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Introduction

Fusarium oxysporum est un champignon d’origine tellurique trés ubiquiste présent dans tous
les types de sols et sous différents climats. Ce champignon a la particularité de se développer
en saprophyte dans le sol. Cette espéce fongique comprend deux types de souches : des souches
phytopathogénes responsables de fusarioses chez de nombreuses espéces végétales et des
souches dites non-pathogenes c¢’est-a-dire qu’aucun effet néfaste n’a été observé sur une espéce
végétale. Les formes pathogénes montrent un trés haut niveau de spécificité d’hote et sont
regroupées en formes spéciales (f.sp.) selon I’espéce végétale infectée (Armstrong et
Armstrong, 1981). Deux formes spéciales différentes sont spécifiques a la tomate : F.
oxysporum f.sp. lycopersici (Fol) qui provoque des trachéomycoses vasculaires et F.
oxysporum f.sp. radicis-lycopersici (Forl) qui engendre des pourritures racinaires.

Le caractére morphologique ou cultural ne permet pas de différencier les souches pathogénes
des souches non-pathogénes ou de distinguer les différentes formes spéciales. C’est pourquoi
de nombreuses méthodes, essentiellement moléculaires, ont été développées pour caractériser
les souches de F. oxysporum et rechercher des marqueurs du caractére pathogene ainsi que de
la spécificité d’hote. Cependant, ces méthodes ne permettent pas de mettre en évidence le
pouvoir pathogéne d’une souche, il est donc nécessaire d’effectuer des tests biologiques sur
plante. En effet, ces tests vont permettre de distinguer les formes pathogéenes des souches non-

pathogenes par observation de symptémes sur des plantes infectées.

les souches de F. oxysporum peuvent étre caractérisées par un test de compatibilité végétative.
Ce test permet de regrouper des souches capables de former des hétérocaryons, ces souches
appartiennent donc au méme VCG (Vegetative Compatibility Group).Cette méthode est depuis
de nombreuses années une méthode de référence pour la caractérisation des populations de F.
oxysporum. Une nomenclature internationale des VCG a été proposée, comprenant un code
pour la forme spéciale et un numéro de VCG.

Différentes méthodes ont été utilisées pour lutter contre la fusariose de la tomate. La lutte
chimique, la désinfection du sol a 1’aide de fongicides chimiques et la lutte biologique par
Trichoderma harzianum, Pseudomonas spp , Fusarium osysporum non pathogéne et les

extraits de compost.



Ce travail a pour objectif d’étudier la variabilité morphologique des isolats et de déterminer leur
degré de pathogenicité vis-a-vis les plantules de tomate, étudier 1’effet des différent facteurs
physicochimiques sur la croissance mycelienne et regrouper les isolats en VCG ensuite pour
I’é¢tude de la lutte on a réalisé un test antifongique par des molécules d’imines comme lutte
chimique et un test de confrontation avec Pseudomonas. sp fluorescente comme lutte

biologique.
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1. La plante hote

1.1 Historique et origine de la tomate

La tomate est originaire des régions andines cétiéres du nord-ouest de I'Amérique du
Sud (Colombie, Equateur, Pérou, nord du Chili), d’ou I’existence des plantes spontanées de
diverses especes de l'ancien genre « Lycopersicon », notamment « Solanum lycopersicum
cerasiforme », appelée « tomate cerise ». Cette derniére est actuellement répandue dans toutes

les régions tropicales du globe mais il s'agit d'introductions récentes.

La premiére domestication de la tomate a gros fruits est vraisemblablement intervenue dans le
Mexique actuel en 1519. Elle fut introduite en Europe au début du XVI°siecle par les

Espagnols, d'abord en Espagne, puis en Italie.

La plante étant de la méme famille que la belladone, plante indigéne en Europe connue pour sa
toxicité, ses fruits ne furent pas considérés par les « savants » comme comestibles, mais utiles
en médecine. Dans I'Europe du Nord, elle est initialement considérée comme une plante
ornementale, et n'est cultivée pour son fruit qu'a partir du milieu du XV111°¢ siecle. En Grande-

Bretagne, la tomate fut cultivée dans les années 1590.

L'introduction en France fut lente. Elle commenca par la Provence en 1600. Aux Etats-Unis,
elle fut cultivée au début du XI1X® siécle et entrer a la table présidentielle en 1806.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rique_du_Sud
http://fr.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rique_du_Sud
http://fr.wikipedia.org/wiki/Colombie
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89quateur_(pays)
http://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9rou
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chili
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lycopersicon
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tomate_cerise
http://fr.wikipedia.org/wiki/Domestication
http://fr.wikipedia.org/wiki/1519
http://fr.wikipedia.org/wiki/Europe
http://fr.wikipedia.org/wiki/XVIe_si%C3%A8cle
http://fr.wikipedia.org/wiki/Espagne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Italie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Belladone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plante_ornementale
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plante_ornementale
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fruit
http://fr.wikipedia.org/wiki/XVIIIe_si%C3%A8cle
http://fr.wikipedia.org/wiki/1600
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89tats-Unis
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Figure 1 : Carte d’extension de la tomate dans le monde (Blancard et al., 2009).

1.2. Classification de la tomate

Selon le systéme de classification d’ Arthur Cronquist (1981) la systématique de la tomate est

la suivante (Krishari, 2005 ; Singh, 2004; Sharma, 2009) :

Régne Plantae

Division Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Sous classe  Asteridae

Ordre Solanales

Famille Solanaceae

Genre Lycopersicum

Espéce Lycopersicum esculentum


http://www.google.com/search?hl=fr&sa=G&tbo=1&tbm=bks&q=inauthor:%22Dominique+Blancard%22&ei=J9zOTdbJMciKswbRv8SwCw&ved=0CDgQ9Ag
http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A8gne_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Division_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Classe_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ordre_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Famille_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Genre_%28biologie%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Plantae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
http://fr.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
http://fr.wikipedia.org/wiki/Asteridae
http://fr.wikipedia.org/wiki/Solanales
http://fr.wikipedia.org/wiki/Solanaceae
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1.3. Description botanique

La tomate est une plante herbacée de la famille des solanacées, genre Lycopersicon, et I'espéce
esculentum, largement cultivée pour son fruit. Le terme désigne a la fois la plante et le fruit
charnu qui, bien qu’il soit biologiquement un fruit, est considéré comme un des légumes les

plus importants dans 1’alimentation humaine et qui se consomme frais ou transformé.

1.3.1. L’appareil végétatif

Il s’agit d’une plante a tige érigée ou prostrée jusqu'a 2-4 m de long ; de forte racine pivotante
atteignant 0,5 m de profondeur ou plus, avec un systéme dense de racines latérales et adventives;
la tige pleine, fortement poilue et glanduleuse. Les feuilles disposées en spirale, imparipennés.
A contour de 15-50cm x 10-30 cm; stipules absentes; pétiole de 3-6 cm de longueur; les folioles
de taille inégale, le plus souvent 7-9 de grande taille sur chaque feuille, ovales a oblongues, de
5-10 cm de long, irréguliérement dentées et parfois pennatifides a la base, plus un nombre
variable de folioles de petite taille ; folioles recouvertes de poils glandulaires (Grubben et
Denton, 2004).

Systeme racinaire

Feuille

Tige

Figure 2 : L’appareil végétatif de la plante de tomate (Blancard, 1997)
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1.3.2. L’appareil reproducteur

Les fleurs sont généralement pentameéres a pétales soudés et hermaphrodites, leur structure rend
difficile I'allogamie. Elles sont regroupées en inflorescences ou bouquets d'une dizaine d'unités
(ce chiffre est tres variable, les inflorescences de certains génotypes pouvant présenter jusqu'a
100 fleurs). Suivant le type de croissance, elles alternent trés régulierement avec le nombre de
feuilles : chaque bouquet étant séparé par trois feuilles et la plante présentant un nombre infini
d'inflorescences dans le cas de la croissance indéterminée ou plus irrégulierement dans le cas
de la croissance déterminée. Dans ce cas, le nombre de feuilles entre bouquets diminue jusqu'a

ce que la tige se termine par une inflorescence.

Les fruits sont des baies charnues a plusieurs loges. Chaque loge est remplie d'un gel dans lequel
sont positionnées les graines qui sont attachées a un placenta positionné au centre du fruit.

Quatre phases caractérisent le développement du fruit :
- le développement de I'ovaire activé par la fécondation ;

- les divisions cellulaires qui s'étendent sur une période de 5 a 10 jours, l'activité mitotique étant
principalement active dans le péricarpe. A la fin de cette phase, commencent les divisions

cellulaires dans les embryons ;

- I'expansion cellulaire, active jusqu'a ce que le fruit atteigne sa taille finale. A ce stade, la force
de puits du fruit est exercée par les cellules en expansion. Pour la plupart des espéces,
I'expansion cellulaire est un parametre primordial de la taille finale du fruit ; chez la tomate, le
volume des cellules dans le placenta, les loges et le mésocarpe peut augmenter d'un facteur 10
entre le début et la fin de I'expansion cellulaire ;

- le mdrissement qui est activé par I'induction de I'hormone éthyléne; durant cette phase, le fruit
subit des changements biochimiques et physiologiques qui incluent le ramollissement, le
changement de couleur et le radoucissement associé avec une diminution de I'acidité et une
augmentation de la teneur en composés aromatiques.

Apreés la fecondation, 36 a 60 jours sont nécessaires, suivant les génotypes, pour que le fruit
atteigne la maturité. La taille finale du fruit est proportionnelle au nombre de cellules dans
I'ovaire avant fécondation, au nombre d'ovules fécondés, au nombre défini de divisions
cellulaires qui ont lieu dans le jeune ovaire apres fécondation et a lI'importance de I'expansion

cellulaire.
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Les fruits de tomate peuvent présenter des formes trés diverses (plus ou moins aplatis, ronds,
cordiformes, piriformes, ...) mais les cultivars modernes européens ou nord-américains sont
soit de forme approchant I'arrondi (marché de frais) soit plus ou moins allongés (marché
d'industrie) (Duffé, 2003).

Les graines sont nombreuses, en forme de rein ou de poire. Elles sont poilues, beiges, 3 a 5
mm de long et 2 4 4 mm de large. L’embryon est enroulé dans I’albumen.1000 graines pesent

approximativement 2,5 & 3,5 g (Naika et al., 2005).

. Péricarpe:
/ » Exocarpe
Stigmate ‘ 1 Mésocarpe
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Figure 3 : Coupes longitudinales montrant la structure de la fleur et du fruit de tomate
(Viron, 2010).

1.4. Composition biochimique et valeur nutritionnelle

La tomate est un aliment diététique riche en eau et pauvre en calories. Le fruit renferme aussi
beaucoup d’éléments minéraux et de vitamines (Tableau 03), dont la plus importante en quantité
est la vitamine C (ou acide ascorbique). Lorsque le fruit est mdr, il contient aussi des pigments
de la famille des caroténoides. Le B-carotene possede une activité de provitamine A. Le
lycopene, aussi présent en grande quantité dans le fruit mdr (entre 3 et 8 mg/100 g de matiere

fraiche) mais surtout dans les concentrés de tomate (30 mg pour 100 g de concentré).
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Tableau 1 : Composition biochimique de la tomate crue (Zidani, 2009).

Tomate crue (Teneur par 100 g)

Energie (kcal) 18
Energie (kJ) 77
Eau (g) 93.3
Glucides disponibles (g) 3.2
Fibres alimentaires (g) 1.3
Lipides (g) 0.2
Protéines (g) 0.9
Sodium (g) 6
Potassium (g) 245
Magnésium (g) 11
Phosphore (g) 25
Calcium (g) 10
Fer (g) 0.4
Caroténe (ug) 600
Lycopéne (mg) 6

1.5. La culture de la tomate

1.5.1. Production des plants

Il faut compter plus au moins 6 semaines du semis a la plantation. Ce délai peut varier en
fonction de la luminosité et de la saison. Le plus souvent, on séme directement en mottes
pressees, mais on peut aussi semer en terrine puis repiquer en mottes pressées quand la plante

a formé ses cotylédons (plus au moins 15 jours apres le semis). Il faut 25° au semis.
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1.5.2. Plantation

Effectuée quand la plante atteint 10-15 cm de haut. 1l faut que le plant soit trapu et que le
feuillage soit vert-foncé. Les plants vigoureux sont plantés verticalement et enfoncés jusqu’aux

premieres feuilles. Les plants chétifs ou étiolés se planteront couchés.

1.5.3. Température

La température optimale pour la plupart des variétés se situe entre 21 et 24°C. Les plantes
peuvent surmonter un certain intervalle de températures, mais en-dessous de 10°C et au-dessus
de 38°C les tissus des plantes seront endommagés. La tomate réagit aux variations de
température qui ont lieu pendant le cycle de croissance, cela affecte la germination des graines,
la croissance des semis, la floraison, la mise a fruits ainsi que la qualité des fruits. Lorsque des
périodes de froid ou de chaleur perdurent pendant la floraison, la production de pollen sera réduite.
Ceci affectera la formation des fruits. Le gel tue les pieds de tomate. (Naika et al., 2005). Dés que

la température dépasse 24°. Aérer aussi de temps a autre pour assécher I’air.

1. 5.4. Nouaison

C’est ’ensemble des phénomenes assurant le passage de la fleur au fruit. L’amélioration de la
nouaison est un facteur important pour le rendement. Pour cela, il y a plusieurs conditions :
respecter les Températures, Maintenir une humidité relative de 70%, ventilation forcée,

utilisation de bourdons et la Pulvérisation d’hormones.

1. 5.5. Récolte
le fruit de tomate se consomme frais ou transformé. De cela se dégagent deux grands types de cultures

de la tomate : la culture de frais, réalisée en général sous abris et récoltée manuellement et la culture

d’industrie, réalisée en plein champs et récoltée mécaniquement.

La récolte débute a partir du 4eme ou 5eme mois apres le semis selon I'époque de culture et la
région. Durant la période de fructification, il faut compter, en moyenne, un passage par semaine
dans la plantation. Le moment précis de la récolte dépend de I'utilisation de la tomate :

- Tomates de table : il est préférable de récolter au moment ou les fruits virent au rose. Si on
attend un peu trop longtemps, surtout pendant la saison de pluies, on risque de perdre une bonne
partie de la récolte par éclatement des fruits. Plus le transport est long, plus on doit cueillir de

bonne heure.
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-Tomates de conserves : il ne faut pas récolter que lorsque les fruits sont bien rouges. Cette

récolte s'effectuera au fur et a mesure de la maturité. La récolte se fait a la main.

