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Résumé

Une collection de 96 souches a été constituée,ysuemier tri est réalisé en tenant compte
de la vitesse de croissance et de I'importanca dedrulation sur un milieu extrait de terre.
Un lot de 16 souches représentatif de la varigbgénérale de la collection (10 de I'espece
F.solani et 06 deF.oxysporum est utilisé pour estimer différents caractereslagiques
pouvant influencer leur aptitude a persister densol une fois inoculées, afin de protéger la
plante contre I'agent pathogéne : La croissanceétigrme, la production de spores, le taux
de germination de ces dernieres, l'effet inhibiteds-a-vis de F.o.albedinis, I'activité
respiratoire, le développement saprophytique enésihfecté et I'aptitude a persister dans un
sol naturel, les corrélations entre ces différeatactéres écologiques sont calculés.

Une analyse multifactorielle est réalisée pour edine les aptitudes qui conditionnent le
développement saprophytique et la persistancealehss dans le sol.

Elle révéle que la premiére capacité est liée ardégssance mycélienne, la sporulation et
I'activité respiratoire ; la deuxiéme plus complerst influencée, en plus, par I'aptitude des
souches a sécréter des substances inhibitrices.

La production de chlamydospores et de macroconjdigsrait un role déterminant dans ce
dernier cas, alors que les microconidies auraitrd g'importance dans le développement
saprophytique en sol désinfecté.

Ces différents caracteres semblent intervenir denfaumulative.

Le test avec les jeunes plantules du Palmier Dattieus a révelé que l'effet antagoniste
étudié se traduit en présence de la plante, paréshection de la mortalité a la fusariose
vasculaire. L'importance de cette réduction vaeles les souches antagonistes.

Nous avons remarqué que le mélange des souchds@4/gporum et 9Ba5 F.solan) est
plus efficace que chacune d’elle prises séparément.

L'intérét des mélanges de souches antagonistesitan Biologique est préconisé comme
traitement qui aurait notamment comme avantageplue grande stabilité et un plus large
spectre d'action. Ces résultats ont des conséqgsieeaece qui concerne la stratégie de
sélection des souches antagonistes en vue d’ute hiblogique contre la fusariose
vasculaire.

Les méthodes de Ilutte biologique contre les fusagosont encore au stade de
'expérimentation et les cas d'utilisation a granéehelle sont tres rares. Si nos travaux
s’inscrivent dans cet effort pour aboutir a I'apption, il faut souligner que différents
problémes restent a résoudre dans ce sens.

Mot clés : Fusarium, fusariose, lutte biologique, Palmier [2att



Abstract

A collection of 96 strains was constituted; thefirst sorting is carried out by taking into
account the growth rate and the importance of $ation of soil extract.

A batch of 16 strains of general variability of tb@lection (10 of Fusarium solanand 6 of
Fusarium oxysporuinwas used to estimate different ecological charactmay affect their
capacity to persist in the soil once inoculateghrtotect the plant against the pathogen : The
mycelial growth, spore production, rate of sporengeation, inhibiting effect on spore of
F.o.albedinis respiration activity, saprophytic development irsinliected soil and the
persistence in natural soil, the correlation betwtdese different ecological characters was
calculated.

Multifactorial analysis was used to determine whagre the capacities which determine
saprophytic development and soil persistence viaked that the first aptitude was related to
the rate of mycelial growth, the intensity of sgdation and the respiratory activity; the
second aptitude is more complex and seemed to dwe iafluenced by the secretion of
inhibitory substances. Chlamydospores and macrd@mproduction may play a more
important role in the latter case whereas the mamaia may be more effective in the
determination of saprophytic development in disiteéd soil.

These characters seem to act accumulatively.

The test with the palm date seedling revealed a$ tihhe antagonistic effect studied is
translated in presence of the plant by a reduatfanortality to the vascular fusariosis.

The importance of this reduction varies accordmthe antagonistic strains.

We noticed that the mixture of the 34 straifrsokysporum and 9Ba5 K.solan) is more
effective than each one of them taken separately.

The interest of the antagonistic strains mixtumesbiological control is recommended as
treatment which would have as advantage a gretaiieitity and a broader action spectrum.
These results have consequences on the strategyagjonistic strains selection for biological
control against vascular fusariosis.

The biological control methods against fusariosesill at the testing stage and their use on
a large scale is very rare. If our work is mentobive this effort to lead to the application, it
must be indicate that different problems remaibédcolved in this direction.

Key words: Fusarium, fusariosis, biological control, palm date
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INTRODUCTION GENERALE

La fusariose vasculaire est 'une des maladies pistes les plus répandues et dont les
incidences sur les cultures sont les plus gravesis(M etal., 1981). Il s’agit d'une
trachéomycose provoquée par un champignon impadaitl'ordre des Hypocréales :
Fusarium oxysporumDe nombreuses formes spéciales attaquent spésifignt des cultures
vivrieres (Palmier Dattier, tomate, melon, concoepbpois) ou ornementales (ceillet,

cyclamen).

Les variétés du Palmier Dattier résistantes a cettadie sont trés rares [(Parmi les 223
variétés recensées au Maroc, seules six sontaidgistau Bayoud, dont Bou Stammi blanc. |l
semble qu’il n’y ait pas de relations obligatoiezdre le caractére résistance et la qualité des
dattes (Saaidi, 1979). D’apres les travaux réafigésa resistance, celle-ci parait étre liée soit
a la plante elle-méme, soit aux interactions miciolgiques au niveau du sol (Belarbi, 1986 ;
Amir et Amir, 1988). En Algérie, une seule variégé été reconnue résistante, la
« Takerbouchet ». Cette variété issue du sud aleStahara algérien (Adrar) n’a pas toutes
les qualités requises pour produire des dattegpditation, méme si elle est appréciée dans sa
région d’origine)]. Lorsque ces variétés existaties sont rarement satisfaisantes a tous les

points de vue, et la culture d'autres est souménessaire.

La fusariose du Palmier DattiePl{oenix dactyliferalL.), maladie cryptogamique appelée
localement « Bayoud » est un véritable fléau desegophoenicicoles. Tres probablement
originaire de la vallée du Draa, au Maroc (Toutdi®67), elle a progressé depuis le siecle
dernier a la fois en direction de I'Est et de 'Gudécimant les palmeraies marocaines et
atteignant de nombreuses oasis de I'Ouest algéBidit etal., 1967).

L’extension progressive du Bayoud vers les régipnsduisant des dattes d’exportation
(variété Deglet-Nour) a I'Est du pays, pose dons peblémes sérieux qui sont a la fois
écologiques, sociaux et économiques. En effet, les ge la valeur nutritive du fruit (la
récolte moyenne de palmier correspondrait a 10angl de calories, par contre pour le blé,
elle n’est que de 3,8 millions), les palmeraiesesff une protection aux vents et créent un
microclimat favorable au développement de cultisess-jacentes, tout en contribuant a

maintenir I'équilibre biologique et écologique dessis sahariennes.



La lutte contre le Bayoud peut reposer sur desuresesde quarantaine strictes. La
désinfection du sol est trés colteuse et diffitiBelutte chimique n’est envisageable que si on
découvre précocement le point de départ d’'une rleuvdection dans une région saine.

Dans ce cas, on peut traiter le sol avec du brordarenéthyle (Fredericks et Denbrader,
1988). Des sols résistants au Bayoud ont été iftfsntau Maroc et en Algérie ; les

mécanismes de la résistance de ces sols peuvenlteéype biotique ou abiotique.

Des résultats prometteurs ont été obtenus parlézted de cultivars résistants de haute
gualité parmi les populations naturelles du Palnbattier ou par la multiplication de ces

mémes cultivars (Louvet et Toutain, 1973 ; Toutihouvet, 1974 ; Djerbi &tl., 1986).

La remise en cause des méthodes de lutte génédiqaeimique, et le développement de
I'écologie des champignons phytopathogenes a domnélan aux études sur le contréle

biologique.

L’application des procédés de lutte biologique omrés agents phytopathogénes d’origine
tellurique bute jusqu’a présent sur plusieurs protds (Cook et Baker, 1983). Ainsi, dans le
cas de l'utilisation de souches non pathogéneBusariumpour lutter contre les fusarioses
vasculaires, nous disposons de peu d’informatianses modes d’action des antagonistes en
conditions naturelles (Schneider, 1984 ; Alabowvetal., 1985a; Amir et Amir, 1988) d’ou
une absence de stratégie rationnelle de séleati®saliches (Alabouvetteadt, 1987).

Par ailleurs, la production d’un effet bénéfiqusuléant de 'inoculation de microorganismes
dans le sol nécessite que les germes puissenviuet proliférer dans cet environnement
(Acea et Alexander, 1988a). Or les problemes liés @ersistance des inoculum dans le sol
ont été tres peu étudiés (Couteaudier et Alaboeive®90b ; Weidemann et Templeton, 1988)
alors que des publications de plus en plus nombsetimitent de ces aspects, chez les
bactéries (Chen et Alexander, 1973 ; Cleglet1982 ; Acea edl., 1988b ; Rangajaran at.,
2003 ; Sarvanan al., 2004).

D’autre part, les travaux permettant d’avoir unesion générale des interactions entre
Fusarium sont rares. Wiebe (1984), en dégageant des pragqmeir l'utilisation des
microorganismes en théorie écologique, insistel'Buérét des études qui n’isolent pas les
uns des autres les différents facteurs en jeu Bassl. Dans cette optique notre approche
consiste a analyser le pouvoir compétitif par lehezche des caracteres éco-physiologiques

qui le conditionnent.



Nos travaux précédents concernaient la recherchsodehes dé. solaniet F. oxysporum
antagonistes dH. o. f. sp. albedinigMahdi 1984).

L’efficacité des souches dans la protection deldatp vis-a-vis de la fusariose vasculaire et
leurs caracteres écologiques a été mise en évidémaie et Mahdi, 1992b). La variabilité
des aptitudes des différentes souches a été dischittus avons effectué une étude des
corrélations de ses caractéres entre eux d'ungAanir et Mahdi, 1992a) et avec I'aptitude
des souches a persister dans le sol d’autre part.

Concernant le présent travail, nous nous sommes fimmme objectif laugmentation de la
rigueur dans la sélection des antagonistes afibtefor des souches ayant toutes les aptitudes
a éliminer le parasite, et leur persistance dasslleine fois inoculées. Pour cela, nous avons
ciblé un plus grand nombre d’isolats a partir dels @yant subi préalablement plusieurs
traitements, aprés isolement, toutes les souchas subir un repiquage monospore afin

d’éviter les problemes de variabilité génétique FElesarium

Ce mémoire comporte quatre chapitres, aprés leérg@@s, le premier chapitre résume le
matériel et les méthodes utilisées. Dans un secbapitre, nous étudierons la croissance et la
sporulation du lot de souches &esariumisolées des sols des palmeraies, ce qui nous
permettra de dégager un lot de souches plus mEspeur les autres tests. Le troisieme
chapitre concerne I'étude de quelques caractemegigues des souches Basarium solani

et Fusarium oxysporunprésélectionnées, ainsi que les différentes @iroéls entre ces
caractéres ecologiques et leur persistance dasal.lde dernier chapitre sera consacré aux

essais avec le Palmier Dattier.






Dans la nature, les plantes sont exposées a dereosas agressions qui provoquent a leur
niveau des perturbations métaboliques graves ®tstravent une installation de la maladie.
Ces agressions sont soit, d'origine nutritionndttarence ou excés d’éléments nutritifs),
climatiqgue (températures élevées ou basses) ouesborigine anthropique (pesticides et
meétaux lourds), on les qualifie de stress abioti@ukoppose, le stress biotique fait intervenir
un second étre vivant qualifié d’agent pathogeharfpignon, bactérie, mycoplasme, virus et
viroide) (Bové, 2001 ; Flores, 2001) ou autres ffss, insectes, mollusques, nématodes et
herbivores) (Bonnemain et Chollet, 2008gs plantes agressées par un agent pathogéne,
établissent des stratégies de défense complexesti@re hypersensible et résistance
systémique acquise) et souvent efficaces pour faice a I'agression (Esquérré-Tugayé,
2001 ; Klarzynski et Fritig, 2001).

D’autres répondent également aux attaques desvbezbj en activant des génes de défense
dont les produits inhibent les protéases digestilessagresseurs, ce mécanisme a été élucidé
de facon détaillée chez la tomate (Ryan, 2000 z€rd& ardenas et., 2001).

1. L'héte

Le Palmier Dattier,Phoenix dactylifera(Linée, 1753), est I'h6te principal dbdusarium
oxysporum f.sp. albedinice dernier a aussi été récemment détectée chealteier des
CanariePhoenix canariensi€Chabaud, 1882) (Elena, 2004) Les cultivars Nafrttains de
bonne qualité fruitiere ont subi une multiplicatimbense, entrainant ainsi une diminution de
la diversité et une augmentation des risques deagonation. Peu de cultivars présentent une
résistance ou une tolérancefusariumoxysporum f.sp. albedini¥akerbuchet en Algérie et
Bou Stammi blanc, Tadment, Iklane, Sair Laylet, ##ggous ou Moussa au Maroc (Saaidi,
1979).

Le Palmier Dattier Fhoenix dactyliferal.) est une monocotylédone arborescente de la
famille des Arecaceae a tronc monopodique. Le stipgient des faisceaux libéro-ligneux
[D’aprés Bounaga D. et N., (1973), les diamétres \g@sseaux, I'absence ou la présence de
cloisons, leur densité peuvent avoir un rapportcdaesensibilité du Palmier a la fusariose],
gui semblent reliés directement chaque racine gpahee bien déterminée (Toutain, 1965). Il
est doté d’'un simple bourgeon terminal ou zone gssance en longueur, le systeme
radiculaire est tres développé (arbre adapté amatlaride). Les palmes sont insérées en
hélices trés rapprochées. Le Palmier Dattier estplante dioique dont l'inflorescence tres

caractéristique est une grappe d’épis, son frtities baie, la graine a un embryon circulaire
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en dépression et un albumen corné de matiére asluie ; la fécondation est croisée et

souvent les individus d’'une méme population nerfésent pas tous en méme temps.

La classification classique de Cronquist (1991)ikate une seule familleAfecaceak a
'ordre desArecales Celle basée essentiellement sur I'analyse dassgéhloroplastiques
(phylogénétiques) (APG II, 2003 et APG I, 20098 montre aucune modification

hiérarchique au sein de cet ordre. Un seul genRhoenix» caractérise la tribu des

Phoeniceae
Domaine Eukarya..........ccooviiiiiiiii i, Eucaroytes
Reégne Plantae...........ccoooi i Plantes
Sous-regne Tracheobionta...............c..ccceeevvvvvereeeeesnnnneee T rachéophytes
Phylum Spernuhytes
Sous phylumlagnoliophyta..............coo i Angiospermes
Classe Liliopsida..............c.oovvinnnen. Monocots ou Monocotylédones

Sous-classeArecidae
Ordre Arecales
Famille :ArecaceaeuPalmae
Sous-famille Coryphoideae
Tribu Phoeniceae

Genre et espécePhoenix dactylifera L.

2. L’agent pathogene
2.1. Taxonomie

Les Fusarium (Link, 1809) sont des champignons imparfait$wagi imperfect» ou
Deutéromycetes ou encore Adélomycetes.

L’especeFusarium oxysporunexiste sous de nombreuses formes spéciales (fSelon
Bouth (1971), cette espece posséderait 77 forraessipes attaquant aussi bien des plantes
annuelles (cotonnier, lin, tomate, pois, melonk ges plantes pérennes comme le bananier,

le palmier a huile et le palmier dattier.



Le nombre desf.sp ne cesse d'augmenter. Ramirez-Suero (2009) dénhd@e formes
spéciales.

C'est ainsi que la forme spéciafesp. albedinis(Gordon, 1965) dont la nomenclature
définitive estFusarium oxysporum f.sp. albedirglsillian et Maire) (Gordon).Pour simplifier,
nous la noterons dans la suite de notre travao.albedinis

D’autres synonymes et références selon [I'organismirnational de quarantaine
(OEPP/EPPO, 1992) lui sont attribués :

Synonymes : Cylindrophora albediniKilian et Maire 1930
albedinis Fusariun{Kilian et Maire) Malencon 1934
Neocosmospora vasinfecmith
Fusarium oxysporumnaar. albedinis(Kilian et Maire) Malengon 1950
Fusarium oxysporum f.sp.albedi@rdon 1965
Noms communs : « Bayoud » (Arabe)
Rusariumwilt » ou « bayoud disease » (Anglais)

« maladie Bayoud » (Francais)

Code informatique Bayer : FUSAAL
Liste : A2 OEPP/EPPO : N° 70
Désignation annexe UE I: Al

Classification actuelle

Domain@ EUKArya.........ov i e e Eucaroytes
=T | L= ] o Champignons
Fungi imperfecti..........ccccovviiiiii i, Deutéromycetes

Sous-regne  Dikarya

Phylum\scomycota.........ocoeviiiii i, Ascomyceétes
Sous phyluPgezizomycotina
Classe Sordariomycota..........coceovviviieiieeienineinnns Sordariomycétes
Sous-clasddypocreomycetidae
OrdreHypocréales
FamilleNectriaceae
Genre et espeéEasarium oxysporum

Forme spéciatdhedinis



F.oxysporumse présente sous deux formes: pathogene et ndrogeake et peuvent
constituer plus de 50 % de la population fusariedunesol (Joffé etl., 1974). La forme
pathogene semble plus importante dans la rhizosples variétés sensibles (Tantaoui, 1993).

