in
vitro; 1’agressivité sur collet et 1’agressivité sur épi, des corrélations ont été calculées pour
I’ensemble des isolats (Tableau 10). Il est a noter que les températures choisies concernant la
croissance mycélienne sont 20 et 25°C. Ces dernieres sont proches de la température du test
de I’agressivité sur collet. Les résultats obtenus indiquent qu’il n’existe pas une corrélation
significative entre la croissance in vitro et I’agressivité sur collet d’une part et la croissance in

vitro et I’ agressivité sur épi d’autre part (Annexe 6).

Néanmoins, la corrélation calculée entre 1’agressivité des isolats sur collet et sur épi
est significative (r= 0,5) (Fig.30). Cela signifie que les isolats qui présentent le degré

d’agressivité le plus élevé sur le collet le présentent également sur 1’ épi.
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Tableau 10. Le pourcentage de la maladie sur épi, le pourcentage de la maladie sur collet et le

diametre de la croissance mycélienne

. | Croissance Croissance

T | Pt 1 i | e

25°C 20°C
FC.01.07 49,33 23,37 48,50 20,5
FC.02.07 23,11 32,22 67,50 21
FC.01.08 36,44 25,65 84,50 21,5
FC.02.08 38,11 25,93 77,50 29
FC.01.11 49,78 41,98 78,00 23,5
FC.02.11 66,33 53,64 81,50 28,5
FC.03.11 73,33 38,00 77,50 26,5
FC.04.11 42,44 15,62 84,50 27
FC.05.11 81,89 48,55 66,50 15,5
FC.06.11 49,89 42,67 77,50 29
FC.07.11 34,89 39,83 82,00 34,5
FC.08.11 32,89 54,45 85,00 32,5
FC.09.11 87,56 59,84 81,50 28
FC.10.11 25,00 16,67 64,50 19,5
FC.11.11 53,33 23,61 45,50 25,5
FC.12.11 42,00 38,52 68,50 33
FC.13.11 35,44 33,47 58,50 34,75
FC.14.11 45,33 51,30 59,50 2475
FC.15.11 34,44 40,28 66,50 30,75
FC.16.11 48,89 42,20 69,50 30,5
FC.17.11 46,33 25,31 69,50 32,65

=
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Figure 30. Relation entre I’agressivité du F. culmorum sur collet et son agressivité sur épi.
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I11.3. Discussion

Le test réalisé, concernant 1’effet de la température sur la croissance mycélienne des
isolats de F. culmorum, a montré que 1’optimum de la croissance se situe entre 25 et 30°. Ce
résultat est en accord avec celui obtenu par Yousfi (2011), qui a trouvé qu’il existe une
variabilité dans la croissance mycélienne des isolats de F. culmorum, ou I’optimum se situe
entre 25 et 30°C. Dans leur étude dans le milieu de culture YES (glycérol/ solution d’eau),
pour montrer ’effet de la température sur la croissance mycélienne de Fusarium spp.,
Schmidt-Heydt et al. (2011) ont rapporté que I’optimum de la croissance de F. culmorum et

F. graminearum est situé a 30°C.

Brennan et al. (2005), Dane (2012a), Koudri et Laraba (2013a) ont trouvé que
I’optimum de la croissance de F. culmorum se situe a 20°C pour certains isolats et a 25°C
pour d’autres. Hudek et Muchova (2010) ont trouvé que I’optimum de la croissance de F.
culmorum, F. graminearum, F. poae, F. avenaceum est situé a 25°C. Ces mémes auteurs
suggerent que 1’origine géographique de I’isolat est le facteur le plus significatif, qui influe

sur la vitesse de la croissance in vitro.

L’étude de I’agressivité des isolats de F. culmorum sur la partie basale des plants de
blé montre que tous les isolats causent des symptomes typiques de la pourriture racinaire,
avec une variabilité dans 1’agressivité, et un indice de maladie qui varie entre 0,46 et 1,8.
Ainsi, les isolats obtenus a partir de I’épi peuvent causer des symptomes trés importants sur le
collet. Ce qui laisse suggérer qu’il n’existe pas une relation entre 1’origine de 1’isolat

(racine, collet, épi) et son agressivité sur le collet.