1.5.6. Lesol

La tomate pousse bien sur la plupart des sols minéraux qui ont une bonne capacité de rétention
de I’eau, une bonne aération et qui sont libres de sels. Elle préfére les terres limoneuses

profondes et bien drainees.

La couche superficielle du terrain doit étre perméable. Une profondeur de sol de 15 a 20 cm est
favorable a la bonne croissance d’une culture saine. Dans les sols d’argile lourde, un labourage
profond permettra une meilleure pénétration des racines.

La tomate tolére modérément un large intervalle de valeurs du pH (niveau d’acidité), mais
pousse le mieux dans des sols ou la valeur du pH varie entre 5,5 et 6,8 et ou 1’approvisionnement
en éléments nutritifs est adéquat et suffisant. En général, ajouter de la matiére organique stimule
une bonne croissance. Les sols qui contiennent beaucoup de matiére organique, comme les sols
tourbeux, sont moins appropriés di a leur forte capacité de rétention d’eau et a une insuffisance

au niveau des éléments nutritifs.

1.6. La production de la tomate

1.6.1. La production mondiale de la tomate

En termes de quantité produite en 2007, il s’agit de la douziéme culture au niveau mondial et
de la quatorzieme au niveau européen (FAO, 2009). Avec pres de 130 millions de tonnes

produites en 2007 (FAO, 2009), la culture de la tomate est en plein essor au niveau international.

En 2009, la production mondiale s’élevait a plus de 141 millions de tonnes (Mt) selon la FAO

et elle augmente tous les ans de plusieurs millions de tonnes.

L’essentiel de la production mondiale est concentré dans quelques pays dont la tres grande
productivité provient des perfectionnements techniques employés ainsi que des quantités
importantes de plants en culture. Les dix principaux pays producteurs en 2010 sont repris par
le tableau 2

11
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Tableau 2: Les dix premiers producteurs de tomates en 2010. (FAOstat, 2012) :

Pays Production (tonnes)
Chine 41879684
Etats-Unis 12902000
Turquie 10052000
Inde 11979700
Egypte 8544990
Italie 6024800
République islamique d'Iran 5256110
Espagne 4312 700
Brésil 3691320
Mexique 2997640

1.6.2. La production en Algérie

e La culture de la tomate en Algeérie

Elle est considérée a juste titre comme une espéce prioritaire comme la pomme de terre, I’ail et
I’oignon, sa culture en Algérie a démarré dans les années 1920, dans la région de I’est avec la
création de la premiere conserverie TOMACOOP a Bone (actuellement Annaba).
Aujourd’hui, la culture de la tomate occupe une place supérieure dans 1'économie agricole
algérienne avec pres de 33 000 ha cultivés annuellement, selon deux types de production la
culture maraichére qui a occupé 63,06% de cette superficie et la culture industrielle qui a occupé
36,93%.Les wilatets les plus productrice de la tomate maraichére sont :Tipaza, Alger, Chlef,
Mostaganem, El-Bayad, Biskra et pour la tomate industrielle les wilayets les plus productrice sont :
Skikda, Guelma, El Taref, Annaba . (MADR, 2009 In Snoussi, 2010).

e Mode de production

les modes de production de la tomate sont : la culture sous serre Tunnel (primeur) , la culture
sous serre multi chapelle (primeur) , la culture de plein champ (saison) ,la culture de plein
champ (arriére-saison) . Le semis est réalisé en planches ou en pots pour tous les types de
cultures . pour la culture de saison, le semis s’effectue a partir du mois de Mars jusqu’au mois
d’Avril, la plantation a partir du mois d’Avril jusqu’au mois de Mai et la récolte a partir du
mois d’Aout. Dans le cas de I’arriere-saison le semis s’effectue en début Juillet , la plantation

a partir de fin Juillet ou Aout et la récolte d’Octobre & Décembre .pour la culture primeur le

12
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semis, la plantation et la récolte se fait en suivant un calendrier spéciale pour chaque région du
pays (tableau 3). (Snoussi, 2010)
Tableau 3 : Calendrier cultural de la tomate sous serre ( primeur)

littoral et sublittoral Les plaines intérieures | BISKRA
Le semis Novembre Fin décembre —Janvier | Ao(t
La plantation Décembre Février Septembre
La récolte a partir d’Avril a partir de Mai Décembre a Auvril

e Lesvariétés utilisées

Selon 'ITCMI, la semence utilisée en Algérie est de provenance totalement de 1’étranger et
principalement de Hollande, France et d’Amérique.
Deux types de semences sont commercialisées (semence de variéte fixée ou lignée pure) et les

hybrides. Actuellement la majorité des semences de tomate sont du type hybride.

Les variétés de tomate utilisées pour la production en frais sont principalement de type
indéterminé , parmi ce type de croissance, il existe : les variétés fixées comme Marmande et la
Saint Pierre et les variétés Hybrides dont plus utilisées en Algérie sont ACTANA, AGORA,
BOND, NEDJMA ,TAFNA, TAVIRA, TOUFAN, TYERNO et ZAHRA. Dans le cas des
variétés déterminées Nous avons comme variété fixée : la variété AICHA. Tandis que les
hybrides homologués, ils se résument comme suit : AMELY, ASSILA, BAHEYIA
,CHENOUA , DOUKKALIA , EL KHAMAR , FAROUNA, GS12, HECTOR, HYMAR
(SAHARA), JOKER, KARIMA , LAMANTINE ,LUXOR, NOEMY, OUENZA , RED
PRINCESS, SANTIAGO, SUPER RED, TOMALAND, TOP 48 , TOVER . SUZANA,
ZIGANA ZERALDA.

Pour la tomate industrielle les Les variétés utilisées sont La Rio grande (80%) — Roma — Elgon
— Universalmech, Castlong, Heintz, Pico de Anéto, Roma vf et comme Hybride : Zenith —
Sabra .Toutes les variétés actuelles sur le marché sont pour la plupart des varietés fixées et peu
d’hybrides. (Snoussi, 2010)
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1.7. Les maladies de la tomate

Les cultures de tomates peuvent étre affectées par diverses attaques de ravageurs (insectes,

acariens, nématodes, etc.) et de maladies cryptogamiques, bactériennes ou virales, par la

concurrence de mauvaises herbes et par des accidents de végétation ou des agressions

abiotiques, dont I'importance varie selon le type de culture et les conditions climatiques. Les

ravageurs et maladies de la tomate sont souvent communs a d'autres especes de Solanacées

cultivées, comme l'aubergine ou le tabac.

Tableau 4: Les principales maladies fongiques de la tomate

Maladies Agent Symptdmes Traitement
responsable
Fontes de Phythiumsp ~ Manque a la levée -utiliser de la semence
semis et pourriture du collet traitée
-éviter les exceés d’eau en
pépiniére
-utiliser un substrat sain
Mildiou Phytophtora sp  Maladie tres grave, grandes  -aérer les abris

taches brunes sur les feuilles

et les tiges

-pulvériser un fongicide de
contact avant I’apparition

des premiers symptomes

Alternariose

Alternaria sp

Taches noires de taille
variables sur les feuilles
avec cercles concentriques

sur les fruits

-éviter la condensation des
gouttes d’eau sous les abris
-aérer les abris

-traiter avec un fongicide

Fusariose

Fusarium sp

-flétrissement des feuilles
peut étre lent et brusque
-brunissement des
vaisseaux, pourriture des

racines

-utiliser des variétés
résistantes

-alterner les cultures
-utiliser de la semence
saine

-désinfecter les terreux a la

chaleur
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-tremper les plantules dans
une solution de fongicide

avant la plantation.

Verticilliose  Verticillium sp  -flétrissement accompagné  -utiliser de la semence

d’un jaunissement unilatéral  traitée

suivi de desséchement des -alterner les cultures

feuilles de la base -utiliser des variétés
résistantes
-désinfecter les terreaux
-tremper les plantules dans
une solution de fongicide

avant plantation

Anthracnose Mycosphaerella Taches déprimées circulaires -pulvériser un fongicide
sp de 5a 10 mm, apparaissent  dés la nouaison

uniquement sur les fruits

rouges
Oidium Leveillutasp  Feutrage blanc sur les -utiliser des variétés
feuilles résistantes

-pulvériser un fongicide de
contact en préventif avant
I’apparition des premiers
symptomes et un fongicide
systématique deés
I’apparition des premiers
symptémes.

-alterner les produits
-respecter les doses

prescrites
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Pourriture Botrytis sp Feutrage gris sur feuilles et -éviter la condensation
grise fruits d’eau
-bonne aération des serres
-éviter les excés d’eau
-pulvériser un fongicide
des I’apparition des

premiers symptomes

2. Le pathogéne

2.1.Le genre Fusarium

2.1. 1.Généralité

Décrit par Link en 1809 (Booth, 1984), le genre Fusarium est bien connu pour son réle
important en phytopathologie, ce dernier regroupe un grand nombre d’espéces (Messiaen et
Cassini, 1968) présentant une spécificité parasitaire pour une large gamme de plantes hotes
(Ozenda, 1990) et responsables des maladies connues sous le terme de fusarioses telles que le

flétrissement vasculaire ou la pourriture racinaire et du collet (Lepoivre, 2003).

Bien que la forme parfaite de certains d’entre eux est connue et lui permettant de faire partie de
la division des Ascomycota (Leslie et Summerell, 2006), la forme imparfaite existe encore pour
d’autres. Ces derniers appartiennent a la division des Deuteromycota, classe des Hyphomycetes,

ordre des Tuberculariales, famille des Tuberculariacées (Lepoivre, 2003).

Ainsi, la classification originelle des Fusarium est comme pour tous les champignons, basée
essentiellement sur les critéres morphologiques (pigmentation, aspect du mycélium, présence

ou absence des spores, taille, forme, nombre de cloisons, ...) (Bouhot, 1981).
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2.1.2. Taxonomie

Ladiversité et I’extréme variabilité des champignons appartenant au genre Fusarium expliquent
les difficultés rencontrées dans leur classification, d’ou I’existence de nombreux systémes

taxonomiques.

Ainsi, les travaux de Wollenweber et Rincking (1935), qui ont servi de références, ont pu

décrire 65 espéces, 55 variétés et 22 formes, rassemblées en 16 sections et 06 sous-sections.

Le genre Fusarium a été profondément revu par Synder et Hansen (1940, 1941, 1945), Tousson
et Nelson (1968, 1976) et Messiaen et Cassini (1968, 1981).

IIs ont simplifié la classification pour ne retenir que 09 especes, dans le but de permettre une
détermination rapide des parasites rencontrés (Bounaga, 1985).

D’autres systémes taxonomiques proposés, s’appuyant sur les travaux de (Wollenweber et
Reinking, 1935) ont été suggérés, notamment par Raillo (1935), Bilai (1955, 1977), Gordon
(1952, 1960, 1965), Booth (1971, 1975, 1981), Joffe (1974) et Gerlach (1970, 1977, 1981), et
ils ont conservé un certain nombre de section et d’espéces avec quelques modifications

(Bounaga, 1985).

Aujourd’hui et grace a I’utilisation des techniques de la biologie moléculaire, la systématique
des Fusarium a considérablement évolué et ces derniers sont considérés comme les formes

asexuées de plusieurs espéces d'Ascomycetes.

2.2. L’espéce Fusarium oxysporum

2.2.1. Position systématique
Fusarium oxysporum est considéré comme Ascomycete proche du groupe téléomorphique

Gibberella que Nectria (Di Pietro et al., 2003, Michielse et Rep, 2009) et ayant plus de 120

formae speciales.
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Régne : Fungi

Division : Ascomycota

Classe : Hymenoascomycetes

Sous-classe : Pyrenomycetideae

Ordre : Hypocreales

Famille: Nectriaceae

Genre: Fusarium

Espéce: F. oxysporum

Téléomorphe : Gibberella (Sacco.)

2.2. 2.Les Fusarium oxysporum phytopathogénes

Les champignons telluriques appartenant au genre Fusarium et plus précisément a 1’espéce
oxysporum sont les plus dommageables des cultures d’intérét économique (Armstrong et
Armstrong, 1981), d’ou ils sont connus par leur haute phytopathogenicité.

Elle est responsables de nombreuses maladies connues sous le nom de fusarioses
(trachéomycose, nécrose, fonte de semis) (Fravel et al., 2003), les Fusarium oxysporum
posseédent une grande spécificité d’hotes appelée formae speciale (Dommergues et Mangenot ,
1970). Leur capacité a vivre en saprophyte lors des conditions non propices (en hiver) grace a
la formation de chlamydospores ou par le développement d'hyphes sur des résidus organiques
(les débris végétaux) (Burgess et al., 1994), lui permet d’étre une source de contamination

importante au champs (Schaafsma et al., 2001). La dissémination des spores par le vent ou les

insectes est également une autre voie de contamination (Sutton, 1982).

Basées sur leur virulence sur différents cultivars d'un hote spécifique, on distingue différentes
races. Dans le cas de la plante de tomate, il existe trois races de Fusarium oxysporum f.sp.
lycopersici (Mc Grath et al., 1987 ; Stall, 1962) :

- Larace 1, la plus cosmopolite, initialement décrite en 1886 (Booth, 1971).
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- Larace 2, découverte en 1945 a Ohio (Alexander et Tucker, 1945).

- La race 3, observée en Australie en 1978 (Gratttidge et O’Brien, 1982) et successivement
rapportée aux Etats unis: Californie (Davis et al, 1988), Floride (Volin et Jones, 1982), Géorgie
(Chellemi, 1992), Arkansas et Nord Carolina (Marlatt et al., 1996), Tennessee (Bost, 2001) et
Mexique (Valenzuela-Ureta et al., 1996).

2.2.3. Caractéres morphologiques

2.2.3.1. Macroscopique

Sur un milieu gélose a base de pomme de terre telque le milieu PDA (Potato Dextrose Agar),
les différentes formes spéciales de F. oxysporum peuvent varier d’apparence. Au début de la
croissance, le mycélium aérien est généralement blanchatre et il vire par la suite vers d’autres
pigmentations (violette, mauve, orange ou beige, péche et rose saumon), dues a la formation
d’une multitude de spores en surface par des orages fructiféres (sporodochies, pionnotes), ainsi

qu’aux variations de la lumiére .