Les souches de Bxysporumisolées du sol et incapables de provoquer la ifvsmarsur des
plantes hétes sont dites non pathogenes ou sapespi@es isolats sont bien représentés dans
la rhizosphere (Amir eal., 1985). Grace a leur capacité de colonisatiorsaluet de la
rhizosphere, les saprophytes sont préconisés letégtidans les essais de lutte biologique
(Amir, 1981 ; Alabouvette, 1983 ; Amir et Sabao883 ; Mahdi, 1984 ; Amir et Amir, 1988)

2.2. Organisation morphologique

L’étude morphologique dE.o.albedinismontre qu’a I'ceil nu, le mycélium apparait finsé,
arbustif et d’aspect graisseux. A la lumiére, lecéliym peut devenir rose saumon pale, alors
gu’a I'obscurité, il peut émettre un pigment violieincé (Bounaga, 1970), (Figure 1).

Figure 1: Organisation morphologique externefle.albedinissur milieu PDA

(Ait Kettout, 2011)

Le champignon produit trois types de spores asexuée

- Les microconidieshyalines, de formes et de dimensions variables3 del5um de
long et de 3 a 5 um de diametre. Ces structuresrgi@ment unicellulaires, sont
sphériques au début de leur formation et devienpenta peu allongées, elliptiques,
droites ou légérement courbées. Ces conidies smefdr a I'extrémité des
microphialides.

- Les macroconidiessont peu nombreuses, leur base est pédiformeregxerémité est

pointue et courte, elles sont en général tétrdegks. Elles mesurent 20 a 35 um de



long et entre 3 et 5 um de diametre et elles prEnmaissance a partir de

macrophialides (Figure 2).

Les chlamydosporesse forment, soit a partir d’articles mycélienst sopartir d’'une
cellule de macroconidies. Elles sont caractériggas une paroi tres épaisse et
accumulent d’'importantes réserves de nature lipgligces structures sont toujours
arrondies, ayant de 6 a 20 um de diametre (Rahm20@D). Ce sont des spores de
résistance produites en grande quantité dans lagresiagées ou en réponse a des
conditions défavorables (température élevée, mamtjoxygene, milieu pauvre en

substances nutritives) (figure 3).

15KV X548 Bat2 18.8U SMEBHN 15KV X3688 B@31

15KV X2@688 0aze 1@.6U SMEBN

Figure 2: Organes de reproduction asexuée de Fusarium oxyspor
f .sp.albedinis au MEB (Rahmania, 2000)

a-Mycélium et microconidies
b- Microphialides
c-Micro et macroconidies Ma : macroconidies ,:Miicroconides

d-Chlamydospores formées a partir d’'articles mgcdi



a : Macrophialides e : Mycélium hyalinecktisonné

b : Macroconidies f: Sporodochies - N;
£ Q A
¢ : Microphialides g : Chlamydospores #Z
9/ )
d : Microconides p : Paroi épaisse N

X 1000

Figure 3: Organisation morphologique de~usarium oxysporurfispalbedinis
(Bounaga, 1970 reprise par Gaceb-Terrak, 2010)

Les sclérotes sont de formes plus ou moins spresjgle couleur sombre (bleu foncé a noir).
Ces structures apparaissent dans les conditiortr@hee pauvreté du milieu de culture. Elles
sont considérées comme des organes de résistgpalglasade s’enkyster durant de longues

périodes (Rahmania, 2000).
3. Symptdmes

Des études détaillées des symptdmes visibles entérnent sur I'arbre en place (figure 4)
et permettant de les différencier de ceux d'autmedadies ou troubles physiologiques du
Palmier Dattier, ont été données par difféerentelas (Malencon 1950 ; Pereau-Leroy,
1975).

Ainsi nous n’en donnerons qu’une description simple

L’infection du Palmier Dattier a lieu dans le gody les racines. Le champignon progresse des
racines aux palmes en empruntant le systeme vasc(Balit etal., 1967).

Le premier symptbme externe de la maladie se nwaifpar le desséchement progressif
d’'une palme (Figure 5) de la couronne moyenne digbet foliaire du Palmier : elle devient
blanchatre, les folioles se dessechent se repliarst les rachis et la palme prend I'aspect
d'une « plume mouillée ». D’autres palmes, le @aavent voisines sont atteintes et bientot
seul le bouquet central formé de jeunes palmete kst pendant un temps plus ou moins

long, avant de se dessécher a son tour.



Figure 4: Partie de la palmeraie de Béni-Abbés touchée daayeud

Partie verte
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Figure 5 : Photo et Représentation d’'une palme atteinte shrifase
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En coupe transversale, le rachis présente une kom@tre correspondant aux faisceaux
hébergeant le parasite. Parfois, ce symptdme migent étre décelé avant I'extériorisation de
la maladie.

La mort de l'arbre intervient en général six a viggatre mois apres I'apparition des premiers
symptémes, mais cette durée peut étre plus ou nhamgsie selon les variétés de Palmier et

les conditions culturales (figure 5).
4. Epidémiologie

Les travaux sur la propagation du Bayoud (Lawld_ossois, 1963 ; Toutain at., 1970 ;
Brochard et Dubost, 1970) ont montré que les me#ie conditions du Palmier Dattier, sont
aussi les plus favorables au développement de ladiea(qui n’est donc pas une maladie de
faiblesse).

Les cultures sous palmier accélerent et favorimnépidémies a cause de l'irrigation et les
pratiques culturales. La dispersion est assuréé&tmanme (transport des rejets du palmier).
Le vent a été également mis en cause dans larsispeales propagules (Laville, 1977) mais
I'incidence de ce facteur n'a pas été clairemenmatérée, d’autant plus que IEsoxysporum
sont considérés comme des champignons des solsbBoe-fungi) fortement saprophytes
(Burgess, 1981).

Les crues des oueds ont largement contribué @f@pation de la maladie (en 2005 un fellah
nous a confirmé que son jardin a été contaminésalarecrue de I'oued Saoura qui est
survenue en 1962).

Originaire de la vallée du Draa (Maroc) (Malencd834 ; Pereau-Leroy, 1954 ; Toutain,
1965), le Bayoud progresse vers l'est et I'ouestocein, atteignant pratiquement toutes les
palmeraies ; les dégats causés sont considéraPlreau-Leroy, estime, en 1958 la réduction
de l'effectif du Palmier au Maroc a prés des daerss ; Saaidi et Rodet (1974) rapportent
gue 93 % des Palmiers de la station expérimentaberpcicole de Zagora, ont péri depuis
I'apparition du premier foyer vers 1956.

Le Bayoud arrive en Algérie en 1898 (a Beni Ounifr la frontiére algéro-marocaine) il
progresse rapidement vers les palmeraies les phafigs et atteint toute la partie occidentale
du pays, puis en 1949 la région du M’zab. Kadawgid3t, (1975) signalent 482 arbres morts
en moins de dix ans aprées la premiere apparitida deladie aux environs de Ghardaia.

Ce fléau menace actuellement les importantes piangade I'oued Rhir, des Ziban et du
Souf, qui produisent 7% des dattes algériennes. La Deglet Nour est trésilde au Bayoud.
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La fusariose du Palmier Dattier entraine donc dggtd tres importants. L'excellente variété
marocaine, Mejhoul est en voie de disparition,aeDeglet Nour peut subir le méme sort si
des mesures urgentes ne sont pas prises ; onga&rent le cas de la variété Bent Kbala de
la vallée du M’zab et Timjouhert d’El Golea.

Le Bayoud contribue largement a l'appauvrissemees dones arides et accentue la
désertification. Il est donc évident que cette mialaconstitue le fléau de I'agriculture

saharienne d’ou la nécessité impérative de déveldpp recherches sur les moyens de lutte.
5. Méthodes de lutte

Difféerentes méthodes ont été préconisées en vigdtde contre le Bayoud.

5.1. Mesures prophylactiques

Recommandées par les différents organismes qucugent du Bayoud, en vue de la
protection des palmeraies non contaminées, uneifance sérieuse doit étre poursuivie et
renforcée, il est nécessaire d’éviter I'introductie matériel végétal et de terre provenant des
zones contaminées (Louvet et Bulit, 1972).

Il faut noter que le parasite n’a jamais été trodags les inflorescences ni dans les dattes. Par
contre il peut se conserver tres longtemps dansuiss organes du Palmier (on a pu isoler le
parasite a partir d’'une palme seche qui date de gdudix ans au niveau d’un foyer bayoudeé
« palmeraie de Béni Abbes »).

Les mesures de surveillance peuvent ralentir lagrpssion du Bayoud non [larréter
définitivement. Les déplacements fréquents desopees au niveau de nos oasis étant
impossibles a contréler, il parait invraisemblatidepouvoir suspendre les échanges entre les

palmeraies.
5.2. La lutte culturale

Louvet etal. (1970), et Saaidi (1979) rapportent que les m@ils conditions de production
du palmier Dattier sont également celles qui sestplus favorables au développement de la
maladie de sorte que la lutte par cette voie adietérét. Il existerait cependant des plantes
dites porteurs sains, la luzerniglgdicago satival.) et le henné Lawsonnia inermisL.)
peuvent porter le parasite sans aucun symptomeagpdulit etal., 1967 ; Djerbi etl.,
1986).
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5.3. La lutte chimique

Lorsqu’on se trouve confronté & une maladie vageylan songe souvent a l'utilisation de
produits cryptogamiques a action endothérapiquesyatémique [Des produits a action
systémique « substance pouvant circuler dans isseaux des plantes et y inhiber le parasite
déja présent » ont été recommandés (bénomyl, thrgibs) et ont donné quelques résultats
au cours d’expériences limitées contre I'agent dydsid in vitro (Saaidi et Rodet, 1974 ;
Surico, 1974 ; El Hadrami al., 2005 ) et méme en palmeraie (Selvaraj, 197@ddficks et
Denbrader, 1988). Mais leur utilisation pratiquest'guére envisageable)] ; les raisons pour
lesquelles nous pensons gu'’il y a actuellementddespoir dans cette voie pour lutter contre
le Bayoud ont été données par plusieurs auteurs :
- Impossibilité de protéger pendant toute leur vem$emble de I'appareil végétatif du
palmier ce qui nécessiterait des applications éggsetétant donné la biodégradabilité
des fongicides (Louvet et Toutain, 1973).
- Le codt tres élevé des fongicides (Saaidi, 1979).
- Le traitement des fusarioses a l'aide de fongiciohekiit souvent I'apparition de
souches parasites résistantes (Tramier et BetiadBin7).
- Les fongicides sont souvent toxiques et peuventenig différents niveaux de la

plante ou étre entrainés dans les nappes phréatique

5.4. La lutte génétique

Elle consiste en la sélection de variétés résissaidien que prometteuse, cette méthode s’est
heurtée a plusieurs inconvénients :
- Larareté des variétés résistantes (voir introdaagénérale)
- La lenteur de croissance du Palmier ; d’apres §agl€79), il faut 10 ans pour
s’assurer de la résistance d’'une variété.
- Cette espéce végétale est dioique, elle est dtogaale obligatoire et chaque arbre
est hybride.
- Pour la méme variété la qualité du fruit peut waaieec les conditions pédologiques,
ecologiques et climatiques (chaque oasis possé&dprepre microclimat).
Une possibilité de multiplication végétative rapioeut étre envisageable par la culture de
tissus. (Djerbi eal., 1991)
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5.5. La lutte biologique

La remise en cause des méthodes de lutte géndpguesélection de variétés résistantes) et
chimique (par I'apparition de souches ou de raaes/elles et résistantes des pathogenes et
par pollution) et le développement de I'écologis daampignons phytopathogénes, a donné
un élan aux études sur le controle biologique (Bak@68 et 1981 ; Baker et Cook, 1974 ;
Bruehl, 1976).

Cette forme de lutte n’a a notre connaissance fgasr&isagée pour le Bayoud. Néanmoins,
des études ont été réalisées en vue du contr@tegltjoe d’autres maladies cryptogamiques.

Nous en donnons un apercu historique. Le développemies connaissances en écologie
microbienne, en particulier sur les relations aotegfes entre les microorganismes du sol
(Tims, 1932 ; Waksman, 1948 ; Clark, 1969), a faitre I'idée d’utiliser ces antagonismes

pour lutter contre les maladies des plantes doeigellurique.

De trés nombreux articles ont déja été consacrésnazroorganismes antagonistes et a leurs
modes d’action. Nous citerons seulement deux oegragollectifs: « Faune et flore
auxiliaires en agriculture » et « les antagonismesobiens, mode d’action et d’application
a la lutte biologique contre les maladies des pEmtrespectivement publiés par 'ACTA et
I'INRA en 1983.

Trés t6t, I'imprégnation des graines par des gerargagonistes du parasite a donné des
résultats satisfaisants (Param et Mehpotra, 1@B@utre part, I'étude des transformations de
I'équilibre microbien du sol aprés traitement clqme a permis de comprendre l'intérét de
cette forme de lutte. C’est ainsi qu’en 1951, Bhssistate que la fumigation d’un sol par
Armellaria melleaavec du sulfure de carbone n’aboutit a la disiparicompléte de ce
champignon pathogene que 24 jours aprés fumigatian.cet effet coincide avec la
colonisation massive du sol traité parchoderma viride L’auteur en déduit q&. melleaa
disparu, non sous l'effet direct du sulfure de cad mais victime de I'antagonisme de
viride [l'activité antagoniste de3richoderma sppvis-a-vis d’autres champignons comme
Rhizoctonia solaniepose vraisemblablement sur plusieurs mécanidmes’entre eux étant

le parasitisme. En effet, il a été demontré (CheElad, 1983) que certaines souches de
Trichodermas’enroulent autour des hyphesRleizoctoniadégradent la paroi cellulaire grace
a I'émission d’enzymes et lysent le mycélium trapidement]. Toujours dans le méme
contexte, Mitchell (1979), est parvenu, en incogmbrau sol de la chitine, a faire régresser

sensiblement la population &e solani
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L’efficacité des applications de ce composé dangriaection des végétaux contre les
Fusariuma été vérifiee par Buxton at., (in Dommergues et Mangenot, 1970) qui attribuent
I'effet favorable de cet amendement a une stimaties actinomycétes antagonistes, dont
un pourcentage tres élevé de dégrader la chitineerble possible d’intervenir contre
certains agents phytopathogénes d’origine tell@idune maniére indirecte en stimulant une
fraction de la microflore du sol (Montealegreaét 2003).

Cette stimulation peut étre obtenue grace a destautes nutritives incorporées au sol et
utilisées préférentiellement par certains groupesnetcroorganismes. Ainsi Jouan et Lemaire
(1974) sont parvenus a modifier I'équilibre micmabi du sol en incorporant diverses

substances nutritives.

L’inoculation du sol par des microorganismes ssmtivent soldée par un échec (Mitchell,
1979) due en général a un rejet écologique dediihon (Dommergues et Mangenot, 1970).
La mise en évidence de la résistance naturellsaolesde chateaurenard aux fusarioses de la
tomate et du melon (Louvet at., 1976 ; Rouxel, 1978 ; Alabouvette, 1983) esbHdine

d’'un vaste programme de recherche visant a andlgsenécanismes de cette résistance et a
les utiliser pour lutter biologiqguement contre fesarioses vasculaires. La premiére approche
suivie est basée sur la démonstration de la trasdnilité de la résistance, la technique de
transfert de la résistance a été employée a tipéramental, pour lutter contre la fusariose de
la tomate dans une serre commerciale naturellenigiectée par I'agent pathogéne
(Couteaudier edl., 1985).

La deuxieme approche est basée sur la démonstrhtioble indispensable dés oxysporum

et F. solani non pathogenes dans les mécanismes de résistaacsold de Chéateaurenard
(Rouxel etal., 1979). Les résultats (Alabouvette et Davet, 198&issent raisonnablement
espérer la mise au point rapide d'un procédé die lboiologique contre les fusarioses
vasculaires compatibles avec les autres technirplgales et faciles a commercialiser.

En raison des difficultés rencontrées au niveavadé®s formes de lutte contre le Bayoud, le
laboratoire de biologie végétale du LRZA (le laltomn@ de botanique de I'université d’Alger,
devenu par la suite CNRZA puis ARZA, puis URZA etfie LRZA qui est rattaché a

'USTHB), a orienté une partie de ses recherches kadutte biologique.

