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BENABDERRAHMANE Hadjéra

Titre : Etude de la pathogénicité et 1’agressivité de dix isolats de Fusarium culmorum en
Algérie et identification de leur potentiel toxinogéne

Résumé

La fusariose est une maladie des plus redoutables du blé. Elle est causée par un complexe
d’espéce dont les plus courantes sont F. culmorum. Ces champignons infectent les épis et
les plantules de blé au moment de la floraison et au stade de trois feuilles, ces especes
impliquées peuvent conduire a la contamination des grains par diverses mycotoxines, qui

ont un effet néfaste sur la santé humaine et animale.

L’objective de notre travail est de caractérise des isolats de Fusarium culmorum, dans leur
pathogénicité et agressivité et identification de leur potentiel toxinogene, en utilisent la
méthode de chromatographie sur couche mince qui nous a permis d’identifier les isolats

toxinogene.

L’étude de la pathogénie et de l'agressivité des dix isolats de Fusarium culmorum a montré

que la variété de blé dur VITRON et plus sensible que la variété de blé tendre ARZ.

Mots clés : Fusarium culmorum, blé, agressivité, toxinogéne.




BENABDERRAHMANE Hadjéra

Title : Study the pathogenicity and agressivity of ten isolats from Fusarium culmorum in
Algéria and identification of potentiel toxigenic

Abstract

Fusarium head blight is a disease of the most formidable of the wheat. It is caused by a
complex of species most common are f. culmorum. These fungi infect the ears and wheat
seedlings at the time of flowering and the three leaf stage, these species involved can lead
to contamination of the grains by various mycotoxins, which have an adverse effect on

human and animal health.

The objective of our work is of characterized isolates of Fusarium culmorum, in their
pathogenicity and aggressiveness and identification of toxigenic potential, using the thin

layer chromatography method that allowed us to identify toxigenic isolates.

L’étude de la pathogénie et de l'agressivité des dix isolats de Fusarium culmorum a
montré que la variété de blé dur VITRON et plus sensible que la variété de blé tendre
ARZ.

Key words: Fusarium culmorum, wheat, aggressiveness et toxigenic.
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Introduction

Les céréales occupent, a I'échelle mondiale, une place primordiale dans les programmes
de recherche agronomique. Le blé, en particulier, constitue une céréale importante, d’un
point de vue économique et en tant que denrées alimentaires pour I’homme. Il existe une
tendance mondiale a une demande accrue pour le blé tant dans les pays industrialisés que
dans les pays en voie de développement (Djébali et al, 2014 ; Djermoun, 2009).

La filiere céréaliere constitue une des principales filiéres de la production agricole en
Algérie (Djermoun, 2009). La céréaliculture Algérienne concerne prés de 600 000
agriculteurs (60% du total des agriculteurs) et occupe annuellement une superficie

d’environ 3,4 millions ha, exercant au niveau de 372.000 exploitations a dominante

ceréaliére (OAIC, 2013).

De nombreuses maladies fongiques peuvent attaquer les différents organes du blé. La
fusariose de 1’épi est une des maladies les plus importantes du blé. Elle est causée un
complexe d’espéce de Fusarium, dont I’espéce la plus fréquent en Algérie est Fusarium

culmorum.

L’importance économique de la fusariose est attribuée aux pertes de rendements
considérables (avortement des grains, diminution du nombre et du poids des grains) et a
’altération de la qualité des grains par les mycotoxines (Lori et al, 2009). Différentes
fusariotoxines peuvent étre produites sur les grains issus d’épis contaminés. Il s’agit
essentiellement des trichothécenes, zéaralénone et fumonisine. Les trichothécenes sont

constitués de deoxynivalenol (DON) et nivalenol (NIV) dont la toxicité n’est pas identique.

Les NIV sont considérés comme plus toxiques a ’homme et aux animaux alors que les

DON peuvent étre en plus phytotoxiques (Bottalico, 1998).

Afin de lutter contre cette maladie, différents moyens ont été envisagés. Les seuls
moyens de lutte recommandés actuellement aux producteurs sont basés essentiellement sur
les pratiques culturales surtout que les fongicides donnent souvent des résultats insuffisants
et n’empéchent pas I’accumulation de mycotoxines dans les grains. Devant une telle

situation, un grand intérét doit étre accorde a cette maladie.

.
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C’est pour cette raison que Nous nous sommes intéressés a la fusariose du blé, notre

travail s'est focalisé sur le Fusarium culmorum, ainsi nous nous sommes proposés de :

I) Isolement les champignons responsables de la fusariose de I'épi a partir des grains de
blé

I) identifier les espéces fongiques associées a la maladie a 1’aide d’analyses

morphologiques

I11) mener une étude sur la pathogénie et I’agressivité des isolats de F.culmorum et

tester la sensibilité de deux variétés de blé.

IV) analyser le potentiel toxinogéene des isolats de F.culmorum et de caractériser le

type de mycotoxine produit.

Ouvertes par ce travail concluent ce mémoire.




Partie | : Synthese
bibliographigque



Partie | : Synthése bibliographie

. Leblé
1. Généralité

Depuis plus de 10.000 ans, I'histoire de la civilisation humaine et celle de la culture du blé
ont évolué conjointement Le blé constitue la premiere ressource en alimentation humaine et la
principale source d'hydrates de carbone des pays de la zone tempérée. L'importance des surfaces
consacrées au blé sur la planéte dépasse celle de toutes les autres cultures (Bonjean et Picard,
1990).

Le blé est une monocotylédone de la famille des Poaceae appartenant au genre
Triticum. Cette plante annuelle produit un fruit sec Indéhiscent, le caryopse. Le blé tendre
(Triticum aestivum) et le blé dur (Triticum durum) sont les deux especes les plus cultivées
dans le monde (Clément, 2010).

BI¢ tendre et blé dur sont les céréales les plus cultivées mais il existe aussi d’autres
blés moins courants. Les épillets sont solitaires sur chaque dent de I’axe et contiennent
généralement deux ou trois fleurs fertiles, parfois plus, sauf pour I’engrain, T.
monococcum, chez lequel ils n’en contiennent qu’une. Leurs glumes sont enveloppantes et

a plusieurs nervures. Les lemmes sont aussi larges que les glumes.

Les grains, de couleur fauve, sont rarement visibles sur 1’épi a maturité (sauf parfois

chez le blé dur).

Les spécialistes classent généralement les blés en trois groupes, chacun représenté

chez nous par une espéce :
Triticum monococcum L. (Diploide) : engrain,
Triticum turgidum L. (tétraploide) : poulard, amidonnier et blé dur,
Triticum aestivum L. (hexaploide) : blé tendre et grand épeautre (Marc, 2015).

Les différences qui existent entre un blé tendre et un blé dur sont résumées dans le tableau

suivant :
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Tableau 01 : Différences entre u

n blé tendre et un blé dur.