Ces résultats sont en accord avec plusieurs travaux, qui ont étudié 1’agressivité des
agents de la pourriture racinaire sur le collet. Smiley et al.(2005), Eslahi (2012) ont rapporté
que F. culmorum est le principal agent responsable de la pourriture racinaire du blé. Tunali ef
al. (2006) ont étudié, sous serre, 1’agressivité des especes de Fusarium sur la partie basale de
la variété du blé (Phlivan). Ces mémes auteurs ont constaté qu’il existe une variabilité dans le
pourcentage de la maladie entre les isolats de F. culmorum, et qui varie entre 59 a 100%. Ils
ont suggéré aussi que F. culmorum peut causer des dégats trés importants, non seulement sur
le collet mais aussi sur le retard de la levée ou la mort en post émergence des plantes, et que

les isolats obtenus a partir de 1’épi peuvent étre tres agressifs sur le collet.
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Le test de I’agressivité de F. culmorum sur I’épi, au cours de cette étude, laisse
suggérer que tous les isolats causent les symptomes typiques de la fusariose de 1’épi, avec une
différence trés hautement significative entre eux. L’origine de I’agent pathogene (collet ou
épi) n’influe pas sur le degré de la maladie, qui varie entre 23,11 et 87,56 %, et une réduction
de PMG qui se situe entre 28,3 et 58,49 %. Fernandez et Chen (2005) et Siou (2013), en
essayant de comparer les degrés de 1’agressivité de différentes especes de Fusarium sur épi du
blé dans des conditions contrdlées (sous serre), ont constaté que la maladie évolue avec le
temps, et que les especes les plus agressives sont F. culmorum et F. graminearum sans aucune

différence dans I’agressivité entre eux.

Dans le but d’étudier la relation entre les symptdmes visibles de la fusariose de 1’épi et
la perte en rendement, deux composantes sont calculées pour chaque isolat; il s’agit de
I’indice de la maladie sur épi transformé en pourcentage et le pourcentage de réduction du
poids de 1000 grains (PMG). La corrélation entre ces deux composantes est significative (r =
0,79). Ainsi, les symptomes de la maladie apparus sur les épis peuvent donner une idée

précongue sur la perte en rendement.

Selon Eeuwijk et al. (1995), I’agressivité de F. culmorum et de F. graminearum est
fortement corrélée avec la diminution du PMG. Cette suggestion est aussi confirmée par
Fernandez et Chen (2005), qui ont trouvé qu’il existe une corrélation négative entre le
pourcentage de la maladie et le poids de milles grains (r = —0.66). Dyer et al.(2009) ont noté
que la corrélation entre le degré de la maladie de trois espece; F. culmorum, F.
pseudograminearum (T. Aoki et O’Donnell) et F. graminearum et le rendement est
significative.

Dans le méme contexte, Snijders et Perkowski (1990) ont inoculé 10 génotypes de blé
par trois isolats de F. culmorum. Ils ont trouvé que le pourcentage de la maladie sur épi varie
de 0 a 85%, et ont déduit une corrélation significative entre cette composante et la réduction
du PMG (r = 0,74). Saur et Benacef (1993) ont montré que la corrélation entre les symptomes
sur épis du blé inoculés par F. culmorum et la diminution relative du PMG est plus élevé pour

les notations sur grains (r = 0,91) que pour les notations en végétation (r =0,84).

Afin d’évaluer la relation entre les trois tests étudiés: la croissance mycélienne in
vitro ; I’agressivité sur collet et 1’agressivité sur €pi. Des corrélations sont calculées pour
I’ensemble des isolats. Les résultats obtenus indiquent qu’il n’existe pas une corrélation

significative entre la croissance in vitro et I’agressivité sur collet d’une part et la croissance in

-
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vitro et 1’agressivité sur €pi d’autre part. La seule corrélation significative est celle obtenue
entre 1’agressivité des isolats sur le collet et leur agressivité sur 1’épi (0,5). En revanche
Nekache-Abdallah (2013) n’a pas trouvé de corrélation entre 1’agressivité de 15 isolats de F.

culmorum sur le collet et sur 1’épi.

En testant la pathogénicité de 66 isolats de F. graminearum sur le collet et sur I’épi de
trois variétés du blé, Walker et al. (2001) ont constaté qu’il existe une relation entre la
pourriture racinaire et la fusariose du blé. Bateman (2005) a essayé de comprendre la relation
entre la pourriture racinaire et la fusariose de I’épi, en inoculant en premier temps les épis au
moment de floraison par F. culmorum dans des conditions humides ; en deuxiéme temps il a
semé le blé dans un sol inoculé par le méme pathogene, en irrigant pendant 3 semaine avant
I’épiaison; et en troisieme temps, il a répété la derniere expérience, sans irriguer et dans des
conditions chaudes. Il a trouvé qu’il existe une relation entre les deux maladies dues au F.
culmorum mais cette relation n’apparait pas que dans les conditions humides, ol cette espece
peut compléter son cycle. En revanche, aprés une étude de pathogénicité sur collet et sur épi
du blé d’un complexe fusarien, Akinsani et al. (2004) ont trouvé que la pourriture racinaire

n’est pas corrélé avec la fusariose de 1’épi (r=0,23).
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I11.4. Effet de Trichoderma atroviride (Tal3) sur la croissance mycélienne des isolats de
F. culmorum

Dans le but d’évaluer ’efficacité in vitro de T. atroviride a I’égard de F. culmorum,
deux techniques de confrontation (directe et a distance) ont été utilisées entre 1’agent
antagoniste Tal3 et trois isolats du pathogene (FC.04.11; FC.13.11; FC.09.11), choisis selon

leur agressivité sur collet (tres agressif, moyennement agressif et faiblement agressif).