C’est dans cet esprit quont été conduits les traveelatifs a la biologie des sols des
palmeraies de Ben Abbés et Adrar. C’est ainsi qatiVité microbienne dans la rhizosphére
du Palmier Dattier a été étudiée (Ali Haimoudakt 1979 ; Chami et Bounaga D., 1979) ; ce

15



travail a été complété par des analyses des exsualinaires de cette plante (Bennaceur,
1981), la flore fongique du sol et de la rhizospharété dénombrée et déterminée (Laoufi,
1978).

Des microorganismes antagonistesFde.albedinisont été isolés et testés vis-a-vis de ce
dernier (Sabaou, 1979 ; Sabaouakt 1980 ; Mahdi, 1984), I'étude des caractéristque
écologiques de différentes souchesHdsariuma été mise en évidence par Amir et Mahdi,
(1992a, et 1992b). L'influence de différents ameneets sur le développement @&uo.

albedinisdans le sol de différentes palmeraies a été @yndié Badji, 1990.

L’influence de la salinité des sols de palmeraigsiesFusariuma été mise en évidence, par
Riba (1991) et également les conséquences suréssion du Bayoud ont été étudiées. Nous
envisageons cette lutte dans le sens suivant atasjpe se comporte dans le sol comme tous
les autres saprophytes et son abondance ou sasiégreont étroitement liées d’une part aux
facteurs pédologiques qu’il est difficile de trasrsfier, d’autre part a ses interactions avec la
microflore environnante. Or, il est possible densfarmer au moins temporairement

I’équilibre microbiologique du sol et d’influenceainsi le développement du parasite.

En effet dans les sols, en particulier en zonaetearies substances nutritives nécessaires a la
survie des différents germes sont rares ; il s'g@mganc une compétition nutritive importante
entre différentes souches microbiennes du sol ;steghes les plus adaptées et les plus
compétitives vont donc se développer tandis questexhes faibles seront plus ou moins
éliminées. En inoculant dans le sol des germesctragétitifs et tres adaptés, on peut ainsi
provoquer la régression d’autres germes rigouréuavel et Larkin, 2002 ; Ownley etl.,
2003)

Jusqu’ici les essais d'inoculation de souches amiates dans le sol, effectués pour d’autres
maladies ont le plus souvent échoués en raisonept écologique rapide de la souche
inoculée (Mitchell, 1979). Ce rejet serait probamdat di a I'inadaptation de la souche et au
fait que I'écosysteme du sol est fermé ; c’estra-due chaque fonction du sol est remplie par
un groupe de germes précis. L’inoculation induilaitéséquilibre d’'une ou plusieurs de ses
fonctions, ce qui provoquerait une réaction dedé&mble de la microflore tendant a rejeter le
nouveau venu.

Afin d’éviter ce rejet écologique rapide on propoagiliser des antagonistes du méme genre
gue le parasite mais qui soient a la fois plus #daplus compétitifs et capables d’assimiler

plus rapidement les mémes substratskjoealbedinis.
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On pourrait aboutir ainsi au remplacement d'un gepathogéne par un germe semblable
mais inoffensif sans altérer I'équilibre écologiqagial.

Le role de la compétition intra générique dans ratgetion des plantes contre les agents
pathogenes a déja été signalé dans le cas dedsesi(Rouxel etl., 1979). Ces auteurs ont
apporté la preuve que la résistance d’'un sol adarfose vasculaire était liee a la compétition
entre lesFusarium saprophytesH. solani et F. oxysporuymet les souches parasites e

oxysporum

Par ailleurs Molot et Mas (1974) montrent qu'unade peu virulente de. o. f. sp. melonis
est capable d’empécher partiellement une aduehe plus virulente d’infecter la plante.

C’est dans cette optique que nous avons proposéldetionner des souches Flesolani et
deF. oxysporumantagonistes dé.o. albedinigMahdi, 1984).

Comme l'ont signalé Moody et Gindrat (1977), il estsentiel, pour mettre au point un
procédé de lutte biologique efficace, d’étudier ¢asactéristiques écologiques des souches
antagonistes afin de définir les conditions de leaplantation ; dans ce contexte nous avons
étudié les liaisons qui peuvent exister entre fegLales écologiques de différentes souches de
Fusariumet leurs efficacité dans la protection de plamdinl contre la fusariose vasculaire
(Amir et Mahdi, 1992b), on a également analyséclaseélations entre les caractéristiques
écologiques de différentes souches FEeasarium avec la référence particuliere a leur
persistance dans le sol (Amir et Mahdi, 1992a).

Il faut souligner que jusqu’a présent, les critedlessélection des souches en vue d’'une lutte

biologique n’ont pas été définis avec rigueur.

Une sélection a été réalisée a partir d'une cintfuila@ de souches dE. solani et F.
oxysporumMahdi, 1984), nous a conduit aux conclusionsanties.
- Les souches dé&. solani sont plus compétitives et plus adaptées aux sets d
palmeraies que les souches Eleoxysporum.
- Les aptitudes des différentes souched$-deolanitestées sont nettement différentes,
certaines apparaissent faibles d’autres au coatsaint puissantes.
- Plusieurs souches particulierement performantes resttement plus compétitives et
plus adaptées que les trois souches étudiées.
- Elles sont en outre capables de persister en deadiisante dans un sol pendant plus

de neuf mois méme s'il est soumis a des dessicsatépétées
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Pour ce qui est de ce travail que nous présentmmss avons fixé un but qui consiste a
augmenter la rigueur dans la sélection des antsigsnafin d’obtenir des souches ayant
toutes les aptitudes nécessaires sur le parasit@uepersistance dans le sol une fois

inoculées.

Ces études sont essentielles car I'efficacité ditetnent biologique dépend entierement

de la sévérité dans la sélection des souches anistem
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1. Matériel

1.1. Les sols

Les sols utilisés pour l'isolement des souchesFdearium antagonistes, sont ceux des
palmeraies de Béni-Abbes et Adrar. Il s'agit deaig se situant dans I'étage bioclimatique
aride a pluviosité faible (moins de 100 mm/an) sa#on chaude dominante, les amplitudes
thermiques entre le milieu de la journée et ladBra nuit étant importantes.

Ces sols ont été conserveés secs pendant plus diurée. Les souches ainsi isolées seront

déja caractérisées par une certaine résistanceessiccation.

Certains échantillons de ces sols avaient ét@&sraiec des résidus pétroliers et des litieres de

volaille en vue d’'une lutte biologique. (5% de dés pétroliers et 10% de litieres).

L'utilisation de souches isolées de ces échansllamous est suggérée par I'éventuelle

possibilité de combiner le traitement par des amiages avec des amendements organiques.

La terre utilisée le plus souvent est issue desi®de Béni-Abbes située au sud-ouest du pays
et touchée par le Bayoud depuis plusieurs décengilesest prélevee a I'extrémité sud de la

palmeraie, dans un jardin proche de la piscine oipalie.

Le choix de ce sol est justifié par sa réceptivéidtivement élevée a la fusariose vasculaire
(Amir, 1991) et par la faible densité de sa flarsdarienne (Tableau 1).

Tableau 1: Importance relative des principaux groupes mi@osidans le sol de Béni-Abbes

Principaux Groupes Sol de Béni-Abbeg

Biomasse microbienne (Valeurs relatives) 3,0 £1,3

Bactéries (x19* 38,6 +2,2
Actinomycétes (x10* 17,4+ 1,7
Champignons (x19* 53+13

Fusarium(x10)* 3.8+04

19



La connaissance précise des caractéristiques plepaisiques de ces sols, ayant peu d'intérét
pour les travaux que nous présenterons, nous rommahs que les caractéres essentiels
(Tableau 2).

Caractéristiques physicochimiques
Structure sablo-limoneuse (Avec prédominance diesdins).
- Nature calcaire, pH basique
- Capacité d’échange faible
- Pauvres en matiére organique, mais leur C/N bdgjue une activité biologique

notable.

Tableau 2 : Caracteres physico- chimiques du sol utilisé {Bé&bbes).

Caractére Contenu

Granulométrie (%)

Argile 2,5
Limon fin 0,3
Limon grossier 1,2
Sable fin 83,1
Sable grossier 12,9

Caracteéristiques physico-chimiques

Carbone organique (AnfidX 0,23
Azote total (Kjedhaly4) 0,019
C/N 12,9
pH eau (1/2.5) 8.8
Calcaire totalo) 2,1

Conductivité électrique (dS/m) 0,13

—

1.2. Les souches deusarium
Les souches deusariumutilisées appartiennent aux espeeesxysporumetF. solani.Elles
sont issues de clonages monospores et sont coasesué milieu P.D.A a 4°C. La souche

FoaT1l pathogene est utilisée pour infecter lestples de Palmier Dattier.
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1.2.1. Les souches parasites

M, : F.o.f.sp. albedinis Isolée en mai 1973 par Bounaga N. & partir deisade la variété de
Palmier (TAFAZOUANE) provenant de Metlili.

F066: F.o.albedinis: Souche connue comme virulente, collection devietu

Foln, : F.o.f.sp.lini: Souche parasite de lin, utilisée comme modélar giétude des
fusarioses vasculaires. (Collection : Pathologigédtéle, INRA, Rennes).

Fo47 : F. oxysporumsol de Chateaurenard, France. Flore pathogeri®A INDijon, souche
sélectionnée, utilisée en lutte biologique. Elle de référence.

1.2.2. Les souches saprophytes

La majorité des souches sont isolées par nous-méeesols de béni-Abbes et d’Adrar,

cependant un certain nombre d’entre elles appasi@na la collection de Amir (1981), et

sont isolées également des mémes sols, puis céesepar repiquages réguliers sur P.D.A
(Potato dextrose Agaril s'agit des souches suivantes : 34, RB, F.G20,KP2, FOTKG,

Tim6 (Fusarium oxysporursaprophytes).

H, W, R, 3, 26, 28, 33Kusarium solansaprohytes) souches sélectionnées, utiliséestten lu

biologique servent de référence. Elles sont ugissomme antagonistes.

1.3. La plante
Les plantules du Palmier Dattier sont issues dengsa(Femelle Deglet Nour x Male
indéterminé), prélevées d'un régime unique de datBelon Louvet et Toutain (1973),

I’'homogénéité obtenue pour un tel matériel estisarfte.

1.4. Les milieux de culture utilisés
1.4.1. Le milieu P.D.A
Toutes les souches sont maintenues en cultureepajuages réguliers sur milieu P.D.A de
composition suivante :

- 250 g de Pomme de terre (P)

- 10 g de Dextrose (Glucose) (D)

- 20g de Gélose nutritive (Agar-Agar) (A)

- 1000 ml d’eau distillee
Le milieu est stérilisé a I'autoclave pendant ueark a 120°C, puis distribué dans des boites
de Pétri ou des tubes stériles (Pochon et TardIE162).
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1.4.2. Le milieu sélectif a base de peptone -Exttaile levure, pour F. oxysporumet F.
solani
Pour le dénombrement des Fusarium, nous avonseul@imilieu de composition suivante :
- Peptone : 59
- Extrait de levure : 2g
- Agar-Agar : 20g
Un milieu similaire est utilisé par Snyder at (1959) et Smith eal., (1975) pour la

numeration de ce genre fongique.

Apres stérilisation, 10 ml d’'une solution contenant
- Streptomycine : 100 mg afin d’éliminer toutes elactéries, parfois d’autres
bactéries résistantes a I'antibiotique apparaissims ce cas on rajoute au milieu
le chlorampénicol.
- TCNB (Tetrachloronitrobenzene) : 80 mg, le TCNB mtalablement broyé dans
qguelques gouttes d’éther di-éthylique et de Tritd@0.

1.4.3. Milieu extrait de terre

On utilise ce milieu pour la majorité des testwitne, afin d’étre plus proches des conditions

naturelles.

> Préparation
La terre est mélangée a poids égal, avec de I'eawlinet (pH proche de la neutralité). On
laisse macérer pendant 24 heures. Le mélange tesiaué pendant une heure a 130°C. A la
sortie de l'autoclave, le mélange est filtré supipafiltre (jusqu'a obtention d’'un extrait
limpide), on rajoute 20 g d’Agar a un litre d’extrgouis le tout est autoclavé pendant 30
minutes a 120°C (Pochon et Tardieux, 1962).

2. Méthodes

Nous avons fixé un but qui consiste a augmentagleeur dans la sélection des antagonistes,
afin d'obtenir des souches ayant toutes les am#tudécessaires sur le parasite et leur
persistance dans le sol une fois inoculées.

Le travail a été effectué sur un lot de soucheszagsportant et varié, (tenir compte du
maximum de différences « aspect macroscopiquermefae la colonie, différents types de

pigmentation, aspect daycéliun, absence ou présence de sporodochies)
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Une culture monospore a été envisagée pour chamuaehe (afin d’éliminer tout probleme
relatif a la variabilité génétique qui pourra emgcnos résultats dans I'avenir). Les tests ont
éte revus (augmentation du nombre) et améliorés.

Les sols des palmeraies de Béni-Abbes et Adrar) Bisolement des souches a été effectué,

ont subi différents types de traitements.
2.1. Incubation en conditions optimales

- Sol non traité : Aéré légerement, incubation pehdarjours, 01 mois, 03 mois.

(Isolement de souche « témoin »).

- Sol additionné de fins fragments de palmes seclessol devra étre souvent mélangé une
fois par semaine.

(Sélection de souches adaptées a ce substrat).

- Sol additionné de Chitine.

(Sélection de souches insensibles a I'antagonisgaé\dtinomyceétes).

- Sol autoclavé et additionné de 1 & 5% de sol abrm

(Sélection des souches les plus aptes a la cotmmssaprophytique du sol).

- Sol comme le N°(4), mais agité 02 fois par sempm# la dispersion des spores produites.
(Sélection des souches les plus aptes a prodwsrepibees de dissémination).

- Sol planté avec des plantules de Palmier Dattier.

(Sélection des souches qui dominent la rhizospéesedante).

- Sol dans lequel sont plantés verticalement deseaarcde racines subérifiees.

(Sélection des souches qui dominent dans la npiigye non active)
2.2. Incubation en conditions non optimales

- Sol incubé 15 jours en conditions optimales jusqiéssechement, puis réhumidifié et
réincubé jusqu’a dessechement, puis incubé peddawais desséché en atmospheére seche.
(Sélection des souches résistantes a la dessicati@riation de I'lhumidite).
- Sol incubé en humidité optimale :

« 1% temps : Chambre froide
oéme

temps : Incubation a 30°C

N 3éme

temps : Incubation a 40°C
(Sélection des souches résistantes aux variatte t@mpérature).
Les différents échantillons ont été soumis a désimidifications aux périodes régulieres,

traitement avec précaution.
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Aprés le temps d’incubation nécessaire pour chapiantillon, un dénombrement a été
réalisé.

Pour chaque cas de sol traité, des isolements dehes ont été reéalisés, ainsi que des
purifications, les souches sont soumises a des pesinettant d’apprécier leur intérét, en tant
gu’'antagonistes dé&.o.albedinis en vue de les utiliser dans la lutte biologiquatce le
Bayoud.

Dans ce sens, I'espe€e Solaninous parait plus avantageuse uexysporumgcar elle est
facilement différenciable du parasite sur milieu ddture. D’autre part, les souches de
F.oxysporumsolées du sol peuvent elles mémes appartenifcirtee pathogéne.

Pour ces raisons, le lot de souches qui serontisesraux tests, est constitué en grande partie
d’isolats deF. Solani.

Les souches antagonistes sélectionnées devraisseger les aptitudes suivantes :
- Adaptation aux conditions arides en particuliea déssiccation.
- Pouvoir compétitif élevé et pouvoir antagonisteasdgis defF.o.albedinis.

- Capacité d’assimiler plus rapidement les mémestsaibgjue le parasite.

Etant donné la nécessité de sélectionner les ssuchartir de lots initialement importants, il
est essentiel d’arriver a mettre au point des &ssgez rapides et simples pour I'appréciation
de leurs aptitudes, pour cela 09 tests ont étésésal

- 1*"test : Mesure de la croissance mycélienne sur miliewaéxde terre.
2°Mtest: Appréciation de I'aptitude & sporuler sur miliezxtraits de terre.

Apres ces deux premiers tests qui sont simplesQes permettent d’apprécier grossierement
le pouvoir compétitif des souches, une premiérecsién est réalisée afin d’avoir un lot plus

restreint pour les tests suivants, qui sont pluspdexes.

3 M test : Mesure du pouvoir germinatif des conidies.
4 *™test : Mesure de I'effet inhibiteur vis-a-vis de la genaiion des spores du
F.o.albedinis

5 M test : Mesure de I'activité respiratoire
6 °™test : Mesure du développement saprophytique.
7 ™ test : Mesure de I'aptitude & persister dans un sol ehtur

8 eme

test : Mesure de I'action antagoniste dans le sol vissaduF.o.albedinis.
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Une analyse factorielle a été réalisée afin deraéter les corrélations entre les caractéres
écologiques des différentes souches, avec réfépartieuliere a leur persistance dans le sol.