Cependant, la grande variabilité morphologique est un phénomene commun chez les formes
spéciales de Fusarium oxysporum, qui peut étre expliquée par les variations portées sur les
caracteres culturaux (aspect du mycélium aérien, pigmentation du thalle et du milieu), sur les
caractéristiques biométriques, sur des spores (taille, forme, cloisonnement, etc....), sur les
organes fructiferes qui leur donnent éventuellement naissance (sporodochies et pionnotes), et

enfin, sur la présence ou I’absence de sclérotes (Henni et al., 1994).

Tableau 5: Les différents morphotypes observés chez Fusarium oxysporum (Henni et
al.,1994).

Morphotype Caractéristiques

Type Caractérisé par la présence de macrosporodochies massives, disposées
sporodochial plus ou moins on grand nombre dans un mycélium aérien assez court

mais dense et d’aspect duveteux.

Type Le méme aspect que le type précédant mais les sporodochies sont
Sclérotal remplacées par les sclérotes plus ou moins volumineux d’une

pigmentation beige violacé a rosatre.
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Type Présent un aspect luisant et humide ou crémeux, sans mycélium aérien.
Pionnotal La couche superficielle est constituée de nombreuses microconidies. Les

macroconidies sont formées en nappes sur phialides non ramifiees.

Type Présent un mycélium aérien assez court mais dense, portant de
Duveteux nombreuses microconidies. Les macroconidies et les Chlamydospores

se forment tardivement.

Type Présent un mycélium aérien trés abondant, epais et trés peu sporidie.
Cotonneux

Type Ne présent pas un mycélium aérien. Les microconidies sont abondant,
Mugqueux les macroconidies rares et les Chlamydospores abondantes mais tardives
Type Il est caractérise par un mycélium aérien extrémement ras, clairseme.

Ras Sénescent  Peu visqueux et par une vitesse de croissance tres faible.

2.2.3.1Microscopique

Autant que champignons imparfaits, ces derniers produisent trois types de spores

asexuées produites par des sporodochies ou des sclérotes.
e Les spores asexuées

Les microconidies : sont des spores de petite taille (3-5 x 10-15 um) en générale ovoides a
ellipsoides, unicellulaires ou bicellulaires, agglomérées en fausses tétes, jamais en chaine,
(Agrios, 2005 ; Nelson et al., 1983). Elle se forme sur le mycélium aérien a partir de
monophialides courts. La monophialide possede un pore ou une ouverture qui donne naissance

a plusieurs conidies (Guezlane, 1976).

La macroconidie : sont des spores cloisonnées transversalement (souvent triseptées), de
grande taille (5-10 x 25-35 um) en forme de fuseau, produites par des conidiophores
(monophialides) ramifiés en sporodochies ou par le mycélium aérien (Guezlane, 1976). Dans
les sporodochies, les macroconidies ont une forme typique et une taille uniforme. Sur le
mycélium aérien, elles sont produites indifféeremment par des monophialides ou des

polyphialides et sont alors de forme et de taille trés variables (Assigbetse, 1993).
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Les chlamydospores : sont des spores de résistance, entourées d’une paroi épaisse et parfois
ornementée. Elles sont sphériques ou ovoides (6 x 30pum), intercalaires ou terminales, isolées
ou en groupes (Djerbi et al., 1984 ; IMI, 1994).

e Lesorganes massifs producteurs de spores

Les organes massifs, producteurs ou non de spores, sont deux types, sporodochies et sclérotes.

Les sporodochies sont des organes fructiféres en forme d’axes ramifiés qui portent a leur
extrémité les monophialides, donnant naissance aux macroconidies. Les sporodochies peuvent
étre dispersées dans le mycélium aérien et invisible a 1’ceil nu dans les cultures. Lorsque les
sporodochies sont rassemblées, elles apparaissent sous forme de pustules de quelques
millimeétres de diamétre visible a 1’ceil nu ; ces pustules sont connues sous le nom pionnotes
(Henni, 1998).

Les sclérotes sont rares, de couleur bleue sombre a noire, ayant un diametre de 1-2 mm,

distribués sur la surface mycélienne ou groupés.

2.2.4 Cycle de vie

2.2.4.1 Cycle général de la maladie de flétrissement vasculaire causée par F. oxysporum
f.sp. lycopersici :

Les F. oxysporum ont une origine tellurique, ce qui explique leur forte présence au niveau du
sol, d’ou prés de 40-70% de la population fusarienne tellurique totale sont des F. oxysporum
(Smith, 1965). Ces derniers, meénent une vie en saprophyte en absence de la plante héte
(Blancard, 1997).

11 s’agit en effet de parasites des climats tempérés, présentant une croissance optimale a des

températures comprises entre 25°C et 30°C (Blancard, 1997).

Ces champignons se trouvent le plus souvent dans le sol, sous forme de spores résistantes
(Chlamydospores) (Alabouvette et al., 1993) qui en contacte de 1’hdte, s’adhérent au niveau
des racines de la plante et germent a I’extérieur, une partiec du mycélium pénétre a I’intérieur

des racines et se ramifie au niveau des cellules épidermiques .
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Ce pathogene a la capacité de franchir les barriéres rigides de la plante hote, représentées par
les parois formées essentiellent de pectines et de celluloses grace aux enzymes hydrolytiques
qu’il possede (Horsfall et Dimond, 1960).

Arrivé au niveau du cylindre central, le parasite s’installe dans les vaisseaux du xyléne (tissu
conducteur) entrainant une coloration brune de la plante, d’ou il se propagera dans la tige par

I’intermédiaire des microconidies qui sont véhiculées par la s€ve montante (Galimann, 1957).

A Dextérieur. Ils se forment des organes fructiféres (sporodochies) a la surface des feuilles
donnant naissance a des macroconidies qui a leur tour contaminent d’autres plantes,

transportées par le vent, 1’érosion ou bien par les insectes .
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Figure 4 : Cycle général de la maladie de flétrissement vasculaire causée par F. oxysporum
f.sp. lycopersici chez la tomate (Agrios, 2005).

1- Conidies, chlamydospores ou mycélium vivant dans le sol.

2- Germination des spores.
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3- Pénétration du tube germinatif a I’intérieur des racines.
4- Invasion des vaisseaux par les conidies et/ou mycélium.
5- Production de gomme a I’intérieur des vaisseaux.

6- Flétrissement et mort de la plante.

7- Sporodochies ou mycélium produisant des conidies.

2.2.4.2. Cycle général de la maladie de pourriture racinaire causee par F. oxysporum f.sp.

radicis lycopersici

e Conservation, sources d'inoculum

Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici est capable de se maintenir dans le sol grace aux
débris végétaux hébergeant du mycélium, des micro- et macroconidies et des chlamydospores
aux parois épaisses et résistantes. On le retrouve aussi dans les poussieres présentes dans les
abris. F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici est doté d'aptitudes a la vie saprophytique qui lui
permettent de coloniser et de survivre sur divers composés organiques, et de se maintenir dans

les cultures hors sol, méme en présence de variétés  résistantes.

Il est susceptible de se développer sur de nombreuses plantes appartenant a des familles
botaniques différentes, sans qu'elles expriment toujours des symptdmes : poivron, aubergine,

haricot, pois, feéve, melon, betterave, €pinard....

Il est trés présent dans les abris, en particulier dans les systemes d'irrigation, de drainage et de
recyclage de la solution nutritive. Les bassins de stockage de I'eau sont souvent contaminés.
L'eau constitue une source d'inoculum non négligeable, tout comme par la suite la solution
nutritive. 1l a été démontré que le champignon pouvait survivre plus de 52 semaines dans une

solution nutritive conservée a température ambiante.

F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici est susceptible d'infecter les graines de la tomate. Il est
avéré gue le champignon peut persister plus de 12 semaines sur des semences stockées. La
désinfection des graines avec de I'eau de Javel ne semble en outre pas totalement efficace pour

les débarrasser de ce champignon.
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o Pénétration et invasion

Apres germination des chlamydospores, le pathogéne pénétre dans les racines de la tomate par
Iintermédiaire de blessures naturelles (point d'émission des racines secondaires) ou
accidentelles, de I'extrémité des racines. La pénétration directe dans les cellules épidermiques
serait possible. De récents travaux ont démontré que le mycélium du champignon peut entrer
en contact avec le chevelu racinaire, s'entreméler avec lui et finir par se fixer aux radicelles. Le
site préférentiel de colonisation de la surface racinaire semble se situer au niveau des sillons
présents a la jonction des cellules de I'épiderme. Le champignon envahit les tissus et finit par

coloniser I'ensemble du systeme racinaire.

e Sporulation et dissémination

Ce champignon produit de nombreuses micro- et macroconidies, voire des chlamydospores sur
et dans les tissus colonisés, qu'ils soient racinaires ou situés sur la tige. Sa dissémination peut
avoir lieu par les chaussures et le matériel agricole les poussieres de sol contenant diverses

spores sont aisément disseminées par les courants d'air, ainsi que par les éclaboussures d'eau.

Signalons que des contaminations aériennes sont possibles par l'intermédiaires des micro- et
des macroconidies qui sont transportées par les courants d'air. Ces spores peuvent se déposer
soit sur la végétation aérienne, soit sur le sol ou le substrat des cultures hors sol. Les blessures

semblent favoriser les contaminations foliaires.

Notons qu'il a été démontré que le champignon pouvait se disséminer sur un rayon de 4 m

autour d'une plante inoculum, par contacts racinaires de plantes a plantes notamment.

La dissémination de F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici est aussi assurée par l'eau
d'irrigation, la solution nutritive qui a pu étre contaminée en cours de stockage dans les bacs,
ou lorsqu'elle est recyclée en provenance de substrats contaminés. En effet, ce champignon se
dissémine rapidement dans les systémes de cultures hors sol, notamment en solution recyclée.

On le retrouve, au bout d'une semaine apres une inoculation artificielle, a la fois dans les
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systtmes de drainage et de recyclage de la  solution  nutritive.

Les plants infectés sans symptémes, les piquets pollués, contribuent a sa dissémination.
Rappelons que ce champignon a été introduit en France par l'intermédiaire de substrats
contaminés et que certains composts pourraient étre souillés. Il pourrait étre disséminé par des

semences infectées.

Certains insectes appartenant au genre Bradysia pourraient jouer un rdle de vecteur et favoriser
la dissemination de ce champignon. Les mouches des terreaux assureraient également la
dissemination du Forl. Elles influenceraient aussi son parasitisme grace aux blessures qu'elles

occasionnent sur les racines.

« Conditions favorables a son développement

F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici semble préférer les températures plut6t basses. Son
optimum thermique se situerait entre 18 et 20°C et ses attaques les plus graves se réaliseraient
a des températures comprises entre 10 et 20°C.

Des inoculations sur plantules de tomate ont révélé que cette fusariose pouvait étre influencée
par certains micro- et macroélements. La sévérité de la maladie serait augmentée par exemple
en présence d'azote ammoniacal, mais aussi de NaH2POas, de MnSQO4, de ZnSO47H:0... et serait
diminuée avec du Ca(NO3z)2 4H20, du CuSOsH>0... De plus, cette fusariose racinaire apparait
particulierement sévére dans les sols acides, ou saturée en eau. Les salinités excessives

augmenteraient  son incidence et la séverité de ses symptémes.

En Israél, il a été démontré que I'utilisation d'eau salée augmentait la gravité de la maladie. Il

en serait de méme en présence de faibles quantitts de CaCOa.
Signalons que F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici colonise ou recolonise trés rapidement

les sols et les substrats réecemment désinfectés. De plus, les plantes ayant subies des stress

hydriques ou thermiques sont plus sensibles.
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2.2.5. La compatibilité végétative

La compatibilité vegetative entre deux isolats est un moyen utilisé pour diviser différentes
formes spéciales de fusarium oxysporum en sous groupes . (Puhalla, 1984).

Les deux mutants confrontés sont différents pour leur site de mutation. Chez un champignon
imparfait comme le F. oxysporum f.sp.radicis-lycopersici, les échanges de matériel génétique
ne peuvent avoir lieu (reproduction sexuée inconnue) qu'a la suite de I'nétérocaryose obtenue
apres fusion de filaments appartenant a des souches de génomes différents. Les noyaux ainsi
réunis dans un cytoplasme commun peuvent éventuellement compenser réciproquement des
déficiences de tous ordres; il arrive exceptionnellement qu'ils fusionnent et que des échanges

génétiques aient lieu entre chromosomes lors de I'haploidisation (recombinaison mitotique).

Cependant des obstacles a I'hétérocaryose existent chez certains champignons imparfaits. La
compatibilité végétative est sous le contrble d'un certain nombre de loci d'incompatibilité
appelés gene vic ou het, ce qui conduit a la définition des groupes de compatibilité végétative
(Corell et al,1987): deux isolats appartenant au méme groupe de compatibilité végétative, s'ils
ont les mémes alleles de leur loci, peuvent fusionner leurs filaments et former des
hétérocaryons, en revanche deux isolats rangés dans des groupes différents de compatibilité
vegétative ne peuvent fusionner pour former des hétérocaryons, si leurs hyphes sont
confrontées

La notion de groupe de compatibilité végétative (VCG) sur le plan de la biologie des populations
revét un intérét important. Les isolats appartenant au méme VCG sont susceptibles d'évoluer
proche géographiquement les uns des autres, en revanche s'ils appartiennent a des VCG
différents, ils évoluent séparément, méme s'ils sont proches géographiguement.

La parasexualité est considérée comme ayant contribué au transfert latéral du géne de
pathogenicité a des souches de parenté éloignée de F.Oxysporum (Baayen et al ,2000).

Selon (Puhalla ,1979), la complémentarité végétative permet la détermination d'un nouveau
pathotype et de suivre son épidémiologie.

L’étude réalisée par Di primo et al 2001 a montré que la structure de la population des FORL
en Italie est similaire a celle signalé a Israél, Des Isolats coréens ont été révélé similaires a ceux

d'Israél et Florida par 1’étude des VCG réalisé par Sung Ho Kim et al 2005.
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Neuf VCG identifiés, sont des indicateurs d'un niveau élevé de variation génétique au sein des
F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici. Ces neuf groupes ont été identifiés dans les isolats
obtenus a partir de I'Europe occidentale, Amérique du Nord, et la région méditerranéenne
(Balmas et al, 2005).

