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Résume

L’objectif de ce travail est I’étude de cette maladie nouvellement observée en Algérie.
Cela implique, d’une part, 1’évaluation de la distribution de la maladie,
I’identification des espéces impliquées, et la connaissance de leur pathogénie et de
leur agressivite .

L’identification de 30 isolats de Fusarium sp et Microdochium spp. obtenus a partir
de grains de blé a montré que 23,60% des isolats appartiennent au genre Fusarium et
54,96 % au genre M.icrodochium. L’étude de I’effet de la température sur la croissance de
14 isolats de Fusarium spp. in vitro a montré que I’optimum de croissance est situé a 20°C
et 30°C pour tous les isolats. L’exception de F.avenaceum est a 15°C.

Les tests de I’agressivité dans cette étude ont été évalués sur le collet et I’épi. L’essai
de I’évaluation de I’agressivité sur collet et épi a montré que tous les isolats ont induit les
symptémes typiques de la pourriture sur collet et de la fusariose sur épi avec une variabilité
dans I’agressiviteé.

Mots clés : Fusariose de 1’épi —Fusarium spp. - Croissance in vitro, Agressivité.

Abstract

Fusarium head blight and Fusarium crown rot and foot rot are fungal diseases
prevalent worldwide; they cause huge yield losses on wheat crops. Fusarium spp are part
of the causal agents of these diseases.

The identification of a set of 30 isolates of de Fusarium sp and Microdochium spp.
obtained from wheat showed that of the isolates belong to the genus 23,60% Fusarium and
54,96 % M.icrodochium. The essay of the effect of temperature on isolates growth in vitro
showed that the optimum of growth is situated at 20°C and 30° C for all isolates. Exeption

for F.avenaceum optimum of growth is 15°C.
The aggressiveness of these isolates was evaluated on the collar and ear. The test for
assessing the aggressiveness on collar and ear showed that all isolates induced the typical

symptoms of FCR and FHB with variability in the disease indices.

Keywords: FHB — Fusarium spp - In vitro growth - Aggressiveness
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Introduction

Le blé (Triticum sp.) est la céréale a paille la plus cultivée dans le monde, il représente
avec le riz et le mais 85,4%de la production céréaliére mondiale. Le blé tendre, Triticum
aestivum, compte pour 95% de la production mondiale des blés. alors que le blé dur, triticum
durum, ne représente que 5% de la production mondiale en blé dont 35% sont produits en
Afrique du Nord et en Asie de I'Ouest (Hamadache, 2013).

A T’échelle mondiale, le bl¢ est une céréale primordiale, d’un point de vue économique
et en tant que denrée alimentaire pour I’homme grace a leurs teneurs en protéines et en
calories gu'elles soient assimilées directement ou transformées en protéines animales (lori et
al. ,2009).

En Algérie, le blé est encore la base de l'alimentation d'une large couche de la
population. 1l lui fournit 60% de ses besoins en énergie, 69% en protéines totales et 88% des
protéines végétales. La consommation moyenne annuelle est estimée a 207 kg/habitant,
derriére le Maroc (210 kg) et la Tunisie (232 kg) (Hamadache, 2013). Pour cette raison, il a
été traditionnellement cultivé dans toutes les régions ou les conditions climatiques permettent

la croissance de cette céréale.

Selon Hamadache et al.,(2002), La cause principale de la faiblesse de la production du
blé est le faible niveau de productivité (rendement) obtenu. Cette faible productivité est-
méme due a des contraintes abiotiques (sécheresse surtout), humaines (itinéraires
techniques appliqués, vulgarisation, etc...) et des facteurs biotiques (les adventices, les

ravageurs et les maladies).

Plusieurs maladies peuvent attaquées le blé. Les fusarioses sont les maladies les plus
compliquées. Elles attaquent tous les organes de la plante, depuis les racines jusqu’aux épis.
En plus, plusieurs agents pathogenes agents pathogénes se concurrencent pour parvenir a cette
situation (Caron, 1993). La fusariose de 1’épi est causée par une vingtaine d’espéces du genre
Fusarium et deux especes du genre Microdochium (Arseniuk et al., 1999). Parmi ces espéces,
cing sont principalement responsables de la fusariose, il s’agit de F. avenaceum (Fr.) Sacc., F.
culmorum (W. G. Smitth) Sacc., F. graminearum Schwabe, F. poae (Peck) Wollenw. et

Microdochium nivale Samuels et Hallett (Parry et al., 1995).



Il existe plusieurs formes de fusariose pouvant affecter les différentes parties de la
plante depuis les racines jusqu’a 1’épi, en passant par la tige. Selon Parry et al., (1995),
la fusariose chez le blé se manifeste sous trois formes de maladies : des fontes de semis ; des
pourritures racinaires ou du collet et la fusariose de I’¢pi.

Plus précisément cette derniere maladie s’est imposée comme ’une des préoccupations
importante des différents acteurs de la filiere blé compte tenu des pertes économiques
considérables liées a la diminution des rendements de récolte qu’elle génére (Parry et al.,
1995 ; Xu et Berrie, 2005).

Les deux types de maladies, Fusarium Foot Rot (FFR) et Fusarium Head Blight (FHB),
ont déja été rapportés en Algérie par Boureghda et al,.(2010) et Touati-Hattab et al., 2016.
Dans des travaux antéceédents séparément ou associés sur les mémes plants selon les
conditions climatiques.

Fusarium est aussi connu pour la capacité qu’ont certaines espéces fusariennes a
produire des mycotoxines, métabolites secondaires dont la toxicité pour I’homme, les
animaux et les plantes est avérée. La contamination des grains en mycotoxines peut les rendre

impropre a la consommation et souléve un réel probleme de santé publique.

L’étude de de la pathogénie et de 1’agressivité des isolats impliqués dans la fusariose du
bl¢é aide a mieux comprendre 1’épidémiologie du complexe fongique associé a cette maladie
afin d’entreprendre des stratégies de lutte appropriées. Plusieurs études ont ét€¢ conduites sur
la pathogénie et 1’agressivité des espéces de Fusarium sur blé par Brennan et al., (2003) ;
Mishra et al., (2003) ; Smily et al., (2005) ; Kamoun et al., (2010).

Plusieurs travaux ont été realises en Algeérie sur la fusariose du blé, des prospections
effectuées durant plusieurs campagnes céréalieres depuis 2010 par Touati —Hattab ; Laraba
Imane et Abdallah Nora ont touché les principales régions céréalieres en Algérie. Ces
prospections ont montré que F.culmorum est le premier agent responsable de la fusariose du
blé en Algérie suivi par F.pseudograminearum. Dans ce contexte nous nous Sommes proposé

d’étudier le pathosysthéme BIlé/Fusarium sp.



Afin d’identifier, de caractériser et d’évaluer 1’agressivité des isolats de Fusarium sp

cette présente étude consiste a :

v

Réaliser des isolements a partir des échantillons de grains de blé récoltés dans
différentes régions céréaliéres en Algérie ;

identifier morphologiquement les isolats de Fusarium sp et Microdochium
spp.

Etudier I’effet d’une gamme de températures sur la croissance mycélienne de

(14) isolats de Fusarium sp sur milieu PDA .

Evaluer 1’agressivité de (14) isolats sur le collet des plants de blé de la variéte
Vitron suivant la technique d’inoculation par fragments mycéliens.
Evaluer I’agressivit¢ de (9) isolats sur épi de quatre variétés de blé par

pulvérisation d’une suspension de spores.
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I. Données bibliographiques
1. Leblé
1.1. Généralités

Le blé est I'espece avec laquelle I'homme a commenceé a manipuler la nature et gérer
le milieu (Feillet, 2000). Originaire de Mésopotamie, c¢’est une des plus anciennes cultures.
Il'y a 10 000 ans, le blé poussait a I'état sauvage et il fait partie des trois céréales dont les
grains sont utilisés pour la nourriture humaine ou animale; de la monocotylédone qui

constituent la base alimentaire des populations du globe: blé, riz, mais.

L'origine du blé (Triticum), du mais (Zea) et du riz (Oryza) semble étre commune,
étant donné les nombreux génes communs deux a deux ou dans les trois genres, on pense
que ces genres se sont diversifiés, il y a quelques 60 a 70 millions d'années (a la fin du
secondaire) a partir d'une espéce ancestrale qui aurait contenu tous les genes dispersés chez
les trois espéces actuelles (Ahn et al., 1993 ; Sakamura, 1918 ; Harlan, 1971).

Les surfaces cultivées de blé dans le monde couvraient 221 millions d’hectares en
2011et, actuellement, pres de 700 millions de tonnes de blé sont produites chaque année
dans le monde qui font de lui la céréale la plus consommée par I’homme avec le riz
(Boussac et al., 2012).

Aujourd'hui, deux espéces de blé dominent la production et sont les plus répandues
dans le monde. Il s’agit du blé tendre (Triticum aestivum L.) et du blé dur (Triticum
turgidum,var.durum L.). Le blé dur est généralement cultivé pour la production de semoule
et la fabrication de pétes alimentaires, alors que le blé tendre est une matiére premiére, de
base, pour la fabrication du pain, en raison de sa composition riche en gluten (Feillet,
2000).

C'est une céréale dont le grain est un fruit sec et indéhiscent (qui ne s’ouvre pas),
appelé caryopse, constitu¢ d'une graine (composée d’un embryon et d’un tissu de réserve
constitué de 70% d'amidon et 15% de gluten) et de téguments. Les principaux caracteres
des espéces de blé que I'homme a cherché a sélectionner sont : la robustesse de I'axe de
I'épi (qui ne doit pas se casser lors de la récolte), la séparation facile des enveloppes du
grain, la grande taille des grains et la compacité des épis (plus maniable que I'épi lache),

mais également la productivité et la résistance au froid ou aux maladies (Bozzini, 1998).
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1.2. Importance économique

Les blés constituent la premiére ressource en alimentation humaine, et la principale
source de protéines. Ils fournissent egalement une ressource privilégiée pour I'alimentation
animale et de multiple application industrielle. La presque totalités de la nutrition de la
population mondiale est fournie par les aliments en grains dont 95% sont produits par les

principales cultures céréaliéres (Bonjean et Picard, 1990).
1.2.1. Dans le monde

La production mondiale des céréales confondues (blé et céréales secondaires) durant
la compagne 2014-2015 a augmenté de 24 millions par rapport a la compagne céréaliére
précédente pour atteindre 2031 M. T.

Les Etats Unis d’Amérique, la Chine, I’Union-Européenne, 1’Inde, la Russie,
I’Ukraine, I’Argentine, le Canada, 1’Australie, et le Kazakhstan représentent les dix

premiers pays producteurs de céréales dans le monde (Tab.1).

Tableau 1 : Les dix premiers pays producteurs de céréales durant la compagne 2014-2015

Pays Production (M.T.)
Les Etats Unis d’ Amerique| 432.7
La Chine 349.8
L’ Union Européenne 326.4
L’Inde 137.8
La Russie 100.5
L’Ukraine 64,5
L’ Argentine 54.3
Le Canada 51.4
L’ Australie 35.6
Le Kazakhstan 16.6

Source : (Anonyme, 2016)
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Si I'on se référe aux études et aux projections publiées par la FAO qui prennent en
compte le développement démographique mondial, les besoins devraient encore s'accroitre
dans les années a venir, pour atteindre sans doute 1 milliard de tonnes de blé en 2020

(source : http://www.unctad.org/infocomm/francais/ble/plan.htm).
1.2.2. En Algérie

Les céréales jouent un réle important dans I'agriculture nationale Algérienne
puisqu’elles occupent environ 80% de la superficie agricole utile (SAU) du pays. La
superficie emblavée annuellement en céréales se situe entre 3 et 3,5 million d’Hectare.
La majeure partie de ces emblavures se fait dans les régions de Sidi Bel Abbés,Tiaret,
Sétif et EI Eulma. Ces grandes régions céréalieres sont situées dans leur majorité sur
les hauts plateaux ; ils sont caractérisés par des hivers froids, un régime pluviométrique
irrégulier, des gelés printaniéres et des vents chauds desséchants (Belaid, 1996 et Djekoun
etal., 2002).