1I1.4.1.Confrontation directe

Apres 7 jours d’incubation, une action inhibitrice nette est exercée par 1’isolat Tal3 de
T. atroviride sur la croissance mycélienne des trois isolats de F .culmorum (FC.04.11,
FC.13.11, FC.09.11) dans le cas de la confrontation directe, en comparant avec le témoin. Un
recouvrement total des colonies des isolats du pathogene par Tal3 est observé (Fig.31). 1l est
a noter qu’il existe une variabilité dans 1’inhibition de la croissance mycélienne des isolats de
F. culmorum par Tal3. Le pourcentage de I’inhibition varie entre 88 et 97,35 % (Fig.32,
Tableau 11). L’isolat FC.09.11 s’est montré le plus sensible avec un taux d’inhibition de

97,35% (Fig.33).

L’analyse de la variance de la croissance mycélienne des isolats de F. culmorum sous
I’effet de I’agent antagoniste a montré 1’existence d’une différence trés hautement

significative entre les isolats (Annexe 7).

Figure 31. Recouvrement de la colonie de F. culmorum par Tal3 avec sporulation

de Ta.13 sur F. culmorum.
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Témoin Ta 13

FC.04.11

FC.09.11

FC.13.11

Figure 32 . Effet de T. atroviride (Tal3) sur la croissance mycélienne des

trois isolats de F. culmorum apres 7 jours de la confrontation directe.
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Tableau 11. Diamétre moyen (mm) et pourcentage de réduction de la croissance mycélienne

de F. culmorum sous I’effet de Tal3 dans le cas de la confrontation directe (apres 7 jours

d’incubation)

Isolats

Diameétre moyen des colonies (mm)

Témoins

confrontées

% de réduction de la croissance

mycélienne

FC.04.11 82

2,42

97,04

FC.09.11 86

2,27

97,35

FC.13.11 48

5,5

88,47

100 -
90
20
70
G0
50
40 -
30
20

10

FC04.11

FC.O02.11

m Tal3

B Témoin

FC1z11

Figure 33. Diametre moyen (mm) des colonies de F. culmorum sous 1’effet de Ta.13

dans le cas de la confrontation directe (apres 7 jours d’incubation).
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111.4.2. Confrontation indirecte

La technique de la confrontation a distance est réalisée pour mettre en évidence la
capacité de Ta.13 a inhiber la croissance mycélienne du pathogéne, par la production des
substances antifongiques volatiles. La comparaison des diametres des colonies des trois
isolats de F. culmorum, en présence de I’antagoniste, et les diametres des colonies témoins au
bout du 4°™ jour a montré que Tal3 a la capacité d’inhiber la croissance 2 distance et sans
contact avec le pathogene (Fig.34). L’isolat qui s’est avéré le plus sensible a ces substances

volatiles est FC.13.11, avec un pourcentage de réduction de 84 % (Tableau 12, Fig. 35).

L’analyse de la variance de la croissance mycélienne sous I’effet de I’agent
antagoniste montre qu’il existe une différence trés hautement significative entre les isolats. La
classification des isolats selon le test LSD au seuil de 5% montre qu’il existe trois groupes

homogenes différents (Annexe 8).
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Témoin Ta 13

FC.04.11

FC.09.11

FC.13.11

Figure 34. Effet de T. atroviride (Tal3) sur la croissance mycélienne des trois isolats

de F. culmorum apres 4 jours de confrontation a distance.
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Tableau 12. Diametre moyen (mm) et pourcentage de réduction de la croissance mycélienne
de F. culmorum sous I’effet de Ta.13 dans le cas de la confrontation indirecte (apres 4 jours

d’incubation)

Diameétre moyen des colonies (mm) % de réduction de la
Isolats
Témoins confrontées croissance mycélienne
FC.04.11 75 12 51,93
FC.09.11 73,75 35,5 77,9
FC.13.11 48,25 10,75 84
100
=1
20 4
T
G0
50 - B Tal3
a0 - B Témoin
30 A
20 A
10
o -
FC.04.11 FCo9.11 FC.13.11

Figure 35. Diamétre moyen (mm) des isolats de F. culmorum sous I’effet de Tal3 dans

le cas de la confrontation a distance apres 4 jours d’incubation.
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IIL.5. Etude in vivo de I’effet du génotype du blé sur P’efficacité de T. atroviride

Afin d’étudier I'effet du génotype de blé sur 'efficacité de T. atroviride dans la
protection contre la pourriture racinaire, un suivi de 1’essai avait été réalisé quotidiennement.
L’isolat étudié de F. culmorum est FC.09.11 (I’isolat le plus agressif sur le collet). Pour le
témoin négatif non inoculé par le pathogeéne et non traité par I’antagoniste, aucun symptome
n’avait été observé. Concernant le témoin positif inoculé par le pathogeéne, des symptomes
typiques de la pourriture racinaire ont ét€ observés apres 10 jours du semis. Les symptomes se

manifestent par un brunissement ou noircissement et des nécroses au niveau du collet.