Caracteres I Ble tendre Ble dur

Aspect Génétique 3 génomes A B et D 2 génomes AetB
2n=42=3x (2x7) 2n=28=2x(2x7)

Prédominance De 'amudon Des protéines

Aspect De la plante

v" Feuulles trés étroites,
v' maturation trés rapide

v" Feuilles large.
maturation trés longue
moisson tardive
exigeante du point de
vue sol et climat

Forme

v Texture opaque
v structure de I'amande
fanneuse

v Texture vitreuse

Utilisation

Obtention de la farine
utilisée dans la fabrication du
pain et des biscuites.

Obtention de la semoule a
partir de laquelle on fabrique
de la galette. du couscous et
des pates alimentaires.

2. Cycle végétative de blé :

2.1. Période végétative

(Aidani, 2015).

Elle s'étend du semis au début de la montaison, elle est subdivisée en plusieurs phases :

a. Phase germination - levée

La germination commence quand le grain a absorbé environ 25 % de son poids d’eau.

Les téguments se déchirent, la racine principale, couverte d'une enveloppe appelée

Coleorhize, apparait, suivie par la sortie de la premiére feuille, couverte d'une enveloppe

appelée Coléoptile. A la surface du sol, puis apparaissent d'autres racines et feuilles. La

durée de cette phase varie avec la température de 8 a 15 jours (Clement-grandcourt et Prat,

1970).

b. Phase levée — tallage

On peut distinguer pendant cette phase a travers le coléoptile, un filament ou rhizome,

termine par un renflement qui va se gonfler de plus en plus pour former le plateau de

tallage qui se forme presque au niveau de la surface du sol. Le plateau de tallage s'épaissit

et des racines secondaires se développent tres vite.
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Des nouvelles feuilles apparaissent et & chacune correspond I'apparition d’un talle.

La place des épillets fait par un simple étranglement sur la partie supérieure du végétal
(Clement-grandcourt et Prat, 1970).

c. Phase tallage-montaison

La différenciation des épillets se poursuit par étranglements successifs du
coneformateur de I'épi. Les talles herbacées se forment activement (Figure 01) (Clement-
grandcourt et Prat, 1970).

2.2. Période de reproduction

Elle s'étend de la montaison a la fécondation :

a. Phase de la montaison

Au cours de cette phase, un certain nombre de talles herbacées vont évoluer vers des
tiges couronnées d'épis, tandis que d'autres commencent a régresser. La croissance en taille
et en matiere seche est alors active. Cette phase se termine au moment de la différenciation
des stigmates. La durée de cette phase est de 29 i 30 jours (Clement-grandcourt et Prat,
1970).

b. Phase de I'épiaison

La vitesse de croissance de la planteest maximale. Cette phasecorrespond & I'élaboration
d'une grande quantité de la matiére seche, a l'organisationdétaillée des épillets et a la
fécondation La durée de cette phase est d'environ 32 jours.

Cette phase est suivie par le grossissement du grain qui devient mou et le
desséchement depresque toutes les feuilles. Sa durée est de 16 a 17 jours (Clement-
grandcourt et Prat, 1970).

2.3. Période de maturation

Elle correspond a I'accumulation de I'amidon dans les grains et a la migration tres active
des réserves (glucides et protéines) vers le grain. La durée de cette période est de 25 a 26

jours en moyenne (Clement-grandcourt et Prat, 1970).
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W?{ % {

(1) Germination Levée (3) 3 feuilles (4) Début tallage

(5) Epi & 1cm (6) Un nceud (7) Méinse pollinique  (8) Epiaison

9) Floraison 10) Baillement 11) Grain forme 12) Epi a maturits

(Mahfoud et Lasbahani, 2015)

Figure 01 : Cycle végétative de blé.

3. Importance économique :

Le blé fait partie des trois céréales les plus cultivées dans le monde avec le riz et le mais. La
production mondiale de blé s’éleéve a 690 Mt en 2008 (Clément, 2010).

L’alimentation humaine et animale est basée sur le blé. Pour la consommation humaine
de I’alimentation est représenté environ 69% de la consommation totale de blé.En 2008-
2010 la consommation alimentaire de blé est 6 kg par an par habitant, pour la
consommation d’animale est de 19% de consommation mondial de blé¢ et pour la
fabrication des agro- carburants et faible de 1% de consommation mondiale de blé. (Gavira
et Burny, 2012)
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Tableau 02 : Structure de la production de blé en % de production totale.

63/67 | 68/72 | 73/77 | 78/82 | 83/87 | 88/92 | 86-95 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004
Blé dur 56,65 | 56,44 | 42,34 | 41,67 | 36,58 | 39,95 | 40,99 | 46,62 | 48,74 | 42,27 | 49,65
Blé tendre 16,01 | 26,07 | 29,98 | 25,26 | 19,74 | 15,86 | 15,99 | 30,11 | 28,22 | 27,26 | 15,08
Total des blés | 72,66 | 72,51 | 72,32 | 66,93 | 56,32 | 51,81 | 56,81 | 76,73 | 76,96 | 69,53 | 67,73
(Djermoun, 2009)
Tableau 03 : Production et importation de blé dans trois pays arabes
Algérie Libye Arabie saoudite
1980 2009 Variation | 1980 2009 Variation | 1980 2009 Variation
1980- 1980- 1980-
2009 2009 2009
Production de 1511430 | 2,953120 | 1,95 140500 | 105000 | 0,75 141732 | 1152450 | 8,13
bé (tonnes)
Superficie 2071250 | 1848580 | 0,89 272000 | 133000 | 0,49 67226 15884 2,91
cultivée (ha)
Rendement 7297 15975 2,19 5165 7895 1,53 21083 58833 2,79
(hg/ha)
Import de blé 1695920 | 5719730 | 3,37 279357 | 809962 | 2,90 172249 | 1300920 | 7,55
(tonnes)
Import de blé 401781 1830350 | 4,56 63889 272727 | 4,27 50881 373141 7,33
(valeur en
10009%)
Population 18811000 | 34950000 | 1,86 3063000 | 6263000 | 2,04 9801000 | 26809000 | 2,74
Blé - 180,8 199,9 1,11 480,8 177,8 0,37 88 89,3 1,01
Disponibilité
alimentaire en
quantité
(kg/personne/an)

4. Les maladies fongiques et les agents pathogenes de blé

(Otmane et Kouzmine, 2012).