La codification des VCG des souches pathogenes de F. oxysporum suit une nomenclature
internationale incluant un numéro de référence pour la forme spéciale : 003 pour la forme

speciale lycopersici et 009 pour la forme spéciale radicis lycopersici.

3. La pathologie

Deux maladies fusariennes différentes sont a 1’origine de pertes considérables dans la culture
de la tomate a travers le monde, il s’agit de la fusariose vasculaire (Fusarium wilt) causée par
Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) Snyder et Hansen.et la pourriture des racines et du
collet (Fusarium crown and root rot) causée par Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici
(Forl) Jarvis et Shoemaker (Katan et al , 1997).

D’origine tellurique et dotés d“une spécificité stricte d°hdtes, ces champignons ont la capacité
d’envahir I’ensemble du systéme vasculaire de la plante provoquant ainsi son obstruction et par

la suite I’affaiblissement de la plante qui finit par s’effondrer et mourir (Snissi et al., 2006).

Ainsi, différents symptdmes internes et externes sont manifestés par chacun de ces deux

pathogenes sur les différentes parties de la plante et durant les différents stades de vie.

3.1. La flétrissure fusarienne (Fusarium wilt)

L’une des maladies les plus dévastatrices de la culture de la tomate a travers le monde fut décrite
pour la premiére fois en Europe a la fin du XIXe siécle. Ses dégats fluctuent en fonction de la
race et de la variété cultivée (Blancard, 1997). Il s’agit d’une maladie de climat chaud causée
par Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici (Fol) (Walker, 1971). Ce derniers posséde trois races
physiologiques qui sont a I’origine de la résistance a la fusariose vasculaire dans certaines zones

de production (Mc Grath et al., 1987).
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3.1.1. Les symptdmes externes

Ce champignon indigéne du sol, pénetre dans la plante via les racines pour envahir par la suite
les tissus ligneux, provoquant le jaunissement, la flétrissure puis la mort de la plante (Blancard,
1997). La maladie évolue donc trés rapidement, les parties des limbes touchés flétrissent comme
par manque d’eau, c’est le flétrissement rapide (Quick wilt). Les feuilles asséchées gardent leur
chlorophylle et apparaissent avec un aspect gris verdatre (Laterrot et al., 1978). 1l s’ensuit un
jaunissement de bas en haut des feuilles, puis une nécrose d’une partie ou de la totalité du limbe
avec des éclaircissements au niveau des nervures (Messiaen, 1981). Une depression
longitudinale de couleur brune apparait au niveau de la tige de la plante atteinte commencant

du collet puis remonte unilatéralement (Bouhot, 1972).

3.1.2. Les symptdmes internes

Dans la partie ligneuse et adjacente au cortex vert, les tissus des vaisseaux conducteurs
apparaissent d’une couleur brune suite d’une coupe longitudinale au niveau de la tige d’une
plante atteinte, au moment ou, des tissus bruns foncés contenant souvent des fragments

mycéliens apparaissent lors d’une coupe transversale.

Figure 5: Les symptdmes du flétrissure fusarienne (Fusarium wilt) a) Jaunissement et

flétrissement unilatéral des folioles et des feuilles de la tomate b) Brunissement longitudinal
de la tige c)Une coupe longitudinale de la tige montrant le brunissement des vaisseaux
(Blancard, 2013).
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3.2. La pourriture racinaire (Fusarium crown and root rot)

L’une des principales maladies responsables des pertes économiquement importantes de la
culture de tomate partout dans le monde est causée par Fusarium oxysporum f.sp. radicis-
lycopersici (Forl) (Jarvis et Shoemaker, 1978). Découverte pour la premiére fois au Japon en
1969 (Menzies et Jarvis, 1994), la maladie est présente aujourd’hui dans plusieurs pays du globe
terrestre, ou elle est caractéristique des cultures printaniéres et s'attaque aux racines et au collet

de la tomate aussi bien aux cultures en plein champ que sous abris (Blancard, 1997).

3.2.1. Les symptomes externes

Ce champignon dévastateur est avant tout inféodé au systéme racinaire de la plante de
tomate,sur lequel il provoque, dans un premier temps, de nombreuses lésions brun rougeatres
humides,évoluant rapidement en pourriture suivit d’un développement d’un chancre brun sur
seul coté de la tige et du collet en forme d’une flamme. Suit & ces altérations, des symptomes
de flétrissements et de jaunissement apparaissent a la périphérie du limbe des vieilles feuilles,
suivit de la nécrose des pétioles et de la chute des feuilles. Certaines plantes affectées

précocement voient leur croissance réduite (Blancard, 1997).
3.2.2. Les symptomes internes
Lors d’une coupe longitudinale au niveau du cylindre central des grosses racines, des

brunissements assez marqués apparaissent en s’étendant jusqu’a la tige sur plusieurs dizaines

de centimetres au-dessus du collet (Blancard, 1997).
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Figure 6: les symptdmes de la pourriture racinaire de la plante de tomate (Fusarium crown

and root rot) a)Chancre brun en forme de flamme se développant sur un seul coté du collet et
de la tige .b)Systeme racinaire réduit, brun et pourri, vaisseaux brun chocolat dans les parties
basses de la tige.c)Brunissement des racines, de leur cylindre central et des vaisseaux situés

au niveau du pivot et du collet malades (Blancard, 2013).

3.3. Les substances synthétisées par le parasite

3.3.1. Les enzymes hydrolytiques

Afin qu’il puisse franchir la paroi rigide des cellules de la plante hote, essentiellement formée
de substances pecto-cellulosiques, 1’agent pathogéne met en place une séries d’enzymes
hydrolytiques sécrétées au niveau des vaisseaux conducteurs de seve brute, telles que les
enzymes cellulolytiques, la pectine méthyle estérase (PME), polygalacturonase (PG) et la
pectine lyase (PL) ce qui conduit a I’hydrolyse de la pectine en acide pectique formant ainsi

une masse gluante qui bouche les vaisseaux et bloque la circulation de la séve (Semal, 1989).
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3.3.2. Les toxines

Connus par leur aptitude a synthétiser des toxines, les champignons du genre Fusarium
élaborent deux type de toxines : les lycomarasmines et les acides fusariques (Gaumann, 1957 ;
Tzeng et Devay, 1985) responsables de 1’augmentation de la perméabilité cellulaire et d’une

importante transpiration des plantes atteintes (Corbaz, 1990).
-Lycomarasmine

un dipeptide qui provoque une perturbation de 1’équilibre en eau chez les plants atteints
(Galimann, 1957).

-L’acide fusarique

une toxine provoquant une perte considérable en €électrolytes, un changement de la perméabilité
cellulaire, le jaunissement et le flétrissement des feuilles (Drysdale, 1982). La biosynthése de

I’acide fusarique est produit par la condensation d’une chaine polyacétique sur I’acide aspartique

(Ballio et Graniti, 1972).

3.4. Les mécanismes de défense de la plante-hote

Atteintes de maladie, les plantes développent une série de barrieres mécaniques et biochimiques

afin de stopper la progression de leurs agresseurs (Beckman, 1988).

3.4.1. Les barriéres mécaniques

La pénétration du parasite via les racines, déclenche une série de réaction d’hypersensibilité,
conduisant a un brunissement de quelques cellules du parenchyme ligneux voisin de la partie
du vaisseau infecté, suivie par la formation de thylles et de gommes, permettant le blocage de
la progression du parasite et sa production a des conidies. Lors d’une réaction tardive de la
plante, I’infection par les conidies se généralise et se propage dans tous les vaisseaux entrainant

la mort de la plante par gommose, thyllose et hyperauxinie générale (EI Mahjoub, 1984).
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3.4.2. Les barrieres biochimiques

Dés I’atteinte de la plante par le parasite, celle-ci élabore deux substances biochimiques (Henni,
1998).

- Les polyphénoloxydases

Constituée essentiellement de cuivre, ces enzymes sont activées en cas de blessures et
interviennent dans I’oxydation des composés phénoliques de la plante et contribuent avec les

cellules du parenchyme a la formation des thylles (Messiaen, 1981).

- Les phytoalexines

Considérées comme des antibiotiques végetaux, leur rble est de freiner la progression du

parasite a I’intérieur des vaisseaux (Henni, 1998).

3.5. Les moyens de lutte

Comme de nombreuses maladies parasitaires vasculaires, différentes méthodes de lutte
existent pour lutter contre ces deux parasites, et qui restent généralement d’ordre préventif et
assez limitées a cause de leur pouvoir saprophyte, leur aptitude a coloniser les plantes non hétes
et de survivre a des conditions défavorables, ainsi qu’a leur capacité de persister dans le sol

infesté pendant plus de 10 ans en absence de la plante de la tomate (Benhamou et al., 1997).

3.5.1. La lutte culturale

Elle consiste a éviter les conditions qui favorisent la maladie, telles qu’un sol léger et acide, un
manque d’azote et de calcium, des températures élevées supérieure a 28°C, un stress thermique

et hydrigue (exces d'eau) (Blancard, 1997).

3.5.2. La lutte agronomique

Appelée aussi lutte par rotation et compagnonnage. Elle consiste a stopper la culture de la
plante qui héberge le parasite pendant plusieurs années, ce qui permet de rompre le cycle du
pathogéne d’ou il ne trouve plus son héte favorable (Henni, 1994 ; Besri, 1975). D’autre part,
I’accompagnage de la culture de tomate par une autre culture dite plantes compagne participent
dans la protection contre la maladie en secrétant des substances liant le fer du sol de fagon a ce

qu'il ne soit plus disponible aux parasites (MAOC, 2006).

32



Etude bibliographique

3.5.3. La lutte génétique

Il s’agit d’introduction de génes de résistance au niveau des plantes qui deviennent plantes
trans-génétiques. Ces génes sont responsables de la synthése de protéines éliminatrices du
parasite. Cette technique est inefficace par le temps, d’ou I’apparition de races plus virulentes

et plus résistantes (Henni, 1998).

3.5.4. La lutte biologique

Il s’agit d’un ensemble de procédés exploitant la relation de concurrence ou d’antagonisme
existant entre le parasite et leurs ennemies naturels ou leurs produits de sécrétion, en vue
d’empécher ou de minimiser les dommages ainsi que 1’abondance des agents phytopathogénes
sans nécessairement les détruire par la suite, en s’appuyant sur une stratégie de défense
écologique et durable. Parmi les microorganismes expérimentés avec succes, a 1’égard des
maladies d’origine tellurique, les Pseudomonas spp. fluorescents et les Fusarium non
pathogeénes qui occupent une place de choix (Benchabane, 2005), d’ou ils entrent en en
compétition pour les nutriments et la colonisation racinaire avec des souches de F. oxysporum

pathogenes (Alabouvette et al., 2006).

Les microorganismes peuvent exercer une activité antagoniste selon différents mécanismes
incluant la compétition, les interactions directes cellule a cellule, I'antibiose, la dégradation des
signaux de quorum sensing (QS), et les actions sur la résistance de I'hote.

La lutte biologique contre les maladies fongiques par des agents microbiens semble étre une
excellente option, car les effets néfastes secondaires sur I'environnement peuvent étre nulle ou
minime, en plus de l'avantage d'étre en mesure d'exporter des produits a I'étranger sans
restriction par rapport a I'utilisation de produits chimiques.
L'inhibition des pathogénes par des souches bactériennes rhizosphériques est considérée
comme un mécanisme indirect de favoriser de la croissance des plantes.

Les Pseudomonas produisent un arsenal antimicrobien, y compris le cyanure d'hydrogéne
(HCN), pyolutéorine, phénazines, pyrrolnitrine, sidérophores, lipopeptides cycliques, et le 2,4-
diacétylphloroglucinol (DAPG), ainsi que des enzymes hydrolytiques, comme protéases,
cellulases, chitinase et glucanase. Cette diversité de composés antimicrobiens est considérée

comme faisant partie d'une stratégie indirecte de promouvoir la croissance des plantes, ainsi
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que la capacité a induire une résistance systémique dans les plantes. En outre, les Pseudomonas
présentent non seulement des mécanismes indirects pour améliorer la santé des plantes, mais
peuvent promouvoir directement la croissance en produisant des phytohormones (par exemple,
I'indole-3-acétique, AAI). La sécrétion de composés organiques volatiles (COV) a également
été montrée pour étre responsable des activités favorisant la croissance des plantes. De ce fait
I'diméthylhexadécylamine volatile (DMHDA), favorisant la croissance d’Arthrobacter agilis,
ce dernier est responsable de I'amélioration de la biomasse de la chlorophylle et du fer contenu

dans les plantes (Trivedi et al., 2008 ; Hernandez-Leon et al., 2015)

3.5.5. La lutte physique

Consiste a stériliser le sol avant toute transplantation par la chaleur, la solarisation ou le
traitement des racines avec de I'eau chaude entre 48 et 49°C pendant 30 secondes (Anchisi et
al ., 1985), mais géneralement, ni la solarisation ne sont pas des solutions efficaces a long terme
(Corbaz, 1990).

3.5.6. La lutte chimique

C’est la méthode la plus utilisée a cause de son efficacité mais présente beaucoup d’effets
néfastes sur I’environnement et la santé du consommateur, ce qui a conduit ces derniéres années
a leur remplacement par I’utilisation de bio-fongicides comme lutte biologique. 1l s’agit en effet
d’une désinfection du sol a I’aide de fongicides chimiques dont les plus utilisés le triazole et
ces dérivés qui sont des composés trés actifs grace a leur noyau qui possede une activité

pharmacologique, antibactérienne, antifongique et hypoglycémique (Hamoir et al., 2001).
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Matériel et méthodes

1. Le matériel fongique

1.1. Origine des isolats
Les souches proviennent des wilayas du nord-ouest algérien, de la wilaya d’Oran (ITCMI, Sidi

maarouf, Hassi ben okba , Hassi bounif , Boudjema ) , la wilaya de Mostaganem (Stidia) et de la
wilaya de Chlef . a partir de plantes de tomates présentant les symptémes de la maladie

(flétrissement et pourriture des racines et du collet) ainsi qu’a partir du sol rhizosphérique .