1.3. Le Cycle végétatif du blé
Le cycle du blé débute par la germination d’une graine aprés humidification.

L'embryon n'a qu'un cotylédon (le blé est une monocotylédone) et la plantule comporte un

coléorhize, qui donnera la racine, et une coléoptile, qui donnera l'axe feuillé (Fig. 1).

La levée se fait réellement pendant la sortie des feuilles a la surface du sol. La
coléoptile forme un étui protégeant les premieres feuilles. 1l apparait un renflement dans la
partie supérieure du rhizome qui grossit et forme le plateau de tallage. Commence alors la
période dite de "montaison”, phase pendant laquelle la plante pousse rapidement si le
temps et I'humidité le permettent et au cours de laquelle elle met de nouvelles feuilles.
Ensuite, I'épi se forme, c'est "I'épiaison”. La floraison ne débutera que lorsque la

température depassera les 14 °C (Feillet, 2000)

La floraison s'observe a partir du moment ou quelques antheres sont visibles dans le
tiers moyen de I'épi, elles entrainent 1’ouverture des épillets et sortent en dehors des
glumelles, laissant 1’entrée possible aux agents pathogénes comme ceux responsables de la
fusariose des épis. Environ 15 jours aprés la floraison, le blé commence a changer de
couleur. Le cycle s'achéve par la maturation qui dure en moyenne 45 jours. maturation des

grains se fera en plusieurs étapes, la maturité laiteuse (le grain contient encore 50%
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d'humidité et le stockage des protéines touche a sa fin), la maturité jaune (le grain a perdu
en humidité et I'amidon a été constitué), la maturité complete (la teneur en humidité atteint
environ 20%), le grain est mar et prét a étre récolté, c'est alors la période des moissons
(Feillet, 2000).

Afin de caractériser précisément les stades de développement du blé, le
phytopathologiste Néerlandais Jan C. Zadoks a proposé une échelle en 1974 présentée dans

le (Fig .2). Cette échelle est aujourd’hui couramment utilisée en recherche et en agriculture
(Zadoks et al.1974).

5o M plante mature
S

.| \)épuasson

Q’f/

‘( (‘ bour s @allares
(CT du plateay
Soi — de thalage)
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florgison Sebut o montason

Source : Feillet, (2000)

Figure 1 : Schéma illustrant le cycle de développement du blé
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1 10 1*leaf through coleoptile
12 2 leaf unfolded
13 3~ lcaf unfolded

2 21 Main shoot and 1 tiller
22 Main shoot and 2 tillers
23 Main shoot and 3 tillers

3 26 Main shoot and 6 tillers

Stem Extension

6 31 1%node detectable
7 32 2*node detectable
8 37 Flagleaf just visible
9 39 Flagleaf ligule visible
10 45 Boots swollen

101 50 1% spikelet visible through split boot
102 52 % head emerged
103 54 Y% head emerged
104 56 % head emerged
105 58 Head fully emerged
1051 60 Strtof flowering

Kernel Formation
1054 71 Milk stage - watery ripe
1.1 75 Milk stage - medium milk
112 85 Softdough

87 Hard dough
113 91 Dry mater accumulation ends
114 92 Harvest ripe

45 Tillering ended, leaf sheaths strongly erected

Heading and Flowering
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Source: Zadoks et al., 1974

Figure 2 : Principaux stades de développement du blé et le sur correspondance sur

I’échelle de Zadoks (Zadoks et al., 1974). Les schémas illustrent ces principaux stades
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1.4. Pathologie

En dépit d’indéniables progres, les rendements céréaliers demeurent faibles et tres
irréguliers. Ces fluctuations peuvent étre dues a la variation des conditions climatiques
(irrégularité des précipitations) ou causées par les ennemis du blé que ce soit lors de la
récolte ou lors du stockage, selon Feliachi, (2002) ces pertes peuvent étre estimées de
30%.

Un grand nombre de ravageurs du blé, incluant par exemple des limaces, des
pucerons, des nématodes, des cécidomyies, des larves de tipules, peuvent avoir un impact
plus ou moins important sur le rendement et la qualité des récoltes. Par exemple, la
jaunisse nanisante de l'orge (J.N.O), qui peut également affecter le blé, est une maladie
veéhiculée par des pucerons, entrainant des anomalies des parties aériennes de la plante (au

niveau de 1’épi) ainsi que des malformations des grains (Fig. 3).

Envahissement des champs par les adventices et le développement des maladies
fongiques. Ces derniéres ont une influence sur le rendement. puisqu'elles contaminent pour
certaines une partie de la feuille, voire la totalité (ex : la septoriose) ce qui inhibe le
rendement photosynthétique. Certaines maladies affectent les épis et les grains (ex : la
carie, le charbon, la fusariose). De plus, certaines especes fongiques synthétisent des
mycotoxines qui s’accumulent dans les grains, c’est le cas pour la plupart des especes

responsables de la fusariose (Tab. 2).
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Figure 3 : Quelques ravageurs du blé

La limace noire du blé Arion hortensis (A); le petit puceron des céréales, ou puceron du
blé Ropoliséphum padi (B); La cécidomyie orange du blé Sitodiplosis mosellana au stade
larvaire (C) et adulte (D).

Source :http://www.fiches.arvalis-infos.fr/fiche_accident/fiches_
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Tableau 2 : les principales maladies rencontrées sur blé en Algérie

Maladies Arantspathogenes | Importance Les symptomes
[Blé dur [Blé tendre
Charbon nu LUstilego oifet * ®
Usnlogo nuda
Carie Tilietia caries # i
Tillefia foradsa
Piétin échandage | Goeumaonmomypces | * *
Gra mints
Septoriose Seproria pifier [FEE *
Didinm Erpsiphe graminiy | * ®
Fosp. pier
Rouille brune Puccinia ot &% i
Fonille jaune Puccinta striformis
Puccinia gramins
Rouille noire ..
Fosp. oiact
Tiche Pyenophora 3 ®
helminthozporiene L .
Tritict repends

Source : ( Boulal et al.,2007)

(*) : Rare a peu importante; (**) : Assez importante; (***): Tres importante; (/): Absente sp)




Données bibliographiques

2. La fusariose du blé

La fusariose est une maladie des céréales dites "a petits grains" qui sevit a
travers le monde (Parry et al., 1995). Sous des conditions climatiques favorables, la
fusariose peut attaquer a tous les stades de développement et tous les organes de la plante,
depuis les racines jusqu’aux ¢épis. Le terme "fusariose" des céréales regroupe trois

types de symptomes (Fig. .4), (Parry et al., 1995) :

- "Seedling Blight" : fusariose des semences, provoquent des manques a la levée et des
fontes des semis

- "Foot Rot" : fusariose du collet, entrainant la nécrose de ces tissus

- "Head Blight": fusariose de 1’épi

—_—

/
r?‘ !

Seedling Blight Foot Rot Head Blight

Figure 4 : Types de fusariose (Parry et al., 1995)

La fusariose du blé est causée par une vingtaine d’especes du genre Fusarium et deux
especes du genre Microdochium (Arseniuk et al., 1999). Parmi ces espéces, cing sont
principalement responsables de la fusariose, il s’agit de F. avenaceum (Fr.) Sacc., F.
culmorum (W. G. Smitth) Sacc., F. graminearum Schwabe, F. poae (Peck) Wollenw. et
Microdochium nivale Samuels et Hallett (Parry et al., 1995). Dans [’espece F.

graminearum, deux groupes se distinguent, les membres de chagque groupe sont classés en
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deux espéces différentes F.pseudograminearum "groupe 1" et F. graminearum "groupe 2"
(Aoki et O’Donnel, 1999).

Notons aussi que ’espece M. nivale posséde deux sous-especes M. nivale var. nivale
et M.nivale var. majus (Arseniuk et al., 1999; De Hoog et al., 2000 ; Simpson et al., 2001;
Champeil et al., 2004).

2.1. La fusariose de I'épi du blé (FHB)

Cette maladie est répandue dans le monde, elle se développe dans des conditions de
pluviométrie fréquente, d’humidité élevée et en présence de vent, durant et aprés la
floraison (McMullen et al., 1997). Cette maladie a été décrite pour la premiere fois en 1884
en Angleterre sous le terme « Fusarium Head Blight » ou « FHB », et a pris une ampleur
considérable ces dernieres années en Asie, au Canada, en Europe ou encore en Amérique
du Sud (Goswami and Kistler, 2004).

La maladie a été identifiée comme un facteur majeur limitant la production du blé
dans plusieurs parties du monde (Stack, 2000). En Nouvelle-Zélande en 2000, 45% des
cultures de blé de printemps étaient infectées par la maladie (Cromey et al., 2001). Au
Japon, en 1998, les pertes de rendement des cultures d’orge ont été estimées de 67 a 96%
(Leonard and Bushnell, 2003).

La fusariose de I’épi provoque une perte de rendement liée a une altération de la
qualité des grains (Pirgozliev et al., 2003). Les infections peuvent dévaster des cultures
entiéres et engendrer des pertes économiques importantes dues a une forte diminution de
rendements. Aux Etats-Unis, les pertes liées a la maladie ont été estimées, entre 1998 et
2000, a 2.7 milliards de dollars (Wood, 2002).

La fusariose affecte également les qualités nutritives et technologiques des grains, ce
qui a des conséquences néfastes lors des processus de transformations industrielles des
grains. Il a été mis en évidence que I’invasion des grains de blé par Fusarium entrainait la
dégradation des grains d’amidon, des protéines de réserve et des parois cellulaires (Bechtel
et al., 1985). En outre, lors de son développement sur la plante, le champignon sécréte des
mycotoxines, métabolites secondaires, qui contaminent les grains et sont dangereuses pour

les consommateurs et les animaux (Cahagnier, 2001; Gutzwiller et al., 2005).
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2.2. Symptomes de la fusariose de I’épi

Les premiers symptdmes apparaissent souvent au centre de I'épi d'ou ils progressent

ensuite vers le haut et vers le bas.

Au début, seuls quelques épillets sont atteints tandis que le reste de 1’épi est vert
(Mascher et al., 2005). La fusariose de 1’épi est souvent associée a une coloration rose-
orangée ou violacée au niveau des épillets qui correspond aux fructifications du

champignon, surtout lors de périodes d’humidités prolongées.

De petits organes de fructification noirs produits par le champignon peuvent
apparaitre tard dans la saison (Champeil et al., 2004, Windels, 2000). La germination des
semences contaminées est également affectée, ce qui peut entrainer des symptémes de
fontes de semis (Pirgozliev et al., 2003). Les grains de blé fusariés sont atrophiés, rides,

décoloreés et peuvent présenter un duvet blanc ou rosé (Fig .5).