Le blé peut étre attaqué par de nombreuses maladies a différents stades de son

développement (Regue, 2014). Tel que : Le Rouille brune des feuilles du blé (Puccinia

recondita), Tache helminthosporienne (H. tritici-repentis ; syn. Drechslera tritici-repentis

-Forme par faite : Pyrenophora tritici-repentis), Tache septorienne des feuilles de blé et (S.

avenae —Formeparfaite: Leptosphaeria avenaria),Charbon nu de I'orge et du blé IU. nuda

(U. tritiei)].Diverses maladies de la feuille et de I'épi comme Oidium (Blanc) (Erysiphe

graminis), et la fusariose (Fusarium graminearum, Fusarium culmorum,...) (Zillinsky,

1983)
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I1. Les Fusarioses

La fusariose est 1’'une des maladies les plus répandues des céréales (Lacroix, 2008).
Elles sont dues & Fusarium roseum et Fusarium nivale. Fusarium roseum fait apparaitre un
noircissement a la base des tiges et un desséchement précoce de I'épi. Fusarium nivale peut
contaminer les épis a Partir des débris végétaux contaminés. On observe un dessechement
précoce suivi d'un échaudage d'une partie de I'épi. Cette maladie présente une incidence
directe sur les rendements provoquant une diminution du nombre de grains par épi,

accompagneée du risque de présence de mycotoxine dans le grain (Fritas, 2012).
1. Cycle de maladie :

La fusarium persiste et se multiplie sur les résidus végétaux infectés, qu'il s'agisse de
céréales, de graminées ou d'autres plantes, cultivées ou non, qui se trouvent dans le champ
et dans les environs. Les spores de Fusarium se déposent sur les épis a la faveur du vent et
des éclaboussures. Les petites céréales sont sensibles a l'infection a partir de la floraison
(apparition de I'épi) jusqu'au stade mi- pateux, voire plus tard selon les caprices du climat.
Les conditions les plus propices a l'infection sont des périodes de 48 & 72 heures de forte
humidité et des températures de 24 a 30 C°. Des périodes plus longues d'humidité élevée
combinées a des températures fraiches peuvent aussi provoquer l'infection. Les infections
qui se produisent tét dans la saison produisent parfois des spores qui, transportées par le

vent, peuvent propager la maladie.

La gravité de la Fusarium, qui varie selon le champ et lI'année, dépend des conditions
climatiques, du stade de croissance de la plante et de la présence du pathogéne. Plus
I'infection survient t6t, plus la maladie est grave. Si un cultivar est tres sensible, que
I'inoculum abonde au moment de la floraison, et que lI'on combine a ces facteurs des
conditions atmosphériques favorables, alors la gravité de la brllure et de la contamination
par les mycotoxines sera maximale (Mahfoud et Lasbahani, 2015)
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Epi en
floraison

Spores

Résidu de récolte et infection de
la base de tige

Fructification et
germination
des spores

Epi infecté

(Sayoud, 2010)

Figure 02 : Cycle des fusarioses

2. Symptomatologies :

2.1. Sur racine :

La pourriture racinaire est aussi connue sous les noms de fusariose du pied,
pourriture du pied, encore pourriture commune ou pourriture des racines seches (EI
yacoubi, 2012). Les agents responsables de la maladie sont Helminthosporium sativum,

Fusarium culmorum et fusarium graminearum. (Ezzahiri, 2001).

Les symptomes pouvant s’observer: la fonte des semis, improductifs, le

desseéchement des jeunes plants et I'apparition d'épis blancs prématurés.

En cas d'attaques séveres la pourriture se généralise a toute la partie basale du plant.
Cette maladie est aussi caractérisée par la présence des taches nécrotiques noires sur le

collet, le rhizome ou méme les racines (Aouali et Douici-Khalfi, 2012).
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2.2. Sur épi

Le blé demeure la céréale la plus sensible a cette maladie. Les épillets affectés avortent
et prennent une teinte blanchatre et un aspect desséché. Une coloration rosee a saumon

apparait a la marge ou a la base des épillets (Lacroix, 2008).

(Sayoud, 2010)

Figure 03 : épis blanchétre.

e Chez le blé, les grains fusariés sont petits et ridés (Lauzon et al).

(Sayoud, 2010)
Figue 04 : grains echaudeés et déformés a tendance blanchétre ou roséatre.

e sur lesgrains

La maladie de la fonte des semis causée par Fusarium (F. culmorum, F. graminearum et
F. avenaceum) peut avoir été transmise par les résidus ou la semence de culture. Un
peuplement qui s’établit mal, une levée inégale, des trous dans le champ ou des manques

sont les premiers symptomes d’une infection des plantules ou de la semence.
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Les semences pourrissent ou les plantules meurent avant leur levée. Les plantules qui
[évent sont jaunes et rabougries ; leurs racines, leur collet ou la base de leur tige présentent
une pourriture allant du brun au brun rouge. La tige peut comporter des stries rougeatres ou
brunes. Les lésions sont de forme et de taille variables. Les plants infectés sont moins
vigoureux. La maladie peut aussi frapper des plants plus vieux, ce qui cause une réduction
du nombre ou de la taille des talles qui viennent a maturité prématurément et qui

comportent des épis blancs et ratatinés (Ontario, 2016).

I11.Les mycotoxine

Les mycotoxines sont des métabolites toxiques synthétisés par des champignons
microscopiques, notamment dans les stocks de grains humides et chauds. Certaines
mycotoxines sont particulierement toxiques : les ochratoxines et les aflatoxines sont
impliquées dans les néphrotoxicoses, la carcinogenése et sont immunodépressives (Claire
Konig, 2013).

1. Les trichothécénes

Les trichothécénes constituent un groupe d’environ 200 composés dont les principaux
sont le déoxynivalénol ou vomitoxine (DON), le nivalénol (NIV), le diacétoxyscirpénol
(DAS) et les toxines T-2 et HT-2. Le DON est tres freqguemment retrouvé dans les

fourrages et les grains de céréales (Niderkorn, 2007).

Les trichothécenes sont composés d’atomes de carbone, d’hydrogene et d’oxygeéne. Ces
mycotoxines dérivent d’un systéme de trois cycles appelé trichothécane. A ce squelette
trichothécane s’ajoutent une double liaison en position 9-10 ainsi qu’un groupement
époxyde en position 12-13. On obtient ainsi les 12-13 époxytrichothécénes La structure, la

stéréochimie et la numérotation des atomes de carbone sont représentées sur la figure 05

(Balzer, 2004).
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(Balzer, 2004).
Figure 05 : Structure générale des trichothécénes.

2. Zéaralénone

La zéaralénone est une mycotoxine produite par divers champignons des cultures,
notamment Fusarium graminearum et Fusarium culmorum. La zéaralénone est une toxine
commune au maris et aux produits de mais, mais il est possible de déceler sa présence dans
diverses céréales et le soja et graines, ainsi que dans leurs sous-produits. De plus, la
présence de zéaralénone semble étre observée sur le foin et la paille et I'nerbe ce qui
constitue un facteur d'exposition supplémentaire des animaux via le fourrage et la litiére
(Claire Konig, 2013).

OH O

HO

(Claire Konig, 2013).

Figure 06 : La structure de la zéaralénone, une mycotoxine issue de différents
champignons du genre Fusarium.