L’apparition des symptomes sur les plants inoculés et traités sont observés au 18%me
jour apres le semis chez la variété Vitron et Ain abid, au 200 jour chez la variété ARZ, et au
5¢me jour chez les variétés Hidhab, Waha, Bousselem et GTA, ce qui signifie un retard dans
I’apparition des symptomes, par rapport aux plants du témoin positif (inoculé par le pathogéne

et non traité par Tal3).

L’arrachage des plants est fait le 30tme jour apres I’inoculation. Des notations sont
réalisées selon une échelle de 0 a 3 degré précédemment décrite. Les résultats obtenus
montrent que le pourcentage de réduction de I’indice de maladie le plus élevé est noté chez la
variété Waha avec une valeur de 78,26%, suivi par la variété Boussellem avec un pourcentage
de réduction de 70,37%. Alors que le pourcentage de réduction de la maladie le plus faible est

noté chez la variété Ain abid, avec une valeur de 18,18% (Tableau 13, Fig.36 et 37).

L’analyse de la variance montre qu’il existe une différence trés hautement significative

entre les plants traités par Tal3 et les t€émoins inoculés par le pathogene (Annexe 9).
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Tableau 13. Indice et pourcentage de réduction de I’indice de la maladie chez les variétés du

blé, sous I’effet de Tal3.

Variétés |IM témoin (+) | IM (traité par Tal3) | % de réduction de I’indice de maladie
GTA 2,9 1,0 65,52
ARZ 2,3 1,6 30,43
Waha 2,3 0,5 78,26
Vitron 1,6 1,1 31,1
Bousselem 2,7 0,8 70,37
Ain Abid 1,1 0,9 18,18
Hidhab 2,1 0,8 62
3,5 -
3 .
2,5 -
2 .
1,5 - B IM témoin (+)
1 - M IM (traité par Tal3)
0,5
0 .
GTA ARZ Waha Vitron  Bousselem Ain Abid Hidhab

Figure 36. Indice de la maladie chez les génotypes de blé traités par Tal3 et les

témoins positifs
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Figure 37. Pourcentages de réduction des indices de la maladie des génotypes du blé
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II1.6.Discussion

L’étude de I’effet de I’isolat Tal3 sur la croissance mycélienne de F. culmorum a
montré que le pourcentage d’inhibition le plus élevé est de 97,35 % obtenu a 1’égard de
I’isolat FC.09.11 (le plus agressif) dans le cas de la confrontation directe et 84 % est obtenu
a I’égard de FC.13.11 (moyennement agressif) dans le cas de la confrontation a distance. Le
test de la confrontation directe a mis en évidence le mycoparasitisme appliqué par Tal3 a
I’égard de ces isolats du pathogene. La sporulation de 1’antagoniste au-dessus du pathogene
révele son pouvoir hautement mycoparasitaire (Daami-Remadi, 2001). L’inhibition de la
croissance mycélienne a distance laisse conclure que 1’antagoniste a secrété des substances

inhibitrices volatiles, efficaces a I’égard de 1’agent pathogene.

Koudri et Laraba (2013b) ont montré que la confrontation directe entre I’isolat Tal3
de T. atroviride et deux espéces responsables de la fusariose du blé; F. culmorum et F.
graminearum s’est révélée efficace, avec une inhibition de 79,8 % de la croissance
mycélienne de F. culmorum, comparée avec la technique de la confrontation a distance, qui
a conféré un taux d’inhibition de 23,1% de la croissance mycélienne de la méme espece.
Nekache-Abdallah (2013) a montré que Ta 13 de T. atroviride inhibe efficacement la
croissance mycélienne de tous les isolats étudiés de Fusarium et de M. nivale par les deux

techniques de confrontation, a des degrés variables.