9 M test : Mesure de I'aptitude & protéger le Palmier coletiayoud.

2.3. Isolement, purification et détermination des@uches
2.3.1. Isolement des souches

L'isolement a été fait a partir des sols qui ordt #hités « chapitre | ». On utilise un milieu
sélectif a base de peptone, extrait de levure,tiaddeé de streptomycine afin d’éliminer
toutes les bactéries et de TCMB (Tetrachloronitnzieee) permettant d’avoir uniquement des
F. solanietF. oxysporun{Bouhot et Rouxel, 1971).

La technique utilisée est celle des suspensionfiatil et étalement sur milieu gélosé (Pochon
et Tardieux, 1962), pour cela nous utilisons desgees automatiques « CORNWALL », qui
ont 'avantage de permettre un travail rapide dbadeser passer la terre en proportion normale
d’'une dilution & une autre.

Un gramme de terre est introduit stérilement damgulbe contenant 9 ml d’eau distillée
stérile : c’est la dilution I8 Ensuite, 1 ml de la premiére dilution est prélesémis dans 9
ml d’eau distillée stérile, on obtient la dilutid®® que I'on agite au vortex. En prélevant

toujours ce méme volume, on prépare ainsi desdalisiisuccessives.
2.3.2. Purification des souches

Apres 8 a 10 jours d’incubation les coloniesFadsariumapparues sont reprises séparément
sur boite de Pétri et sont purifiees 2 ou 3 foisrppiquage en stries (méthode classique) sur
le méme milieu.

Pour un méme échantillon de sol, les colonies les grandes «ayant une croissance
relativement rapide » et les plus distinctes stioisies. On a tenu compte dans notre choix
tous les aspects macroscopiques que la souche ppésgnter a savoir, la couleur des

pigmentations, la forme et I'aspect général du riyoédans un souci d’avoir le maximum

de souches variées.
2.3.3. Détermination des souches

Selon Booth (1971), le genFaisariumcomprend 44 especes. La distinction entre lescespée
de Fusariumbien que basée essentiellement sur des critergshologiques est tres délicate.

Cependant grace a la sélectivité du TCNB qui nenpete développement que e solani
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et F. oxysporumle travail de détermination est considérablensemplifié. En effet chez F.
solani, les phialides porteuses de microconidies$ kmgues tandis qu’elles sont trés courtes
chez F. oxysporum(figure 6 et 7); ce caractere est facile a apprégar observation au
microscope optique des colonies sur boite de Bétible grossissement.

ChezF. solani: les phialides érigées vers le haut apparaideegues et bien distinctes du
myceélium tandis que chez |és oxysporumles phialides sont camouflées par I'amas des
spores ou apparaissent trés courtes et peu dissatgéla masse mycélienne. Une observation
a plus fort grossissement nous permet de confitmeessemblance des caractéres de toutes

les souches de. solanietF. oxysporunisolées.

Figure 6: Fusarium oxysporur(Booth, 1971)

A : Microconidies ; B : Macroconidies

C : Chlamydospores ; D : Conidiopgs

Figure 7 : Fusarium solan{Booth, 1971)

A : Conidiophores ; B : Macroconidies

C :Microconidies ; D : Chlamydosps
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2.4. Cultures monospores

Toutes les souches retenues au nombre de 96 antirsellzulture monospore avec soin de
sorte gqu'a chaque souche on préleve uniguementideoconidie, on note que certaines
souches deF.solani produisent des microconidies avec une cloison ckaoonidies
bicellulaires en plus des microconidies sans cioigsmicroconidies monocellulaires», mais
pour que la collection soit homogene toutes lesises ont été traitées de la méme maniere
pour éviter les problémes relatifs a la variabifjgnétique, bien que toujours est-il que les

Fusariumresteront un matériel microbiologique tres déletateci de I'avis des experts.
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Comme nous l'avons déja signalé, I'efficacité datodle du Bayoud par des antagonistes du
parasite nécessite une sélection rigoureuse dehaw@n fonction de leur adaptation au sol
des palmeraies et leur aptitude a la colonisatagmmaphytique du sol. Dix et Mitchell (1976)
définissent la notion suivante :

Indice de colonisation saprophytique = taux demgeation x longueur du tube germinatif

Le taux de germination est directement lié au tdaexsporulation. La longueur du tube
germinatif correspond a la croissance mycélienmeeftet il ya tout lieu de croire que le
pouvoir compétitif des souches est déterminé endgrgartie par la croissance myceélienne
qui permet la colonisation rapide d’'un milieu et dapacité de produire des spores de
résistance qui constitue un moyen de dissémina&tiaussi un moyen de résistance dés que

surviennent des conditions défavorables, phénornégaent dans les sols des zones arides.

D’aprés Alabouvette edl. (1980), l'activité et le développement dassariumdans le sol se
font par intermittence. En général, ils se trouvdsnts le sol sous forme de chlamydospores,
les spores germent lorsqu’il ya apport des substagoergétiques et que les conditions de
température et d’humidité le permettent ; ils dariredors un mycélium qui se transforme de
nouveau en spores dés que les conditions redeviem&tavorables, s’il en est ainsi la
rapidité de croissance du mycélium et la quantiéctlamydospores produites seraient

directement liées a I'abondance d’'une souche dassl|

Nous avons choisi de caractériser d’abord les ssuphr leur aptitude a croitre et a sporuler
sur milieu & base d'extrait de terre. Ces deuxsté&sant relativement simples ils nous
permettront de faire une préseélection qui condairaduire le lot pour les tests suivants qui

sont plus complexes.
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1. Méthode
1.1. Mesure de la croissance mycélienne

On utilise le milieu extrait de terre qui est coateboites de Pétri a raison de 15 ml par boite.
A partir de cultures obtenues sur ce méme mili@s, pastilles de 5 mm de diametre sont
prélevées a la périphérie des colonies de facaeradpe du mycélium jeune. Une pastille est
ainsi déposée au centre de chaque boite de pétri.

Apres deux jours d’incubation a 28°C, les borddadeetite colonie formée sont délimités
avec précaution sur le fond de la boite avec utrdemarqueur tres fin. Cette marque
constitue le point de départ de la croissanceucparmet d’éviter des fluctuations dues a une
reprise plus ou moins lente du mycélium initialadtip des pastilles.

La mesure de la croissance est réalisée&jdir et consiste a effectuer, avec une régle plate
précise, et pour chaque boite, 4 mesures de landestentre la marque au feutre et la limite
externe de la colonie. 5 répétitions par souchenpttent d’obtenir une moyenne a partir de

20 mesures.

1.2.Mesure de la production de microconidies et de maoconidies

Les souches sont ensemencées sur milieu extréérnadepar dépbt d’'un explant au centre de
la boite de Pétri. Aprés 10 jours d’'incubation 828un secteur de milieu de 4 cm allant de
I'extérieur de la colonie vers le centre de la &a@st découpé et introduit dans 10 ml d’eau
stérile puis soumis a une forte agitation « vostgpendant 3 minutes. La densité en spores est
alors estimée sur cellule de Thoma. Les spores stastsées comme macroconidies
lorsqu’elles ont au moins deux cloisons. Les vaaarrespondant a la moyenne de 5 essais

sont rapportées au nirde surface.
1.3. Mesure de la production de chlamydospores

Les souches sont ensemencées sur milieu extrééradepar dépbt d’'un explant au centre de
la boite de Pétri puis incubées pendant 20 jouB8°&€. Un secteur de milieu allant de
I'extérieur vers le centre de la boite est alorsd@ée et déposé sur une lame de microscope il
est imprégné avec quelques gouttes de bleu de qmienrecouvert avec une lamelle.
Auparavant, nous prenons soin de tracer sur la $apérieure de la lamelle, a I'aide d'un
crayon feutre fin, une ligne droite avec des repéoeis les 2 mm environ. La lamelle est
disposée de telle facon que le premier repéere cwravec le centre de la colonie et que la

ligne soit orientée dans le sens de la croissdfrtgartant du premier repere, nous explorons
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une quinzaine de champs a l'objectif 40 (grossiss#rd00) en progressant d’'un repere a
chaque fois le long de la droite.

Cette procédure est justifiée par le fait que langiteé de chlamydospores produites, varie
selon 'age de la zone mycélienne et qu'il faut@deffectuer des mesures exactement de la
méme facon pour toutes les boites. Les chlamydespimrtement colorées par le bleu de
coton sont relativement faciles a dénombrer, canyeélium croissant sur I'extrait de terre,
n'est pas dense. Pour diminuer les risques d’esreticompte tenu du caractére relatif des
mesures, seules les chlamydospores formées swrfiaces du milieu ou au-dessus sont

comptées. 5 répétitions par souche sont réalisées.
2. Résultats

Tous les résultats de la croissance et de la gimmlsont portés en annexes vu le nombre

important des souches (96 souches).
2.1. La croissance mycélienne

Le tableau en annexe 1 indique que la vitessealssance du front mycélien des 96 souches
de Fusarium testées varie entre 19,5 mm et 37,7 mm. Les ssul@seplus performantes
(9Bab, 8Ad1, 8Ad8, 9Ba3, 9Ba8, 9Ad1, 9Ad2...) sord $®wuches deF. solanj d’autres
souches dé&. oxysporumnsont performantes aussi (Tim6, FO47). Les plusdaj souches 3,
33, 26, ont une croissance nettement au dessusuttes souches. Chaque groupe possédant
des souches a croissance lente et des souchesisgaope rapide, Ainsi I'espéce.
oxysporumme forme pas un groupe distinct de celuRgdsolani Nous notons également qu'il
n'y a pas de différence nette entre les souchagnaiies du sol de Béni-Abbés et celle
originaire du sol d’Adrar. La majorité des soucpesasites possédent une croissance un peu

plus de la moyenne.
2.2. Estimation de la sporulation
2.2.1. Production de microconidies

Cette aptitude varie beaucoup selon les souchespatse de 17600 microconidies par’mm
pour FOTKG a 343 pour FsB. Les souche$ dexysporunsont les plus performantes.
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2.2.2. Production de macroconidies

D'une facon générale les macroconidies sont preduién moindre quantité que les
microconidies. Peu de souches en produisent un reogibvé (12a3-1, 9Ba8, 9Ba5, 2Ad3,
BaFs2, 7Bal.).

Les souches 34, 3, 33 n’en donnent que 6 mndis que les souches RB, Fo47, 8Ad2 et 26
n'en produisent pas du tout.

L’espéce F.oxysporum est caractérisée par une production trés faible nolle de

macroconidies.
2.2.3. Production de chlamydospores

Comme pour les autres types de spores, la quatditéhlamydospores formées par les
différentes souches varient énormément. Certaingsaguisent plus de 1000 / rigi2a2-1,
12b1-1, Fs59, Foln2) d’autres en donnent moinsGderBnt (3Ad4, 26, 1Ad4, HR8). Parmi

les souches dé. oxysporumdeux sont performantes et une est faible.
3. Discussion

L’aptitude a la sporulation apparait tres variabddon les souches. Certaines comme les
souches parasites ne produisent pas de macromnidi@utres produisent tres peu de
chlamydospores. Dans ce test nous nous intéregsotisulierement aux macroconidies et
aux chlamydospores, étant donné que le mode detadse et de dissémination dans le sol
correspond aux chlamydospores. Les macroconidiest @apables de se transformer en
chlamydospores (Booth, 1971 ; Rouxel, 1978), lesroobnides sont des spores de
dissémination certes mais connu beaucoup plus copgmeaésistantes dans le sol (Rouxel,
1978 ; Amir, 1981), Bien que Tello-Marquina at (1980) aient montré qu’elles sont elles

mémes capables d’engendrer de petites chlamydaspore

Comme pour la croissance il napparait pas deréifiée nette entre les souched=desolani

et F. oxysporumni entre les souches issues du sol d’Adrar éeséssues du sol de Ben-
Abbés. Par contre les souches parasites sont conocoemme ne produisant pas de
macroconidies (Bounaga, 1975 ; Rouxel, 1978). beslses dé-.0.albedinis produisent peu

de chlamydospores.
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Conclusion

Les aptitudes a la croissance et a la sporulatiansduches testées (96) sont différentes. Ce
qui nous permet de dégager les souches les pli@mmpantes pour les deux premiers tests.
Les souches parasites se révélant moyennes powisaance et faible pour la sporulation par
rapport aux autres souches He solani On peut penser que leur pouvoir compétitif est
nettement inférieur a celui des souches les pldspeantes.

16 souches ont été dégagees pour les tests su{antsirrait y avoir plus, mais plusieurs
contraintes nous ont obligé a réduire le nombreeticAtesse des techniques et matériel
réduit).

Les résultats des mesures de la croissance myeéliende la sporulation des 96 souches de
Fusarium,qui sont rapportés en annexe 1, nous ont servnéskement a dégager un lot plus
restreint caractérisé par une forte variabilité.
Les souches ayant différentes performances omhéidies.
Pour I'espécéusarium solani :

- Des souches a forte croissance et forte aptitsgmeauler : 9Ba5, BaFs2.

- Des souches a forte croissance : H, F3, 26

- Des souches a faible croissance et faible spoonlat83, 3

- Des souches moyennes pour les deux aptitudes :28/ et

- Des souches a forte croissance et faible sporola#\d2

Pour I'espécd-.oxysporumnous avons choisi 3 souches du sol et 3 souchésgetes.
Cette espéce semble montrer moins de variabiligd-cgolani.Par ailleurs, certaines souches
(Fo47, Fo66, M2) ont été prises d'office pour desdins de références. FoLn 2 a été
sélectionnée pour sa forte aptitude a produirecdiEsnydospores sur extrait de terre.

RB et 34 ont une croissance myceélienne et uneudptid sporuler relativement élevée par
rapport a leur groupe.

( On note gu’on pouvait pas aller au-dela du nonderd 6 souches, bien que dans le lot il y
avait d’autres souches qui sont beaucoup plushlagaet intéressantes pour les deux tests,
néanmoins, pour d’autres travaux, il est utilevdinau laboratoire un lot de souches dont on
connait au départ quelques caractéristiques : €2noi® et sporulation, et caractéristiques

macroscopiques).
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Etude de quelques caractéres écologiques de diéites souches
présélectionnées et analyse de ces caractéres daaéférence particuliere

de leur persistance dans le sol.

|. Etude des caracteres écologiques des soucheéga@lectionnées

En général, les classifications concernant legiogla entre les organismes vivants reposent
sur la question de savoir, si le rapport est néfastutre ou avantageux, pour I'un des deux
ou pour les deux organismes considérés. Selon C(a@869), il existe 04 types

d’antagonismes entre les microorganismes :

- La compétition nutritive proprement dite

- L’antibiose

- Le parasitisme

- La prédation
L’antibiose est le résultat de la production pararganisme, d’un composé nocif capable
d’inhiber la croissance d’'un autre organisme ouedéétruire (Clark, 1969). Le parasitisme
entre microorganismes (Sabaou, 1980) et la pradétent plus rares, ce sont essentiellement
les deux autres phénomeénes qui déterminent la @mmenou la régression des souches

fongiques dans le sol (Dommergues et Mangenot,)1970

Il nous semble donc essentiel de rechercher leshesudeFusariumcapables de limiter le
développement du parasite par la sécrétion deaudest inhibitrices.

Par ailleurs Amir (1981) a démontré que certainescises deFusarium ont un effet
stimulateur dd-.0.albedinispar leur sécrétion. Ce type de souches doit &ité dans notre
sélection, sinon nous risquons de provoquer urt effatraire a celui attendu en inoculant
dans le sol de telles souches.

C’est dans cette optique que nous étudions I'elést sécrétions des souches antagonistes sur
la germination des spores parasites.

En vue de la lutte biologique contre le Bayoud,r&@walémarche comme nous l'avons
présentée, était basée sur la recherche de sodeResariumantagonistes duF.o.albedinis
pour les inoculer dans le sol afin de freinerdagoession du parasite vers la plante.

Les agents phytopathogenes d’origine telluriques@dsnt généralement un cycle comprenant
une phase saprophytique se déroulant dans le sotoArs de cette phase, les interactions
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avec la microflore vont conditionner a la fois lande et I'expression des capacités
infectieuses du parasite.

Bien que nous avons utilisé un milieu a base dagixtte terre pour les tests de croissance et
de sporulation, nous ne pouvons étre certains egisduches performantes sont capables de

persister dans le sol longtemps aprés l'inoculation

En effet, dés leur incorporation dans le sol, cesckes subissent I'antagonisme des
peuplements microbiens déja en place qui parvidnsmunvent a I'élimination rapide de ces
souches étrangeres (Dommergues et Mangenot, 19@0gn et Lemaire, 1974). Or la
persistance des souches dans le sol est un faessentiel pour la lutte biologique, en
particulier dans le cas du Palmier ou il s’agitrdehercher un traitement a action durable. Il

est donc essentiel de quantifier cette aptitudecten plus directe.