La présence de zéaralénone est régulierement observée en association avec d'autres

toxines de Fusarium, en particulier le déoxynivalénol,
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La fusariose de 1’épi son principal préjudice provient de la présence de mycotoxines
dans les grains. Ces toxines dont la plus connue est la vomitoxine ou DON
(désoxynivalénol), sont (désoxynivalénol), sont produites par les Fusarium pathogénes qui

infectent les épis des céréales au champ. (Claire Konig, 2013).
3. Identification de chémotype

Il a été possible sur des base génétiques trois chméotypes caractérisent les

trichothécénes de type B produits par une souche de Fusarium (Desjardins, 2004) :

e 3-ADON : souche produisant du DON et du 3-ADON ;
e 15-ADON : souche produisant du DON et du 15-ADON ;

e NIV : souche produisant du NIV et de la fusarénone X.

Les différentes especes de Fusarium ne possedent pas tous le méme chémotype (Alexander
et al ,2004).De plus, deux isolats d’une méme espéce de Fusarium ne synthétisent pas

nécessainance non plus les méme trichothécénes B.

Cependant, la prédominance des individus de chémotype DON dans la nature leur suggére
un avantage sélectif pour I’infection des céréales et en particulier le blé avec, malgré tout,

un maintien des deux chémotypes (Xu et Nicholson, 2009).
4. Méthode de détection du potentiel toxinogéne des isolats phytopathogenes :

Les mycotoxines sont extraites avec des solvants spécifiques. Selon la méthode
d’analyse, la purification de 1’extrait Se realise soi sur colonne ou par partition avec des
solvants appropriés. Il existe différentes méthodes qui permettent I’identification des
isolats toxinogénes. L’analyse de I’extrait peut se faire par des méthodes physicochimiques
qui sont généralement basées sur la chromatographie .il existe un grand nombre de modes
de chromatographie dont la classification a été faite en fonction des mécanismes de
séparation. Les facteurs qui interviennent dans le partage des molécules a séparer entre les
phases fixe et mobile sont : la solubilité dans un solvant liquide, la taille, la polarité, charge
électrique, la présence de groupement d’atomes formant des sites particuliers. parmi les
technique de chromatographie, il existe :la chromatographie liquide haute performance(
HPLC ) (Desjardins et al ., 2000 ; pont et al ., 2006 ; Wang et al.,, 2008), la
chromatographie en phases gazeuse couplée a un spectrométre de masse ( Kim et al.,

2003 ;Lorens et al.,2006 ; perkowski et al ., 2008 ), et la chromatographie sur couche
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mince (CCM) est une technique d’analyses qualitative de separation des différentes

substances d’un mélange (Frayssin et Frémy, 1991)
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1. Matériels et Méthodes

1. Matériels :
1.1. Matériels végétale :

Les échantillons de blé dur et tendre utilisés dans cette étude ont été récoltés de
déférentes régions ceréalieres d'Algérie. Ces échantillons ont été conservés dans des sacs
en papier a 6°C jusqu‘a utilisation. La date et le site de collecte ont été indiqués pour

chaque échantillon.

Tableau 04 : Liste des échantillons de blé analysés

Especes Nom de variété | Région géographique | Année de récolte
Blé dur SIMITO El-Menia (Ghardaia) 2015
Blé dur SIMITO El khimis (Alger) -
BIé dur VITRON Berrouaghia 2014
Blé dur VITRON Relizane 2015
Blé dur MBB Sétif -
Blé dur GTA Bordj Bou Arreridj 2014
Blé dur ARZ Berrouaghia 2014
Blé tendre BOUSSELAM Bordj senoussi 2011
Blé tendre AIN ABID R1 Relizane 2015
Blé tendre HXD 1220 Relizane 2015

1.2. Matériel fongique

Dix isolats de Fusarium culmorum ont été utilisés au cours de cette étude .ces isolats
ont été identifiés par PCR en temps réel, ainsi que leur chymotypage au laboratoire INRA
bordeaux (tableau 05).
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Tableau 05 : liste de souches utilisées.

N° d’isolat code Espece Organe Année
expérimentale d’isolement | d’isolement
1 FC1006 F. culmorum Epi 2006
2 FCO006 F. culmorum épi 2006
3 FCOLO013 F. culmorum collet 2013
4 FCEO10 F. culmorum épi 2010
5 FCO11 F. culmorum épi 2011
6 FC1013 F. culmorum graine 2013
7 FC014 F. culmorum graine 2014
8 FC2013 F. culmorum graine 2013
9 FC009 F. culmorum collet 2009
10 FC008 F. culmorum collet 2008
2. méthodes

2.1. Isolement et identification des champignons responsables de la fusariose de I'épi
Apres désinfection de 100 graines de blé de chaque variétés avec de d’hypochlorite de
sodium 2%) pendant 3 minute. Les échantillons sont ensuite rincés 3 fois avec de ’eau
distillée pendant 2min, 1min et 30s successives, le séchage s'effectue sur papier filtre
stérile. La mise en culture s'effectue juste aprés sur le milieu du DCPA dans des boites
pétrie a raison de 10 grains par boite, ensuite les boites sont incubées dans une étuve a 25°
C pendant 4 a 5 jours. Les colonies qui apparaissent sur DCPA sont généralement de
couleur blanche et rose, elles seront repiquées sur le milieu PDA pour l'identification aprés

purification par la culture monosporale.
L’identification des isolats est basée sur deux critéres principaux :

e l'aspect macroscopique (la couleur, texture, forme, présence ou l'absence de la
pigmentation.....)
e ['aspect microscopique (forme des macrocolonies, absence ou présence de

microconidies, et des chlamydospores).
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2.2. Pathogénie et agressivité des isolats de Fusarium culmorum :

Des inoculations artificielles ont été réalisées en plein champ et sous serre dans le but de
confirmer la pathogénicité des souches de Fusarium et surtout de comparer entre les
Fusarium culmorum dans leur agressivité, pour répondre a ces objectifs trois méthodes

d'inoculations ont utilisées et a différents stades végetatifs :

1 : Inoculation par fragment mycélien au stade de trois a quatre feuille.

2 : inoculation par suspension sporale au stade de floraison.

3 : inoculation des plantules par I’ajout sur la surface du substrat de grains de riz inoculés

1- Inoculation par fragment mycélien au stade de trois feuilles :

Les semences ont été placées a une profondeur de 2cm, dans des sacs noirs en plastique
(9 cm de diametre) remplis avec un mélange de sable, tourbe et de terreau (1 :1 :1 v/iv/v), a
raison de 4 semences par pot. Le dispositif expérimental est de type bloc aléatoire
complet. L’essai été réalisé In vivo sous une température de 22°C a25°C .L’irrigation a été
faite réguliérement suivant les besoins des plants.

L’inoculum a été préparé a partir de culture pures agées de 12 jours. Des fragments de 6
mm ont été découpés a partir des colonies de champignons développés, et déposé adjacent
a la plantule au niveau du collet. Des plantules inoculées par des fragments de PDA ne

contenant pas de champignon, ont été utilisées comme témoin négatif.
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(Original, 2016)

Figure 07 : inoculation par fragment mycéliens.