Source :

Figure 5: Les symptomes de la fusariose de blé sur épi

Epis et épillets fusariés sont jaunes ou blanchis, présentent une coloration rose ou orangée

qui correspond aux fructifications du champignon (macroconidies) (A’), (A) et (B) ;

Les grains de blé fusariés se caractérisent par des grains minces et ridés d’apparence

crayeuse souvent appelés grains momifiés (C).
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2.3. Epidémiologie de la fusariose de I’épi

Les especes des genres Fusarium et Microdochium sont capables de survivre sous forme
de mycélium saprophyte ou de chlamydospores (Parry et al., 1995). Trois sources

d’inoculum peuvent étre a I’origine du développement des fusarioses :

v" Les résidus de culture infectés I’année précédente (source principale) (Champeil et

al., 2004 ; Osborne et Stein, 2007), les chlamydospores qui survivent dans le sol
(Arsan et al., 2011). La survie des champignons sur résidus peut atteindre plus de 2
ans apres récolte (Pereyra et al., 2004 ; Audenaert et al., 2009).

v" Les semences infectées lors des infections sur épi, le mycélium attaque les grains a

travers les glumes, pénétre dans le péricarpe, I’albumen, voire 1’embryon. Cette
source inoculum permet a la maladie de se développer dés ’automne. Pendant la
germination, le mycélium reprend son activité et, selon le degré de pénétration
initial, il ralentit ou inhibe la germination, entrainant des manques a la levée et

la fonte des semis (Xu et Nicholson, 2009).

v Les plantes hotes (Agrostis, Bromus, Medicago, Festuca...), peuvent également

jouer le réle de réservoir de Fusarium sans présenter de symptdmes visibles
(Leonard et Bushnell, 2003 ; Champeil et al., 2004).
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Figure 6: Cycle biologique de Fusarium sur céréales (Parry, 1995).

Le vent et les précipitations sont les facteurs responsables de la dispersion de
I’inoculum du pathogene. Les gouttes de pluie permettent la dispersion des spores du

pathogene, notamment a partir du sol, et les transportent jusqu’au niveau de 1’épi (Horberg,

2002 ; Paul et al., 2004).

Pendant I’hiver le pathogene subit une période de dormance sur les résidus infectés
ou il produit des spores asexuées qui seront entrainer a long distance a I’aide des vents et

des pluies (Parry et al., 1995 ; Schmale et Bergstrom, 2003).

En été, lorsque la plante accomplie sa période végétative et entame sa
reproductive (épiaison, floraison), I’infection se produit lorsque 1’arrivée des ascospores et

de macroconidies sur 1’épi coincide avec des périodes de forte humidité.

Si les spores atteignent les inflorescences a I’émergence des étamines, ils succedent a

pénétrer les glumes a travers les stomates et germer, puis coloniser 1’épillet, et contaminer
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tout 1’épi se qui procedent la chlorose des grains (Scmale et Bergstrom, 2003 ; Xu et
Berrie, 2005).

Les inflorescences atteintes par 1’agent pathogéne produisent des grains infectés
d’apparence flétries ou ridés. Les grains infectés qui apparait sains, vont étre utilisés
ultérieurement comme semence et deviendront une nouvelle source d’inoculum
(Schmale et Bergstrom, 2003) (Fig . 6).

2.4. Principales espéces responsables de la fusariose de I’épi

Le genre Fusarium est un champignon ascomycéte, qui appartient a la classe des
Sordariomycetes, 1’ordre des Hypocreales et la famille des Nectriaceae. La premiére et
véritable description du genre Fusarium a été réalisée par Link en 1809. Il doit son nom
dulatin fusus (fuseau) en rapport a la forme de ses macroconidies fusiformes et cloisonnées
(Leslie et al. 2006).

Les formes parfaites ou téléomorphes de quelques especes de Fusarium sont
connues, et appartiennent a la classe des Ascomycetes sous les genres Gibberella,
Calonectria et Nectria. Il existe quelques espéces de Fusarium pour lesquelles une forme
sexuée n’a pas été mise en évidence. C’est le cas par exemple de F. culmorum appartenant
a la section taxonomique Discolor, section a laquelle appartient également F. graminearum
dont le téléomorphe bien identifié est Gibberella zea (Samuels, et al., 2001, Seifert, 2001,
Selosse et Durrieu, 2004, Kristensen, et al., 2005).

La fusariose de 1’épi peut étre causée par une vingtaine d’especes du genre Fusarium
et Microdochium nivale (Arseniuk et al., 1999). Parmi ces espéces, cing sont les plus
fréguemment retrouvées au niveau mondial : Fusarium graminearum, Fusarium culmorun,

Fusarium avenaceum, Fusarium poae et Microdochium nivale (Parry et al., 1995).

F. graminearum est considérée comme un complexe d’espéces a part entiére dont 14
ont été récemment identifiées par « Genealogical Concordance Phylogenetic Species
Recognition (GCPSR) » : F. austroamericanum (lignée 1), F. meridionale (lignée 2), F.
boothii (lignee 3), F. mesoamericanum (lignée 4), F. acaciae-mearnsii (lignée 5), F.
asiaticum (lignée 6), F. graminearum (lignée 7), F. cortaderiae (lignée 8), F. brasilicum
(originaire du Brésil), F.vorosii (originaire du Japon et de Hongrie), F. gerlachii (originaire
de la moitié ouest des Etats-Unis), F. aethiopicum (originaire d’Ethiopie), F. ussurianum

(originaire de I’Est de la Russie) et, plus récemment, une nouvelle lignée originaire du
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Népal (O’Donnell et al., 2008 ; Boutigny et al., 2011 ; Alvarez et al., 2011 ; Starkey et al.,
2007).

Chacune de ces espéces ainsi que leur chémotype seraient spécifiques d’une région
géographique et pour la plupart, endémiques de I’hémisphére sud (Wang et al., 2011). La
seule exception reste F.graminearum sensus stricto qui est présente et dominante sur une
plus grande échelle en Europe et en Amérique (O’Donnell et al., 2008 ; Scoz et al., 2009 ;
Alvarez et al., 2011). Aussi cette prédominance de F. graminearum a été confirmée dans
les blés francais récoltés entre 2007 et 2010 (Montibus, 2013).

Dans de nombreux pays méditerranéens F. culmorum et F. pseudograminearum ont
été signalées comme especes dominantes comme la Tunisie, (Kammoun et al., 2010,
Kammoun et al., 2009), I' Algérie (Touati-Hattab et al 2016; Laraba et al., 2017; yekkour
et al., 2015). La distribution et la prédominance de ces especes pathogenes sont, pour une
grande part, déterminées par I’espeéce céréalicre, la région et les conditions climatiques
(Xu, 2003).

Ainsi, les espéces F. culmorum et F. avenaceum sont plutdt associées aux zones
froides telles que le Nord de I’Europe (Logrieco et al., 1990 ; Parry et al., 1995
;Abramson, 1998 ; Joergensen, 2000 ; Cromey et al., 2002). Par contre, F. graminearum
est fréquente dans les régions continentales, tels qu’aux Etats-Unis, en Chine, et en
Nouvelle Zélande (Parry et al., 1995 ; Waalwijk et al., 2003)

2.4.1. Les relations entre especes du complexe

Ce complexe n’est responsable seulement de la fuasriose de 1’épi mais aussi de la
maladie appelée la pourriture racinaire, et selon Agrios (2005), la fusariose de I'épi étre

accompagnée ou précédée par des attaques sur le collet et les racines.

Plusieurs de ces espéces peuvent étre retrouvées ensemble, a I’échelle de la région, de
la parcelle et également sur un méme épi, ou elles forment le complexe fusarien (Xu et
Nicholson, 2009). En effet, la fusariose de 1’épi est souvent causée par un mélange de 2 ou

3 agents pathogenes du complexe (Xu, 2005 ; Audenaert, 2009).

Associé a cela, certaines especes comme les F. poae, M. majus et M. nivale ont été
décrites comme moins agressives comparées aux autres especes (Gosman et al., 2010 ;

Brennan et al., 2003). La présence sur un méme épi de plusieurs de ces espéces est
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susceptible de modifier leur équilibre et leur dynamique de production de toxines. En effet,
comme dans tout écosystéeme,des interactions peuvent avoir lieu entre souches, soit intra-,
soit inter-spécifiques (Xu, 2009 ; Liggitt, 1997) et potentiellement modifier leur

développement et leur toxinogénése.

Concernant 1’espeéce F.pseudograminearum, elle est généralement associée au
piétien fusarien chez le blé, I’orge, I’avoine et les espéces de Medicago (Cook, 1981). Elle
a été aussi fréqguemment associée a la pourriture du blé en Tunisie (Gargaouri et al., 2001).

2.5. Technique de détection des especes fusariennes

L’identification des espéces fongiques responsables de la fusariose de 1’épi constitue
une des premieres étapes pour entreprendre toute méthode de lutte contre la maladie. Cette
identification a pendant longtemps été exclusivement basée sur I’observation des caracteres

culturaux et morphologiques de 1’espece.

De nos jours, des progres récents en détection et quantification moléculaire de la
mycoflore fusarienne peuvent permettre une analyse fine de cette communauté et des
interactions possibles, afin de limiter le développement du champignon sur la plante, la
production de toxines et donc la maladie (Burlakoti et al., 2007; Yli-Mattila et al., 2008).

2.5.1. ldentification morphologique des espéces de Fusarium

L’identification morphologique permet de déterminer le genre, mais la séparation des
especes est difficile et se base sur plusieurs critéres primaires et secondaires (Wagacha et
Muthomi, 2007).

L’identification morphologique des espéces du genre Fusarium nécessite la culture
des isolats sur différents milieux de cultures. Les plus utilisés sont les milieux PDA (Potato
Dextrose Agar) sur lequel, les caractéristiques macroscopiques peuvent étres observées (la
vitesse de croissance, I'aspect du mycélium aérien, la couleur de I'envers de la colonie et

l'odeur), alors qu’en culture sur SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar).

les caractéristiques microscopiques peuvent étre déterminées, telles que 1’observation
des macroconidies produites en sporodochia, la forme des microconidies et le type des
phialides portées par des conidiophores du mycélium aérien (Burgess et al., 1991; LNPV,
2002).
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Les caractéristiques primaires comportent la morphologie des colonies, I’aspect et le
nombre de septations des macroconidies, la présence ou I’absence des microconidies, et le
type du conidiophore. Les caractéristiques secondaires se basent sur la présence ou
I’absence des chlamydospores, leur forme ainsi que leur disposition et la présence ou

I’absence des sporodochies (Nelson et al., 1983; Windels, 1991).

Cependant ces techniques microbiologiques limitent nos isolements a partir du grain.
Il est ainsi possible de ne pas isoler toutes les espéces qui ont contaminé le grain, ou encore
de mal identifier certaines especes morphologiquement semblables. Des techniques

moléculaires beaucoup plus fiables basées sur la PCR ont récemment vu le jour.

Elle est généralement basée sur 1’amplification, par PCR (Polymérase Chain
Réaction), de régions spécifiques (Hsu et al., 2003). Cette technique se caractérise par sa
simplicité, sa rapidité et son extréme sensibilité avec le potentiel théorique de détecter une
seule molécule cible (Edwards et al., 2002).

Figure 7 : Morphologie de conidies de Fusarium sp. (Leslie et al., 2006) (Macroconidies
de F. graminearum (A) et microconidies de F. sporotrichioides (B), F. tricinctum (C), F.

poae (D) et ascospore de F.graminearum (E)
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3. Les mycotoxines associées a la fusariose de 1’épi

Une vingtaine de mycotoxines sont considéerées comme potentiellement dangereuses
pour ’homme et I’animal, du fait de leur production et de leur concentration dans les

produits alimentaires (Cahagnier et al., 1995).

Les plus importantes sont les aflatoxines, 1’ochratoxine A, la zéaralénone, les
fumonisines, la citrinine, la patuline, 1’acide pénicillique, et les trichothécénes (D’Mello et
Mc Donald, 1997;Scudamore et Livesey, 1997; Pfohl-Leszkowicz et al., 2002; Bennet et
Klich, 2003 ; Llorenset al., 2006 ; Prandini et al., 2009). Sur la Figure sont reportées, par
ordre de fréquence d’isolement, les principales espéces fusariennes identifiées sur les blés
Européens. Sont aussi reportées les familles de toxines potentiellement produites par les
différentes espéces. Les données a 1’origine de cette figure sont celles issues des enquétes
européennes compilées par (Logrieco, Visconti et al.2004) complétées par des données du
laboratoire MycSA.