En réalité, elle traduit plusieurs capacités quiditonnent la persistance des souches dans le
sol :

- Le pouvoir de colonisation saprophytique (Mesure & production de
chlamydospores sur milieu extrait de terre et meeglurdéveloppement saprophytique
dans un sol désinfecte).

- Larésistance aux actions antagonistes des gemrlas mhicroflore tellurique.

- Larésistance a la dessiccation.

Ce travail nous permettra par ailleurs, de vérigedegré de corrélation entre les résultats des
tests effectués sur milieu de culture et ceux alstemprés inoculation dans le sol. Cette
corrélation est d’'un grand intérét pour la conraaisg plus précise de I'écologie microbienne
du sol, connaissance indispensable pour la migeosn d’'un traitement biologique efficace

et durable contre la Bayoud.
1. Méthode

Les seize souches monosporesFHdsarium présélectionnées précédemment sont soumises

aux difféerents tests permettant d’apprécier leptgwdes écologiques. Pour certains tests, les

souches sont préalablement incorporées dans disd¢ldo la technique décrites par Tello-
Marquina et Alabouvette (1984) qui permet d’avoesdinoculum stables pour leurs
introduction dans le sol. Le talc est un suppostspto-chimique inerte qui n’apporte aucune
autre microflore que la souche incorporée et pewmeftectuer des dilutions précises avec

une bonne répartition de l'inoculum dans le solsidéré.Pour avoir une biomasse assez
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importante, les souches sont d’abord cultivéesnslieu liquide (250 g de pomme de terre,
cuite pendant 45mn dans un litre d’eau distilléas filtrée ; le filtrat est additionné de 20g de
glucose puis homogénéisé avant d’étre distribué das erlen de 500ml a raison de 150 ml
par erlen). Ce milieu est légerement acidifié (pHF puis stérilisé. Aprés huit jours
d’incubation en culture agitée & 28° C, le milisti@ntrifugé & 3500 ev minpendant 15mn.

Le culot est trituré a I'aide d’'un broyeur de tyyé&ra-turax puis remis en suspension dans un
peu d’eau stérile puis incorporé dans du talc sorade 1ml pour 2g de talc. Ce dernier est
mis a sécher dans une étuve ventilée a 20°C paigptamisé a 2Q0On et conservé en
chambre froide. Avant I'emploi, la densité en prgyla est déterminée par ensemensement
d’une aliquote sur un milieu gélosé non spécifidtiee varie entre 810° et 1 cfu/g de talc

selon les souches.

La mesure de l'aptitude des 16 souches a croiteesgbruler a été étudiee précédemment au
chapitre Il, car les 16 souches sont issues dinikidl sur la base des résultats obtenus pour

ces deux tests.

(Mesure de la croissance mycélienne, mesure derdduption de microconidies et de

macroconidies et mesure de la production de chlaspates sur milieu extrait de terre).

1.1. Mesure de la production précoce de chlamydosms au contact du sol non

désinfecté

Des cultures réalisées ponctuellement en boiteétieé $ur milieu malt (malt 1%, agar 1,5%)
sont incubées 10 jours. Le mycélium de la soushalers recouvert d’'une mince couche de
sol de Béni Abbeés apres 24h a 28°C, le sol estiréipuis le mycélium est lavé avec un jet
d’eau stérile. La lecture du nombre de chlamydoespproduites est réalisée comme dans le

test précédent.
1.2. Mesure du pouvoir germinatif des conidies

Des résultats préliminaires ont révélé qu’il y ayeau de différence entre les souches quant a
I'aptitude a germer de leurs chlamydospores. Cé donc uniquement les conidies qui sont

étudiés dans ce test.

10 ml d’eau distillée stérile sont introduits damstube contenant une culture de la souche a
tester agée de 10 jours et poussant sur un eglgaierre gélosée. Aprés une agitation au
vortex, la suspension est filtrée aseptiguementasurs a maille de 20um puis la densité en
spores est estimée sur cellule de Thoma.
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A partir de cette suspension, des boites de R#tteaant une couche fine de d’extrait de terre
gélosé sont ensemencées de fagcon a obtenir unééddiesiviron 10 spores par champ du
microscope (objectif 40).

Les boites sont alors incubées a 28°C pendant |t @@eés 6h, des observations régulieres
sont nécessaires afin d’arréter I'incubation, laesép souche la plus avancée atteint un taux
de germination de 80 a 90%). Des secteurs deursliat alors déposés sur des lames ; les
spores sont fixées avec quelques gouttes d’alcoisl golorées au bleu coton. Le taux de

germination est déterminé aprés observation des5L0 spores.

1.3. Mesure de I'effet inhibiteur vis-a-vis de lagermination des spores dé&.o.albedinis

La souche a tester est ensemencée ponctuellemanpé&riphérie de cing boites de Pétri.
Apres 4 jours a 28°C, quelques gouttes d’une ssépere conidies dE.o.albedinistitrant
2x10 spores par ml et obtenue & partir d’'une cultur&@gours, sont étalées sur la surface
non colonisée du milieu en prenant soin de ne @asher la souche antagoniste. Les boites
sont de nouveau incubées 6 a 8h puis une sectionliéel contenant la colonie antagoniste et

sa zone d’'influence est découpée et mise sur une la

Quelques gouttes d’alcool puis de bleu coton stms @léposées sur la surface du milieu. Le
pourcentage de germination est estimé sur 100 Spdreervées au voisinage immédiat de la
colonie antagoniste (zone située entre 0,5 et 3dunbord de cette derniere). Le témoin

correspond aux boites traitées de la méme facoms m@En ensemencées avec la souche
antagoniste. Les résultats sont exprimés par férdiice entre I'essai et le témoin rapportée

en % de ce dernier.
1.4. Mesure de I'activité respiratoire

100 g de sol désinfecté dans un flacon sérum soesgneencés avec une suspension de
conidies de la souche & tester de facon & obtaridensité initiale d’environ 1000 cfi' gle

sol. L’humidité est ajustée a 80% de I'humiditéigglente, puis les flacons, bouchés dans un
premier temps avec du coton stérile sont mis abiecwa 25°C. La mesure de l'activité
respiratoire est effectuée au cinquieme jour, pentta phase exponentielle de croissance.
Pour cela, les flacons sont fermés hermétiguemeastt des bouchons stériles en caoutchouc
surmontés de bagues a vis. Apres 6h, un échantiboiatmosphére interne du flacon est
prélevée. Le C@Produit est alors dosé par catharométrie au chtogragohe en phase gazeuse

muni d’'une colonne de 4,5m remplie de porapak Q-1B® mesh. Le gaz vecteur étant
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I'hélium, les températures du four de l'injectetida détecteur atteignent respectivement 40,
110 et 110°C.
Les résultats, correspondant a la moyenne de 3sessat exprimés en nanomoles de,CO

dégagé g sol h'.
1.5. Mesure de développement saprophytique en satsinfecté

Le sol réparti a raison de 50g par flacon est déstié@ puis inoculé avec une quantité précise
de talc contenant la souche et calculée de facabtanir 1000 cfu § de sol. Aprés
ajustement de I’humidité a 80% de I'humidité éqlewse, les flacons sont incubés a 25°C.

Le développement de la souche est estimé grace aumeérations par suspensions dilutions
et ensemencement sur milieu gélosé (Malt: 1,5%arAd%). Pour chaque souche, trois
répétitions de dix boites sont réalisées. Seuleldasité au 22 jour correspondant au

maximum atteint (plateau) est exploitée ici.
1.6. Mesure de I'aptitude a persister dans un solaturel

Chaque souche est inoculée dans trois (3) flacontenant 50 g de sol par apport d’'une
quantité de talc calculée de facon & obtenir umsitiede 10cfu g. Aprés ajustement de
I’humidité a 80% de I'humidité équivalente, lescitms sont incubés a 25°C pendant quatre
mois. Des numérations périodiques permettent deresuiévolution des souches. Aprées
dilutions, le sol est ensemencé sur un milieu gel@eptone : 5g, extrait de levure : 2g,
amidon : 5g, agar : 20g, eau distillée g.s.p. : rehdu sélectif par addition de 1000 fnde
streptomycine et de 80 mMgle tetrachloronitrobenzéne. Cet antifongique permiuement

le développement dEusarium oxysporunet F. solani (Bouhot et Rouxel, 1971). Pour
chaque souche, trois répétitions de cing boites @tisées. Le sol utilisé contenant trés peu
deF. sp.autochtoneéTableau 1), la densité de ces derniers est re&dlg par rapport a celle

des souches inoculées.

La valeur exploitée dans ce travail est la deresitéin d’expérience (quatrieme mois), elle est
rapportée en % du niveau d’inoculum initial.

L’analyse des corrélations totales, partielles attigles (Dagnelie, 1975) est effectuée avec
I'aide du logiciel Statitcf (version 3 ; 1987).

2. Résultats

Les résultats condensés dans le tableau en anhexati nous servir de base aux études de

corrélations.
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2.1. Croissance mycélienne

La figure 8 indique que la vitesse du front myaglies 16 souches @eisariumtestées varie
entre 19,5mm et 37,8mm en 6 jours. Les souchepllssperformantes sont 9Ba5, Fo47 et
BaFs2. Les plus faibles (3, 33 et 26) ont une savise nettement au dessous des autres
souchesF.oxysporumme forme pas un groupe distinct Esolani; cependant les 3 souches
pathogénes (Fo66, Fo47, M2) donnent des valeumrdégent au dessous de celles des

souches issues du sol.

F. oxysporum
Croissance mycélienne (mm) B F solani

a4 de e
* s ef ef
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9Bas Fo47* BaFs2 F3 H 18 RB 34* Foa66 S8Ad2 Foln2*® M2* 26 33
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Figure 8: Croissance mycélienne
2.2. Production de n

Cette aptitude varie beaucoup selon les souclgps€fQ). Elle passe de 13820 microconidies
/mm? de milieu pour FO47 & 1290 pour F3. Les soucheB.abeysporumsont parmi les plus
performantes puisqu’elles produisent toutes plug%# microconidies/mfmalors que pour
I'espécer.solani seules les souches W et 28 dépassent cette valeur

F. oxysporum

Microconidies/ mm2 (x 102) B F solani
. i

140 "
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Fod47* RB W 28 34~ Foln2* M2* Foa66 BaFs2 3 8Ad2 9BalS 26 33 H F3

Figure 9 :Production de microconidies
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2.3.Production de macroconidies

D’'une facon générale, les macroconidies sont pteduen moindre quantité que les
microconidies (Figure 10). Peu de souches en psedtiplus de 1000/n{9Ba5, BaFs2 et
H). Les souches 34,3 et 33 n'en donnent que 607 demilieu, tandis que les souches RB,
Fo47, 8Ad2 et 26 n’en produisent pas du tout.

L’espéce F.oxysporum est caractérisée par une production trés faible nolle de

macroconidies.

F. oxysporum
Macroconidies/ mm? (x 102) B F solani

70 1 q
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9Ba5 BaFs2 H F3 w 18 33 34" 3 RE Fo47" Foa66 Foln2® 26 8SAd2Z M2~

'Souches

Figure 10 :Production de macroconidies

2.4. Production de chlamydospores sur extrait de tee

Comme pour les autres types de spores, la quadithlamydospores formées sur extrait de
terre gélosé par les différentes souches, varien@ment (Figure 11). La souche pathogene
Foln2 en produit plus de 1000 /rhde milieu. 33, Fo47 et 34 sont également perforasant
Par contre 8Ad2, 26 et 3 en donnent moins de 56/mes souches dE.oxysporumne

forment pas un groupe distinct pour ce test.

Chlamydespores E.T/ mm2 (x 102) F. oxysporum
a M F solani
12 ¢
10 f a,b
b,c
¢
8
6 d
e
4 £
fyg g’h h
2t h.i i . : . .
) J i i j
0 L . L " L W . wm . wem . wm . Souches
Foln2* 33  Fod7* 34* W 9Ba5 H 28 F3 M2* Foabb RB BaFs2 3 26 8Ad2

Figure 11 :Production de chlamydospores sur extrait de terre 39



2.5. Production précoce de chlamydospores au contatu sol

La quantité de chlamydospores produites en 24 keamecontact du sol, est d’une fagon

générale, nettement inférieure a celle forméernpssivement sur extrait de terre (Figure 12).

Ce sont les souches 9Ba5, BaFs2 etR¢dlan) qui montrent les meilleures performances

(un peu plus de 100 chlamydospores finr@3, 34, F3, Fo66 et M2 en produisent moins de
10//mnf. Parmi les souches de oxysporumcertaines sont moyennes, d’autres faibles pour
ce test

F. oxysporum

Chlamydospores sol/ mm2 (x 102) B F solani

1 P
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BaFs2 9Bas W 28 RB H 3 Fo47* 8Ad2 Folnl® 26 33 347 F3 Foa66 MN27

Figure 12 :Production de chlamydospores au contact du sol

2.6. Mesure du pouvoir germinatif des conidies

Apres 8h d’incubation a 28°C, le taux de germimaties spores des différentes souches se
situe entre 35,3% (Foln2) et 90,7% (9Ba5) comnmadetre la figure 13.
Les souches db.oxysporunrévelent une aptitude a la germination plus lemtgénéral que

celles duF. solani

F. oxysporum

Spores germées (%0) M F solani
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Figure 13 :Mesure du pouvoir germinatif des conidies 40



2.7. Mesure de l'effet inhibiteur vis-a-vis de layermination des spores dé&.o.albedinis

Toutes les souches testées se révélent capahbtdisi@hicer négativement la germination des
spores duF.o.albedinissur extrait de terre gélosé (figure 14). Il faatilggner que le pH du
milieu ne varie que de 0,2 a 0,3 en présence degy@mstes au cours de l'incubation,
I'extrait de terre étant naturellement tamponné.

Les souches les plus performantes 9Ba5 et 33, saduiune diminution du taux de
germination de 76,2% et 56,3%, respectivement,isagde les souches les plus faibles
n’entrainent que 20% d’inhibition BaFs2 et Fo47.

Les souches dé.oxysporume forment pas un groupe distinct pour ce test.

oo o L
Inhibition (% du témoin) F. oxysporum
80 [ 2 M F solani

cd cd

. I . + Souches

34= H M2* 8Ad2 F3 RB 28 26 3 W  Foa66 Fod47* BaFs2 Faln2™

Figure 14 :Mesure de l'effet inhibiteur vis-a-vis de la ger@ion des spores deo.albedinis

2.8. Mesure de l'activité respiratoire

Aprés 05 jours d’incubation en sol préalablememirdécté, les souches inoculées produisent
entre 29,5 (souche 03) et 242,5 () nmoles de @@ gramme de sol et par heure (Figure 15)

L’activité des trois souches de.oxysporunse réveéle faible (34) a moyenne (RB et Fo47).
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F.oxysporum

CO2 dégagé (immoles'g ) B F solani

g

Souches

[0

H BaFs 2Bas F3 Fod47* W EB DM2* 26 Foln2* 33 SAdZ Foas6s 34* 28

-

Figure 15 :Mesure de l'activité respiratoire

2.9.Mesure de développement saprophytique en sol désiaté

La figure 16 indique que les niveaux atteintslparpopulations des différerftsisariumsont
divers, ce sont les souchesklexysporungui montrent les densités les plus élevées apres 22
jours d'incubation (plus de 2x1@fu/g de sol). La souche la moins performante 8Ad2

donne que 10cfu/g de sol.

cfu/g de sol (x103) F. oxysporum

a B F solani
1000

b
c c c
d a 1
100 | de de de ef ef ef P .
g
h
10
Souches

RB Fod47 M2* 34 Foln2® 33 W BaFs2 H 9Ba5 28 Foa66 26 F3 3 8Ad2

Figure 16 :Mesure de développement saprophytique en sol @éesinf
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2.10. Mesure de l'aptitude a persister dans un sokturel

04 mois aprés leur introduction dans un sol nomnéEgé, sablonneux et pauvre en matiere
organique, les-usariumaffichent une baisse de densité plus ou moinsdgrgar rapport au
niveau initial (figure 17). La population des soeshes plus performantes (BaPg/ et 9Ba5)
diminue moins de deux fois, alors que seuls 5%renwles propagules persistent encore
aprés 4 mois pour les souches 84 3. Les trois souches deoxysporumse révelent

relativement peu performante pour ce test.