Dans le méme contexte, le repiquage simultané de 7. harzianum et 4 isolats de F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, agent responsable du flétrissement et de la pourriture
de la tomate, réalis€ par Hibar et al. (2005), montre une croissance plus rapide de
I’antagoniste par rapport aux isolats du pathogeéne. Au bout de quatre jours d’incubation,
une inhibition de 65 % de la croissance mycélienne des isolats est notée et aprés 6 jours une

sporulation de T. harzianum sur ces isolats était observée

Le méme isolat de T. atroviride utilisé dans la présente étude et deux especes de
Trichoderma (T. longibrachiatum et T. harzianum) ont été testés précédemment in vitro par
Boureghda (2009) a 1’égard de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris Matuo et K. Sato (Foc),
agent de flétrissement du pois chiche. Les résultats obtenus montrent que Tal3 (T.
atroviride) inhibe la croissance mycélienne de 1’agent responsable du pathotype de
jaunissement et 1’agent responsable du pathotype de flétrissement par la confrontation

directe avec des pourcentages de réduction respectivement de 84,44 % et 65,64%.

gl
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Ommati et Zaker (2012) ont utilisé huit isolats appartenant au genre Trichoderma,
pour étudier I’effet des substances volatiles ou non volatiles dans I’inhibition, in vitro de la
croissance mycélienne de Fusarium oxysporum (agent responsable du symptome de
flétrissement chez la pomme de terre). Les résultats obtenus indiquent que les substances
non volatiles sont plus efficaces que les substances volatiles. Ces mémes auteurs ont utilisé
ces mémes agents pour lutter sous serre contre le pathogene par la technique de
I’inoculation du sol. IIs ont démontré que 1’isolat T3 de 7. atroviride et I’isolat T2 de T.

asperellum sont les plus efficaces dans la réduction de I’incidence de la maladie.

D’apres Palazzini et al. (2007), il est important que quel que soit 1’agent de lutte
biologique contre la fusariose de 1’épi, il doit posséder 1’habilité de diminuer en méme
temps la croissance mycélienne et la production de mycotoxine DON secrétée par le
pathogene. Matarese et al.(2012) ont constaté que 7. gamsii et T. velutinum ont la capacité
d’inhiber la croissance mycélienne par le biais de mycoparasitisme et au méme temps de

diminuer la production du DON chez F. culmorum et F. graminearum.

Le test réalisé in vivo, concernant 1’évaluation de I’effet du génotype du blé sur
I’efficacité de I’isolat Tal3 de T. atroviride dans la protection contre 1’isolat FC.09.11 de F.
culmorum, a révélé une réduction significative de 1’indice de la maladie avec une différence
dans la protection en fonction des variétés. Waha (blé dur) est la variété qui répond mieux a
la lutte, avec un pourcentage de réduction de 1’indice de maladie de 78,26%. Alors que le
pourcentage de réduction de maladie le plus faible est noté chez la variété Ain abid (blé

tendre).

Par ailleurs, Koudri et Laraba (2013b) ont testé I’effet de quatre génotypes de blé sur
I’efficacité de I’isolat Tal3 de T. atroviride (les mémes génotypes du blé et le méme agent
antagoniste utilisés dans la présente étude) pour lutter contre un isolat de F. culmorum et un
isolat de F. graminearum. Les auteurs ont trouvé que Hiddab est la variété de blé qui répond
le mieux a la lutte avec 77 % de réduction de la maladie causée par F. culmorum et 71% de
réduction de la maladie causée par F. graminearum. Tandis que Waha est la variété qui a
montré une faible protection par 1’agent antagoniste Tal3 avec 38% de réduction de I’indice
de maladie causé par F. graminearum et 32 % de réduction de I’indice de la maladie causé

par F. culmorum.

Broukanloui Madloo et al. (2013) ont testé, dans des pots, 1’effet de 7 variétés de blé

sur la densité et I’efficacité de 4 souches de Pseudomenas phD" dans la lutte contre la
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pourriture racinaire causée par F. culmorum. Ils ont remarqué une différence significative
entre ces variétés. En revanche, Hervas et al.(1997) n’ont pas obtenus une différence dans la
protection contre F. oxysporum f. sp. ciceris par I’'isolat RGAF 51 de la bactérie antagoniste

Bacillus sp. sur deux variétés de pois chiche (ICCV 4 et PV 61).

Smith et al. (1997) ont constaté qu’il existe une différence dans la protection de 6
génotypes de la tomate contre Pythium torulosum (agent de fonte de semis), par 1’utilisation

de Bacillus cereus UWSS.

Selon Kim et al. (1997); Dekkers et al. (2000), la suppression de la maladie, par
I’utilisation d’un agent de lutte biologique, dépend de la capacité de ce dernier a coloniser
les racines en secrétant des substances inhibitrices in sifu, sans affecter la croissance de la
plante. Wissuwa et al.(2009) et Meyer et al. (2010) ont indiqué qu’il existe un effet
significatif de I’environnement; la souche du pathogéne et les métabolites secrétés par les
racines, et surtout le génotype de la plante sur I’efficacité d’un agent de lutte biologique

dans la suppression de la maladie.