Notation des symptdmes :

Trois semaines aprés 1’inoculation, les plantes inoculées ainsi que les plantes témoins
ont été soigneusement arrachées et les racines ont été lavées sous le robinet. Ensuite, les
symptdmes caractérisés par un brunissement au niveau du collet ont été évalués selon
une échelle d’agressivité (indice de sévérité : IS) qui se base sur la longueur de la lésion
par rapport a la longueur de la plantule (Fernandez et chen, 2005). Cette échelle

comprend les niveaux suivants :

0 : plante saine.
1 : moins que 25% du collet est attaqué.
2 : De 26% a 50% du collet est attaqué.
e 3:Deb51% a 75% du collet est attaque.
4 : plus que 76% du collet est attaqué.
5

: plante mort.

Enfin pour comparer ’agressivité des différents isolats testés, ces derniers ont été

classée selon trois groupe :

e Isolats faiblement agressifs ; IS <2
e Isolats moyennement agressifs : 2 < 1S < 4

e Etisolats fortement agressifs : >4
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Figure 08 : schéma du dispositif aléatoire complet du test de I’inoculation par fragment

mycélien.
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2- inoculation par suspension sporulé au stade de floraison :

Les semences ont été placées a une profondeur de 2 cm, dans des sacs noirs en plastique
destinés a la production des plants en pépiniére (15 cm de diamétre) remplis avec mélange
de sable, tourbe et de terreau (1 :1 :1 v/v/v) a raison de 4 semences par pot. Le dispositif
expérimental est de type bloc aléatoire complet. L’irrigation a été faite régulicrement

suivant les besoins des plantes.

L'inoculum a été préparé a partir de souche de F. culmorum agées de 12j, les spores ont
été récupérées par raclage et filtration des cultures. Ensuit la solution sporale obtenue a été

ajustée avec de 1’eau distillée de fagon a avoir une concentration de 10°spores/ml.

L’inoculation des épis a été réalisée au stade floraison plein. La contamination a été
effectuée par pulvérisation ruissellement des épis. On recouvre la partie aérienne avec un
sac en plastique pour maintenir une certaine humidité relative 100 % pendant 24h, temps

nécessaire a la germination des sportes.

Notation des symptdmes :

Tableau 06 : échelle dévaluation utilisée pour I’estimation de la sévérité de 1’infection

par Fusarium sur épi, Michel, 2001, (Lamari, 2014).

Note Part de I’épi | Description des symptomes
infectée
1 0% Sans symptoémes
2 2,5% Traces de symptémes, un éepillet sur 10 épis montre des symptomes.
3 10% 10% des épillets de chaque épi sont infectés
4 25% Un quart des épillets infectés

)
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5 50% La moitié des épillets d’un épi sont infectés

6 75% Trois quarts des épillets d’un épi sont infectés
7 90 10% des épillets d’un épi ne sont infectés

8 97,5 peu des épillets d’un épi ne sont infectés

9 100 Tous les épis sont morts

FC2013

Témoin

FCO14
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Figure 09 : schéma du dispositif aléatoire du test de I’inoculation par suspension

sporale au stade de floraison.

3- Inoculation des plantules par I’ajout sur la surface du substrat de grains de riz

inoculés

La technique utilisée est celle décrite par khalifa (2006). L’inoculum a été préparé sur
un substrat a base de riz, qui sont humidifie avec 1’eau distillé pendant 2 jour et réparti
dans des erlenmeyer de 250 ml a raison de 110g de riz et de 22ml d’eau distillée. Ensuite

les erlenmeyers sont autoclavés 2 fois pendant25 min a 110 °C.

Aprés autoclavage, chaque erlenmeyer est inoculé par 0,5 mL d’une suspension
sporale, de 1’agent pathogéne a partir de culture agée de 12 jours. Les erlenmeyers sont

ensuite incubés a 25°C dans I’étuve. Aprés 15 jours d’incubation.

e [’inoculation :

Pour étudier effet des isolats de Fusarium culmorum sur le blé tendre et blé dur sur
le collet. Ont été placées a une profondeur de 2 cm quatre grain de blé et on fait

parallé¢lement vers haut, le sol humide, ensuit I’inoculum et apres le sol (voir figure 10).

]— Couche du sol
Couche d’moculum "[: N /I
Grains de blé — 1"

e E!'DI

Figure 10 : schéma du pot qui représente les déférentes couches pures d’inoculations sur le collet.

Notation des symptdmes :

|
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Les plants sont observés régulierement pour suivre I’évolution et 1’apparition des
symptémes. La premier notion et réalisée au moment de la germination et la deuxiéme
apres un mois et demi. L’évolution de la sevérité des symptome est exprimée selon une

échelle de notation a 4 degrés allant de 0 a 5.

: absence de symptomes.

: noircissement ou brunissement de 1 & 25% de la surface de collet.

: noircissement ou brunissement de 26 a 50% de la surface de collet.

: noircissement ou brunissement de 51% a75 % de la surface de collet.

: noircissement ou brunissement plus de 76% de la surface de collet.

[ ]
aa b~ wWw N, O

: mort de la plante.

2.3. Détection du potentiel toxinogéne de quelques isolats de Fusarium culmorum

Culture sur riz et extraction des trichothécénes

Le riz a été utilisé pour quantifier les teneurs en trichothécenes de type B (TCTB)
produites par les isolats testés.. Avant inoculation, le riz a été humidifi¢ avec de 1’eau
distillée stérile. Puis, 110 g de gains ont été distribués dans des Erlenmeyer de 500 mL, et
stérilisésdeux fois par autoclavage a 110 °C pendant 25 min comme a été déecrit parBakan
et al. (2001). les isolats de F. culmorum ont été repiqués sur des boites PDA agées 14 jours
4 25 °C a I’obscurité. Les suspensions de spores obtenues ont été ajustées a 10 8/mL par
comptage sur cellule de Thoma.

Enfin, chaque Erlenmeyer a été inoculé par 0,5 mL d’une suspension sporale, et placé a
I’obscurité a 25 °C. Trois répétions ont été préparées pour chaque isolat testé. Apres 3
semaines d’incubation, les milieux de cultures ont été séchés a 75 °C pendant 48 h, puis
broyés a fin d’obtenir de fines poudres.

Pour I’analyse, des portions de5 g de chaque échantillon broyé, ont été extraites par

20mL d’un mélange acetonitrile : eau (84/16 ; v/v), puis mises en agitation pendant 1 heure.

Ensuite 3 mL de la phase organique ont été évaporés a sec dans un rota vap sur un bloc
chauffant (50 °C). Les échantillons ont été conservés a -20°C pour I’analyse CCM.
- La phase mobile était constituée d’acetonitrile, en mélange avec de 1’eau distillée
acidifiée a pH 2,6 avec de 1’acide o-phosphorique.