° . A
% du niveau initial F oxysporuml

60 2 M £ solani
a a
50
b b p
40 |
30 ¢
¢
20 | d
d,e

10 | d.e ef f T f f
0 : : '.' '.' '.—‘Souches

BaFs2 W 9Bas H F3 28 Fod7~ 33 RB 34* Foln2® 26 Foa66 SAd2 DM2* 3

Figure 17 :Mesure de l'aptitude a persister dans un sol niature
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ll. Analyse des corrélations entre quelques caractistiques écologiques de
différentes souches deFusarium avec référence particuliere a leur

persistance dans le sol
Le tableau 3 donne les corrélations totales epsdalifférentes aptitudes testées. Les liaisons

significatives obtenues sont les suivantes :

Tableau 3 : Matrice des corrélations locales entre les différentes aptitudes testées des souches de Fusarium

CROIS MICRO MACRO CHLAl1 CHLA? SPTOT SPRES GERMI INHIE ARESP DSAPR PERSI
(A) Avec F.solani + F. oxysporum (16 souches)
CROIS 1.000
MICRO 0.300 1.000
MACRO 0.400 -0.258 1.000
CHLA1 0.001 0.357 -0.103 1.000
CHLA2 0.403 0.050 0.736 -0.113 1.000
SPTOT 0.509 0.842 0.293 0.393 0.435 1.000
SPRES 0.400 -0.186 0.979 0.103 0.713 0.373 1.000
GERNMI -0.076 -0.438 0.303 -0.119 0.310 -0.263 0.279 1.000
INHIB 0020 0359 0530 0106 0172 -0.037 0552 0522  1.000
ARESP 0517 -0.025 0.572 0.030 0.359 0.288 0.578 0.128 0.175 1.000
DSAFR 0.213 0.587 -0.219 0.123 -0.050 0447 -0196 -0571 -0.130 0.122 1.000
PERSI 0515 0013 0681 0034 0767 038 0689 0469 0195 0639 -0.198 1.000
(A) Avec F.solaniuniquement (10 souches)
CROIS 1.000
MICRO 0.176 1.000
MACRO 0.530 -0.190 1.000
CHLA1 -0.131 0.102 0.023 1.000
CHLA2 0.547 0.522 0.726 0.017 1.000
SPTOT 0.572 0.451 0.784 0.188 0972 1.000
SPRES 0.505 -0.174 0.991 0.158 0.720 0.800 1.000
GERNMI 0.188 0.074 -0.057 0.450 -0.091 0.048 0.004 1.000
INHIB 0.071 0.402 0.541 0.538 0.105 0.274 0.581 0.548 1.000
ARESP 0.615 -0.329 0.606 0.097 0.267 0.356 0611 0.042 0.194 1.000
DSAFR 0.205 0.189 0.215 0.689 0.307 0413 0.342 0.052 0.14 0.529 1.000
PERSI 0.726 0.328 0.640 0.279 0.729 0.806 0.670 0.048 0.101 0.663 0.659 1.000

CROIS : Croissance mycélienne ; MICRO : Production de micoconidies ; MACRO : Production de macroconidies ; CHLAL : Production de
CHLAMYDOSPORES 24 h aprés mise en contact avec un sol non désinfecté :CHLA? : Production de chlamydosporessur extrait de terre ; SPOT :
Production totale de spores : SPRES : Production de spores considérées comme résistantes ; GERMI : Taux de germination des spores ; INHIB: Effet
inhibiteur sur extrait de terre vis-3-vis de la germination des spores de F.o.albedinis . ARESP : Activité respiratoire en sol désinfecté ; DSAPR :Developpement
saprophytiqueen sol désinfé ; PERSI : Aptitude a persister dans le sol non désinfecté

Seuils de signification pour un risque de 5 % : (A) 0.497 ; (B) 0.631

Seuils de signification pour un risque de 1 % : (A) 0.622 ; (B) 0.764

Les corrélations significatives ayant un intérét sont soulignées
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L’aptitude a persister dans le sol est corréléatipement avec la croissance
mycélienne, la production de macroconidies, la petidn précoce de
chlamydospores au contact du sol, la production sgeres résistantes
(Chlamydospores + macroconidies), l'activité resfoire et la production
totale de spores (Cette derniére corrélation étdytenue pour I'espece
F.solaniuniguement).

Le développement saprophytique en sol désinfedt€amsélé positivement
avec la production de microconidies, la productiten Chlamydospores sur
extrait de terre (notée pokrsolaniuniquement) et négativement avec le taux
de germination des spores.

Il en ressort une corrélation positive entre I'atéi respiratoire d’une part et la
croissance mycélienne, la production de macrooesidt la production de
spores résistantes d’autre part.

L’effet vis-a-vis deF.o.albedinisa un lien directavec la production de
macroconidies, la production de spores résistattistaux de germination de
spores.

On note également une corrélation positive entoeymtion totale de spores et
la croissance myceélienne et entre la productionqme de chlamydospores au

contact du sol et la quantité de macroconidies émsn
On constate que les aptitudes les plus complexes ptus globales, comme la persistance

dans le sol, sont corrélées a un plus grand nodoaractéres que les aptitudes simples.
Nous avons réuni dans le tableau 4 des combinad®msiracteres donnant des corrélations
multiples élevées avec le développement saproplg/itides souches en sol désinfecté.
L’association « production de chlamydospores suraéxde terre - Activité respiratoire -
Taux de germination des spores - Production deomirridies » donne une corrélation
multiple de 0,974 ramenant le risque P de 2,69%ef\fabbtenue pour le caractére production
de chlamydospores seul) a 0,28%. La productionhingydospores sur extrait de terre, le
taux de germination des spores et la croissanceliagoe réunis donnent une corrélation
multiple de 0,906F = 1,26% au lieu de 2,69% au palier 1).

Le développement des souches en sol désinfect&adippanc lié a différents caractéeres

écologiques.
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Tableau 4: Corrélations multiples et partielles* entre le déppement
saprophytiques des souchesolaniet leur caracteres écologiques

r Multiples avec le f P Partiel
développement saprophytique Partiels (%)
(A)
(1) Chlamydo E.T palier 1 : 0.689 0.910 0.12
(2) Activ.res. pal.2 (1+2): 0.831 0.853 0.35
(3) Germin.spores pal.3 (1+2+3): 0.924 0.773 0.97
(4) Microconidies pal.4(1+...4): 0.974 0.656 2.73
p (palier 1) = 2.69% ; p (palier 4)= 0.28%
(B)
(1) Chlamydo E.T palier 1 : 0.689 0.811 0.26
(2) Germin.spores pal.2 (1+2): 0.799 0.590 2.58
(3) Croiss. myc. pal.3 (1+2+3): 0.906 0.504 4.75
p (palier 1) = 2.69% ; p (palier 3)= 1.26%

Chlamydo E.T: Chlamydospores produites sur extrait de teretjv resp: Activité respiratoire en sol
désinfecté Germin.spores : Taux de germination des sporedicroconidies : Production de microconidies ;
Croiss.myc: Croissance mycélienne

*Sont rapportés ici les parameétres susceptiblestrdduire le caractére complexe du développement
saprophytique comme résultante de différents camestécologiques : Coefficient de corrélation mldtifo
multiple) indiquant la liaison générale entre lauléante des aptitudes et le développement sapiiqpiyr?
partiel indiquant le degré de participation de cimecdes aptitudes a cette résultante et le riBopartiel (%)
correspondant. P ( palier n) donne le risque queolaélation multiple obtenue soit due au hasdal ;
différence avec ( palier 1) rend compte de I'antélion apportée par la corrélation multiple pampap & la
corrélation simple.

Le groupe ded-.oxysporumétant trop distinct de celui déssolanien ce qui concerne le développement
saprophytique, nous n'avons pas trouvé de coroélatimultiples nettes en considérant I'ensemble ldes
souches.

Le tableau 5 rapporte les corrélations multiplepatielles entre I'aptitude des souches a

persister dans le sol et les autres aptitudesévéle que les corrélations obtenues sont

améliorées lorsqu’on associe deux ou trois carastékinsi I'activité respiratoire combinée

avec la production de chlamydospores au contacsaliypermet d’obtenir une corrélation
multiple de 0,861 hautement significative< 0,02%).
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L’association « Spores résistantes - Taux de gextioim des conidies - Effet inhibiteur vis-a-
vis deF.o.albedinisaméliore la corrélation par rapport au palierdimenant P de 0,32% a
0,14%. Enfin, croissance mycélienne et taux de geton de spores ensemble sont
fortement corrélés avec I'aptitude a persister densol ¢ = 0,79%). En considérant ;

I'espéceF.solani uniquement, différentes associations de deux Erex permettent une

amélioration des corrélations simples initialesSpores totales - Activité respiratoire » ;
« Croissance mycélienne - Développement saprople/ten sol désinfecté » ; « Production
de chlamydospores au contact du sol - Activité iragpre » et « Production de

chlamydospores au contact du sol - Développemergoé désinfecté ». Ce tableau réveéle
donc le caractére complexe de l'aptitude des sauéh@ersister dans le sol qui semble
dépendre de différents caracteres écologiquesla@nbissance mycélienne, la sporulation, le

pouvoir germinatif des spores et I'activité restuiae.
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Tableau 5 : Corrélations multiples et partielles* entre I"aptitude des souches de Fusarium a persister dans le sol et leurs caracteres écologiques

Avec F. solani + F. oxysporum (16 souches) Avec F. solaniuniquement (10 souches)
r Multiples avec r P Partiel r Multiples avec r P Partiel
I'aptitude & persister dans le sol Partiels (%a) I'aptitude & persister dans le sol Partiels (%)
(4) (4)
(1) Chlamydo. sol palier 1 : 0.767 0.562 0.14 (1) Spores tot. palier 1 : 0.806 0.663 0.76
(2) Activ.resp. pal 2 (1+2): 0.861 0369 1.58 (2) Activ. resp. pal2 (1+2): 0.901 0.461 432
p (palier 1)** =0.06% : p (palier 2) = 0.02% p (palier 1) =0.49% : p (palier 2) = 0.33%
®) (B)
(1) Spores resist. palier 1 : 0.688 0.634 0.07 (1) Crotss. myc. palier 1 : 0.726 0.646 0.91
(2) Germin. Spores pal.2 (1+2): 0.746 0.405 1.40 (2) Dévelop. sapr. pal.2 (1+2): 0.594 0.576 1.75
(3) Effet inhib. pal 3 (1+2+3): 0.846 0.359 2.27 p(palier 1) =070%: p (palier 2) = 0.40%
p (palier 1)=032% ; p (palier 3) =0.14%
© ()
(1) Croiss. myc. palier 1 : 0.515 0392 1.22 (1) Chlamydo. sol. palier 1 : 0.729 0.585 1.62
(2) Germin. Spores pal.2 (1+2): 0.725 0.354 1.85 (2) Activ. resp. pal.2 (1+2): 0.876 0.503 3.16
p (palier 1) =393% ; p (palier 2) =0.79% p(palier 1) =164%: p (palier 2) =0.65%
D
(1) Chlamvydo. sol. palier 1 : 0.729 0.514 234
(2) Dévelop. sapr. pal.2 (1+2): 0.861 0.449 478

p (palier 1) = 1.64% :  p (palier 2) = 0.93%

Chlamydo.sol : Chlamvdospores produites 24h aprés mise en contact avec un sol non désinfecté | Activ. resp. : activité respiratoire en sol désinfecté ; Spores résist. : Production de spores
considérée comme résistante (macroconidies + chlamyvdospres) ; Germin. spores : Taux de germination de spores ; Effet inhib. : Effet inhibiteur vis-d-vis de Flo.albedenis : Croiss. mye. :
croissance mycélienne ; Spores tot. : Production totale de spores ; Dévelop. sapr. : Développement saprophvtique en sol désinfecté.

*Sont rapportés 1c1 les paramefres statistiques susceptibles de traduire le caractére complexe de I'aptitude 3 persister dans le sol comme résultante de différents caractéres écologiques : Coefficient de corrélation
multiple (r multiple) indiquant 1a liaison générale entre la résultante des aptitudes et Ia persistance dans le sol, r¥ partiel indiquant le degré de participation de chacune des aptitudes # cette résultante et le risque P
partiel (%) correspondant. P ( palier n) donne le risque que la corrélation multiple obtenue soit due au hasard : la différence avec ( palier 1) rend compte de 1'amélioration apportée par la corrélation multiple par
rapport a la corrélation sumple.




Discussion

L'objet de la présente étude étant I'analyse deglaions, entre les caractéres écologiques
testés, nous ne reviendrons pas sur les résuttateimant chaque test pris séparément.

Les cing caracteres écologiques de base que nowss aenté d’apprécier (croissance
mycélienne, sporulation, taux de germination deeresy effet inhibiteur vis-a-vis de
F.o.albediniset activité globale) ne sont pas indépendantsiesdes autres. Ainsi, I'activité
respiratoire produit I'énergie qui permet la craisse mycélienne et la sporulation d’ou les
corrélations observées entre ces facteurs. Cepesidarbiomasse formée est étroitement liée
a l'activité globale, la croissance myceélienneg elé prend pas en compte le facteur densité
du mycélium (Griffin, 1972) et des spores, ce gpligue que la valeur de la corrélation

croissance — activité ne soit pas trés élevée.

La corrélation hautement significative entre laduction précoce de chlamydospores au
contact du sol et la production de macroconidi¢ples difficile a cerner. Il est possible que
la plus grande activité des souches fortes proidestrde macroconidies leur permette de
réagir efficacement au stress induit par le contiacsol non désinfecté par une formation
rapide de chlamydospores. L’absence de corrélatipparente entre la production de
macroconidies et la production de chlamydosporesxduait de terre indiquerait que les deux
tests ne correspondraient pas exactement au mémespus, I'un exprimant la capacité de
réagir rapidement a un stress d'origine microbiedia@itre exprimant I'aptitude a former
progressivement des structures de résistance dansilieu appauvri, mais exempt de
composeés et de germes agressifs. Le calcul deSlatozns met en évidence un rapport entre
la sécrétion de composés inhibiteurs paHesariumd’une part (effet inhibiteur vis-a-vis de
la germination des spores #&eo.albedinis),et parla production de spores résistantes et le
pouvoir germinatif d’autre part. Les souches quobdomisent plus de macroconidies,
notamment, seraient plus agressives. Etant doratisdhce de travaux sur les relations
physiologiques entre ces différents phénoménest itifficile de commenter ces liaisons. Si
les corrélations mises en évidence ne permettentqugours d’aller plus loin que le simple
constat, elles ont tout au moins l'avantage de mmettaccent sur lintérét d’'un

approfondissement de ces aspects sur le plan pbysjoe.

Le développement saprophytique des souches erésiifelcté est lieé d’abord a la production
de microconidies. Cette liaison est particulieretmegtte au cours des premiers jours, avant

gue le sol ne soit recolonisé par d’autres gerraasr(et Mahdi, 1992b).
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Couteaudier et Steinberg (1990) et Couteaudierabvette (1990b) ont révélé également
l'importance de la production de conidies chezHasariumen sol désinfecté. La corrélation
négative entre I'aptitude a coloniser le sol daleéx de germination des conidies peut paraitre
surprenante. Elle serait due essentiellement dugte les souches qui donnent de petites
spores a pouvoir germinatif faible auraient tene@aa@n produire plus d’ot une densité plus
grande dans le sol (Rangajaramlet2003).

Le développement des souches en sol désinfecégjalsiment lié a d’autres caracteres. Ainsi,
des corrélations partielles élevées entre cett@udpt d'une part et la production de
chlamydospores sur extrait de terre, I'activitépnedoire et la croissance mycélienne d’autre
part, sont mises en évidence. Ce serait donc Febkede ces caractéres qui, intervenant de
fagcon complémentaire, conditionnent cette capaltitthporte de signaler que probablement,
la prépondérance du facteur sporulation dans cencéasmment chez le$-.oxysporumest
accentuée par la technique de suspensions dilugigneflete plus le nombre de propagules

dissociées que la biomasse précise du champignon.

Nagao etal. (1990) ; Flaver et Larkin (2002) ont signalé das différences d’aptitude a
coloniser le sol désinfecté entfeoxysporumet F.solani, obtenues par cette technique, ne
seraient pas dues a la supériorité de la premgpéce quant a la production de biomasse,
mais a sa plus grande capacité a produire des coigicies. D’aprés Couteaudier et Steinberg
(1990), le développement deasariumdans le sol désinfecté est caractérisé par ureeple
germination, puis une phase de croissance et adugtion intense de conidies puis enfin la
production de chlamydospores avec l'arrét du dépsEment. Les différentes corrélations

obtenues rejoignent donc les observations de aasludurs.

En sol non traité a la chaleur, la densité des hmmicétudiées diminue au cours de
incubation. En effet, les sols sableux pauvresratiére organique ont une faible capacité
d’accueil auxFusarium(Amir et Amir, 1989). La présence de substancesatoxiques et le
stress d0 a la compétition nutritive conduit aytsel des spores (Stover, 1959 ; Lockwood et
Filonow, 1981 ; Oritsejafor, 1986). Contrairemente qui se passe en sol désinfecte, les
souches dd-.solani sont généralement plus aptes a persister en sotehajue celles de
F.oxysporum,ce qui suggere que les comportements des sodaheses deux milieux n’ont
pas la méme signification, une souche capablecitalte des densités élevées dans le premier
n'étant pas nécessairement capable de stabilisgrogalation apres inoculation dans le

deuxieme. Cette apparente contradiction pourraé également liée a la taille des spores.
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Les petites conidies produites parfois en grandanteé notamment cheE.oxysporum
peuvent se maintenir et se développer en milieunfd&sé mais ne parviendraient pas a

survivre en présence d’'une microflore antagoniste.