Du point de vue génétique, Jamali ef al. (2009) ont expliqué que la différence dans la
protection entre les différentes variétés de petit pois contre Rhizoctonia solani, en utilisant
I’isolat CHAO de P. fluorescens, est li€e a la réponse du geéne hcnA-lacZ (responsable de la
sécrétion d’une substance antifongique HCN) et le geéne phlA-lac (responsable de la
production du DAPG) a chaque génotype de plante et au pathogene. Ils ont rapporté aussi
qu’il est important donc de connaitre comment les substances antifongiques agissent sur les

différents génotypes de la plante, et comment elles sont affectées par le pathogene.

.l
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Dans ce présent travail, en premier lieu, nous avons étudié€ la croissance in vitro et
I’agressivité d’un ensemble d’isolats de F. culmorum obtenus a partir des racines du collet et
de 1 épi du blé, de différentes régions du pays. Par la suite, et dans le cadre d’un essai de lutte
biologique, nous avons étudié, in vitro, I’effet antagoniste de 1’isolat Tal3 de I’espece T.
atroviride vis-a-vis de F. culmorum ; et in vivo 1’effet du génotype de blé sur I’efficacité de

Tal3 dans la protection contre le pathogene.

Le test de I'effet de la température sur la croissance mycélienne des isolats de F.
culmorum montre qu’il existe une variabilité pour I’optimum de croissance entre les différents
isolats de la méme espece. Cet optimum se situe a 25 pour certain isolats et a 30°C pour

d’autres.

L’essai de la pathogenicité des isolats de F. culmorum sur la partie basale des plants de
blé a montré que tous les isolats de I’espece causent les symptomes typiques de la pourriture
racinaire, avec une variabilité dans 1’agressivité et un indice de maladie qui se situe entre 0,46
et 1,8. Les isolats obtenus a partir de 1’épi peuvent causer des symptdmes sur le collet. Les
résultats obtenus ont révélé qu’il n’existe aucune corrélation entre la croissance in vitro a

20°C et a 25°C et la pathogénicité des isolats.

Le test de I’inoculation des épis du blé par les isolats de F. culmorum a montré aussi
que tous les isolats testés sont agressifs et ils ont induit les symptomes de la fusariose de I’épi,
avec une variabilité dans 1’agressivité et un indice de maladie qui se situe entre 2.08 et 7,88.
Les résultats obtenus ont révélé aussi qu’il n’existe aucune corrélation entre la croissance in

vitro a 20°C et a 25°C et la pathogénicité des isolats.

La corrélation calculée entre I’agressivité des isolats évaluée par les deux techniques
d’inoculation est positivement significative (r= 0,5). Ce résultat permet de dire que
I’agressivité des isolats de F. culmorum sur la partie basale peut donner une idée sur leur
agressivité sur épi, mais il est souhaitable de tester un plus grand nombre d’isolats pour

confirmer cette constatation.

Le calcul du coefficient de corrélation de Person entre le pourcentage de la maladie sur

épi et le pourcentage de réduction du PMG, pour I’ensemble des isolats, est significative (r =
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0,79). Nous pouvons déduire que les symptdmes de la maladie apparus sur les épis peuvent

donner une idée précongue sur la perte du rendement.

L’essai de lutte biologique in vitro et in vivo dans le présent travail est réalisé pour
évaluer d’une part la capacité de I’isolat Tal3 de T. atroviride a inhiber la croissance
mycélienne des isolats de F. culmorum et d’autre part a étudier I'influence des différents
génotypes du blé sur I’efficacité de Ta.13 dans la protection du blé contre la maladie.

Dans ce contexte, le test de la confrontation directe et indirecte entre Ta.13 et les
isolats de F. culmorum s’est révélé efficace. Cette efficacité se traduit par un arrét de la
croissance mycélienne du pathogene, ainsi que par le pouvoir hautement myco-parasitaire de
cet antagoniste dans le cas de la confrontation directe.

Le test réalisé sur collet du blé, concernant I’évaluation de 1’effet du génotype du blé
sur I’efficacité de I’isolat Tal3 pour la protection contre F. culmorum montre une différence
significative dans la réponse des variétés au traitement par Ta.13. Selon Smith et al. (1997),
il est important de chercher si la différence dans la lutte biologique contre le pathogene
entre les variétés de la plante est héritable. Il sera possible donc de combiner cette dernicre
avec la résistance variétale au pathogene dans le programme de la sélection, pour maximiser

la suppression de la maladie.