- Analyse de mycotoxine par chromatographie sur couche mince

.
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La chromatographie sur couche mince est une méthode d'analyse rapide fondée sur la
séparation des constituants d'un mélange par entrainement au moyen d'une phase mobile
(le solvant) le long d'une phase stationnaire (la plaque). Une migration différentielle des
solutés est obtenue par leur partition entre la phase mobile et la phase fixe. Chaque
molécule du mélange a séparer est soumise a une force de rétention (affinité du soluté pour
la phase fixe) et a une force de mobilité (entrainement par la phase mobile qui dépend de la
solubilité de la molécule dans cette phase). Une chromatographie d'adsorption ou la phase
stationnaire est le gel de silice (gel de silice 0,25 mm avec indicateur de fluorescence) a été
utilisé. Le gel de silice est un adsorbant fort avec une forte bipolarité électrique.
L'adsorption est due & I'établissement de liaisons secondaires de surface entre I'adsorbant et

la molécule adsorbée.

Mode opératoire :

L’atmosphére de la cuve doit étre saturée en vapeur d’éluant 10ml de notre systéme

solvant éthyle d’acétate et hexane (8/2).

Ceci impose d’avoir une cuve bien fermée et préparée un certain temps a 1’avance, le

niveau de 1’éluant au fond de la cuve doit étre de 5 a 8 mm.

Pour la plaque de CCM ; on repére a I’avance I’emplacement ou seront effectués les
dépdts, pour cela on trace un léger trait de crayon parallele au bord inférieur de la plaque a
une distance de 1,5 cm les dépdts seront effectués sur cette ligne, a 1 cm du bord de la

plaque et espece de 1cm.

Les solutions avec les quelle on va réaliser les dép6ts doive étre des solutions diluée.
Des tube capillaires en verre sont utilisés pour effectuer les dép6ts et qui doivent se faire en

une durée trés bréve afin d’éviter 1’étalement de ces derniers.
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i Couverche
:f.u_\:_fl-lr\-e:-::-:\";-.e Ilﬁl__ Flaque a CCM
| g de Sépda
'\::j_—_ E_F_,;f— Ehant
Un échantillon application élution révélation
sur la plague des taches

Figure 11 : les étapes de détection des mycotoxines

Identification de mycotoxine : on a identifié le mycotoxine sous lumiere ultra violette
(UV) a A =360 nm. Apreés la révélation par chlorure d’alumine.
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I11. Résultat et discussion :

1. Isolement et identification des champignons responsables de la fusariose du blé

L'analyse des 1000 graines des 10 variétés de blé collectées a révélé la présence de
plusieurs especes de Fusarium, cependant nous avons noté une grande présence au niveau
des grains de blé de F. culmorum (voir figure 12). Ce résultat explique I'objectif de ce
présent travail sur la caractérisation pathologique et toxinogéne de F. culmorum.

Apres 6 jours d’incubation sur un milieu semi sélectif DCPA seul les champignons du
genre Fusarium infectant les grains s’y sont bien développés sur le milieu. Les résultats ont
montré que 40% des 5 variétés analysées et collectées a partir de différentes régions
céréaliéres, ont été infestées par les espéces des genres Fusarium et Microdochium (voir
tableau 07)

L’identification morphologique a montré la présence de 5 especes fongiques a savoir
M.nivale, F.culmorum, F.avenaceum, F.pseudograminearum et le F. poea. D’autres
champignons saprophytes ont été aussi isolés a savoir Alternaria spp. et penicellium

Tableau 7 : liste des isolats obtenus

isolats Espéce Variété Origine organe Année
géographiqu | d'isolement | d’isolement
e
01 Microdochium | GTA Bordj Bou Grain 2016
nivale Avrreridj
02 Fusarium VITRON Ghilizane Grain 2016
pseudo
graminearu
m
03 Fusarium SIMITO Elkhim Grain 2016
poae
04 Fusarium GTA Bordj Bou Grain 2016
culmorum Arreridj
05 Fusarium SIMITO El-Menia Grain 2016
avenaceum

=



Partie 111 : Résultat et discussion

(Originale, 2016)

Figure 12 : Aspect morphologique et microscopique des espéces fongique isolées a partir
des grains de blé : colonie de F. culmorum. (Gx 100)

2. Etude la pathogénie et de I’agressivité des isolats de Fusarium culmorum
Dans ces trois essais de pathogeénicité, 10 isolats de F.culmorum ont été testés en
utilisant trois méthodes d'inoculations. Les résultats ont montré qu’indépendamment des
techniques d’inoculation, tous les isolats ont induit une décoloration au niveau du collet
engendrant des indices de sévérités différentes, alors que les plantules témoins n’ont pas
montré de symptomes d’attaque. Globalement, la technique d'inoculation par 1'inoculum
substrat riz a induit des indices de sévérité plus élevés que ceux obtenus par la technique
d'inoculation par suspension sporale et fragments mycéliens. Toutefois, pour les isolats les
plus agressifs et les moins agressifs les résultats sont similaires par les trois techniques

d’inoculation.
2.1. Technique d’inoculation par fragment mycélien

Cette méthode a été adoptée compte tenu de la difficulté de certains isolats a sporuler

Les résultats de cette étude ont montré que toutes les espéces testées ont engendré
I’apparition d’un brunissement au niveau du collet, tandis que les plantules témoins n’ont
pas montré de symptdmes d’attaque (voir figure 13).

Parmi les 10 isolats de F. culmorum testés, FC006, FCE010, FC009 et FC014 ont induit un
niveau d'indice de sévérité plus que 4 ce sont les isolats les plus agressifs. Alors que les
isolats FC2013, FC1013, FC011 et FC1006 ont induit des indices de sévérité inférieure a 2,
sont les isolats les moins agressifs (voir figure 14). Nous avons constaté aussi d'apres nos
résultats que la variété de blé tendre ARZ s'est montée plus tolérante que la variété de blé

dur VITRON qui s'est montrée sensible aux attaques des isolats de Fusarium.
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Au cours de cet essai, les 4 isolats de F. culmorum collectés des épis, 3 isolats obtenus a
partir du collet et 3 isolats a partir de la graines ont été testés sur du blé au stade plantule.
Les résultats ont montré que tous les isolats testés provenant de 1’épi ou du collet ont causé
I’apparition d’une décoloration au niveau basal des plantules. Pour les isolats de
F.culmorum obtenus a partir des épis, 1’indice de sévérité (IS) de la maladie a varié de
51,9% a 77,77% ; pour les isolats collectés a partir du collet, ’indice de sévérité était de 1
a4,5; et les isolats obtenus a partir de la graine ’indice de sévérité varie de 2.66 a 5
Cet essai a montré qu’il n’y pas de différence d’agressivité entre les isolats de F. culmorum

obtenus de I’épi ou du collet ou bien de la graine

(Originale, 2016)