1.2. Isolement

1.2.1. Isolement a partir des racines, collets et tiges

Racines, collets et tiges ont été prélevés pour I’isolement du pathogene. Les échantillons ont été
coupés transversalement en fragments d’environ lcm, rincés a 1’eau distillée, puis désinfectés
superficiellement par trempage dans une solution d’hypochlorite de sodium (eau de javel) a 5%
pour une durée de 3 minutes afin d’éliminer les saprophytes. Les fragments ont été ensuite lavés
avec de I’eau distillée stérile afin d’éliminer les traces d’eau de javel. Une fois rincés, les fragments
ont été coupés longitudinalement puis trempés dans de 1’alcool éthylique a 90% pendant 3 minutes
pour la fixation puis séchés entre 2 papiers filtres stériles.Apres séchage, 2 a 4 fragments ont été
déposés dans des boites de Pétri contenant du milieu PDA (Annexe I) amendé avec du sulfate de
streptomycine et du chloramphénicol a raison de 200 mg/L afin d’éviter la prolifération des
bactéries. Les boites ont été incubées par la suite, a 1’obscurité dans une étuve bactériologique
(Memmert) a une température de 28°C pendant une semaine (Rapilly, 1968 ; Davet et Rouxel,
1997).

Figure 7: les symptdémes de forl observes dans les échantillons prélevés. a) pourriture du
system racinaire b, ¢ )coupes Longitudinales du pivot , brunissement d) pourriture du collet

,e ) chancre.
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1.2.2. Isolement a partir du sol rhizosphérique

Le sol est prélevé a une profondeur de 10 cm, puis tamise et séché a 28°C pendant 7 jours .
1.2.2.1. Isolement directe « soils plats »

Le sol séché est incorporé soit par saupoudrage d’une faible quantité de terre (5-15 mg) dans le
milieu PDA+ATB (streptomycine et chloramphénicol a raison de 200 mg/L). Les boites sont

ensuite incubées a 1’obscurité a 28°C pendant 7 jours (Warcup, 1950 ; Davet et Rouxel, 1997).

1.2.2.2. Isolement indirecte (suspensions-dilutions)

Le sol séché est mis en suspension dans de 1’cau distillée stérile (1 g de sol dans 9 ml d’eau
distillée stérile) pour obtenir une dilution de 101.Aprés agitation, des prélévements successifs
de 1ml de cette suspension sont introduits dans des tubes contenant 9 ml d’eau distillée stérile
(dilutions décimales) jusqu’a I’obtention de la dilution 107,

Dés 1’obtention des dilutions, 1 ml de chacune est versé dans une boite de Pétri contenant du
milieu PDA+ATB (streptomycine et chloramphénicol). Trois répétitions sont effectuées pour
pour chaque dilutions. Les boites sont ensuite mises a incuber a 1’obscurité a 28°C pendant 7

jours (Rapilly, 1968)

1.3. Purification

1.3.1. Le repiquage successif

Apres 7 jours d’incubation, les filaments mycéliens se développent autour des petits fragments
de racines, collets et tiges et a la surface du milieu contenant du sol rhizosphérique sont repiqués
successivement dans des boites de Pétri contenant du milieu PDA + ATB (streptomycine et
chloramphénicol) jusqu’a I’obtention de culture pure. Afin de s’assurer de 1’état de pureté des
colonies, des cultures monospores sont effectuées pour chaque isolat obtenu (Rappily, 1968 ;
Zerrouk, 1994).

1.3.2. La culture monospore
L’obtention d’une culture pure s’effectue par la culture monospore (Booth, 1971). Les souches
a monosporer sont repiquées dans des boites de Pétri contenant le milieu PDA + ATB et

incubées pendant 5 a 6 jours a 28°C.
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Apres incubation, un fragment de la péripheérie de la boite est prélevé et puis mis dans un tube
contenant 9 ml d’eau distillée stérile et qui apres agitation, il permet d’obtenir une suspension
sporale. A partir de cette derniere, des prélevements successifs de 1ml sont introduits dans des
tubes contenant 9 ml d’eau distillée stérile jusqu'a I’obtention de la dilution 10, A partir des
deux derniéres dilutions (107 et 10#), 1 ml est prélevé encore et puis étalé a I’aide d’un étaloire

coudé sur milieu Malt triton.

A T’aide d’une loupe binoculaire et aprés 24h d’incubation a 28°C, les spores en germination
sont repérées et délimitées, puis aseptiquement prélevées (3 a 4 spores) et déposees dans une
autre boite de Pétri contenant du milieu PDA+ATB (Buxton, 1954; Henni, 1994), et mises a

incuber a 28°C pendant 7 jours.

Fra@gn}_r
mycelien 1mil 1ml 1mil

Oml d’ean
distillée sténle
Amtation Agitation Agitation Agitation

1ml \ Iml

T

_ Malt triton _

Boite de Pétri contenant du Malt triton

Planche 01. Culture monospore.
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1.4. L’identification
L’identification des isolats obtenus est effectuée dans un premier temps sur l’aspect

macroscopique, puis une identification microscopique est entreprise.
1.4.1. Identification macroscopique

Elle est effectuée a I’ceil nu, en se basant sur la vitesse de croissance, 1’aspect du mycélium

aérien, couleur du recto et du verso de la colonie et la couleur des sporodochia.
1.4.2. Identification microscopique

Elle est effectuée sur milieu CLA (Carnation Leaf Agar). Un fragment mycélien issu de la
culture monospore est mis en culture sur gélose a 2% en présence d’un fragment de feuille

d’ceillet stérile de 3-5 mm?. Les boites sont ensuite mises & incuber & 28°C pendant 10 jours.

Aprés incubation, les boites sont observées directement sous microscope optique (In situ)
(Leslie et Summerell, 2006).

Fragment mycélien ot Fragment de feuille
d’ceillet

Agar 2%

Figure 8 : Technique d'identification CLA.

1.5. Conservation

Les souches purifiées peuvent étre conservées a 4°C dans des tubes a vice contenant du milieu
PDA incliné, et ceci pour une utilisation ultérieure (Rappily, 1998).
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2. Le test du pouvoir pathogene

C’est le test traduisant la capacité du champignon a provoquer des infections a sa plante hote,
et permettant la distinction des formes spéciales et des souches pathogénes et non pathogenes.
Le test est porté sur dix répétition pour chacune des souches et en faisant référence aux trois
souches témoins fournies par M™ Hamini Kadar : Forl 12, Fol 8 et Fo 47 (INRA, Dijon).

-Forl 12: Fusarium oxysporum f.sp. radicis-lycopersici, souche isolée en 1995 du Maroc.

- Fol 8 : Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici, souche isolée en 1971, de la tige d’une plante
de tomate présentant les symptémes de la fusariose vasculaire, provenant de la région de Sabne
en France.

- Fo47: Fusarium oxysporum, souche isolée des sols suppressifs de la région de

Chateaurenard en France.

2.1. Préparation des plantules

La variété de tomate, Monfavet H63-5 F1, sensible au Fusarium oxysporum f.sp. radicis
lycopersici et trois races de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici est utilisée. Les graines sont
prétraitées a I’eau de javel 2% pendant 3 min, puis rincees a I’eau distillée stérile et séchées
pour étre mises a germer dans des boites de pétri contenant du papiers filtres stériles imbibées

d’eau distillée stérile.

Apres 4 a 5 jours d’incubation a 20°C, les semences pré-germées sont repiquées dans des
gobelets en plastique (6,5 cm de diamétre) contenant du terreau amendé de sable préalablement
stérilisé (par autoclavage pendant 30 min sous une pression de 1 bar et une température de 120
°C) a raison d’une graine par pot. Ces derniers, sont placés dans une serre.

L’irrigation quotidienne des plants s’effectuée avec de I’eau distillée et la fertilisation avec une

solution nutritive « solution de KNOP » une fois par semaine.
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_2.2. Preparation de I’inoculum et inoculation

Pour I’obtention d’une culture jeune de chaque isolat, un fragment mycélien de chacun est
repiqué dans des boites de Pétri contenant du milieu PDA+ATB. Apres dix jours d’incubation
a 28°C, les mycéliums développés a la surface du milieu sont raclés avec 50 ml d’eau distillée
stérile et filtrés a travers du papier filtre. La suspension sporale obtenue est ajustée a 1x10°
spores/ml a I’aide d’une cellule hématimétre « cellule de Malassez ».(concentration qui s’était

révélée suffisante pour provoquer la manifestation des symptémes (Westerland et al.,1974) ).

L’inoculation des plantules dont le systéme racinaire est préalablement lavé a 1I’eau courante et
découpé a 7 mm au scalpel en dessous du pivot, s’effectue par trempage de ce dernier dans la
suspension titrant 10° conidies/ml de chaque isolat, ainsi que pour les trois souches témoin
pendant 15 & 30 min (Bouhot et Rouxel, 1972). Pour le témoin négatif, le trempage s’effectue

dans de 1’eau distillée stérile.

2.3. Estimation des symptomes

La notation des symptomes est réalisee 30 jours apres la transplantation des plantules (Woo et
al., 1996) en se basant sur une échelle de notation de symptémes proposée par Vakalounakis et
Fragkiadakis (1999) et qui comprend quatre valeurs allantde 0 a 3 :

0 : plante saine ;

1 : léger jaunissement, légere pourri- ture du pivot et des racines secondaires et pourriture du
collet ;

2 : jaunissement important des feuilles avec ou sans flétrissement, rabougrissement des plantes,
pourriture sévere du pivot et des racines secondaires, pourriture importante du collet et
brunissement des vaisseaux de la tige ;

3 : mortalite totale de la plante.
L’incidence de la maladie (%) est calculée en utilisant la formule suivante (Song et al., 2004):

(X scale x number of plants infected)

Di incid o) —
isease incidence (%) highest scale x total number of plants)
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2.4. Ré-isolement de I’agent pathogéne

Afin de confirmer la virulence de la souche inoculée, les plantes présentant des symptémes sont
récupérées en vue de ré-isoler I’agent pathogéne (vérification du postulat de Koch), et ceci par mise
en culture sur milieu PDA chaque fragment présentant les symptémes de la maladie. Aprés incubation

a 28°C et a I’obscurité, les cultures fongiques obtenues sont comparées a leur culture mere.

3. Etude physiologique

Il s’agit d’une série de tests, permettant de mettre en évidence 1’influence des facteurs physico-
chimiques sur la croissance des souches, et d’étudier leurs caractéres culturaux sur différents
milieux de culture en les comparant avec la souche de référence Forl 12 a raison de trois

répétitions pour chaque facteur et chaque isolat.

La mise en culture s’effectue par le dépot au centre de boites de Pétri une bouture mycélienne de

5 mm de diamétre, prélevée de 1’extrémité marginale d’une culture jeune agée de 7 jours.

la croissance mycélienne est mesurée quotidiennement jusqu’au 7°™ jours d’incubation par

mesure des deux diametres perpendiculaires (Blaise et al., 2001). (Planche 2)

Boite de Pétni
contenant le
milieu de culture

Implants du
myeélium

Planche 02. Schéma de la méthode de mesure du diamétre dans les deux sens
perpendiculaires (Blaise et al., 2001).
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3.1. Caractéres culturaux

La culture sur différents milieux est réalisée pour identifier le milieu de culture permettant
d’obtenir la meilleure croissance mycélienne. Les différents milieux utilisés (Annexe 1) sont :
Le milieu organique Potato Dextrose Agar (PDA), Le milieu minéral (Czapeck), Le milieu riche
(Mathur) et le milieu Malt Agar.

3.2. Influence des facteurs physico-chimiques sur la croissance du pathogéne

3.2.1. La température
La température influence la croissance du champignon ainsi que son métabolisme, la

température a une action sur la vitesse des réactions chimiques et biochimiques (Henri et al.,
1995). Pour realiser cette étude les boites de Pétri sont incubées a différentes températures: 04
°C, 10°C, 23°C, 28 °C, 37 °C et 45 °C.

3.2.2. LepH

Le pH optimal de la croissance mycelienne des moisissures se situe entre : 2 et 9 (Regnault,
1990). Afin de savoir le pH optimal de la croissance mycélienne des forl ,ces dernieres sont
repiquées sur milieu PDA a différents taux de pH : pH 5, pH 6, pH 7 et pH 8.

3.2.3. La lumiére

La durée d’éclairage joue un rble important dans le développement des champignons
phytopathogénes. Trois conditions de lumiéres sont utilisées : lumiere continue, photopériode

de 12 heures et 1’obscurité continue.

3.2.4. L’humidité

L’humidité influe sur le développement des champignons phytopathogénes et sur leur
sporulation mais plus particulierement sur la germination des spores.

L’étude de I’influence de I’humidité sur la croissance des souches est portée sur milieu PDA

dont le couvercle est rempli de 9 ml d’une solution saline a une certaines concentrations. Le
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tableau suivant montre la quantité de sel ajoutée a 100 ml d’eau distillée pour 1’obtention des

différents taux d’humidité.

Tableau 6. Quantité de sel ajoutée a 100 ml d’eau distillée pour I’obtention des différents
taux d’humidité.

Quantité d’NaCl pour 100 ml d’eau Taux d’humidité relative (%)

distillée ()

Eau distillée 100
0,8 95
10 80
30 74
32 50
50 14

3.2.5. La source du carbone

Pour assurer leur développement (croissance et reproduction), les champignons comme tout
microorganismes, utilisent les sources de carbone et d’énergie qu’elles trouvent dans leur
environnement et qu’elles dégradent a 1’aide d’enzymes exocellulaires appropriées (Rosse,
1978). Ainsi, la source carbonée influe sur la croissance et la reproduction des champignons et pour
identifier la source la plus assimilable, le milieu Czapek est utilisé, dans lequel, le saccharose
(utilisé comme témoin), est remplacé chaque fois par une autre source de carbone : le glucose
et le fructose ( monosaccharide), le maltose ( disaccharides) et I’amidon, le lactose et la

cellulose ( polysaccharides).