Certaines especes de Fusarium ont la capacité de produire des mycotoxines. Ces
mycotoxines sont un probléme supplémentaire pour les filieres touchées par la fusariose.
En effet, aux pertes de rendement s’ajoute une dimension sanitaire, un probléme de santé
publique lié a la contamination des grains Ces molécules toxiques, issues du métabolisme

secondaire fongique, sont nocives pour I’homme comme pour les animaux d’¢levage.

Les champignons du genre Fusarium produisent une large gamme de mycotoxines.
Les plus connues sont la famille des trichothécenes, divisée en 4 groupes A, B, C et D. Le
groupe des trichothécénes A est produit principalement par F. sporotrichoides et F.
langsethiae. Le groupe des trichothécénes B est produit principalement par F.
graminearum et F. culmorum. Les trichothécenes de type C et D sont produits par des
champignons n’appartenant pas au genre Fusarium (Bennett and Klich, 2003, Sweeney
and Dobson, 1999).
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Sur blé etorge

F. graminearum (discolor) TCTB, ZEA
F. avenaceum (roseum) MON, BEA ENNS
F. culmorum (discolor) TCTB, ZEA
F. poae (sporotrichiella) TCTB (NIV)
F. tricinctum (sporotrichiella) MON, BEA

F. sambucinum (discolor) TCTA,ZEA BEA
F. sporotrichoides (sporotrichiella) TCTA

F. eguiseti (gibbosum) TCTA et B, ZEA
F. acuminatum (gibbosum) TCTA

F. crookwellense =cerealis(discolor) TCTB, ZEA
F. pseudograminearum (discolor) TCTB
F. heterosporum (reticulatum) ZEA

F. oxysporum (elegans) Fumonisine C
F. verticilloides (liseola) Fumonisines B
F. subglutinans (liseola)

F. langsethiae (sporotrichiella) TCTA

Source : Logrieco et al., 2002, 2004
Figure 8: Principales especes fusariennes toxinogénes sur blé et orge en Europe

TCTB : Trichothécénes type B (DON, 3et 15-ADON, NIV, FX) ; MON: moniliformine
BEA: Beauvericine

TCTA : trichothéceénes type A (T-2; HT-2; DAS, MAS, NEO) ; ZEA : Zearalenone
ENNS : Enniatins
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3.1. Les trichothécénes

Les trichothécénes sont des métabolites secondaires toxiques produits par plusieurs
genres de champignons, incluant Trichoderma, Stachybotrys, Cephalosporium, et
Fusarium. Les trichothécénes (TCT) constituent une famille de métabolites secondaires
caractériseées par une structure sesquiterpenes qui inhibe la synthese de protéines (Kimura
et al., 2006), et génotoxique (Bensassi et al., 2009). Ueno (1985) a classé les
trichothécénes en quatre groupes, en fonction de leurs structures chimiques. Les TCT C
(type C) ; Les TCT D (type D) et Les TCT A (type A).

Les trichothécénes du groupe B sont les plus souvent isolés a partir des substrats
contamineés par les Fusarium. En fonction de la nature des TCTB synthétisés, Fusarium est
de chémotype DON lorsqu’il est producteur de DON et /ou de ses formes 3 et 15 acétylées,
ou de chémotype NIV lorsqu’il est producteur de NIV et/ ou de FX (Kim et al., 2003; Li et
al., 2005; Quarta et al., 2005).

16

Trichothécenes B R1 R2 R3 R4
Deoxynivalenol {DON) OH H COH OH
J-acetyl deoxynivalenol (3-ADON) O-COLCH3 H COH OH
15-acetyl deoxynivalenal (15-AD0ON)  OH H 0O-CO-CH3 OH
Mivalenol (NIV) CH OH OH OH
Fusarenone X (FX) OH O-COCH3 OH OH

Figure 9 : Structure chimique des trichothécenes de types B (Cole et Cox, 1981)
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3.2. Toxicité et réglementation

Les trichothécénes sont produits et s’accumulent au cours du développement des
grains avant la récolte et ne peuvent pas étre éliminés par les processus de transformation
classiques des aliments. Ces molécules sont stables d’un point de vue chimique et
thermique. Elles se retrouvent dans les produits bruts comme les grains mais peuvent aussi
se retrouver dans les produits transformeés comme la farine, la semoule, les pates ou les

céréales pour petit-déjeuner (Champeil et al., 2004).

Historiquement, les trichothécénes ont été reconnus responsables d’intoxications
humaines, et en particulier de ’aleucie toxique alimentaire, survenue en Russie dans les
années 1942-1947 (Joffe, 1983). Par la suite, d’autres cas d’intoxications alimentaires
humaines associées aux trichothécenes ont été rapportés en Chine, en Inde et au Japon
(Eriksen, 2003). Une étude réalisée par Hsia et al., (1988) a montré qu’il y a une
corrélation positive entre le niveau des trichothécénes et le développement du cancer de

I’cesophage chez I’homme.

Plus généralement, les trichothécénes sont toxiques envers toutes les espéces
animales testées. Ce sont de petites molécules qui peuvent passivement passer a travers la
membrane cellulaire. Leurs effets sur le systtme immunitaire et gastro-intestinal sont
largement documentés dans la littérature (D’Mello et al., 1999 ; Bennett et Klich, 2003 ;
Eriksen, 2003).

Au niveau moléculaire, les trichothécenes et en particulier le DON ont des
conséquences variables liées a un effet dose. Ainsi pour des doses dites faibles a modérées
le DON induit également la transcription de geénes liés a I'immunité et 1’inflammation
(Pestka, 2010). Les trichothécenes affectent également la synthese de ’ADN et de ’ARN.
A des concentrations élevées capables d’inhiber totalement la synthése protéique, les
trichothécenes peuvent activer les voies des MAP kinases et peuvent entrainer la mort
cellulaire (Pestka, 2010, Rocha et al., 2005).

En Algérie, les teneurs en mycotoxines dans les aliments ne sont pas encore
reglementées. En revanche, dans différents pays européens, il existe des normes prescrites
pour veiller a la sécurité alimentaire. La consommation quotidienne de céreales et de
produits dérivés faiblement contaminés en mycotoxines entraine un risque de toxicité

chronique pour le consommateur, risque non maitrisé a I’heure actuelle.
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Pour pallier ce risque, I’Union Européenne a établi une réglementation rigoureuse a
partir des doses journaliéres tolérables définies pour les mycotoxines les plus freqguemment
retrouvées. En effet, le réglement (CE) n°® 1126/2007 détermine les concentrations

maximales en DON autorisées dans les denrées destinées a 1’alimentation humaine (Tab. 3)

Denrées Mycotoxines  Valeur seuil en pglkg
Céréales brutes autres que le blé dur, l'avoineetleme ~ DON 1250
Blé dur et avoine brute DON 1750
Mais brut DON 1750
Farine de céréales et pates DON 750
Pain, patisseries et biscuits DON 500
Préparations a base de céréales pour nourrissons DON 200

Tableau 3 : Concentrations maximales autorisées en DON dans les denrées destinées a
I’alimentation humaine, d’apres le réglement (CE) n°1126/2007 (Touati-Hattab, 2018)

4. Moyens de lutte contre la fusariose de I’épi
4.1. Les pratiques culturales

Plusieurs facteurs peuvent moduler I’apparition et le développement de la maladie
notamment au champ. La rotation des cultures permet de limiter la présence de céréales

sensibles a I’infection et la survie du champignon (McMullen et al., 1997).

Cependant La rotation des cultures n’affecte pas beaucoup le taux d’inoculum parce
que Microdochium et Fusarium sont des champignons qui possedent des formes de
résistance. Mais il est a noter que des taux d’inoculum élevés ont été enregistrés dans les

systemes & monoculture (Lenc, 2015).

Certaines cultures, comme le mais et le blé, sont plus sensibles aux attaques
de fusariose ; les résidus issus de ces cultures sont des sources d’inoculum pour ’année

suivante (Parry et al., 1995).
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4.2. Résistance des variétés

La mise au point de variétés résistantes a la fusariose ainsi qu’a I’accumulation de
mycotoxines représente la voie la plus prometteuse pour limiter le risque déoxynivalénol,

bien que, jusqu’a présent, la majorité des génotypes soit assez sensibles.

La résistance a la fusariose incluant la variable toxines est une résistance a plusieurs
composantes, décrite chez le blé (Miller et al., 1985 ; Mesterhazy, 2002). Ces composantes
sont au nombre de cing et sont résumés dans le tableau 4. En 1963, Schroeder et
Christensen ont fait la distinction entre deux types de résistance a la fusariose du blé. La
résistance de type I est la résistance a I’infection initiale, dont la composition du grain est

déterminante dans cette composante.
4.3. Lutte biologique

Diamond et Cooke (2003) ont rapporté que 1’inoculation des épis par Phoma betae a
pu réduire les symptomes de la fusariose de 1’épi causés par F. culmorum de I’ordre de
60%. Les bactéries du genre Bacillus, Pseudomonas, et Lysobacter sont les plus utilisées
pour la lutte biologique contre la fusariose de 1’épi (Schisler et al., 2002 ; Da Luz et al.,
2003 ; Khan et al., 2004). Deux souches de Pseudomonas fluorescens ont montré aussi un
niveau satisfaisant d’inhibition de la croissance in vitro et in vivo de F. culmorum (Kurek
et al., 2003).

4.4. La lutte chimique

Une fois la culture installée, le recours a la lutte chimique est toujours possible, mais
avec une efficacité limitée. Les fongicides utilisés montrent une capacité a réduire la
maladie jusqu’a 70 % et diminuer I’accumulation des toxines dans les graines. Les travaux
de Simpson et al. (2001) confirment la sensibilité des champignons du genre Fusarium aux
triazoles (Bromuconazole, Propiconazole et le Tebuconazole) (Homdork et al., 2000;
Scherm et al., 2013). Pour Microdochium spp. les fongicides les plus utilisés appartient
aux difénoconazole, le tébuconazole, prothioconazole, bitertanole (Glynn et al., 2005;
Walker et al., 2009; Jargensen et al., 2011).
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4.5. La lutte intégrée

La meilleure approche permettant de lutter efficacement contre la fusariose du blé
serait une approche intégrée combinant de bonnes pratiques culturales, 1’utilisation de
variétés tolérantes ainsi qu’une application de fongicide a la bonne dose et au bon stade de
développement de la plante et I’induction de SAR par BCAs (Wagacha et Muthomi, 2007;
Moya-Elizondo et Jacobsen, 2016).
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I1. Matériels et méthodes
2.1. Matériel
2.1.1. Matériel végetal

Pour les isolements 36 échantillons de grains de blé ont été collectés dans differents
services agricoles des régions céréali¢res de 1’ Algérie, et de diverses variétés voir tableau

4 (Annexe 2).

La variété de blé dur Vitron a été utilisée pour évaluer 1’agressivité des isolats de
F.culmorum, F.pseudograminearum, F.graminearum, F. avenaceum et F. sporotrichioides
de Vitron est la variété de blé dur la plus cultivée en Algérie et présente une sensibilité a la

fusariose du blé

Pour les testes pathogénie et agressivité des espéces de Fusarium spp, quatre variété

de blé dur et tendre ont été utilisé pour I’inoculation artificielles au champ (voir tableau. A)

Tableau A : Les cultivars utilisés aux champs.

Variéteé Espéce Année de récolte Région

Vitron Blé dur 2017-2018 Oued semar
Amar6 Blé dur 2017-2018 Oued semar
Anza Blé tendre 2017-2018 Oued semar
Mahouna Blé tendre 2017-2018 Oued semar
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2.1.2. Materiel fongique

Au cours de notre étude 14 isolats de Fusarium, d’especes différentes ont été
utilisées pour tester I’effet de la température sur le taux de croissance mycélienne des

especes de Fusarium ssp.