En effet, plusieurs études (Griffin, 1972 ; Lockwlpol990) ont montré que |'énergie
emmagasinée par les spores en absence de fluifraiépuise progressivement notamment
par exsudation ; les petites spores, renfermantdperéserves, seraient ainsi plus fragiles et
sujettes a l'autolyse. Trois soucheskdsolani apparaissent cependant inaptes a se maintenir
a un niveau élevé dans le sol (26, 8Ad2 et 3), reles correspondent précisément a celles
qui ne produisent pas de macroconidies et formentge chlamydospores. Le role de ces
deux derniers caracteres est révélé par des dir&atotales trés significatives avec
I'aptitude des souches a persister dans le s@uce’est pas le cas pour la colonisation su sol

désinfecté.

La croissance mycélienne et l'activité respiratodennent également des corrélations
significatives avec cette capacité. On sait, aldowint, que le développement des
champignons dans le sol est caractérisé par uemattce entre des phases de développement
tres courtes faisant suite a un flux d’énergidest phases de résistance (Wainwright, 1988).
L’'importance de la biomasse d’'une espece fongiqures de sol est ainsi conditionnée par la
complémentarité de la croissance mycélienne e gedduction de spores résistantes. C'est
ce que semblent mettre en évidence les corrélatibtenues. Toutefois, ces deux aptitudes ne
suffiraient pas a expliquer totalement la capadiéépersister dans le sol. Les corrélations
partielles et multiples révélent des liaisons deet@aux de germination des conidies et I'effet
inhibiteur vis-a-vis dé-.0.albediniscaractére qui serait indicateur d’'un pouvoir agfgss
sécrétion de composés. Ce dernier caractére, gurtanmt en sol désinfecté, jouerait donc un
réble en sol naturel. Les recherches sur I'inmpomagécologique de I'antibiose et de la
compétition ont, selon les auteurs et les conditid’étude, donné plus d’importance a l'une
ou a l'autre de ces aptitudes (Dommergues et Marig&A70 ; Williams et Vickers, 1986 ;
Basin etal., 1990 ; El Hadrami edl., 2005). Notre conception, rejoignant celle dedBifuet

al. (1969) et de Griffin (1972), consiste a consdé’antibiose comme un moyen de
s’approprier les substrats riches en élémentstifisiteat donc comme une composante du
pouvoir compétitif global. Une étude de ThomashawMeller (1988) qui montre qu’'une
souche mutante de Pseudomonas non sécrétrice dazime est moins apte a coloniser la

rhizosphere que la souche sécrétrice semble canficette perception.
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L’aptitude des soucheBusariuma se maintenir dans le sol qui est un aspect dwgnou
compétitif serait une propriété complexe condit@arpar différents caracteres écologiques
dont: La croissance mycélienne, la production d&rnoconidies et de chlamydospores, le

pouvoir germinatif des spores, I'activité respiragaet I'action inhibitrice a distance.

Mitchell (1979), considéere que l'aptitude d’'un cha@gnon a se maintenir dans le sol dépend
de sa rapidité de germination et de croissancedessflux nutritifs, de I'aptitude a produire
des enzymes appropriées pour la décompositionadeses de carbone les plus résistantes, de
la sécrétion de composeés inhibant les germes camtaret de sa tolérance aux substances
fongistatiques sécrétées par d’autres microorgassiMos résultats rejoignent également les
conceptions de Garrett (1970) et Griffin (1972)@amant la C.S.A (Competitive Saprophytic
Ability).

Conclusion

Les études basées sur les corrélations ont I'agantBétre synthétiques mais elles ont
'inconvénient de ne pas étre approfondies. Ceaftanous semble constituer une assise pour
des recherches plus précises sur I'écophysiologie sbuches dé&usarium aprés leur
introduction dans le sol en vue d’une lutte biolpgs et plus précisément sur la physiologie
de la compétitivité, domaine qui reste encore doegp Il n’est pas certain que les difféerentes
relations entre caractéres écologiques mises etersé ici soient des faits généraux ;
I'utilisation de lots plus importants de souchesl'autres sols est nécessaire pour vérifier nos
résultats. Par ailleurs, il est probablement pdssie démontrer le réle de certaines
caractéristiques écologiques dans I'aptitude deshses a persister dans le sol, en utilisant des
mutants déficients pour ces caracteres comme Bitndfautres auteurs pour des bactéries
(Howie etal., 1987 ; Defago eal., 1990 ; Ownley eal., 2003 ; Saravanan et., 2004) ;
toutefois une telle approche n’est probablement pzsisable actuellement pour des

caractéres complexes dépendant de nombreux génes.
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L’agent pathogene méne une vie active et saprapgitdans le sol, avant d’attaquer la

plante-hote.

Selon les conditions génétiques, climatiques durales, la plante héte peut étre réceptive a
la maladie ou non, mais comme toutes les autresgdale Palmier Dattier possede des

mécanismes de résistance contre les facteurs unéstiet abiotiques, aussi il met en ceuvre des
systemes de défense en réaction aux agressiormndééks par I'agent pathogéne du Bayoud

F.o.albedinis

Ces réactions rentrent dans les voies métaboliquanaires (lipides) et secondaires
(phénylpropanoides) (Gaceb-Terrak, 2010), ellesnpdent la mise en place de barrieres
physiques et/ou chimiques en vue de stopper owaldmtir la prolifération du pathogéene
(Benhamou eal., 2002). De ce fait la gravité de la maladie djore tellurique occasionnée
par un agent pathogéne est fonction d’interactipns’exercent au niveau des plantes et dans
le sol (EI Hassni, 2007); En effet, la rhizosphé&st un site trés convoité par les
microorganismes et dans lequel s’expriment gén@edé de nombreux antagonistes (Amir,
1991).

Selon Horuby (1990), elle constitue une formidaleriere contre les agents pathogenes.
L’équilibre microbiologique y est différent de cetlu sol, non prospecté par les racines.

Les Fusarium notamment I'especd-.oxysporum sont connus comme étant de bons
colonisateurs de la rhizosphére des plantes caktifflagao eal., 1990). Les propagules
dormantes du parasite ayant échappé au stressfrddns le sol peuvent donc germer et se
développer grace aux exsudats racinaires (Benhar2001), pour atteindre des sites
d’infection.

Les Fusariumantagonistes sont-ils capables de limiter le @eixolonisation des racines par

le pathogéne ? Alabouvette (1983) considére quegpleort :

Densité de la population pathogene

Densité de la population fusarienne totale

Conditionne la réceptivité des sols a la fusari@szulaire.
S’il en est ainsi, le taux d’infection des plantegait d’autant plus réduit par Fusarium

antagoniste que sa densité est élevée.
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Plusieurs auteurs accordent a l'aptitude des seuahmloniser la rhizosphére, un réle dans
leur efficacité (Mandel et Baker, 1991 ; Garibatal., 1990 ; Amir et Mahdi, 1992b ; Landa
etal., 2004 ; Jaiti e&l.,2008 ).

Des souches qui limitent le développement de laadiallorsqu’elles sont inoculées dans le

sol, le sont-elles aussi lorsqu’elles sont appsrtieectement sur les racines ?

Les réponses a ces questions devraient contribusreameilleure connaissance du mode
d’action ded~usariumnon pathogénes.

Ces essais s’appuient sur la culture de la plévaeiété la plus sensible : Deglet - Nour) dans
un sol préalablement inoculé avec I'antagonistesiet et infecté ensuite avec une souche
pathogéne FoT1 (souche connue comme tres viruleritg)e notation de plantes malades

étant effectuée périodiquement.

1. Lagraine

La datte est un fruit simple, il s’agit d'une banosperme, constituée d’'un meésocarpe
charnu protégé par un fin épicarpe (Figure 18aferenant la graine (Figure 18b). La graine
recouverte par I'endocarpe fin du péricarpe essiaaypelée noyau. Elle est formée de deux
parties distinctes, I'albumen et les téguments éBakerrak, 2010).

L’alboumen corné, de consistance dure (mannane)esiblyon dorsal forment la partie
vivante de la graine. Les téguments forment I'eoppé externe, inerte, qui protege
I'albumen ; leur origine est maternelle (palmiemtdle), qui dérivent, aprés fécondation, des
deux téguments protégeant I'ovule (Figure 18c) (Miyri973 in Gaceb-Terrak, 2010).

Calice Sillon

ﬂ e

- Téguments
Graine g Sillon Albumen
Mésocarpe charnu ™ =
Endocarpe u Pericarpe Embryon
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a-Datte en coupe longitudinale b-Graine,vues dorsale et ventralec-Graine en coupe transversale

Figure 18 : Fruit et graine du Palmier Dattier
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2. Mise en germination

Les graines de Palmier (Issues des régimes d'unemgatmier : Deglet Nour d’El Goléa
dattes un peu seches) sont préalablement gratidas giminer les fibres sucrées qui
persistent a leur surface. Elles sont ensuite téempdans de l'eau de Javel a 12°
chlorométrique pendant 20 minutes puis rincéeseaul stérile. Elles subissent alors un
trempage de 20 minutes dans l'alcool a 95°. ApHesigurs rincages a l'eau stérile, les
graines sont déposées dans des boites de Péssdepiavec du coton hydrophile imbibé
d’eau stérile. Ces dernieres sont placées dangtune a 38°. Cette température, favorable a
la germination des graines de Palmier, évite ureld@pement rapide de champignons qui
risqueraient de tuer les jeunes plantules. Lorsguwadicule atteint environ 5 cm, les graines
germées sont transférées dans des bassines (5@ chimrdétre) a raison de 30 graines /
bassine, contenant de la vermiculite et placéesesr. Elles sont arrosées régulierement avec
de I'eau et une fois par semaine avec une solationgrale contenant les éléments nécessaires

a la croissance des plantes.

Les plantules sont transférées dans le sol infesg§u’elles atteignent le stade « 2 feuilles »
soit environ 3 mois apres le semis, cette miseeme tardive est justifiee par le fait que les
tres jeunes plantules de palmier sont résistantd¥agoud (Kada et Dubost, 1975 ; N'Lendi,
1975) et puis que le niveau de l'inoculum pathogdingnue dans ce type de sol au cours de
I'expérience (Amir et Amir, 1988). Il est donc peédible de mettre en contact le parasite avec
la plante gu’au moment ou celle-ci est réceptive.

La terre est préalablement inoculée avec les sguahiagonistes a tester puis avec la souche
pathogene.

Les doses sont supérieures a celles utiliséeslpsynlantes annuelles ; car I'expérience dure
plus longtemps et la densité de I'inoculum pathegéiminue sensiblement avant méme que
la maladie ne commence a s’exprimer : 2. df0/g de talc pour la souche pathogéne, 5. 10
cfulg de talc pour la souche antagoniste 9 Ba 3.8f cfu/g de talc pour la souche
antagoniste 34.

Les plantules sont ensuite repiquées délicatemamé des bassines. Le dénombrement des
plantes infectées est effectué tous les mois jasg&™ mois aprés semis. Les symptomes
typiques correspondent a un jaunissement unilatdesl feuilles avec brunissement des

vaisseaux.
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3. Réisolement du parasite

A chaque fois que le taux de mortalité est enragisbutes les plantules sont soigneusement
arrachées du sol. Leur systéme racinaire et let@mnt lavés d’abord a I'eau courante, puis a

'eau distillée stérile (03 lavages). lls sont, @tes désinfectés par trempage de 20 secondes
dans I'hypochlorite de Sodium a 12%, trois rondeéi&fectuées au niveau du collet de chaque
plante morte ont été placées sur milieu séledidise de peptone — extrait de levure.

La détermination des colonies développées a pdesrrondelles sur le milieu est réalisée

apres 7-10 jours d’incubation a 28°C.
4. Préparation de l'inoculum

Les souches sont intégrées au sol sous forme dlimoc stabilisé dans le talc selon la
technique décrite au chapitre lIl.

Le talc ainsi préparé contient a la fois des chidmspores, des fragments mycéliens, des
microconidies et des macroconidies

Avant d’'infester le sol, un comptage du talc edeatié, ce qui permet de déterminer la
guantité précise a apporter au sol.

5. Mise en culture

Les plantules au stade 2 feuilles sont extraitesadeermiculite en bloc (Tout le systeme
racinaire des 30 plantules est enchevétré, Noossajugé nécessaire de les laisser dans cet
état pour ne pas endommager le systeme racinairehague plantule). Aprés avoir été
débarrassées de la vermiculite puis trempées dagall courante pour lavage, elles sont
mises en bloc également dans de nouvelles bassimesol de Béni Abbes (séché et tamisé)
est préparé ; chague quantité destinée a une bassiié préparée séparément (10 Kg de sol +
10% d’argile « il s’agit de la couche superficketiu lit de 'oued Saoura » pilée et tamisée)
plus la quantité nécessaire de talc. Selon AmiB1)9la texture du sol conditionne I'effet
inhibiteur qu’exerce une souche desolani sur l'inoculum pathogene, l'argile semble
constituer une barriére aux différents facteursstless qui tendent a limiter I'activité et la

survie du parasite.

A chaque fois le mélange (sol + argile + talc) feefue a sec dans une grande bassine. La
souche pathogéne est incorporée au sol & la db8ecu/g de talc. Le nombre de plantules

est fixé pour chaque test a 60 (02 bassines pr tes
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6. Résultats
Dans le sol de Beni Abbes non désinfecté, infeatélgpsouche FoaTldeoxysporum f.sp.
albedinis les symptdomes de Bayoud apparaissent lorsqupldeses atteignent I'age de 1

mois (figure 19).
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Figure 1¢: Influence du traitement du sol de Beni Abbes aleex souches deusarium
antagonistes (34 et 9Bab), apportées séparémemt mélange, sur la gravité de la
Fusariose vasculaire du palmier (taux de mortalité)

La maladie évolue progressivement et relativememtelment atteignant 53 % aprés 7 mois,
au niveau du témoin sans antagoniste.

Les souches 9BaJ-@sarium solani et 34 Fusarium oxysporujninduisent toutes les deux
une diminution de la vitesse d’évolution de la rdaale taux d'infection en fin d’expérience
étant respectivement de 21 % et 36%.

Le mélange des deux souches parait efficace pusgues 10% meurent dans ce cas.
7. Discussion

Les difficultés inhérentes a la lenteur de croissagt d’infection du Palmier Dattier rendent
'étude du Bayoud, en conditions contrblées, letteontraignante (pres d’'une année pour
une expérience).

Par ailleurs, on considére généralement que l'bgé&reéité des graines peut constituer un
inconvénient car elle pourrait induire une varig®iBlevée des valeurs de mortalité, ce qui

empécherait la prise en évidence de différences &g sols.
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La variabilité due a I'hétérogénéité geneétique, imisée par l'utilisation de graines issues
d’'un méme régime serait donc répartie de manieromme de sorte gu’elle n'affecte pas

fortement la variance générale des valeurs de fitérta
Conclusion

Les souches deusariumantagonistes se sont révelées capables de dinintaerx de survie

du parasite dans le sol et d'induire une rédudtioéveloppement du Bayoud.

Les résultats obtenus permettent de considéredaguempétition est vraisemblablement le
principale mode d’action de ces souches.

Dans la rhizosphere, le flux énergétique est plaportant que dans le sol mais les
populations microbiennes sont également plus nomskese de sorte que cette compétition
devrait également s’y exprimer (Couteaudier, 1989).

Cette interprétation est en accord avec les hypethavancées pour expliquer la résistance de
certains sols a la maladie notamment de Chateadrebhdoirmoutier en France, Marrakech
au Maroc et Tolga, Adrar en Algérie pour lesquelsdle des-usariumsaprophytes a été
démontré (Alabouvette, 1986 ; Hatimi, 1989 ; TathitPramotton, 1990 ; Amir, 1991).

La compétition pour les composés énergétiques me semble cependant pas étre le seul
mécanisme en jeu. La sécrétion de composeés inhibifeeut jouer un réle important dans la
rhizosphere (Basin etl., 1990).

L’induction d’'une résistance de la plante par lesches antagonistes n’est également pas a
exclure (Ogawa et Komada, 1985) bien que notreopad¢ ne soit pas favorable a une telle
action.

Nous avons remarqué, que le mélange des souchd&udérium oxysporuinet 9Bab5
(Fusarium solani) est plus efficace que chacunkeddeise séparément.

Cook et Baker (1983) ont attiré I'attention sunti@rét des meélanges de souches antagonistes
en lutte biologique, traitement qui aurait notamtmeoomme avantage une plus grande
stabilité et un plus large spectre d’action.