3.2.6. La source d’Azote
La plupart des organismes fongiques utilisent les sources azotées sous forme d’azote nitrique

ou d’azote ammoniacal (Jacquet, 1979 ; Blancard, 1997). Différentes sources d’azote sont
utilisées pour designer la source la plus assimilable par 1’utilisation du milieu Czapek, dont la
source d’azote NaNo3 (Nitrate de Sodium) est remplacée par le KNO3 (Nitrate de Potassium)
et le NH4SO4 (Sulfate d’ Ammonium), comme sources d’azote minérale et 1’asparagine, I’arginine

et le peptone comme source d’azote organique.
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4 .Compatibilité végeétative

4.1. La sélection des mutants nit

Trois petits fragments myceliens prélevés sur des pré-cultures sont déposés sur le milieu
chlorate a 30% (annexe 1), ce milieu étant un analogue structural du nitrate, il va étre assimilé
par le champignon qui va le transformer en chlorite. Cette molécule étant toxique, le
champignon ne pourra survivre sur un tel milieu. Seule une cellule du mycélium contenant une
mutation sur 1'un des genes impliqués dans 1’assimilation du nitrate pourra survivre et se
développera sur le milieu contenant du chlorate.

Apres sept jours d’incubation a 28°C, a I’obscurité, des secteurs mycéliens mutés commencent
a se développer a partir de la périphérie des thalles issus de chaque fragment. Des boutures sont
prélevées dans ces secteurs et deposées sur un milieu contenant du nitrate (annexe 1) comme
seule source d’azote.

Si le mycélium croit de facon rase, (figure 9 il s’agit d’une souche mutante nommée nit.
Cependant, certains mutants chlorate-résistants présentant un mycélium aérien sont capables de
se développer sur milieu nitrate, il s’agit alors de mutants « crun » (mutants chlorate-résistants

utilisant le nitrate) qui ne sont pas utilisées dans les études de compatibilité végétative.

Mycélium ras

Figure 9: la sélection des mutants sur milieux chlorate
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4.2. La caractérisation des mutants nit

D’aprés la voie d’assimilation du nitrate (Correll et al., 1987 ; Klittich et Leslie, 1988) la
mutation portée par les clones nit peut affecter soit le géne de structure de la nitrate réductase
(mutant nitl), soit le géne de régulation de la nitrate réductase (mutant nit3), soit les genes
codant pour la synthese du cofacteur a molybdéne (mutant nitM) .

Les mutants nit sont identifiables aprés cing jours de culture par leur aptitude a se développer
sur les différents milieux de caractérisation: le milieu nitrate, le milieu nitrite et le milieu

hypoxanthine (tableau 6).

Tableau 7: L'identification des mutants nit par leur croissance sur les milieux de
caracteristation (Klittich et Leslie, 1988)

Croissance sur les différents milieux de sélection

Nature du mutant  Milieu Nitrate Milieu Nitrite Milieu Hypoxanthine
Crun A A A
Nitl R A A
Nit 3 R R A
Nit M R A R

R : thalle ras sans mycélium aérien
A : mycélium aérien épais et dense

Crun : mutant « chlorate résistant utilisant le nitrate »

4.3. L auto-compatibilité (self compatibility) (Correll et al., 1989)

L’auto-compatibilité est la capacité a former un hétérocaryon lorsque deux mutants de la méme
souche sont confrontés sur milieu minimum .

Apres identification des mutants nit, un test d’auto-compatibilité est réalisé pour chacune des
souches par la confrontation des differents mutants sur milieu minimum Aprés incubation a
28°C pendant 5 a 7 jours , s’il ya formation d’un hétérocaryon, la souche est dite auto-

compatible, dans le cas contraire, la souche est dite auto-incompatible

4.4, La complémentation
Sur le milieu minimum deux boutures des mutants nit 1 ou nit 3 et nit M obtenus a partir de

deux isolats, sont déposées a deux centimetres I'une de l'autre. Aprés incubation a 28°C pendant
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5 a 7 jours les fragments mycéliens régénerent un mycélium gréle et ras caractéristique du

mutant nit. En cas de fusion des filaments entre les deux mutants nit et formation d’un

hétérocaryon, on observe dans la zone de confrontation des thalles une bande de mycélium

aérien épais et dense, dans ce cas les deux isolat sont compatibles et appartiennent au méme

VCG.

La confrontation entre un mutant nit M et un mutant nit 1 ou nit 3 donne le plus souvent un
résultat rapide et assez net. La confrontation entre un mutant nit 1 et nit 3 donne de faibles
complémentations peu apparentes méme apres une longue période d'attente. La confrontation
préférentielle est celle entre un mutant nit M et un mutant nit 1 (Correll et al., 1987). Celle-ci
peut varier d'intensité selon les souches confrontées.

Les mutants nit1/nit3 de chacun des isolats sont confrontés avec des mutants nitM des testeurs

VCG de Fol :VCG 0030, 0031, 0032, 0033 et les testeurs de Forl :VVCG 0090 I, 0090 11, 0090

[11, 0091 I, 0091 11, 0092, 0093, 0094 uni, 0094 1, 0094 11, 0094 I11, 0094 1V, 0096, 0098, 0099

(Notons qu'il existerait aussi un VCG 0097mais le testeur n’est pas disponible ). S’il y a

formation d’un hétérocaryon, la souche a ’origine du mutant nit1/nit3 fait donc parti de ce

méme VCG.

5. Lutte chimique
5.1. Géneralité sur les imines

Le chimiste allemand Hugo Schiff fut le premier a avoir synthétisé ce type de composés en
1864, c’est ainsi que ces composés gardent son nom jusqu’a présent (Bases de Schiff) .

Les bases de Schiff sont des composés de formule générale RIR2C=NR3 dont les radicaux R1,
R2 et R3 peuvent étre des groupements alkyles, cycloalkyles ou des noyaux aromatiques. Le
plus souvent, R1 ou R2 est un atome d’hydrogene.

Une base de Schiff est définie comme étant le produit d'une réaction d’amine primaire avec une
cétone ou un aldéhyde. Les bases de shiff sont des composés organiques qui possédent un large
spectre d’application dans divers domaine biologique, inorganique et en chimie
analytique (Cimerman et al., 2000, Perry et al.,1988). ils sont connues également dans le
domaine pharmacologique tels que antibactérien, anti convulsant et anti-inflammatoire (Shah
et al., 1992 ) anticancéreux, anti-hypertensif (Pandeya et al., 1999) et hypnotique (More et al .,
2001).
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5.2. Description des échantillons (les imines « base de shiff ») utilisés dans I’activité
antifongique

-ABS1:

A

\

OH

Les complexes issus de la base de Schiff ABS1 et des chlorures des métaux CuCl.6H.0,
NiCl2.6H20 et FeCl3.6H20 ont comme formules :

a) ABS1-Cu
b) ABS1-Ni

c) ABS1-Fe

5.3. Préparation des solutions des fongicides

Chaque produit a tester est soluble dans un solvant organique le DMSO.

Dans un premier temps, une solution mére de chaque produit est préparée a une concentration
de 10% ppm (partie par million), puis des dilutions sont effectuées avec un milieu de culture a
base de pomme de terre (PDA), pour arriver a chaque fois a la concentration de (25, 50, 75 et
100 ppm). Le témoin ne contient que du PDA+DMSO.

Les différentes dilutions sont obtenues en respectant I’équation suivante :

48



Matériel et méthodes

Clvli=C2V2

C1 = Concentration de la solution mére

C2 =Concentration a préparer

V1 =Volume a prélever de la solution mére

V2 = Volume final a préparer du milieu PDA-molécule a tester

Le test est effectué sur un milieu solide. Apres avoir calculé le V1, ce dernier est complété par
milieu PDA jusqu'a I’obtention du V2, ensuite le complexe (PDA-substance) est autoclavé
pendant 20 minutes a 120°C, sachant que, les substances chimiques utilisées se dénaturent a

une température supérieure a 120°C.

5.4. Réalisation du test

le milieu est coulé dans des boites de Pétri a raison de 10 ml par boite. Apreés solidification ;
des implants mycéliens (diamétre de 5 mm) sont prélevés de la périphérie d’une pré culture de
7 jours de nos isolats et déposés au centre de la boite de Pétri contenant le milieu PDA-molécule

a raison de trois répétitions pour chaque concentration de chaque molécule a tester.

5.5. Lecture des résultats

La lecture des résultats est réalisée lorsque le temoin a envahi la boite de petri apres incubation
a 28 °C en mesurant les deux diameétres perpendiculaires des colonies. Le taux d’inhibition
est ensuite calculé selon la formule suivante :

TI=[T-Dc/T] x 100

TI = Pourcentage d’inhibition
T = Diametre du témoin

Dc = Diameétre du I’isolat testé a une concentration déterminée
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6. Lutte biologique

6.1. Isolement des Pseudomonas fluorescente

L’isolement des bactéries appartement aux Pseudomonas fluorescente du sol rhizosphérique a
éteé effectué par la méthode des suspensions-dilutions décrite par (Vidhyasekaran et al., 1997).
Les racines sont d’abord débarrassées de la terre facilement détachable ensuite le sol adhérent
aux racines est récupéré, 1 g du sol est suspendu dans 10 ml d’eau physiologique stériles puis
agité, Une série de suspensions-dilutions au 1/10 éme est réalisée a partir de cette solution mére.
L’isolement des Pseudomonas a consisté a étaler 0.1 ml de chaque suspensions-dilutions en
boites de Pétri contenant du milieu de culture sélectif King B . Aprés 48 h d’incubation, les
souches fluorescentes sont repérées a 1’eeil nu (celles produisant un pigment fluorescent) les

colonies sont ensuite purifiées par des repiquages en strie sur le méme milieu.

6.2. Test de confrontation

Les confrontations de Pseudomonas fluorescente avec Fusarium oxysporum f.sp. radicis
lycopersici ont été effectuées sur gélose nutritive. Pour chague isolat, une pastille de gélose
(diametre: 5 mm) a été prélevée en périphérie du thalle fongique en croissance active et déposée
sur la gélose. La bactérie a été ensemencée a environ 2 cm de la pastille de gélose. Les boites
sont incubées a I'obscurité (28°C) pour une période de six jours. La présence ou l'absence d'une
zone d'inhibition était par la suite notée . L’inhibition de la croissance fongique par rapport au
témoin ne contenant que le mycélium fongique est calculée en utilisant la formule ci-apres,
(Trivedi et al., 2008).

Tl =[R1- R2/R1] x 100
R1 = la croissance radiale du champignon témoin

R2 = la croissance radiale du champignon avec bactérie
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1. Le matériel fongique
1.1. Identification des isolats

1.1.1. La culture monospore

Aprés 24H d’incubation a 28°C et a 1’aide d’une loupe binoculaire, 3 a 4 spores (conidies) en
germination ont été delimitées et puis aseptiqguement prélevées et repiquées sur un autre milieu
PDA. Aprés une semaine d’incubation a 28°C, des cultures pures ont été obtenues, d’ou les

spores ont donné naissance a un clone homogéne du champignon.

Figure 10 : Spores en germination sur milieu Malt .

Figure 11 : la culture monospore de fusarium oxysporum
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1.1.2. Etude macroscopique

L’étude macroscopique des isolats purifiés a révélé une variabilité morphologique au sein de
notre collection et a permis de dénombrer 3 morphotypes : cotonneux, duveteux et ras mugqueux
avec une variabilité de pigmentation( blanc, rose clair, jaune, violet et le vert (Figure 11).
I’aspect duveteux est dominant et présente 48.14% des isolat , ’aspect cotonneux 37% des

isolats et 1’aspect ras muqueux 14.81% .

Figure 12 : Variabilité du morphotype et de la pigmentation du thalle.

Le tableau suivant représente la région, I’année de 1’isolement, le morphotype, la pigmentation

et la partie de la plante a partir de laquelle I’isolement a été effectué.
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Tableau 8 : Provenance et variabilité morphologique des 27 isolats de Fusarium oxysporum

Isolats Morphotype Pigmentation Partie Site Date
d’isolement d’échantillonnage de
prospection
F1 Cotonneux Blanchatre Tige ITCMI (Oran) 2011
F2 Cotonneux Blanchatre sol ITCMI (Oran) 2011
F3 Duveteux Blanchatre sol ITCMI (Oran) 2011
verte
F4 Duveteux violette Tige ITCMI (Oran) 2011
F5 Duveteux Blanchétre Tige Boudjema (Oran) 2011
jaune
F6 Ras muqueux  Blanchatre Tige Hassi bounif 2011
(Oran)
F7 Cotonneux Blanchatre Tige Hassi ben okba 2011
(Oran)
F8 Duveteux Blanchéatre Racines Hassi ben okba 2011
rose (Oran)
F9 Cotonneux Blanchatre sol Hassi ben okba 2011
(Oran)
F10 Ras muqueux Rose Pivot Stidia 2011
Mostaghanem
F11 Cotonneux Blanchatre Collet Stidia 2011
Mostaghanem
F12 Duveteux Blanchatre Tige Ouledshailia 2011
rose (Chlef)
F13 Duveteux Blanchéatre Collet Chlef 2011
jaune
F14 Ras muqueux  Blanchatre Collet Ouledshailia 2011
verte (Chlef)
F15 Duveteux Blanchatre Collet Chlef 2011
rose
F16 Duveteux Blanchatre Collet Hassi bounif 2012
jaune (Oran)
F17 Cotonneux Blanchatre Collet Hassi bounif 2012
(Oran)
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F18 Cotonneux Blanchatre Collet Hassi bounif 2012
(Oran)

F19 Duveteux Blanchatre racines Sidi maarouf 2012
(Oran)

F20 Ras muqueux Violette Tige Sidi maarouf 2012
(Oran)

F21 Duveteux Blanchatre Collet Sidi maarouf 2012
(Oran)

F22 Duveteux Blanchétre Tige Sidi maarouf 2012
jaune (Oran)

F23 Cotonneux Blanchatre Pivot Sidi maarouf 2012
(Oran)

F24 Duveteux Blanchatre Pivot Sidi maarouf 2012
(Oran)

F25 Duveteux Blanchatre Pivot Sidi maarouf 2012
(Oran)

F26 Cotonneux Blanchatre Tige Sidi maarouf 2012
(Oran)

F27 Cotonneux Blanchatre Pivot Sidi maarouf 2012
(Oran)

1.1.3. Etude microscopique

I'identification de I'agent pathogéne, d'apres les caractéristiques des macroconidies, des

phialides et des chlamydospores, moyennant la clef de détermination présentée par Leslie et

Summerell (2006), nous a permis, d’identifier 27 isolats de Fusarium oxysporum.