Les isolats ont été obtenus a partir des épis de plants de blé montrant les symptomes
typiques de la fusariose récoltés au cours des années 2012, 2013 et 2014 par Touati-

Hattab. Les informations concernant les isolats sont mentionnées au niveau du (Tab. 5)

Tableau 5: Les isolats des différentes espéces de Fusarium testés

Isolat N° Code d’isolat | Espéce de Fusarium Année d’isolement
Iso 1 FC.01 F .culmorum 2013
Iso 2 FPS.02 F. pseudogramineraum 2013
Iso 3 FC.03 F. culmorum 2013
liso 4 FG.04 F. graminearum 2014
Iso 5 FC.05 F .culmorum 2013
Iso 6 FC.06 F .culmorum 2014
Iso 7 FC.07 F .culmorum 2014
Iso 8 FG.08 F. graminearum 2012
Iso 9 FC.09 F. pseudogramineraum 2014
Iso 10 FC.10 F .culmorum 2012
Iso 11 FC.11 F .culmorum 2014
Iso 12 FA.12 F. avenaceum 2014
Iso 13 FS.13 F. sporotrichioides 2013
Iso 14 FP.14 F. poae 2013
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2.2. Méthodes

2.2.1. Isolement et identification morphologique des champignons associés a la

fusariose de I’épi
2.2.2.1. Isolement et Purification par culture monospore

Pour I’isolement et ’identification des especes fongiques, des sous échantillons de

100 grains de blé ont été préparés a partir de 500 g de chaque échantillon de blé.

Apres désinfection superficielle dans une solution d'hypochlorite de sodium a 2%
pendant 3min, puis ringage 2 fois a I'eau distillée stérile, les grains ainsi désinfectés ont été
séchés sur papier filtre stérile. Ils sont ensuite placés sur un milieu de culture Dichloran-
Chloramphenicol-Peptone-Agar (DCPA, Annexe 1) (Cromey et al., 2002).

Le milieu DCPA est utilisé pour la détection spécifique des Fusarium spp et les
boites de pétri sont incubées pendant 10-12 jours dans une enceinte climatisée,
thermostatée a 22°C (+/- 3°C) avec une photopériode d'éclairage et d’obscurité alternant

toutes les 12 heures.

Le milieu DCPA étant semi sélectif, seuls les espéces du genre Fusarium vont
se développer de maniére conséquente sur le milieu (vitesse de croissance radiale >2 mm /
jour mycélium aérien abondant). Ce milieu ne permet pratiguement aucune
pigmentation du thalle des champignons qui sy développent, les cultures
apparaissent donc généralement blanche a rose trés pale. De plus, il a été montré
que ce milieu était significativement plus efficace que le milieu PDA pour la détection
des Fusarium spp.(loos, 2001a).

Les colonies développéees a partir des épis et grains et qui semblent appartenir au
complexe fusarien, ont été repiqueées sur un nouveau milieu PDA. Apres 5 a 7 jours
d’incubation a 25 °C, les différentes colonies ont été séparées en groupes selon 1’aspect des
colonies. Ensuite, des cultures monosporales ont été réalisées a partir de colonies
représentatives de chaque groupe puis repiquees sur le milieu PDA, pour une éventuelle
identification morphologique. Les isolats, une fois purifiés, sont conservés en tubes a essai

sur le milieu PDA, ou milieu a I’extrait de malt.
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2.2.3. ldentification morphologique des isolats

Sur PDA, la morphologie des colonies & savoir la densité, la pigmentation du
mycélium, ainsi que I’extension de la colonie ont été notées. Les caractéristiques
microscopiques ont été déterminées aussi. Il s’agit de 1’observation des types de spores
développées, de la forme, de la taille et de la septation des macroconidies, ainsi que de la

présence ou de I’absence des chalamydospores et peritheces.

Les especes appartenant au genre Fusarium ont été identifiées morphologiquement
en utilisant les clés d'identification Leslie et Summerell, (2006) ; Mady et al.,(2005). Les
macroconidies de F. culmorum et F. graminearum sont directement identifiées sur le
milieu DCPA (Hocking and Andrews, 1987). Les autres isolats de Fusarium spp. sont
transférés du milieu DCPA vers un milieu PDA. Aprés 6 a 10 jours d’incubation a 22°C,

deux préléevements pour observation sont effectués systématiquement.

Le premier prélévement consiste a recolter du mycélium aérien en plusieurs endroits
de la culture, puis le transférer dans une goutte de colorant : bleu coton ou acide fuchsine
pour observation au microscope, ces prélevements permettent d'observer les microconidies
produites sur le mycélium aérien. Le second prélevement consiste & recueillir des
sporodochia repérées, sur lesquels sont produites des macroconidies de taille et de forme

relativement homogeéne et typique de I'espece.

Ensuite, le taux d’infestation des grains de blé analysés a été évalué par le
pourcentage de grains a partir desquels le complexe fongique associé a la fusariose s’est

développé.
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Figure 10: schéma du dispositif aléatoire complet du test de I’inoculation par fragment

mycélien
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2.3. Effet de la température sur la croissance mycélienne des isolats d’espéces de

Fusarium ssp sur milieu PDA

Cette étude a été réalisée suivant le protocole établi par Brenan et al.,(2003) dans le
but de déterminer le taux de croissance ainsi que la température optimale de croissance
.Des explants mycéliens (6 mm de diameétre) provenant de cultures agées de 7 jour de
chaque isolat ont été déposés dans des boites contenant le milieu PDA et incubés aux
températures 15°C, 20°C, 25°C et 30°C a I’obscurité.

Deux répétitions ont été réalisées pour chaque isolat et chaque température. Des
mesures quotidiennes de la croissance mycélienne ont été prises apres 24 h, 48 h, 72 h et
96 h d’incubation.

2.4. Evaluation de I’agressivité des isolats de F.culmorum, F.pseudograminearum,
F.graminearum, F. avenaceum et. F. sporotrichioides sur la partie basale des plants de
blé

La variété de blé dur Vitron, la plus cultivée en Algérie a été utilisée pour ce test.les semences ont été
placées a une profondeur de 2 cm, dans des pots en plastiques (6 cm de diametre), remplis avec un

mélange stérile de terre agricole et de terreau (1 :1 v/v), a raison de 3 semences par pot. Fernandez et

chen, 2005

L’essai a été réalis¢é dans un phytotron sous une photopériode de 16 h et une
température de 24 °C. L’irrigation a été faite réguliérement suivant les besoins des plantes.
L’inoculation a ¢été réalisée sur des plantules au stade de 2 a 3 feuilles correspondant

respectivement a ZGS 12 et ZGS 13 selon I’échelle de Zadoks et al. (1974).
2.4.1. Inoculation par fragments mycéliens

L’inoculum a été préparé a partir de cultures pures développées sur milieu PDA a
I’obscurité et & 25°C. Aprés 8 jours d’incubation, un fragment de lcm? a été découpé 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 2019

Figure 11: Technique d’inoculation par fragments mycéliens

(A) :Témoin; (B) : inoculation par fragment mycéliens

2.4.1. Notion des symptomes

Trois semaines apreés l’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
1
2
e 3
4
5

: plante saine.

: moins que 25% du collet est attaqué.

: De 26% a 50% du collet est attaqué.
: De 51% a 75% du collet est attaqué.
: plus que 76% du collet est attaque.

: plante mort.

Enfin pour comparer 1’agressivité des différents isolats testés, ces derniers ont

été classés selon trois groupes :

» lsolats faiblement agressifs : IS <2

» lIsolats moyennement agressifs : 2 < IS <4

» Etisolats fortement agressifs : > 4
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2.4.2 Evaluation de I’agressivité des isolats des espéces de Fusarium spp sur

épis, ainsi que la sensibilité de quatre variétés de blé a la fusariose de 1’épi :

Cet essai a été réalise en bloc aléatoire complet. Aprés le travail du sol et la
préparation du lit de semence, Nous avons réalisé neuf essais espacées de 25cm et plus loin
a 4 métres le 10°™ essai constitué des variétés témoins. Dans chaque essai il y a trois blocs
avec un ecartement de 15cm entre les blocs, soit 12 micro-parcelles par bloc d’une seule

ligne

Le semis avait été réalisé le 26 Novembre 2018. L’essai a été suivi quotidiennement,
deux désherbages manuels avaient été effectués. L’irrigation a ¢été faite régulierement
suivant les besoins des plantes. Pour I’inoculation, nous avons utilisé seulement neuf
isolats de Fusarium ssp (Tab.B). une suspension de spores de chaque isolat a été préparée
et ajustée a 10° conidie/ml.

Tableau B: liste des différents isolats utilis¢ dans I’essai en plein champ

Isolats N° espéce de fusaruim
F.pseudogramineraum
01
F.graminearum
02
F. culmorum
03
F. culmorum
04
F. sporotrichioides
05
F. avenaceum
06
F. poae
07
F. culmorum
08
F. culmorum
09
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Au stade floraison, les épis ont été inoculés en introduisant une seringue entre
¢épillets jusqu’au ruissellement de I’inoculum sur les épis. Ainsi le mycélium de
F.graminearum et F.culmorum, F. pseudogramineraum, F.poae, F. sporotrichioides, F.
avenaceum dans la fleur selon le protocole adapté de Hart et al. , 1982 et modifié sur blé.
Compte tenu de la précocité échelonnée des variétés, les inoculations n’ont pas été
réalisées le méme jour mais a un intervalle de 15 jours entre les variétés (Kleijer et

Michel., 2001); 5 épis par micro-parcelle ont été marqués avant 1’inoculation.

Le témoin est pulvérisé par 200 ml de I’eau distillée stérile. Une irrigation a été
assurée 15 mn avant I’inoculation et pendant les 72 h qui suivent I’inoculation afin de
maintenir une humidité relative maximale qu’est indispensable aux premieres étapes de

développement du champignon.

Notation des symptoémes

Deux systémes de notation ont été utilisés pour analyser les données. Pour le premier
systtme de notation utilisé, le nombre d’épillets déverdis a ¢été noté avant le
déverdissement physiologique (20 jours aprés 1’inoculation, sur les 10 épis pré-identifiés

est basé sur une échelle de 1 a 9) (1 = sans symptdmes et 9 = épi mort) (Tab.6 ; Fig. 13)

(Mascher et al., 2005). L’incidence de la fusariose sur les différentes variétés testées, est

estimée en calculant I'indice d'attaque en % des épis fusariés selon la formule suivante:
IA% = %épil + %épi2 + %epi3 ... .....%épin /| NTépi

(IA%): I'indice d'attaque en pourcentage; NT épi: nombre total d'épi pré-identifiés.

Concernant le deuxiéme systéme de notation 1’incidence de la fusariose sur les
différentes variétés testées, a été estimée chaque période de 7 jours (7, 14, 21, et 28 jours
apres 1’inoculation des €pis) par le nombre des épillets infestés par épi (quatre épis par pot,

trois pots par variéte).
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Figure 12 : Dispositif expérimental pour I'inoculation en plein champ

Apres 7j
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Figurel3 : Technique d’inoculation par suspension sporale




Tableau 6: échelle dévaluation utilisée pour I’estimation de la sévérité de 1’infection par
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Figure 14: Echelle d’évaluation de ’'INRA, (Anonyme, 2009)

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

Note Part de I'épi | Description des symptomes
infectée
1 0% Sans symptomes
2 2.5% Traces de symptomes, un épillet sur 10 épis montre des symptomes.
3 10% 10% des épillets de chaque €pi sont infectés
4 25% Un quart des épillets infectés
5 30% La moiti¢ des épillets d’un ¢pi sont infectés
6 5% Trois quarts des épillets d’un épi sont infectés
7 90 10% des epillets d'un epi ne sont infectés
] 97.5 peu des epillets d'un épi ne sont infectés
9 100 Tous les épis sont morts




Matériels et méthodes

Puis, ces mesures ont été transformées en surface sous la courbe de progression de la
maladie (AUDPC, Area Under Disease Progress Curve). Des valeurs faibles de I’AUDPC
suggerent une tolérance/résistance ¢levée. L’AUDPC a ¢été définie par Shaner et Finney

(1977), et il est utilisé pour résumer la progression de la maladie.