Vu I'importance des résultats obtenus par 1’utilisation de 7. atroviride dans la lutte
contre F. culmorum, il serait intéressant aussi de poursuivre les travaux en plein champ, par la
réalisation des essais de lutte biologique contre la fusariose du blé, en utilisant un nombre
maximale des variétés de blé cultivées en Algérie, et plusieurs especes responsables de la
maladie afin de valider l’avantage de [’utilisation de cet agent antagoniste comme
biofongicide. Il serait souhaitable aussi de faire des études approfondies pour vérifier I’effet

des génotypes de la plante sur I’efficacité de 1’agent antagoniste contre la maladie.
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Annexe 1. Analyses statistiques de la croissance mycélienne des isolats de F. culmorum dans
différentes températures

Tableaul: Analyse de variance des résultats des isolats pour le test des températures.

Effet S.C. DDL CM F P
Totale 370876.06 419 885.15

Isolat 13044.75 20 652.24 19.93 0.0000
Température 326773.81 4 81693.45 2496.51 0.0000
Isolat *température | 20749.75 80 259.37 7.93 0.0000
Résiduelle 1 erreur | 10307.75 315 32.72

Tableau 2. Classement des isolats selon le test LSD au seuil de 5%.

isolats Moyennes Groupes homogenes

FC.07.11 49.70 A

FC.08.11 48.37 A B

FC.01.11 47.81 A B

FC.09.11 47.12 A B C

FC.04.11 46.97 A B C D

FC.02.11 46.71 A B C D

FC.01.08 45.08 A B C D E

FC.06.11 44.95 A B C D E

FC.12.11 44.40 A B C D E

FC.17.11 44.27 A B C D E

FC.03.11 44.00 A B C D E

FC.16.11 42.92 B C D E

FC.02.08 41.53 C D E F

FC.14.11 41.17 D E F

FC.15.11 40.57 E F

FC.13.11 39.35 E F

FC.02.07 39.19 E F

14 114 36.90 F G
FC.05.11 34.16 G
FC.01.07 29.95 H
FC.11.11 29.30 H
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Annexe 2. Analyses statistiques de 1’agressivité des isolats de F. culmorum sur le collet

Tableau 1. Analyse de la variance des isolats pour I’indice de la maladie sur collet

Effet SC DDL MC F p
ord. origine |76,84431 1 76,84431 515,9743 0,00
Isolat 8,65336 20 0,43267 2,9052 0,001
Erreur 6,25508 42 0,14893

Tableau 2. Classement des isolats selon le test LSD au seuil de 5%

Isolats IM Les groupes homogenes

FC.04.11 0,46 A

FC.10.11 0,5 A

FC.01.07 0,70 A B

FC.11.11 0,70 A B

FC.17.11 0,75 A B

FC.01.08 0,77 A B

FC.02.08 0,77 A B

FC.01.07 0,96 A B C

FC.13.11 1,00 A B C D

FC.03.11 1,14 B C D

FC.12.11 1,15 B C D

FC.07.11 1,19 B C D E
FC.15.11 1,20 B C D E
FC.01.11 1,26 B C D E
FC.16.11 1,26 B C D E
FC.06.11 1,28 B C D E
FC.05.11 1,45 C D E
FC.14.11 1,53 C D E
FC.02.11 1,60 D E
FC.08.11 1,63 D E
FC.09.11 1,79 E
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Annexe 3 .Analyses statistiques de 1’agressivité des isolats de F.culmorum sur épi

Tableau 1. Analyse de la variance de 1’agressivité des isolats sur épi

Effet SC DDL MC F p
ord. origine | 1150,785 1 1150,785 1618,185 0,000000
Isolats 143,806 20 7,190 10,111 0,000000
Erreur 29,869 42 0,711
Tableau 2. Classement des isolats selon le test LSD au seuil de 5%
Isolats M Les groupes homogénes
FC.02.07 2,08 A
FC.10.11 2,25 A
FC.08.11 2,96 A B
FC.15.11 3,09 A B C
FC.07.11 3,14 A B C D
FC.13.11 3,18 A B C D
FC.01.08 3,28 A B C D
FC.02.08 3,43 A B C D E
FC.12.11 3,78 B C D E
FC.04.11 3,82 B C D E
FC.14.11 4,08 B C D E
FC.17.11 4,17 B C D E
FC.16.11 4,39 C D E
FC.01.07 4,44 C D E
FC.01.11 4,48 C D E
FC.06.11 4,49 D E
FC.11.11 4,80 E
FC.02.11 597 G
FC.03.11 6,60 G E
FC.05.11 7,37
FC.09.11 7,88

<
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Annexe 4. Analyses statistiques du poids de mille graines (PMGQG)

Tableau 1. Analyse de la variance

Effet SC DDL MC F p

ord. origine |59410,03 1 59410,03 12918,68 0,000000
isolats 1240,01 20 62,00 13,48 0,000000
Erreur 193,15 42 4,60