Aprés I’observation directe des boites sous le microscope (Technique CLA In situ), des

mycéliums cloisonnés apparaissent avec les trois types de conidies: les microconidies isolées

ou agglomérées en fausses tétes, les macroconidies de taille variable avec 3 a 4 cloisons, les

chlamydospores intercalaires ou terminales et les monophialides courts perpendiculaires aux

filaments mycéliens (figure 12).
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cloison

7

Figure 13: observation microscopique d’un isolat de forl (Gr X400) .a) Mycélium cloisonné
b) Microconidies ¢) Monophialide d) Microconidies en fausse téte e) Macroconidies f)

Chlamydospore .

2. Le test du pouvoir pathogene

2.1. Estimation des symptomes

La notation des symptémes débute quatre semaines aprés I’inoculation en se basant sur
I’échelle proposée par Song et al. (2004), parmi les 27 isolats de Fo, 22 isolats se sont avérés
appartenant a la forme spéciale « radicis-lycopersici», présentant les symptémes de la
pourriture des racines et du collet de la plante de tomate avec brunissement du pivot,
similaires a ceux cités par Jarvis (1978). Des valeurs de 1 (Iéger jaunissement, Iégéere pourriture
du pivot et des racines secondaires, pourriture du collet) et 2 (jaunissement important des
feuilles avec ou sans flétrissement, rabougrissement des plantes, pourriture sévére du pivot et
des racines secondaires, pourriture importante du collet, brunissement des vaisseaux de la tige)
sont notées. Une incidence de maladie de 60% est notée pour les isolats F16 et F8 considérées
comme hautement pathogenes et de 20% pour I’isolat F9, considéré comme légérement

pathogéne (tableau 8).
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Pour les souches restantes, (F2, F3, F7, F11 et F19) qui n’ont manifesté aucun symptome, elles

sont consideérées comme non-pathogenes.

De ce test, il ressort que seule la forme spéciale radicis lycopersici est observée au niveau des

régions étudiées .Les mémes résultats ont étés obtenues par différents auteurs citant ceux de

Simohamed (2010), Hamini (2011), Bouras (2014).Cette constatation peut s’expliquer par

I’utilisation de variétés résistance a la fusariose vasculaire aux niveaux des régions étudiées.

Tableau 9 : Pathogénicité des isolats de Fusarium oxysporum

Isolat  Moyenne Valeur la plus Nombre de L’incidence f.sp
des valeurs élevée des plantules de maladie
notées répétitions infectées (%)
F1 0.7 1 7 23.33 Forl
F2 0 0 0 0 Fonp
F3 0 0 0 0 Fonp
Fa 0.9 1 9 30 Forl
F5 1.2 2 10 40 Forl
F6 0.8 1 8 26.66 Forl
F7 0 0 0 0 Fonp
F8 1.8 2 10 60 Forl
F9 0.6 1 6 20 Forl
F10 0.7 1 7 23.33 Forl
F11 0 0 0 0 Fonp
F12 1.2 2 10 40 Forl
F13 1.6 2 10 53.33 Forl
F14 0.9 1 9 30 Forl
F15 1.5 2 10 50 Forl
F16 1.8 2 8 60 Forl
F17 1 1 10 33.33 Forl
F18 1.6 2 10 53.33 Forl
F19 0 0 0 0 Fonp
F20 1.3 2 10 43.33 Forl
F21 1.6 2 10 53.33 Forl
F22 1.7 2 10 56.66 Forl
F23 1.5 2 10 50 Forl
F24 1.7 2 10 56.66 Forl
F 25 1.4 2 10 46.66 Forl
F 26 1.7 2 10 56.66 Forl
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F 27 1.6 2 10 53.33 Forl
Forl12 2.1 3 10 70 Forl
Eau 0 0 0 0
distillé
e

f.sp = forme spéciale,
Forl = Fusarium oxysporum f.sp radicis

ycopersici

Fonp = Fusarium oxysporum non pathogene.

Figure 14 : plantules inoculées présentant les symptdmes de jaunissement et flétrissement des

feuilles

Figure 15: pourriture du collet des plantules inoculées.
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M

F8

Figure 16: plantules inoculées présentant une pourriture au niveau du pivot, racine et collet.

L

ed Fo47 Forll2 F21 F22 F25 F26 F5 Fi14 F20

Figure 17 : plantules inoculées prestants une pourriture au niveau du pivot et racines
secondaire.

F2 F11
Figure 18: plantes inoculées ne présentent pas de symptdmes foliaires ou racinaires.
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2.2. Ré-isolement de I’agent pathogéne

Le ré-isolement des fragments de tige, racine et collet des plantes inoculées présentant les
symptdmes de la maladie a montré I’obtention de souches ayant le méme morphotype que celui

de souches utilisées pour I’inoculation (figure 18).

o
&

Figure 19 : Ré-isolement du pathogéne a partir du collet et de la tige.

3. Etude physiologique

3.1. les caractéres culturaux

Une bonne croissance est notée sur les trois milieux organiques (Mathur, PDA et Malt) par
rapport au milieu minéral Czapek. Un diamétre maximal de 82 mm est noté sur le milieu
Mathur apres 7 jours d’incubation, suivi du milieu PDA et Malt Agar avec un diameétre de
80 mm (Annexe 2). Pour le milieu synthétique Czapek, la croissance est moyenne avec un

diameétre de 72 mm.
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Histogramme 1. Représentation graphique de I’influence des différents milieux de culture sur
la croissance mycélienne des 28 souches de Forl apres 7 jours d’incubation.

Ce résultat explique sans doute le besoin des microorganismes phytopathogénes en
composés organiques et en facteurs de croissance. Ceci se raccorde avec plusieurs travaux,
citons ceux de Steinberg et al. (1999), Kerroum (2009) et Bouras (2014), ou la croissance des
souches de Forl est notée meilleure sur les milieux organiques tels que le milieu PDA et le

milieu Mathur et moyenne sur le milieu minéral synthétique Czapek.

PDA est I'un des milieux de culture les plus utilisés en raison de sa composition simple et sa
capacité a soutenir la croissance mycélienne d'un grand nombre de champignons (Sharma et
Pandey, 2010).

Osman et al. (1992) ont étudié I'effet de divers milieux de culture sur Fusarium oxysporum et
PDA était le meilleure milieu de culture. Dans une étude menée par El-Sayed et al. (2008) PDA
induit la meilleure croissance linéaire pour Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici. Dans la

présente étude nos résultats sont en accord avec cela.
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3.2. Influence des facteurs physico-chimiques sur la croissance du pathogéene

3.2.1. La température

La croissance est notée meilleure a 28°C, au moment ou aucune croissance n’a été notée chez
aucun isolat a des températures de 4 °C et de 45°C. A une température de 28°C, tout les isolats
ont montré une bonne croissance avec un diamétre maximal de 82 mm et minimal de 68 mm.
A 23°C, le diametre maximal est de 80 mm et de 61 mm comme diametre minimal. La
croissance est moyenne a 10°C (diam max 52 mm et min 35 mm). Une croisse assez faible est

enregistrée 37°C (diam max 30 mm et min 18 mm) (Annexe 2).

m4°C

m10°C
m23°C
m28°C
m37°C
m45°C

Histogramme 2. Représentation graphique de 1’influence de la température sur la croissance
mycelienne des 28 souches de Forl aprés 7 jours d’incubation.

Ces resultats se rapprochent de ce qui a été rapporté par les travaux de Hibar et al. (2006) qui
ont montré que des isolats de Forl avaient une bonne croissance a des températures comprise
entre 20°C et 30°C. Kim et al. (2001) montrérent que la croissance de la race 1 et la race 2 de
Fol est meilleure a une température de 26°C. et Gangadhara et al. (2010) ou la croissance de F.
de la vanille était maximale a 25 ° C, et Farooq et al. (2005) ont trové que, a25° C et 30 ° C,
Fusarium oxysporum f.sp. Ciceri a atteint le maximum de croissance, diminue a des
températures supérieure a 35 et considérablement réduit en dessous de 15 ° C mais pas de
croissance observé a 5 ° .De méme l'essai de température de Groenewald et al. (2006) a propos
de Fusarium oxysporum f.sp. cubense a révélé que la température optimale était de 25 ° C pour
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la plupart des isolats, a des températures de 5 et 40C aucune croissance mycélienne n'a été
observée, tandis que a 10 et 35 ° C la croissance été minimale. 25 = 2 °C est la température la
plus appropriée pour la croissance mycelienne de F. solani and L.theobromae (Kausar et al.
2009) .Les expériences de Popovski et Celar (2013) ont montré que la croissance optimale est

a25° Cet20-25° C pour la coissance de F. graminearum et F. culmorum respectivement
3.22. LepH

Tous les pH utilisés ont favorisé la croissance de tous les isolats, sauf pour les isolats F6, F10
et F25 qui ont montré une bonne croissance au pH 8. Généralement c’est aux pH 6 et pH7 ou

la croissance est maximale (Annexe 2).

90

EpH5
mpHG6
HpH7
mpH8

Histogramme3. Représentation graphique de I’influence du pH sur la croissance mycélienne
des 28 souches de Forl aprés 7 jours d’incubation.
Bhale (2012) a montré que la croissance des F. oxysporum est maximale au pH 6.5 et pH 7.5.

Pour les Fusarium oxysporum f.sp lycopercisi, le pH 7 favorise une meilleure croissance des
souches (Moussa, 2004).Au pH 6, le diamétre maximal est de 82 mm pour les isolats F4, F5,
F21 et Forl 12. Une croissance moyenne est notée pour tous les isolats au pH 4.5 (diam max 60
mm). Ces résultats se rapprochent de ceux de Gangadhara, et al. (2010), qui ont testé différents
ph sur la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp. Vanilla, les resultats ont montrés
que le ph optimum de croissance est de 5. Les travaux de Farooqg et al. (2005) ; Imran Khan et
al. (2011) sur la croissance de Fusarium oxysporum f. sp. Ciceri ont montrés que la croissance
maximale des isolats était comprise entre le ph 6 et ph 7.
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3.2.3. La lumiére

La croissance de tous les isolats de Forl est meilleure dans les conditions d’obscurité continue,
et de photopeériode de 12 h sauf pour celle des isolats F13 et F17 qui ont montré une croissance

meilleure a la lumiére continue.
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Histogramme 4. Représentation graphique de I’influence de la lumiére sur la croissance

mycelienne des 28 souches de Forl aprés 7 jours d’incubation.

Il a été rapporté par plusieurs travaux que généralement 1’obscurité favorise une germination
maximale des spores de certains pathogénes de Iégumes tels que les Uromyces viciae-fabae
(Emeran et al.2005).

3.2.4. L’humidité

La croissance des souches est maximale a des taux d’humidité de ’ordre de 80% et 74% avec

de diametres de 45 mm et 41 mm (Annexe 2).
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Histogrammeb. Représentation graphique de I’influence de I’humidité sur la croissance
mycélienne des 28 souches de Forl aprés 7 jours d’incubation

Ce qui se rapproche des résultats de Gracia-Garza et Fravel (1998) qui montrent que I’humidité

relative de 100% et 75% favorise une bonne sporulation des Fusarium oxysporum f. sp.

erythroxyli. Baiyewu et Amusa (2005) ont étudié I'effet de la température et de I'numidité

relative sur la pourriture des fruits de la papaye dans le sud-ouest du Nigéria et ont montré que

I'numidité relative pour le développement de la pourriture maximum de Fusarium moniliforme

est enregistré entre 60-80%.

3.2.5. La source du carbone

D’apres les résultats obtenus, il s’est montré que toutes les sources de carbones utilisés sont

assimilables par tous les isolats, avec une préférence pour le Glucose, suivit du Lactose, Maltose

et le Saccharose.
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Histogramme 6. Représentation graphique de 1’influence de de la source de carbone sur la
croissance mycélienne des 28 souches de Forl aprés 7 jours d’incubation.

Des cas similaires sont obtenus par plusieurs travaux, citons celui de Imran khan et al. (2011)
ou le Glucose représentait la meilleur source de carbone assimilée par Fusarium oxysporum f.
sp. ciceri, suivit du Maltose, citons aussi les travaux de Yonggang Li (2011) et Farooq et al.
(2005) qui ont montré que le Glucose est la meilleure source de carbone pour la croissance des
Fusarium semitectum et Fusarium oxysporum f. sp. ciceri. Pour les sources de carbones sous
forme d’alcools, 1a majorité des isolats montrent une bonne croissance en présence du Mannitol
qu’en présence du Glycérol, ainsi la croissance est notée faible en présence d’acide citrique par

rapport a celle en présence de sucre et d’alcools (Annexe 2).

3.2.6. La source d’azote

Parmi les trois sources d’azote organiques testées, la peptone est la source la plus assimilable

par tous les isolats, suivi de ’asparagine et de 1’arginine.
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Histogramme7. Représentation graphique de I’influence de de la source d’azote sur
la croissance mycélienne des 28 souches de Forl apres 7 jours d’incubation.

Ces résultats se rapprochent de ceux qui ont été rapporté par les travaux de Farooq et al. (2005)
et Dandge (2012) qui ont montré que 1’asparagine est la meilleur source d’azote utilisée par les
Fusarium oxysporum f. sp. Ciceri et Fusarium oxysporum . Pour les sources d’azote minérales,
la source la plus utilisée est celle su sulfate d’ammonium (NHsSOs), suivit du nitrate de sodium
(NaNO3) et du nitrate de potassium (KNOz) (Annexe2). Les travaux de Woltz et Jones (1992) ;
Jones et al. (1993) ; Blancard (1997) ainsi que, Duffy et Défago (1999) ont montré que la
croissance des Forl est optimale en présence d’azote ammoniacal « NHsSO4 » qu’en présence

d’azote sous forme de nitrate

4. La Compatibilité végeétative

4.1.Sélection et caractérisation des mutants

Des mutants nit ont été obtenus a partir de tous les isolats, un seul type de mutant a été obtenu
a partir des isolats F9, F13, F19, F20, F21 donc c’est pas possible de vérifier I’auto-
compatibilité des isolats, par contre il était possible de croiser les mutants appartenant a des
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isolats différents ce qui a permis de vérifier si ces derniers appartenaient au méme VCG. Pour
les isolats : F12, F15, F16, F23 les deux ou trois types de mutants ont été obtenus d’ou la

possibilité de vérifier 1’auto-compatibilité et la possibilité d’effectuer le croisement entre eux,

les autres isolats et les testeurs universels.