L’AUDPC standardisée est calculée suivant la formule suivante :
—\"m
AUDPC= =1 [(i=nt Y 2] [(Xi=1— X]
Avec n = nombre total d’observations =4 ; Y 1 = nombre d’épillets infestés a chaque
observation; ( X i+1 — x i ) = durée séparant deux observations consécutives = 7 jours.

Analyse des données

Les résultats relatifs a 1’étude de 1’agressivité des isolats sur collets, sont interprétés
par une analyse de la variance (ANOVA) pour deux facteurs et les interactions variétés x
isolats ont été ont été analysées par le test de Tukey Pairwise a un inteval de confiance de
95%, réalisée avec le logiciel XLSTAT-PLS software 2008.7.03 (Addinsoft, Paris,

France).

.Les différences entre les isolats pour le parametre étudié, concernant leur agressivité
sur épis sont comparées par le biais du test de la comparaison des moyennes réalisée par

les tests de Duncan avec un seuil de 5% en utilisant le logiciel STAT BOX.
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I11. Résultats et Discussion

3.1. Partie 1 :

3.1.1. Recherche de la flore fusarienneau niveau de grains de blé

Les résultats des isolements réalisés a partir des grains de blé nous ont permis
d’obtenir une collection de 30 isolats du genre Fusarium et Microdochium, Cette derniérea

¢été purifiée et exploitée pour 1’identification morphologique.

Les identifications morphologiques basées sur les critéres culturaux (la coloration du
mycélium, la présence ou I’absence de pigment dans le milieu ainsi que sa couleur) et
microscopiques (la présence ou absence des micro conidies présence des cellules
conidiogénes annélidiques, la forme et la taille des conidies) (Fig.17) établis par Leslie et
al., (2006) ; Ismail et al., (2015) et par Samuel et Hallet, (1983) ; ont permis de confirmer

I’appartenance de nos isolats au genre Fusarium et Microdochium.

Les colonies obtenues de Fusarium présentent le plus souvent un mycélium peu
abondant blanc rosé ou rose jaune le verso est rouge carmin ou blanc jaune, la texture du
thalle est duveteuse. Les conidies de Microdochium présentent souvent un mycelium ras
et parfois légerement aérien dense et feutré. Les cultures sont de couleur blanche a rose
saumon, des nappes de sporodochies de couleur orange vif sont présentes trés souvent a la
périphérie de la culture, mais parfois dispersées sur la culture ou en nappes concentriques.

L’identification morphologique a permis de montrer I’implication de six especes a
savoir: F. culmorum, F. pseudograminearum, F.graminearum, F.tricinctum, F. avenaceum

et Microdochium spp.

Les résultats des isolements réalisés sur les différents échantillons (36) de grains de
blé récoltés durant les années 2012-2013 et 2014-2016-2018 ont montré que les deux
genres Fusarium et Microdochium responsables de la Fusariose sont présents sur les grains

de blé avec des pourcentages respectivement de 23.61% ,21.91% (Tab ,Annexe 2)(Fig.16)
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Aussi nos résultats ont monté que F. culmorum et pseudogaminearumsont les espéces
prédominantes observées sur le blé, suivi par le Microdochiumspp.qui a été observé
également assez fréquemment. Des especes plus minoritaires comme F.graminearum, F.
tricinctum et F. avenaceum sont également recensees.

Figurel5:Variation dans le taux de contamination des grains de blé sur DCPA
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Figure 16: Taux de contamination des grains par les deux genres responsables
de la fusariose du blé, Microdochium et Fusarium

Tableau 07:Taux de contamination des variétés de blé par région

Région Année de | BIé Blé >0%a | 15% | >30%a | >50
géographique récolte dur tendre <15% >a <50% %
<30%
Oud semar 2013 4 2 5 1
El-kehmis 2014 1 1
Bouredjbouariridj 2014 2 2
Berrouaghia 2014 1 1 2
Alger 2016 1 1
Ghylizane 2015 3 1 4
El-Menia 2015 1 1 1
Sétif 2015 5 4 2 1 6
Laghouat 2015 1 1
Adrar 2018 1 1 2
Aflou 3 3
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Ainsi, I’identification biologique a permis de montrer que pour les variétés analysées,
la variété Mahouna a présenté un taux de contamination le plus élevé par Fusariumssp de

I’ordre de 72% quelques soit la région.

Les espéces de Fusarium et Microdochium ont été observée avec des pourcentages
importants de >50% sur les échantillons récoltés dans les zones littorales centre d’Alger.
Et dans les plaines intérieures de la région Est, le pourcentage noté est de >30% a
<50%64%. Cependant dans la région saharienne la contamination des grains de blé a été

estimée entre >0% a <15% et 15% >a <30%.

En effet, le climat a une incidence majeure sur le développement de la maladie,
notamment au moment de la floraison ou le climat humide conditionne le développement
de I’inoculum (Champeil et al., 2004). (Tab.7)

Nous avons constaté d'apres les résultats que le taux de contaminations des grains de
blé dur par le Fusaruim spp. est de 21,55%, alors que les variétés de blé tendre ont montré
un taux de contamination plus élevé de I'ordre de 25,66 % (Fig.16) (Annexe 2).Les
champignons trouvés dans les différents lots de semences analysés sont comparables a
ceux identifiés dans les semences depuis des années par plusieurs notamment les analyse
de (Renata, 2011).
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Chlamydospores en chaine

Figure 17: Aspects morphologiques et microscopiques des espéces de F.culmorum;
F.graminaerum ;F.pseudograminearumisolées a partir des épis de blé (G x 20) et (G x 40)

(A) :colonies deF. culmorum ; (B) Mycélium assez abondant rose, F. graminaerum

(C): Colonie floconeuse de F.pseudograminearum rouge a brun vineu; (G):
Macroconidies de F.culmorum : (H) :Macroconidies de F. graminearum Schwabe en
forme de faucille ;(1) Macroconidiesde F.pseudograminearum, dont la cellule terminale est
longue et pointue
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Figure 18: Aspects morphologiques et microscopiques des especes de Fusarium

tricinctum ;F. avenaceum isolées a partir de grains de blé (G x 40) et (G x 100)

(D) :Fusarium tricinctum développe un mycélium peu abondant blanc rosé ; (E) Colonies
marron avec une marge blanche de F. avenaceum ; (k) Macroconidies distinctement en
forme de faucille et les micrconidies extrémement abondantes, mélange de napiforme,

citriforme et en forme de virgule de Fusarium tricinctum ; (L)macroconidies forme de

faucille

Cellules £

conidioggnesannélidiques
/}’ {\#

Figure 19: Aspect cultural et microscopique de Microdochiumspp.
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3.1.1.2 Identification des isolats sur milieu PDA

Les isolements effectués a partir des grains de blé contaminés naturellement la
fusariose de 1’épi FHB ont abouti a 1’obtention d’isolats qui appartient au genre Fusaruim

spp et Microdochium spp.

Identification (7 isolats): correspond a I’espéce Fusarium culmorum, selon la
description de Tousson et Nelson (1976), Zillinsky (1983) et leslie Summerell (2006).

Sur milieu PDA F.culmorum donne des colonies de couleur qui vire du blanc vers le rose,
il est aérien abondant, un pigment rouge se forme au contact de 1’agar (A Fig.17). Les
macroconidies sont épaisses et faiblement arquées, la cellule apicale est arrondie et la

cellule basale est cranté et pas nettement pédicellée.

Les conidies comportent en générale 3 a 5 cloisons. La présence de chlamydospores
portées par les macroconidies est également observée, les microconidies sont absentes (G
Fig.17).

Sont identifiés (4isolats) comme Fusarium graminearum, sur milieu PDA, le
mycélium est dense de couleur qui varie du blanc, rose, orange au marron et devient rouge
au contact de I’agar avec des reflets plus au moins jaunes dans sa partie aérienne (B Fig
17). Les macroconidies sont droites ou Iégerement arquées, la cellule apicale est faiblement
allongée et fortement courbée prés du bout, la cellule basale est nettement pédicellée. elles
présentent 5 a 6 cloisons. Les microconidies sont absentes, les chlamydospores sont rares
(H Fig. 17).

Sont identifiés (4 isolats)F. pseudograminearum présente des colonies floconeuse de
F .pseudograminearum rouge a brun vineu. Les macroconidies sont fusiformes, courbées
et septées de F.pseudograminearum, dont la cellule terminale est longue et pointue.
(C.Fig.17)

Trois isolats identifié comme F. avenaceum, présente un mycélium abondant, aérien
et trés dense généralement blanc, couleur sous culture rouge carmin a ocre avec une marge
blanche. Les macroconidies de F. avenaceum sont en forme de fuseau, longues et effilees

tres caractéristique a paroi épaisse (Fig.E.18).
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F.tricinctum : trois isolatsa été identifié comme appartenant a 1’espéce Fusarium
tricinctum. Le mycélium est Peu abondant blanc, la texture du thalle est du veteuse , les

macroconidies sont distinctement forme de faucille (Fig.D.18)

Sont identifiés (10isolat) comme Microdochium spp, les colonies présentent souvent
un myceélium ras et parfois légérement aérien dense et feutré. Les cultures sont de couleur
blanche a rose saumon, des nappes de sporodochies de couleur orange vif sont présentes
tres souvent a la périphérie de la culture(Fig.19), mais parfois dispersées sur la culture ou

en nappes concentriques Hoshinoet al., (2009).

Les Microdochium spp. sont Caractérises par la présence des cellules conidiogénes

annélidiques, la forme et la taille des conidies établis par Samuel et Hallet, (1983).
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3.2 Partie 2

3.2.1. Effet de la température sur la croissance myceélienne des isolats de

Fusariumspp. sur milieu PDA

Les 14 isolats appartenant aux différentes especes de Fusarium spp ont été incubées a
différentes températures (15°C, 20°C, 25°C et 30°C) afin de déterminer la température
optimale pour chaque espéce. 11 s’agit des espéces de de F.culmorum ; F.graminearum ;F.

pseudogramineraum ; F.poae ; F.sporotrichioides ;F.avenaceum.

Les résultats de ce test ont révélé une variabilité entre les especes de Fusarium spp. et
entre les isolats de la méme espéce. Les diametres moyens de la croissance des isolats de
Fusariumspp.obtenus apres 4 jours d'incubation a différentes températures sont illustrés au
niveau du (Tab 08) et (fig.20 et 21).