Figure 13 : Indice de sévérité de F. culmorum sur des plantules de blé cultivar montrant

les quatre niveaux d’attaque (1-5) comparés au témoin
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Figure 14 : Moyenne d’indice de sévérité de 10 isolats de F. culmorum aprés 21 jours
d’inoculation de plantules de blé en utilisant la technique d’inoculation par fragment

mycélien.
2.2. Technique d’inoculation par suspension sporale

Au cours de cet essai, la sensibilité de 2 variétés de blé a la fusariose de 1’épi a été
étudiée ainsi que I'agressivité des 10 isolats de F.culomrum. L’inoculation artificielle des
différentes variétés a été réalisée par suspension sporale de F. culmorum. Une semaine
aprés I’inoculation des épis, des symptomes de la fusariose sur épillets, ont commencé a
apparaitre sur les épis inoculés. A la fin de 1’essai (21 jours apres 1’inoculation), tous les
épillets inoculés ont été completement attaqués (voir figure 15). Les épis témoins, n’ont
pas montré de symptomes d’attaques. Les résultats obtenus ont montré que pour les deux
variétés testées la variété de blé dur s'est montrée trés sensible alors que la variété ARZ a
montré une certaine tolérance vis a vis des isolats de Fusarium.

Les isolats FC006, FCOL013, FC014, FC009 , FCE010, FC011, FC2013 et FC1006 se
sont monté trés agressifs avec des indices d'attaques de 77,77%, 70,55% et 70,22%,
69,44%, 66 ,11%, 66%, 64%, 63,33% par contre les isolats FC1013.FC008 se sont montrés
moins agressifs, nous avons noté des indices d'attaques de 51,90%, 61,66%. (voir figure
16).
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(Originale, 2016)

Figurel5 : Symptomes d’attaques de la fusariose de 1’épi ; B, C, D ET E présence de

symptomes sur les épis inoculés ; (A) absence d’attaque sur les épis témoins

90

80

70
6
5
H VITRON
4 |
i ARZ
3 i
2 i
1 I
0 —_—— Il Il

Isolats

Indice de la maladie

o

Figure 16 : les indices de la maladie obtenue sur des plantules de blé & stades floraison

inoculée par dix isolats de Fusarium culmorum.
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2.3. Technique d’inoculation des plantules par I’ajout sur la surface du substrat de

grains de riz inoculés

Cette technique elle permet de mettre en contact le champignon directement avec la grain,
puis que l'inoculum a été apporté sous forme de riz inoculé dans chaque pot.
Afin d’évaluer I’agressivité des 10 isolats de Fusarium culmorum un suivi a été réalisé
quotidiennement jusqu’a 38 jour aprés le semis et des notations ont été faites aprés
arrachage des plants de blé en se basant sur une échelle de notation de notion de a 0 a 5.
Apres arrachage des plants, 38 jour apres le semis, les symptdmes observés sont ; un
noircissement ou brunissement au niveau du collet et de tige. Pour le témoin non inoculés,
durant la période de ’essai, aucun symptome n’a été observé. (Voir figure 17)
A partir des résultats obtenus les isolats FC2013, FCOL013, FC1013, FC008, FC006, FC011,
et FCEQ10 ont présentés de fortes attaques avec des indices de sévérités élevés de 5, 5, 5, 4,66,
4,33, 4, 4 pour les deux variétés. Par contre les isolats FC009 et FC1006 se sont montrés moins
agressifs, nous avons noté des indices d'attaques de 3,66 et 2,66. (\oir figure 18)
Les Isolats ont attaqué la variété VIRTON avec un indice d’attaque plus élevé par apport a
I’ARZ.

(Originale, 2016)

Figure 17 : Indice de sévérité de F. culmorum sur des plantules de blé cultivar montrant des

niveaux d’attaques différents comparés au témoin
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Discussion :

Différentes méthodes d’inoculation ont été décrites dans la littérature pour évaluer la
pathogénie et ’agressivité des especes de Fusarium. Ces méthodes incluent : 1’inoculation
des grains en les plagant sur du papier filtre imbibé d’inoculum (Brennan et al.,2003;
Mesterhazy, 1983), I’inoculation des plantules soit en utilisant un sol infesté (Smiley et
Patterson, 1996) soit des grains inoculés (Mishra et al.,2003), I’inoculation des plantules
par I’ajout sur la surface du substrat de grains inoculés et broyés (Wang et al.,2006) ou par

une suspension sporale (Carter et al.,2002) ou en plagant un fragment d’agar mycélien a
la base du collet (Fernandez et Chen, 2005 ; Tunali et al., 2006).

Au cours de cette étude, les techniques d’inoculation ont été évaluées et comparées
entre elles : I’inoculation des plantules par une suspension sporale, 1’inoculation par
fragment mycélien et l'inoculation par I’ajout sur la surface du substrat de grains de riz
inoculés. Dans les trois cas, I’inoculum a été déposé de maniére adjacente a la plantule au

niveau du collet et du grain.

Tous les isolats se sont montrés pathogenes sur plantules, et une différence dans les
indices d'attaque a ¢été notée. De plus, les résultats ont montré qu’indépendamment des
techniques d’inoculation, tous les isolats ont induit une décoloration au niveau du collet

engendrant des indices de sévérités différents. Ainsi, pour évaluer la pathogénie et
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I’agressivité des espéces de Fusarium les trois techniques peuvent étre utilisées.
Cependant, la technique d’inoculation par fragment mycélien semble étre plus facile et
demande moins de temps, sachant que cette méthode d’inoculation a été précédemment
utilisée par Fernandez et Chen (2005) et Tunali et al. (2006). La méme technique
d’inoculation a été précédemment utilisée (Miedaner et al., 1996 ; Buerstmayr et al., 1999 ;
Mesterhazy et al.,1999). Les résultats de cet essai ont indiqué que toutes les variétés testées
ont montré des symptomes d’attaque de la fusariose de 1’épi montrant leur sensibilité vis-a-

vis a cette maladie

Dans le présent travail, la pathogénie d’une collection d’isolats de F.culmorum
d’origines différentes (collet et épi) a été comparée. Les résultats ont montré qu’il n’y a pas
de différence entre 1’agressivité des isolats obtenus, du collet, ou de 1’épi. Ces résultats
sont en accord avec les observations de Tunali et al. (2006) qui ont montré que les isolats
de la méme espéce originaire de 1’épi ou du collet ne différent pas en agressivité. Ces
observations peuvent aussi suggérer que les semences ainsi que les débris végétaux
peuvent constituer une source d’inoculum pour la pourriture du collet et la fusariose de
1’¢épi.

3. Détection du potentiel toxinogéne de quelques isolats de fusarium culmorum

La chromatographie sur couche mince est une méthode physique qui nous sont permet
de faire I’identification du potentiel toxinogéne de 10 isolats de Fusarium culmorum.
Aprés le séchage dela plaque, nous observons aucun trace sur elle, mais dés que
I’étatisation de lampe UV qui nous a permet de voir des tache sombre des substances est
que la langueur d’onde est de360 les tache sont plus nette (voir figure 19).