Amir (1991) a noté que lI'espeéesolani est mieux adaptée au sol des palmeraies alors que
Fusarium oxysporuneolonise mieux les racines des plantes. Leur ngélamumulerait donc
ces deux avantages écologiques. La diversité daadgs des souches Besariumque nous
avons étudié, montre également qu'un meélange dehssuantagonistes judicieusement

choisies pour leur complémentarité peut améli@eplerformances du traitement.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La phase saprophytique du cycle &esxysporunpathogéne qui se déroule dans le sol a une
importance considérable dans I'expression des dépamfectieuses de ces champignons,
agents des fusarioses vasculaires. En effet, wulnm parasite arrivant en terre a la faveur
de plantations, de débris végétaux ou de maténigstés subit obligatoirement les influences
des nombreuses especes microbiennes qui viventcgamslieu. Pour infecter de nouvelles
plantes, les propagules de ce pathogene doivemtegeaat croitre suffisamment pour franchir
la barriere constituée par la microflore relativetngense qui habite la rhizosphere.

En plus d’'un antagonisme global di a l'activité citte microflore, différentes espéces
peuvent exercer sur le parasite un effet inhibispécifique. La compétition intragénérique
entreFusariumjouerait, dans ce contexte, un réle important dangceptivité des sols a la
maladie (Alabouvette etl., 1987).

Les travaux exposés dans ce mémoire, permettensatr quelques uns des aspects
fondamentaux qui régissent les interactions entpulations pathogénes et non-pathogenes
du genreFusarium dans le sol, et l'influence de ces interactions I&xpression de la

fusariose vasculaire. Deux niveaux sont ainsi siblé

La sélection des souches @&eisarium ayant un effet répressif dans le sol vis-a-vis du
F.o.albediniset I'amélioration de la connaissance des intevastimicrobiennes dans le sol,
ce qui a plus long terme nous aidera a trouversohgion efficace.

Dans les différentes parties, nous avons tentéudatifier quelques aptitudes qui traduisent
tout un aspect du pouvoir compétitif global descbams dd-usarium

Pour aboutir a une sélection efficace, il étaitasdaire de tenir compte de toutes les aptitudes
a la fois et en particulier des plus déterminamttesitre elles, comme la croissance et la
résistance dans le sol, ensuite, 'analyse de<lations qui existent entre les différentes
aptitudes écologiques étudiées, nous a permisim@sta variabilité de différents caracteres
écologiques chez ldausarium et de comprendre le déterminisme de leur aptiudersister

dans le sol.

Pour cela, [lutilisation d’'un lot de souches impoit et 'amélioration de la précision de

certains tests permettraient vraisemblablemenaide fessortir plus nettement ces liaisons.
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Sur le plan méthodologique, la démarche que noamssasuivie parait prometteuse, car elle
nous a permis de cerner la majorité des capaditédéjerminent le pouvoir compétitif et le
pouvoir antagoniste des souches.

On peut évidemment se demander si les deux prein@sts (croissance et sporulation sur
extrait de terre), sont nécessaires dans la mesule développement des souches dans le sol
inteégre ces facteurs. Cependant, il y a lieu deadéy que le test de développement dans le sol
est relativement lent et difficile a réaliser pourlot de souches élevé.

Or, I'existence d’'une corrélation positive assetenentre le développement dans le sol et
I'aptitude des souches a la croissance et a laukgtiom sur milieux extrait de terre gélosé,
nous permet d’'utiliser ces deux derniers tests Isisnpour effectuer une présélection a partir
d'un lot de souches assez important (96). Cettesébrétion permet d’éliminer assez
rapidement les souches les moins performantes.

En ce qui concerne l'action des souchesFsaralbedinispar l'intermédiaire des sécrétions,
une étude approfondie doit étre effectuée afinettnar les facteurs qui induisent la variabilité
des résultats obtenus.

Jusqu’a présent, les interactions entre champigrsamt étudiées généralement sur des
milieux artificiels ou en sol désinfecté. L'utiliéan de sols naturels nous a permis de mettre
en évidence quelgues relations entre les factedmgsigpchimiques et les facteurs
microbiologiques, relations jouant un role impottdans I'expression de I'antagonisme entre
Fusarium Ainsi la texture du sol conditionne l'effet inltdur qu’'exerce une souche de
F.solani sur I'inoculum pathogeéene, l'argile semble constitwne barriere aux différents

facteurs de stress qui tendent & limiter I'actieitéa survie du parasite.

Ces résultats ont des conséquences en ce qui nenleestratégie de sélection des souches
antagonistes en vue d’une lutte biologique comtifeisariose vasculaire.

Pour des raisons de commodités, il est normal qtecherche des moyens de sélection les
moins contraignants possibles. Dans ce sens, leqie certaines aptitudes soient mieux
corrélées avec lefficacité que d'autres, indigitergque celles-ci pourraient étre plus

importantes ; il faut donc les considérer en premie

Cependant, a notre sens, la stratégie de tri deshes devrait comporter plusieurs étapes.

Nous préconisons la démarche suivante :
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- Chercher a obtenir un lot de souches le plus polghes possible en isolant celles-ci,
par exemple, a partir de plusieurs échantillonsnteaus préalablement dans des
conditions différentes afin de permettre a des Isesichabituellement rares de se
développer. Ces conditions peuvent constituer ueenigre phase de sélection. Par
exemple, il est possible de soumettre des échamgith de fortes variations d’humidité
et de température pour rendre dominantes les ssudsistantes a ces conditions,
d’amender I'échantillon avec un substrat donné dfaugmenter la fréquence des

souches aptes a le dégrader, etc..

- Partir d’'un lot le plus grand possible et réalis@ présélection avec un ou deux tests
simples. Le test le plus intéressant pour cettegbeétion serait I'activité respiratoire,
si I'on arrive a le simplifier. En effet, on peutopablement éviter I'emploi du sol en
réalisant ce test sur un extrait de terre liquigiéa. Par ailleurs, si ce test traduit
essentiellement I'importance de la biomasse predilitest possible qu’'une mesure
suffisamment précise de cette biomasse, par dadeg@rotéines, par exemple, soit
suffisante. La corrélation négative entre I'aptéua produire des microconidies et
I'efficacité mise en évidence pourfesolani si elle s’avére générale, aurait un intérét
particulier en raison de la simplicité du test espondant. Une grande partie des

souches seraient éliminées dans cette étape.

- Les couches présélectionnées seraient alors saudid&autres tests, tels que I'effet
inhibiteur sur le parasite, la colonisation d’url désinfecté ou la colonisation des
racines elles mémes, puisque d’autres auteurs amitrén 'importance de cette
aptitude (Schneider, 1984 ; Naga@kt 1990).

- Enfin, les meilleures souches subiraient des f@sis complexes comme l'aptitude a

persister dans le sol naturel, aptitude importpotg la lutte biologique.

Une telle approche est comparable a celle préocemaé Camporota (1982), lequel conseille
un tri en 04 étapes des souches Taiehoderma pour la lutte biologique. La stratégie

proposée par Merriman et Russel (1990) se rapprégalement de notre conception.

Cette étude a permis d’estimer la variabilité diéédents caractéres écologiques chez les
Fusarium, de mettre en évidence un certain nombl@idons simples et complexes entre ces

caracteres et I'efficacité des souches dans l&gtionh des plants de Palmier contre la
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fusariose vasculaire. D’autres travaux sont regiess pour veérifier si ces résultats sont
généralisables. Pour cela, I'utilisation d’'un l& sbuches plus grand et I'amélioration de la
précision de certains tests permettraient vraisebianent de faire ressortir plus nettement

ces liaisons.
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ANNEXE | : Croissance et sporulation de 96 soucheSudariumsur milieu gélosé a base

d’extrait

de terre
Souches| Croissance Microconidies/mm? | Macroconidies/mnf | Chlamydospores/mni
Foln2 32.5 3683 0 1160
Foa66 33.7 2617 0 96
M2 31.7 3310 0 159
HR8 32.3 3622 0 51
CHM1 32.1 2656 0 27
KHM5 30.5 4273 0 40
KHM1 30.9 3200 0 77
Folnl 31.4 4040 0 35
JT 29.5 6323 0 148
Fo47 36.9 13826 10 826
34 34 4880 60 772
RB 34.6 6093 10 68
Fo20 34 3583 40 553
FoTKP2 33.1 17166 0 453
FoTKG 29.1 17600 0 23
Tim6 375 4163 290 82
BaPs2 36 2490 4030 49
H 36 1445 1800 285
W 34.5 5521 340 561
F3 33.6 1292 770 188
8Ad2 335 2057 0 35
9Ba5 37.7 1955 6350 444
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Souches| Croissance Microconidies/mm? | Macroconidies/mnt | Chlamydospores/mni
3 195 2397 60 47
26 28 1864 0 38
28 33.5 4881 280 227
33 23.2 1551 60 945
BaFsl 35 3816 1720 211
AdTiss 36.5 2100 2590 309
Fs3 37.7 1060 310 87
Fs59 34.5 1453 290 1350
11 29.5 3856 340 950
FsA 35 1316 2870 369
FsB 37.5 343 0 339
FsC 30 2170 930 472
FsD 37 973 50 281
FsTGP1 37.5 2550 60 365
TGG3 35.5 4076 1490 215
1Ad1 34 2747 3560 55
1Ad3 37.6 2973 950 276
1Ad4 37.5 2506 280 35
1Ad9 37 2312 300 66
1Bab 33.7 2583 60 344
1Ba6 36 1813 2220 356
1Ba9 35 5893 740 79
1Ball 26.6 3653 160 270
2Ad1 37.6 2016 1140 263
2Ad3 29.5 2166 5330 97




2Ad4 30.8 1264 20 139
Souches| Croissance Microconidies/mm? | Macroconidies/mnf | Chlamydospores/mni

2Ad6 35.8 2790 1240 356
2Ba2 3505 1843 1200 257
2Ba4 30.1 2523 410 843
2Ba7 35 3630 930 406
2Ba8 35.6 2943 1490 409
3Ad4 37 3410 2370 9
3Ad6 35.8 2793 3200 380
3Ad7 36.3 1596 1100 329
3Ad9 32.2 2106 800 711
3Ba2 28.6 3126 560 260
3Ba4 33 1800 2830 264
3Ba5 31 1966 60 870
3Ba6 36.5 4010 2550 816
4Ad3 375 1730 220 698
4Ad4 37.5 2080 600 252
4Ad8 37 2610 2370 116
4Bal 37.6 850 90 774
4Ba4 37.7 2093 1700 181
4Bab 37.6 1823 1370 72
4Ba8 375 3183 40 551
5Bal 37.7 940 140 290
5Ba3 37.5 2613 1870 165
5Ba5 36 1626 140 818
5Ad2 35.8 770 800 80
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5Ad4 37.5 2093 2270 624
5Ad6 37.7 3243 800 129
Souches| Croissance Microconidies/mm? | Macroconidies/mnt | Chlamydospores/mni
12a1-1 37.7 893 60 552
12a2-1 29.5 812 800 1225
12a3-1 37.1 2370 8740 166
12b1-1 28.3 820 0 1125
12b2-1 33.7 926 4100 767
Tim16 35.8 625 180 1064
7Bal 35.5 1840 4260 438
7Ba2 37.7 2993 740 330
7Ad3 35.5 1160 3720 289
7Ad4 35.7 1116 720 300
7Ad6 35.3 1863 430 638
8Ba3 37 2050 1010 429
8Ba5 35.3 3120 850 575
8Bal2 37.7 1946 1200 112
8Ad1 37.7 1986 660 139
8Ad8 37.5 883 4140 60
9Ba3 36 1080 310 239
9Ba8 37.6 1010 7640 59
9Ad1 37.5 1226 110 195
9Ad2 36.3 1746 490 188
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ANNEXE Il : Composition de laolution minérale (utilisée pour la culture de plées du

Palmier Dattier).

KNOs3 : 0,25g
Ca (NQ). 4 H,0 - 1g
KH.POy : 0,25¢
MgSQy, 7 H,O : 0,25¢
Solution d'oligo-éléments s 1ml
Eau Distillée gsp : 1000ml

La solution d’oligo-éléments est composée commie: sui

H3BOs : 1,869
MnSQ,, H,O : 1,699
CuSQ, 5 O . 0,25¢g
ZnSQ,, 7 H,O : 0,299
(NH4) MO; O,4, 4 HO . 0,0359
AlCl3, 6 HO : 0,081g
CoCh, 6 HO : 0,024g
Eau distillée gsp : 1000ml
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ANNEXE Il : Performances obtenues par 16 souchdaudariumpour les différentes aptitudes testées (Les saushiet classées par ordre décroissant d’aptitupersister

dans le sol)
1) 2 3) 4) ®) (6) ] (8) 9) (10) (11) 12)
Souches | Croissancg¢Microconidies | Macroconidies| Chlamydospores| Chlamydospores| Spores Spores | Germinations Effet Avtivité | Developpement| Persistance
mycelienne sol E.T totales résistantes spores Inhibiteur redratoire | saprophytique sol
BaFs 2 36.3a,b 2490 f 4030 b 116 a,b 49 6569 ¢ 4079 b 47,6 19.1¢ 3187 89.1d,e 57.0a
W 345d,e 5521 b 340 e 102 a,b 561d 6422 c g91|d, 88.2a,b 23.3f,9 139.3cd 925d,e 52.2
9Bab 37.7 a 1944 f,g 6350 a 133 a 444 e 8738b 4 &79 90.7 a 76.2 a 188.2 K 65.7 e f 51.8
H 36.0 b,c 1445 hii 1800 c 43 d,e 285 f 3530 d,e 8520 82,7 b,c 40.1c 2425 a 86.0d,e 40.3
F3 36.1b,c 12921 770d 69 188 g,h 2250 g,h 988 d, 85,5a-c 34.5c,d 180.7 K 48.7 f 39.1
28 35.3 b-d 4881 b,c 280 e 85 Db,c 227 f,g 5388|c,d507 f 77.0d,e 30.9d,¢ 48.8 g 65.2 ef 38.9
Fo47* 36.9 a,b 13826 a 10 g 33e 826 b,c 14652 a 6 e82 37.5h 2044¢g 153,3 ¢ 422.4 b 26.6
33 23.21i 1551 g-i 60 f 749 945 a,b 2409¢,h 10@5d 78.7c-e 56.3 b 100.4 ¢ 105.7d 22.5
RB 34.6c¢cd 6093 b 10 g 57 cd 68i,j 6161|c 68 h,i 40.5¢g,h 32.3d,e 138.1cd 814.7 a 12.7
34* 34.0d,e 4881 b,c 60 f 749 772 C 5980|c 832le 56.5f 40.4 c 53.3f 222.2 ¢ 8.8d,e
Foln2* 32.5fg 3683 c,d Og 29 e f 1160 a 4843|d 16QLd 35.3h 189¢g 122.9d 214.18c 7.8d
26 28.0h 1864 g,h 0Og 19f 38 1902 h 38i 70.1¢ 294e 126.0d 54,8 f 5.6 e/f
Foa66 33.7ef 2617 e f Og 69 96 h,i 271319 99%6 36.5h 20.7 9 57.0f 64.5 e f 4.9f
8Ad 2 33.5¢ef 2057 f,g Og 30 e,f 35] 2092 g,h i35 80.3c,d 35.6 c,d 61.1f 10.1h 46 f
M2* 31.79g 3310d,e Og 49 159 h 3469 e f 159¢g 136 389c 126.7 c,d 250.8 45 f
3 19.5] 2397 f 60 f 35d,e 47 | 2504 gih 107g,h 1.7% 28.1ef 29.5h 19.7g 4.1f

o O O o0 ~0 o

1%

,€

(1) : Croissance mycélienne : Distance parcourudepont mycélien en 6 jours d'incubation. 2, 3,8,5%t 7 :Quantité de spores produite par fa milieu ; (2) : Microconidies ;(3) :Macroconidig®) : Chlamydospores
produites 24 h aprés mise en contact avec un sodlésinfecté ; (5) Chlamydospores produites sur extrait de terresap@gours d'incubation ; (6) : Production totakegpores sur extrait de terre(2+3+5) ; (7) : Prtdoc
de spores considérées comme résistantes(3+5) Té&)x de germination des spores(en %)estimé dirébincubation ; (9) : Effet inhibiteur sur extrale terre vis-a-vis de la germination des sporeB.d.albedinis
exprimé par la différence de taux de germinatidmneeliessai avec antagoniste (E) et témoin (Tpaaf en % de ce dernier (T-E/T x100) ; (10) :Aitéivespiratoire en sol désinfecté estimée apijesrs de croissance d’
un inoculum initial de 1000cfu/g et exprimé en nesotle C@/g de sol /h ; (11) : Développement saprophytignesol désinfecté estimé aprés 22 jours d’incubdfimoculum initial : 1000cfu/g) et exprimé en cfude
solx1C@ ; (12) : Aptitude & persister dans le sol nonnfésté ; densité relative des souches aprés 4dtintsibation exprimée en % de I'inoculum initial.

81