La température optimale des especes (°C)

Espéces
15°C 20°C 25°C S0°C

F.graminearum 42 56 70
F.culmorum 41.75 51.625 67.75 46
F.pseudogramineraum 14 62 50 e
F. avenaceum 50 40 40
F.sporotrichioides 28 82 78 30
F.poae 38 a0 32 24

Tableau 8 : La température optimale de chaque espéce de Fusarium spp.
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L’optimum de la croissance mycélienne pour les espéces de F.culmorum; F.
graminearum a eté enregistré a 25°C, les diametres mesurés pour chaque espece sont
respectivement de 67.75 mm, 70 mm.Pour F.poae et F. pseudogramineraum et F.
sporotrichioides la température de croissance optimale a été notée a 20°C avec des
diametres respectivement de 82 mm, 62 mm et 82mm. A I’exception de I’espéce
F.avenaceumla température de croissance optimale était a 15°C avec un diamétre de 76
mm (Fig.20)

90

80 1

E15°C
W 20°C
E 25°C
 30°C

croissance mycéliénne(mm/jour) aprés 4jour
d'incubation
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Figure 20 : Diamétre moyen (mm) des espéces de Fusariumspp. apres 4 jours
d’incubation a 15, 20,25 ,30°C
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Figure 21: la croissance mycelienne moyenne (mm) de différents isolats apres 4 jours

d’incubation a 15°C,20°C, 25°C et 30°C
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Figure 21 : la croissance mycélienne moyenne (mm) de différents isolats apres 4 jours
d’incubation a 15°C, 20°C, 25°C et 30°C
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Nous avons aussi constaté qu’ aprés quatre jour d’incubation les especes
F.culmorum, F. graminearum, F. pseudogramineraum et F. sporotrichiode se sont bien
développées a 20°C et 25°C, tandis que les deux especes F.avenaceum et F.poae ont

montré un taux de croissance important & 15°C et 20°C (Fig.21)

Tous les isolats se sont marques par une augmentation de la croissance myceélienne
entre 15°C et 30°C dés 24h d’incubation, avec une grande diversité dans la vitesse de la
croissance radiale et la potentialité du développement mycélien entre especes et méme

entre isolats de la méme espéce (Fig.22)
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Figure 22: Cinétique de croissance du mycélium des isolats de F.graminearum ; F.

pseudogramineraum ; F.sporotrichioides ;
PDA & 15°C, 20°C, 25°C, 30°C.

F. poae et F.avenaceum cultivés sur milieu
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Discussion :

L’¢étude de la croissance mycélienne de 14 isolats a différentes températures (15°C
,20°C ,25°C, 30°C) a montré que I’intervalle de croissance des espéces de Fusarium spp.
est situ¢ entre 15°C et 30°C et qu’il existe une différence dans 1’optimum de croissance
entre les isolats. Il s’est avéré que I’optimum de la croissance mycélienne de 1’espéce est
situé a 20°C et 25°C pour tous les isolats a I’exception de F.avenaceum qui est enregistré
a 15°C.

Les résultats obtenus dans cette étude sont en accord avec ceux obtenus par Brennan
et al. (2003) qui ont trouvé que la température optimale de croissance de F.culmorum et F.
graminearumest 25°C. Wagacha et Mulhomi (2007) ont signalé que la croissance
mycélienne de F.culmorum augment entre 25 et 30°C. Egalement Campbell et Lipps
(1998) rapportent que F. graminearum isolé aux Etats Unis est doté d’un optimum de

croissance de 25°C.

Pettitt et al. (1996) ont trouvé que la température optimale de F.culmorum est
comprise entre 20 et 25°C entre 20 et 25°C.

Les résultats obtenus dans cette étude sont étude sont en accord avec ceux obtenus par
Nekeche (2013) qui ont trouvé que la température optimale de croissance F. poae est a

20°C et a 15°C pour F.avenaceum.
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3.3. Partie 3

3.3.1.Etude de I’agressivité des espéces Fusariumspp.différentau niveau de collet

Dans ce premier essai d’inoculation par fragments mycéliens sur le collet de blé dur
(Vitron) 14 especes de Fusarium spp. ont été testés.

Les résultats de cette étude ont montré que toutes les especes testées ont engendré
I’apparition d’un brunissement au niveau du collet, tandis que les plantules témoins n’ont

pas montré de symptomes d’attaque (Fig.23).

Les résultats ont montré aussi que I’indice de sévérité de la maladie est variable selon
les espéces et selon les isolats. En effet, I’indice de sévérité varie de 16.66% a 85% pour
I’espéce F. culmorum, de 41% pour I’espéce F.pseudograminearum, F. avenaceum s’est
montreé tres agressif avec un indice d’attaque de 68.33% pour I’espéce de F. graminearum
nous avons noté le méme indice d’attaque pour les deux isolats de I’ordre de =30.67% , et
enfin pour les deux especes de F.poae, F.sporotrichioides 1’indice d’attaque est
respectivement de 35% 23.33% (Tab. 9).

y 3]
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FC.01.01 || FC.0501 || FG.04.02 || FS.13.05 || FC.11.01
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Figure 23 :Indice de sévérité de Fusarium spp .sur des plantules de blé cultivar « Vitron»
montrant les quatre niveaux d’attaque (1-5) comparés au témoin.

Original 2019
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Tableau 9: Les pourcentages des indices d’attaque des différentes especes de

Fusariumspp.

Espéces Isolat Indice d’attaque (%0)
FC.01.01
FC.03.01 95
FC.05.01 50.67
F.culmorum FC.06.01 4333
FC.07.01 30
FC.09.01 29
FC.10.01 32
FC.11.01 &)
FG.04.02 30.67
F.graminearum FG.08.02 30.33
F.pseudogramineraum FPS.02.03 41
F. avenaceum FA.12.04 68.33
F.sporotrichioides FS.13.05 23.33
F.poae FP.14.06 35
Témoin 00
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Figure 24 : Variation dans 1’agressivité des différentes espéces de Fusariumspp.
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Figure 25 : Interactions entre la variété de blé dur Vitron et les espéces de Fusarium spp.
(estimée par ’indice d’attaque fongique). Chaque point correspond a la moyenne des trois

répétitions biologiques.
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Les interactions variétés x isolats ont été .Exploitées par une analyse de variance
ANOVA réalisée avec le logiciel XLSTAT-PLS software 2008.7.03 (Addinsoft, Paris,
France).les analyses de la variance ont montré que les résultats sont hautement significatifs
pour le facteur 2 (isolat) et I’interaction F1 * F2 (p< 0.0001).
les résultats de D’interaction F1 * F2 analysés par les tests de comparaison de

TukeyPairwise a un intervalle de confiance de 95%, ont classe les isolats dans 8 groupes.

L’isolat 11 est le plus agressif sur la varieté vitron avec une moyenne d'indice
d'attaque de 79,5%, représenté dans le groupe A, par contre I’isolat 1 a enregistré la plus
faible moyenne d'indice d'attaque de 16,67%, représenté dans le groupe F(Tab.10).

Ces tests ont permis aussi de représenter ces données par un model « Interval Plot » illustré

dans la figure (Fig.25).

Tableau 10:Répartition des isolats en groupes homogeénes selon I'analyse de comparaison

de Tukey Pairwise a un inteval de confiance de 95%.

Isolate/variété Moyennes Groupeshomogénes
V /lsoll 85,00 A

V/ Iso12 68,33 B

V /1s03 55,00 BC
V/ 1s05 50,67 C

V /1s06 43,33 CD
V /1s02 41,00 CD
V /lsol4 35,00 DE
V /1s010 32,00 DE
V /1so4 30,67 DEF
V /1so8 30,33 DEF
V /lso7 30,00 DEF
V/ 1s09 29,00 DEF
V /l1sol13 23,33 EF
V /lsol 16,67 F
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Discussion :

Au cours de cette étude, la technique d’inoculation par fragment mycélien a été
adoptée pour tester la pathogénicité et I’agressivité des espéces de Fusarium spp.sachant
que cette méthode d’inoculation a été précédemment utilisée par Fernandez et Chen (2005)

et Tunali et al. (2006).

Les résultats ont montre que tous les isolats ont induit une décoloration au niveau du
collet engendrant des indices de sévérités différentes. L’étude de 1’agressivité des espéces
de Fusarium spp. a montré que les especes F. culmorum et F. avenaceum sont les plus
agressives suivi par F. pseudograminearum, F.poea, F.graminearum. Alors que 1’espéce

F. sporotrichioides est la moins agressive.

Plusieurs études sont en accord avec nos résultats, sauf dans quelques cas. Il a noter
que nos résultats reste préliminaires vu le nombre limité des isolats pour chaque espéce
testée. En étudiant 1’agressivité de plusieurs especes de Fusarium, vis-a-vis de la pourriture
des racines, Fernandez et Chen (2005) ont rapporté que les deux espéces F. culmorumet F.
graminearum sont plus agressives que ’espéce F. avenaceum. Les résultats trouvés au
cours de cette étude sont en accord avec les travaux de Smiley et al. (2005) qui ont
rapporté que sous serre, les especes F. culmorum et F. pseudograminearum peuvent

engendrer des niveaux d’attaques élevés.

De plus Tunali et al. (2006) ont noté une pathogénie élevee, causée par les espéeces
F.culmorumet F. pseudograminearum, sur des plantules de blé. Brennan et al. (2003) ont
également rapporte que sur coléoptiles de blé, les espéces F. culmorumet F. graminearum

sont plus agressives que les espéces F. avenaceum et M. nivale.
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3.4. Partie 4

3.4.1. Etude de I’agressivité des isolats de Fusaruim spp sur les épis

Au cours de cet essai, la sensibilité de quatre variétés de blé dur et tendre a la

fusariose de 1’épi a été étudiée, ainsi que l'agressivité des 09 isolats de Fusaruim spp.

Deux méthodes de notation ont été utilisées pour évaluer 1’agressivité des especes de
Fusarium spp. sur les différentes variétés testées. La premiére méthode consiste a estimer
le nombre des épillets infestés par épi en calculant AUDPC (Area Under Disease Progress
Curve) et la deuxiéme technique est basée sur I’estimation de ’indice d’attaque évalué

selon une échelle de notation allant de 1 & 9.

L’¢évaluation de la maladie avec les deux méthodes de notation ont montré que
I’agressivité des isolats testes differe significativement. les valeurs notées pour les isolats

les plus agressifs et les moins agressifs sont similaires par les deux méthodes de notation.

Une semaine apres ’inoculation des épis, des symptdmes de la fusariose sur épillets,
ont commencé a apparaitre sur les épis inoculés. A la fin de I’essai (28 jours apres
I’inoculation), tous les épillets inoculés ont été complétement attaqués (Fig. 27). Les épis
témoins, n’ont pas montré de symptdmes d’attaques. Les résultats obtenus montrent que les
variétés testées ont des nivaux d’infection différents, indiquant que ces variétés n'ont pas le

méme niveau de résistance.

En se basant sur les notations de 1’indice d’attaque pour les neuf isolats, I’indice
d'attaque varie entre28,66% et 83,33%pour Anza respectivement avec les deux
isolats(Iso5) et (Is09).voir(Tab.11) (Fig. 26).La variété de blé tendre Mahouna a I’indice de

sévérité le plus élevé.
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Tableau 11:Moyennes des indices d’attaques sur les quatre variétés obtenus avec les neuf

isolats de Fusarium spp.

1(is01) ~ 2(iso2) 3is03) Gisod) ~ S(isod)  6{isos] 7{iso7) 8iso8) 9(is09)
1(varl) 35,000 60,000 B3 T 60000 65000 60000 63333 66,667
2(var)) 45000 47667 45,000 55,000 65,000 60,000 61,667 66667 68333
3(var3) 60,000 45,000 000 65000 28667 55,000 60,000 55,000 83,333
4 {vard) 5,000 55,000 B0 56667 56667 T6E6T 55,000 65,000 75,000

Les analyses de la variance ont montré des resultats hautement significatifs pour le
facteur 1 (variéte), facteur 2 (isolat) et I’interaction F1 * F2 (p< 0.0001).
La variabilité entre blocs n’est pas significative, ce qui laisse suggérer que les blocs sont

homogenes. Chaque isolat et variété ont un effet significatif sur I’indice d’attaque.