Tableau 2. Classement des isolats selon le test LSD au seuil de 5%

Isolats PMG | Groupes homogeénes

FC.09.11 (22,00 |a

FC.04.11 23,00 |a

FC.06.11 23,00 |a

FC.05.11 25,60

FC.01.07 28,20 d

FC.03.11 28,47 d e

FC.04.11 [28,90 d e

FC.01.11  |29,53 d e f

FC.01.08 29,81 d e f

FC.11.11  |30,00 d e f

FC.08.02 31,00 d e f g

FC.17.11 32,00 e f g h

FC.14.11 32,90 f g h i
FC.07.11  |33,00 f g h i
FC.02.11 |33,70 g h i
FC.13.11  |34,20 g h i
FC.08.11 34,67 h i ]
FC.16.11 35,10 h i ]
FC.10.11  |35,50 h i ]
FC.15.11 36,30 i ]
FC.02.07 |38,00 ]
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Annexe 5. Corrélation entre le pourcentage de la maladie sur épi et PMG

Tableau 1. Corrélation entre le pourcentage de la maladie sur épi et le pourcentage de la

réduction de PMG

Variables % de l'indice de maladie | % de réduction de PMG
% de l'indice de maladie | 1 0,79

% de réduction de PMG | 0,79 1

Tableau 2. Corrélation entre le pourcentage de la maladie sur I’épi et le PMG

variables PMG % IM épi
PMG 1,00 -0,79
% IM épi -0,79 1,00

Annexe 6. Corrélations entre la croissance mycélienne in vitro, ’indice de maladie sur collet

et I’indice de maladie sur épi

Tableau 1.Corrélation entre le pourcentage de la maladie sur 1’épi et le pourcentage de la

maladie sur collet

Variables

pourcentage de I'indice de | pourcentage de

maladie sur épi

maladie sur collet

I'indice

de

pourcentage de l'indice

de maladie sur épi

1,00

0,50

pourcentage de l'indice

de maladie sur collet

0,50

1,00

=
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Tableau 2. Corrélation entre le pourcentage de la maladie sur collet et la croissance

mycélienne a 20° et 25°

Variables IM collet Croissance mycélienne a 20° Cr01§ sance. o
mycélienne a 25

IM collet 1,00 0,20 0,30

Croissance mycélienne a 20° | 0,20 1,00 0,24

Croissance mycélienne a 25° | 0,30 0,24 1,00

Annexe 7. Analyses statistiques de la confrontation directe entre Tal3 et F. culmorum

Tableau 1. Analyse de la variance de taux de croissance des colonies de F. culmorum

Effets SC DDL MC F p

ord. origine | 80049,38 1 80049,38 119978,1 0,000000
isol 149,96 2 74,98 112,4 0,000018
Erreur 4,00 6 0,67

Tableau 2. Classement des isolats selon le test LSD au seuil de 5%

isolats 1% groupes homogenes
FC.13.11 88,47 B
FC.04.11 97,04 A

FC.09.11 97,35 A

.
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Annexe 8. Analyses statistiques pour confrontation indirecte entre Tal3 et F. culmorum

Tableau 1. Analyse de la variance du pourcentage de réduction 1%

colonies de F.

culmorum

Effets SC DDL MC F P

ord. origine 45616,42 1 45616,42 33029,05 0,000000
isol 1741,16 2 870,58 630,35 0,000000
Erreur 8,29 6 1,38

Tableau 2. Classement des isolats selon le test LSD au seuil de 5%

isolats 1% groupes homogenes
FC.09.11 51,93256 A

FC.13.11 77,89657 B
FC.04.11 84,00750

Annexe 9. Analyses statistiques du test de 1’effet du génotype du blé sur I’efficacité du T.

atroviride

Tableau 1.Analyse de la variance entre les génotypes du blé pour les deux traitements

(plantes inoculées par le pathogene et les plantes inoculées par le pathogene et Tal3)

Effets SC DDL MC F P

ord. origine | 173,4094 1 173,4094 56,54791 0,000000
traitement 50,7755 1 50,7755 16,55762 0,000216
Erreur 122,6637 40 3,0666




Annexes

Tableau 2. Classement des variétés de blé pour la lutte par Tal3 selon le test LSD au seuil de

5%

Variété M groupes homogénes
WAHA 0,46 a

HIDHAB 0,80 a b
BOUSALEM 0,83 a b
AIN ABID 0,88 a b
GTA 0,98 a b
VITRON 1,10 a b
ARZ 1,48 a b

Tableau 3 : Classement des variétés de blé pour le témoin inoculé selon le test LSD au seuil

de 5%
Variété IM groupes homogenes
AIN ABID 1,1 a b
VITRON 1,6 a b
HIDHAB 2,1 a b
WAHA 2,3 a b
ARZ 2,3 a b
bousalem 2,7 a b
GTA 2,9 b