La technique de CCM nous a permis de détecter que tous les isolats sont toxinogene
sauf deux isolat, FCEQ10 et FC009. Car ils n’ont montré aucune migration sur la plaque
CCM.

Les résultats ont montré que les quatre isolats, FCOL013, FC011, FC006 et FC1006 sont
de chémotypes NIV. Cependant les isolats FC2013, FC008 FC1013 et FC014 sont de
chémotype DON. Ce qui explique l'agressivité élevée marquée par les quatre isolats
FC2013, FC008 FC1013 et FC014 par apport aux isolats, FCOL013, FC011, FC006 et
FC1006 sachant que le DON est un facteur d'agressivité.

Nous pouvons suggérer qu'il y a une corrélation significative entre 1’agressivité et les

isolats de chémotype DON

.
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(Original, 2016)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 :FCEO006, 2 : FC2013, 3 :FCOLO013, 4 :FC011, 5 :FC006, 6 : FC014,
7 : FC1013, 8 : FC1006, 9 : FC008, 10 : FC009.

Figure 19 : révélation de la plaque CCM sous les rayons UV.

La différence de production des DON pourrait étre aussi expliquée par la variabilité
génétique entre les isolats. D’ailleurs, Bakan et al, (2002) ont distingué, sur la base de leur
polymorphisme génétique, deux groupes de souches de chemotype DON en fonction de
leur aptitude quantitative a produire des toxines. En fait, la variation dans les niveaux
d’expression des potentiels toxinogénes est intimement liée aux régulations des étapes de
la biosynthése des trichothécénes, déterminées par les divers stimuli qu’une souche de
Fusarium recoit de son environnement au cours de son cycle de vie (Martins et Martins,
2002 ; Flaherty et al., 2003 ; Champeil et al., 2004 ; Lorens et al.,2004 ; Llorens et al.,
2006; Walker et al., 2001; Muthomi et al., 2000; Ramirez et al,2004).




Conclusion
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Conclusion

Le blé constitue une céréale d’importance primordiale d’un point de vue économique et

en tant que denrées alimentaires pour ’homme

En Algérie la culture du blé est parmi les grandes cultures ayant une importance dans la

politique agricole du pays. Elle représente, en effet, environ 50% des cultures cérealiéres.

Toutefois, au cours de son développement, la culture du blé est sujette a la variation des
conditions climatiques et aux attaques de pathogénes pouvant influencer négativement la
production en quantité et en qualité.

La premiére partie de cette étude a porté sur l'isolement et I’identification des especes
pathogenes qui lui sont associées. Il s’agit d’une étape indispensable pour lutter contre

cette maladie.

En basant sur les caractéristiques morphologique des agents pathogénes isolés, nous
avons identifié, cinq especes ont été identifiées a savoir: Fusarium culmorum ;
Microdochium nivale ; Fusarium pseudo graminearum ; Fusarium poae et Fusarium
avenaceum. Les identifications morphologiques et des pathogenes isolés ont montré la

présence d’une fréquence élevée d'une espéce toxinogéne a savoir F. culmorum.

La deuxieme partie de ce travail a porté sur 1I’étude de Pathogénie et agressivité des
isolats de Fusarium culmorum. Trois techniques d’inoculation ont été testées aux trois
stades végétative différente toute fois la technique d’inoculation par fragment mycélien
au stade de trois feuilles, technique d’inoculation par suspension sporale et la technique

d’inoculation des plantules par 1’ajout sur la surface du substrat de grains de riz inoculés,

Dans les trois cas, I’inoculum a été déposé de maniére adjacente a la plantule au niveau
du collet et de la graine. Les dix isolats de Fusarium culmorum pour les trois techniques,
se sont montrés pathogenes sur plantules, et montré aussi une différence dans les indices
d'attaque. Cette étude a montré aussi que I’agressivité des isolats testés a varié entre les

isolats d’une méme espece.

Le dernier volet de cette étude a porté sur I’identification du potentiel toxinogene de dix
isolats de Fusarium culmorum, les résultats ont montré que 8 isolats sont taxinogenes et
produisent du déoxynivalénol (DON) et (NIV).

Bien que I’espéce F. culmorum possede une reproduction asexuee, le mouvement du

champignon a I’intérieur et entre les régions ainsi que d’autres importations de semences a
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partir d’autres pays permettraient probablement au stade sexué de devenir une composante
du cycle du champignon (Leslie et Klein, 1996). La présence éventuelle de la reproduction
sexuée du pathogene, doit étre prise en considération pour mettre au point une stratégie de
lutte durable. Nous proposons d'approfondir les recherches sur la sensibilité variétale du
blé a la fusariose de 1’épi dans le but de déterminer des geénes responsables de la résistance
a la maladie. C’est une tache difficile, mais le résultat est trés utile en matiére de lutte

contre cette maladie.

Et mettre en place un systéme de contréle et de surveillance de la contamination du blé

par les mycotoxines. Cela permet sans doute de garantir la qualité des produits céréaliers.
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Listes annexes

Annexe 01 : composition des milieux de culture

Dicholoran Chloramphenicol Peptone Agar DCPA

e Peptone bactériolgique 1509

e K,HPO, 109

e MgS0,7H,0 059

e chloramphénicol 0,29

e Crystal violet en solution aqueuse 1 ml

e Agar 15049

e Eau distillée 1000 ml
(Potato Dextrose Agar) PDA

e Agar agar 2049

e Pomme de terre 200 g

e Dextrose glucose 20 ¢

e Eau distillée 100 ml

Annexe 02 : la cuve de CCM.

E



Annexe 03 : lampe UV

Annexe 04 : les indices de sévérité

D’inoculation sur le collet stade trois feuilles :

VITRON|[ ARZ
Fc213 2 2
FCO11 2 2
FCOLO13 | 24 2
FC006 45 2
FCE010 4 2,44
FC008 4,77 24
FC009 4 2,6
FC1013 2 23
FC1006 25 25
FCO014 4 2




D’inoculation sur le collet :

VITRON ARZ
Fc213 5 5
FCO011 4 4
FCOLO13 5 5
FCO006 4,33 4,33
FCEO10 4 4
FCO008 4,6 4,66
FCO009 3,66 3,66
FC1013 5 5
FC1006 2,66 2,66
FC014 4 4

D’inoculation au stade de floraison :

VITRON ARZ
Fc213

70,22% 45,35%

FCO11 64% | 39,44333%
FCOLO013 69,44333% | 51,33333%
FC006 77,77667% | 41,94333%
FCEO010 61,66667% | 47,67667%
FCO008 66,66667% 40%
FC009 51,90333% | 41,63333%
FC1013 | 70,55333%% 42%
FC1006 66,11% | 40,83333%
FC014 63,33333% | 39,33333%