Les tests de Newman-Keuls ont classé la variété V4 (Mahouna) comme la variété la
plus sensible a l'infection a I'égard de la fusariose de I'épi avec une moyenne d'indice
d'attaque de 62, 88%, suivie des variétés V2 ;V3 et V1 tableau

Tableaul2:Répartition des variétés en groupes homogeénes selon I'analyse CM de I’indice
d’attaque (test de Keuls a 5%)

Id Modalitté ~ Moyenne Groupes homogenes
4 vard 62,889 A
2 var2 57,148 B
3 var3 55,778 B
1 varl 55,667 B

Ainsi, si on se réfere aux symptomes visuels de I’indice d’attaque, I’analyse des
échantillons issus des trois répétitions biologiques pour chaque essai, montre des
différences conséquentes dans 1’agressivité des isolats (voir Tableau.13) et indice
d’attaque). montre que les isolats différents significativement (p < 0.0001) (HSD) dans leur

capacité de causer la fusariose de 1’épi.
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Tableau 13 : Répartition des isolats en groupes homogénes selon 1'analyse CM de I’indice

d’attaque (test de Keuls a 5%).

Id Modalité Moyenne  Groupes homogenes
9 iso9 73,333 A
6 isob 64,167 B
8 iso8 62,500 B
7 iso7 59,167 D
3 iso3 55833 D E
4 isod 53,583 E
5 iso5 52,583 E F
2 iso2 51,917 E F
1 isol 47750 F
75,2
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Figure 26: la classification des isolats des moins sensibles aux plus sensibles
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Le classement des indices d’attaque par le test de Newman-keuls a permis de
distinguer six groupes homogénes pour la technique de 1’inoculation par suspension
sporale.Ce dernier a montré que le groupe (A) représente 1’isolat le plusagressif (1509)

alors que le groupe F représente 1’isolat le moins agressif (I1sol) (Tab.13).
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Figure 27 : Echelle de notation
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Les résultats obtenus ont montré que pour les différentes variétés testées, les
moyennes des airs situés sous la courbe d’évolution de la maladie (AUDPC) ne sont pas
similaires (Tableau 12), la variété de blé tendre Mahounaa enregistré une moyenne et un

intervalle d’AUDPC plus élevée de I’ordre de (479).

Tableau 14 : Moyennes de confiance des surfaces sous la courbe de progression

de la maladie (AUDPC, Area Under Disease Progress Curve).

AUDPC
Variete Isolats
Isol |Iso2 Iso 3 Iso 4 Iso 5 Iso 6 Iso 7 Iso 8 Iso 9
Vitron 3745 | 304.5 | 385 364 3535 | 336 427 399 367.5
AMARgV, |367.5 | 336 367.5 |4025 | 385 3675 |367.5 |378 395.5
Mahouna | 441 | 371 469 4375 | 462 406 4585 | 479 465.5
ANZA 392 | 3325 |3955 |4025 |3535 |4515 |4455 | 455 451.5

Toutefois les variétés testées présentent généralement le méme classement des
variétés en se basant sur les deux méthodes de notation, que ¢a soit 1'indice d’attaque ou

AUDPC.

De plus, les résultats ont montré qu’indépendamment des méthodes de notation,
I’évaluation de la sévérité des symptdmes sur épis a pu étre calculer. Ainsi, pour évaluer la
pathogénie et I’agressivité des espéces de Fusariumles deux systemes de notation peuvent
étre utilisées. Cependant, 1’estimation de I’indice d’attaque semble étre plus facile et

demande moins de temps, mais I’AUDPC est plus précise.
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Discussion :

L’agressivité d’une collection de 9 isolats de Fusarium.spp.sur épi avait éte réalisée
par pulvérisation d’une suspension de spores. Les résultats de cet essai ont indiqué que
tous les isolats testés ont induit des symptomes typiques de la fusariose de 1’épi mais avec

des dégrée d’attaque différents. Les indices d’attaques enregistrés varient selon 1’isolat.

Les pourcentages d’infections de nos isolats varient entre 47,75% et 73,33 %.Plusieurs
études ont été conduites sur la pathogénie et 1’agressivité des espéces de Fusarium sur blé
par Brennan et al., (2003) ; Mishra et al., (2003) ; Smily et al., (2005) ; Kamoun et al.,
(2010) ont noté une séverité elevée de leurs isolats sur les plants de blé aprés 25jours de
I’inoculation. sur des collections Algériennes Touati —Hattab et al., (2016); Laraba et al.,
(2017) et Abdallah et al.,2019) ont rapporté une grande diversité dans I’agressivité de leurs

isolats.

Nos résultats apportent une évaluation des variétés de blé utilisées en Algérie
pour la tolérance a la fusariose causée par des souches locales de Fusariumspp. Les quatre
variétés ont en effet montré, aprés inoculation, de sérieuses différences concernant le degré

d’infection par Fusarium spp.

En considérant nos résultats dans les conditions climatiques de la région de Laghouat,
la classification des variétés des moins sensibles aux plus sensibles peut s'établir comme
suit:

Anza (BT)>Amar+Vitron(BD)>Mahouna(BD).
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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 I’homme. En Algérie la culture du blé est parmi

les grandes cultures ayant une importance dans la politique agricole du pays.

La fusariose de I’épi est une maladie dévastatrice causée par un complexe d’especes
du genre Fusrium et Microdochium. L’espéce de F. culmorum représente le premier agent
causal de cette maladie en Algérie. Lors de cette étude, nous avons réalisé une
caractérisation morphologique culturale, pathologique et une identification moléculaire des

espéces de Fusarium spp.

Les isolements effectués a partir de grains de blé ont permis d’obtenir une collection
30 isolats. L’identification morphologique des agents responsables a permis d'identifier 6
especes a savoir : F. culmorum, Microdochium spp, F. pseudograminearum, F.

graminearum, F. tricinctum et F. avenaceum

Parmis les espéces isolées F. culmorum est le plus dominant (7 isolats), et
Microdochium spp (10 isolats), suivi de F.graminearum (4 isolats) et
F.pseudograminearum (4 isolats), pour les deux espéces F. avenaceum (3isolats) et
F.triticeum (2 isolats). En effet, plusieurs travaux ont rapporté que 1’espéce F. culmorum

est la plus dominante les pays de I’ Afrique du Nord.

Le test de I’effet d’une gamme de température sur la croissance mycélienne in vitro
des isolats de de Fusarium spp. a montré que I’optimum de croissance est de 25°C pour
F.culmorum et F. graminearum et de 20°C pour les isolats F.sporotrichiode,
F.pseudograminearum, F.poae, tandis que 1’isolat F. avenaceum a une croissance plus

élevée a 15°C. Ces résultats sont en accorde avec ceux trouvés par plusieurs auteurs.

L’étude de la pathogénicité et de I’1’agressivité des isolats de Fusarium spp sur collet
et sur épi de blé a montré que tous les isolats ont induit les symptdmes typiques de la

pourriture racinaire et de la fusariose de 1’épi.




En conclusion, la présente étude a permis de confirmer 1’identité morphologique des
isolats de Fusrium spp présents au niveau des grains de blé. Ainsi que la pathogénie et de
I’agressivité des isolats impliqués dans la fusariose du blé. Ce qui va permettre a mieux
comprendre 1’épidémiologie du complexe fongique associ¢ a cette maladie afin

d’entreprendre des stratégies de lutte appropriées

En perspective, notre travail a porté sur une petite collection (14 isolats) de Fusarium
spp. Ainsi, il serait intéressant d’élargir la collection par des prospections dans d’autres

régions céréaliéres dans 1’Est, le Centre et ’Ouest du pays.

Il est également recommandé de confirmer I’identification morphologique par une
identification moléculaire des différentes espéces de Fusarium spp. ou la distinction est
tres difficile, parfois impossible sur le plan morphologique et microscopique dans le but

d‘établir une meilleur gestion de la maladie.
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Annexes



Annexe 1

Les deux milieux de culture sont stérilisés a I’autoclave a120°C pendant 20min.
DCPA : Dicholoran chloramphénicol Peptone Agar g/l
Eau distillee 1000ml

Peptone bactériologies 159

K;HPO, 01g
MgSO, 7 H,0O 0,59
Chloramphénicol 029

Crystal violet en solution aqueuse 1ml
Agar 159

PDA: potato Dextrose Agar ¢/l

Agar-agar 20g
Pomme de terre 200g
Glucose 20g

Eau distillée 1000ml



Partie 01

Tableau 4 : liste des lots de grains de blé analysés (36 variétés)

Annexe 2

Espéce Variétés Région géographique Année de récolte

Rimada Sétif 2013-2014

Vitron Laghouat 2011-2012

Boussellem Aflou 2017-2018

Bousselem Sétif 2011-2012

Vitron OuedSemar 2017-2018

Blé dur Bousellem Adrar 2018-2019
Chanése Bouredj-bouariridj 2014-2015

R2 Setif 2013-2014

Semito R1 Ghilizane 2014-2015

Amar6 OuedSemar 2017-2018

Elarabia Laghouat 2012-2013

Djamila Sétif 2013-2014

Waha Sétif 2013-2014

Mahon Ouedsemar 2015-2016

GTA Ouedsemar 2015-2016

Chen’s Sétif 2013- 2014

R1 Aflou 2014-2015

Blé dur GTA Bouredj-bouariridj 2014-2015
MBB Sétif 2013-2014

R1 Sétif 2013-2014

Mahouna Oudsemar 2017-2018

Massine Berrouaghia 2013- 2014

Anza Sétif 2013-2014

HD1220 Sétif 2013-2014

Blé tender Hxd1220 Ghilizane 2014-2015
AR2 Setif 2013-2014

AR2 Oudsemar 2014-2015

AinAbid R1 Ghilizane 2014- 2015

Wifak Sétif 2013- 2014

Anza Adrar 2017-2018

Mimouni Algie 2017-2018

Simito El-Menia 2014-2015

Belikh 02 El- El-kehmis 2015-2016

Chanz Sétif 2017-2018

Simito Ghilizane 2014-2015

Vitron Aflou 2013-2014




Partié 01 : Effet de la température sur la croissance mycélienne des isolats d’espéces de
Fusarium spp sur milieu PDA

Croissance mycélienne
(mm/jour) apreés 4 jours
Especes Isolat d’incubation
15°C | 20°C | 25°C | 30°C
3
FC.01.01 A 58 70 40
4
FC.03.01 0 64 54 56
4
FC.05.01 o 70 52 48
4
FC.06.01 ) 46 76 30
F.culmorum
4
FC.07.01 0 40 80 30
3
FC.09.01 5 15 70 60
2
FC.10.01 A 40 60 50
7
FC.11.01 0 80 80 54
4
FG.04.02 5 40 62 34
F.graminearum
FG.08.02 3 72 78 52




8
F.pseudograminerau 1
FPS.02.03 62 50 18
m 4
7
F. avenaceum FA.12.04 6 50 40 40
L 2
F.sporotrichioides FS.13.05 o 82 78 30
3
F.poae FP.14.06 g 40 32 24

Partie 02 : Etude de I’agressivité des espéces Fusarium spp.différent au niveau de collet

Espéces Isolat Indice de(y|a maladie

FC.01.01 16.66
FC.03.01 55
FC.05.01 50.67

F.culmorum FC.06.01 43.33
FC.07.01 30
FC.09.01 29
FC.10.01 32
FC.11.01 85
FG.04.02 30.67




F.graminearum FG.08.02 30.33
F.pseudogramineraum FPS.02.03 41
F. avenaceum FA.12.04 68.33
F.sporotrichioides FS.13.05 23.33
F.poae FP.14.06 35
Témoin 00

Partié 03 : Etude de I’agressivité des isolats de Fusaruim spp sur les épis

Fepeces Isolat Indice d’attaque %
FC.03.01 55.83
FC.04.01 53.58
F.culmorum I 5550
FC.09.01 73.33
F.graminearum FG.02.02 51.91
F.pseudogramineraum FPS.01.03 47.75
F. avenaceum FA.06.04 64.16
F.sporotrichioides FS.05.05 52.58
F.poae FP.07.06 59.16

Témoin 00