Figure 20: aspect des différents mutants sur les milieux de caractérisation des mutants
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Le tableau suivant représente les différents types de mutants obtenus a partir des isolats.

Tableau 10: Type et nombre de mutants caractérisés

Isolats Nit 1 Nit 3 Nit M
F1 crun crun crun
F 4 crun crun crun
F5 crun crun crun
F6 crun crun crun
F8 crun crun crun
F9 1 0 0
F 10 crun crun crun
F12 1 1 1
F 13 0 2 0
F 14 crun crun crun
F 15 2 1 0
F 16 2 1 0
F17 1 0 0
F 18 crun crun crun
F 20 2 0 0
F21 1 0 0
F 22 crun crun crun
F 23 2 0 1
F 24 crun crun crun
F 25 crun crun crun
F 26 crun crun crun
F 27 crun crun crun

crun : mutant « chlorate résistant utilisant le nitrate ».

4.2. Lacomplémentation

Les résultats obtenus des différents croisements effectués sont représentés dans les tableaux

suivant :
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Tableau 11 : Les résultats du test d'auto-compatibilité et le croisement des souches entre elles

F9 F12 F13 F15 F16 F17 F20 F21 F23
(nit  (nitl Mit3/nitM)  (nit3)  (nitl/nit3) (nitl /nit3) (nitl) (nitl) (nitl) (nitl
1) /nitM)
FI(nit 1) X - - - + X X X X
Fl12 + + + - - - - X
(nitl /nit3/nitM)
F13(nit3) - + X + - - - - X
F15 - - - - -
(nitl /nit3) + + + X
F16 - _ - - - -
(nitl /nit3) + + X
F17(nitl) X - - - - X X X X
F20(nit1) X _ _ _ _ X X X X
F21(nitl) e - - - - X X X X
F23 -
(nitl /nitM) X X X X X X X X

X : Croisement non effectué
- - Aucun hétérocaryon forme

+ : Formation d’hétérocaryon

Ces différents croisements réalisés montrent que les isolats : F17, F20, F21, n’ont pas donné
les trois types de mutants nit nécessaires pour effectuer tous les croisements et aucun
hétérocaryon n’a été observé lorsque le croisement était possible, cela laisse supposer que soit
tout ces isolats sont self-incompatibles ou alors s’ils ne le sont pas, certains d’entre eux peuvent
appartenir a des VCG connus ou alors aucun VCG connu ne peut leur étre assigné. Les isolats
F12, F15, F16, sont auto-compatibles, par ailleurs seul les isolats F12, F15, F13 sont
compatibles entre eux, cela laisse dire qu’ils appartiennent au méme VCG. De méme pour les
isolats F9 et F16.

Un mutant nit 1 ou nit3 a été confronté avec un mutant nit M d’un testeur Fol : 0030, 0031,
0032, 0033 et Forl : 0090 I, 0090 I1, 0090 II1, 0091 I, 0091 11, 0092, 0093, 0094 uni, 0094 1,
0094 11,0094 111,0094 1V, 0096, 0098, 0099. Toutes les confrontations réalisées sont négatives
(tableau 11 et tableau 12) ces résultats confirment les donnés de Si Mohammed (2010) et
Hamini (2011) ou les résultats montre la compatibilité des souches algériennes entre eux et leur
incompatibilité avec les testeurs.

Ses résultats sont en accord avec ceux de Cai et al. (2003) qui ont trouvés que certains isolats
de FOL sont compatibles entre eux et causent des symptdmes de fletrissement vasculaires des

cultivars de tomates sensibles mais sont incompatibles avec les testeurs connus et ils étaient
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assigné a un nouveau VCG 0035.Pour Cheng-hua huang (2009) 38 souches de forl parmi 123
isolées de Florida étaient incompatible avec les testeurs universels.

Les trois isolats compatibles F12, F13 et F15 ont le méme aspect macroscopique sur PDA,
différents degré de pathogenicité ,différents conditions de culture (annexe 2 )ces résultats sont
similaires a ceux de Groenewald et al.(2006) concernant Fusarium oxysporum f.sp. cubense
d’ou 1’étude a montré que, bien que la population sud-africaine de Fusarium oxysporum f.sp.
cubense est homogéne en termes de génétique, il varie considérablement en termes de

caractéristiques phénotypiques.

Dans le méme groupe VCG, il y avait de type différent des souches pathogenes, cependent, les
souches de méme type pathogéne pourraient étre trouves dans différents VCG, Il n'y a aucune
corrélation peut étre établie entre la pathogeénicité et VCG , c’est la conclusion d’une étude

menée par Xia-Hong He (2007) concernant Fusarium oxysporum f.sp. vanillae

Tableau 12 : Les résultats de la confrontation des isolats avec les testeurs Fol

Testeurs 0030 0031 0032 0033
isolats
FI(nit 1) - - - -
F12 - - - -
(nitl /nit3)
F13(nit3) - - - -
F15 - - - -
(nitl /nit3)
F16 - - - -
(nitl /nit3)
F17(nitl) - - - -
F20(nitl) - - - -
F21(nitl) - - -
F23 X X X X
(nitl /nitM)

X : Croisement non effectué

- - Aucun hétérocaryon formé
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Tableau 13 : Les résultats de la confrontation des isolats avec les testeurs Forl

Testeurs 0090 0090 0090 0091 0091 0092 0093 0094 0094 0094 0094 0094 0096 0098 0099
isolats | 1 i I 1 uni | 1 i v

Fo(nit 1)

F12
(nitl /nit3)
F13(nit3)

F15

(nitl /nit3)
F16

(nitl /nit3)
F17(nit1)

F20(nitl)
F21(nitl)

(Fnziflxxxxxxxxxxxxxxx

/nitM)

X : Croisement non effectué

- Aucun hétérocaryon formé

Figure 21 : Résultat négatif du test d’auto-compatibilité de I’isolat F23

Figure 22 : Résultat positif du test d’auto-compatibilité des isolats F15 et F16
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Figure 23 : résultats de la compatibilité des isolats entre eux a) Resultat de la confrontation du
mutant nitM de I’isolat F12 avec le mutant nit 1 de I’isolat F15, b) Résultat de la confrontation
du mutant nitl de I’isolat F9 avec le mutant nit 3 de I’isolat F16 ¢ )Résultat de la confrontation

du mutant nitl de I’isolat F9 avec le mutant nit 3 de I’isolat F15.

Figure 24 : Résultat de la confrontation du mutant nitl de I’isolat F15 avec le mutant nitM
du testeur Forl et Fol.

5. L’influence des molécules d’imines sur la croissance mycélienne

Les résultats de 1’effet inhibiteur de la croissance mycélienne des trois molécules ( ABS1-Cu
ABS1-Ni, ABS1-Fe) testées a différent concentrations 25, 50, 75 et 100 ppm séparément vis-
a-vis des isolats F8,F16 et F21 sont comparable .Différence de sensibilité au molécules a été
observée entre isolats. Les diamétres des clonies sont mesurés 7 jours aprés incubation a 28°C,
nous n’avons enregistré aucune inhibition pour le témoin. Pour la molécule ABS1-Cu nous

avons enregistré un taux d’inhibition de 93.90 % pour F21 , 93.75% pour F8 et 93.05 % pour
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F16 a 75 et 100 ppm . a 50 ppm le taux d’inhibition enregistré est 50% pour F8 et F16 ; F21

est la plus sensible d’ou le taux d’inhibition enregistré a cette concentration est 57.31 (tableau

13).

Les mémes taux d’inhibition enregistrés pour les concentrations 50 et 100 ppm de la molécule
ABS1-Fe pour I’isolat F8 (tableau 14) , a 75 et 50 ppm I’effet inhibiteur de 1’isolat F16 et F21

est moins important que la molécule ABS1-Cu (tableau 14). L’effet inhibiteur de la molécule

ABS1-Ni est le plus faible, le maximum taux d’inhibition enregistré est 52.43 % a 100 ppm et

28.46 % a 75 ppm pour F21, aucune inhibition n’est enregistré aux concentrations plus faibles

pour les souches F8 et F16 (tableau 15).

Tableau 14: L’effet de 1a molécule ABS1-Cu sur la croissance mycélienne des isolats F8, F16,

F21.
La croissance radiale (mm)
[c] ppm F8 T1% F16 T1% F21 T1%
[0] 80 72 82
[25] 54 325 48.66 32.41 49 40
[50] 40 50 36 50 35 57.31
[75] 5 93.75 5 93.05 5 93.90
[100] 5 93.75 5 93.05 5 93.90
Tableau 15: L’effet de la molécule ABS1-Fe sur la croissance mycélienne des isolats F8,
F16, F21.
La croissance radiale (mm)
[c] ppm F8 T1% F16 T1% F21 T1%
[0] 80 72 82
[25] 68 15 60 16.66 68 17.07
[50] 40 50 37 48.61 39 52.43
[75] 30 62.5 29 59.72 23.66 71.14
[100] 5 93.75 5 93.05 5 93.90
Tableau 16: L’effet de la molécule ABS1-Ni sur la croissance mycélienne des isolats F8,
F16, F21.
La croissance radiale (mm)
[c] ppm F8 T1% F16 TI1% F21 T1%
[0] 80 72 82
[25] 80 0 72 0 76 7.31
[50] 70 12.5 62 13.88 70 14.63
[75] 60 25 54.66 24.08 58.66 28.46
[100] 45 43.75 41 43.05 39 52.43

74



Résultats et discussion

Ces résultats sont similaires a ceux représentés par Mansouri et Akrout (2014) d’ou Le
complexe imine-Cu a donne une réponse antibactérienne importante vis-a-vis de la bactérie
Pseudomonas aeroginosa contrairement a I’imine initiale et le complexe imine-Ni ont été
totalement inactif .Ces résultats confirme aussi 1’activité biologique des imines démontrés par
Dehar (2008) ou les complexes d’imines montrerent une activité antimicrobienne plus
importante contre une ou plusieurs espéces bactériennes en comparaison avec les bases de shiff
non complexées , ainsi ces dérives contenant le noyau triazolique ont montré une bonne activité
antifongique et antimicrobienne .quelques composés de malononitrile subies une réaction
chimio sélective avec les imines ; possédent un potentiel antifongique c’est la conclusion d’un
test antifongique contre A.alternata, C.capsici, F.oxysporum , M,moridum, U.tritic realisé par
Sidhu et al. (2010).

Figure 25: influence de la molécule ABS1-Cu sur la croissance mycélienne de I’isolat F8 a
différentes concentrations

Clicours.COM
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Figure 26: influence de la molécule ABS1-Ni sur la croissance mycélienne de I’isolat F8 a
différentes concentrations

Figure 27: influences de la molécule ABS1-Fe sur la croissance mycélienne de I’isolat F8 a
différentes concentrations

6. influence de Pseudomonas.sp fluorescente sur la croissance mycélienne

Le pouvoir antagoniste des isolats de Pseudomonas.sp fluorescente a été testé par I’inhibition
de la croissance mycélienne des isolats F8, F16 et F21 en milieux de culture solide. La
croissance mycélienne enregistrée chez les témoins est nettement supérieure a celle des
interactions Pseudomonas fluorescente /isolat fongique (figure27).Le taux d’inhibition varie de
78.18% pour F21 et 81.25 % pour F16, I’isolat le plus sensible était F8 avec un taux d’inhibition
de 86.53% (tableau 16).

I’inhibition de croissance mycélienne par Pseudomonas.sp est peut étre du & la production des
sidérophores (jaune-vert) permettant la chélation du Fe*3 (ayant une affinité élevée pour le Fe*®
) ce qui crée une compétition pour le fer trivalent qui est un élément indispensable a tout

organisme vivant , ces Sidérophores sont des Pseudobactines.l’antagonisme peut étre du aussi
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a la production d’antibiotiques biocide comme la Tropolone ou de substance toxique comme la

Pyoverdine .

Figure 28: influence de Pseudomonas .sp fluorecente sur la croissance mycélienne des isolats

Tableau 17: Taux d’inhibition de croissance mycélienne des isolats F8, F16, F21 par
Pseudomonas .sp fluorescente .

La croissance radiale (mm)

F8 TI% F16 TI% F21 TI%
Isolat 52 48 55
Isolat- 07 86.53 09 81.25 12 78.18

Pseudomonas.sp
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Des résultats similaires ont été obtenus par Snissi et al. (2006) qui a montré des taux
d’inhibition de Fusarium oxysporum f.sp lycopercisi variant de 41.27 a 47.22% par différentes
souches de Pseudomonas fluorescens et dans la méme étude le taux d’inhibition de Fusarium

oxysporum f.sp radicis lycopersici était de 46%.

Le taux d’inhibition in vitro de la croissance des Fusarium oxysporum f.sp lycopersici enregistré
par Srivastava et al. (2010) varie de 45 a 56% par différentes souches de Pseudomonas.sp .La
croissance mycélienne est completement inhibée 5 jours apres la confrontation directe Karkachi
et al. (2010). Le taux d'inhibition enregistrée dans 1’étude de Ali Mezeal (2014) été 77,4%.

Nos résultats sont en accord avec les études de Mezaache (2012) qui ont montrés que
I’inhibition de Fusarium oxysporum f.sp lycopersici atteignait un taux d’inhibition de 75 % en

utilisant Pseudomonas chlororaphis subsp. aureofaciens.

Pseudomonas fluorescens est un important antagoniste inhibiteur de la croissance mycélienne
de différentes formes speciales de Fusarium oxysporum. Les travaux de Aeshah et al. (2011)

ont montré une haute activité antifongique contre Fusarium oxysporumf.sp. cubens.

Pseudomonas sp a montré un taux d'inhibition de 61.85 % contre Fusarium oxysporum.sp Dew
Angan et al. (2014) et 43.92 % contre Fusarium oxysporum f.sp melongenae Altinok et al.
(2013).
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Conclusion et perspectives

Le but de notre travail était a la caractérisation des isolats de F. oxysporum f. sp. radicis
lycopersici  isolés de I’ouest algérien par 1’é¢tude morphologique, microscopique,
physicochimique et le pouvoir pathogéne, avec une caractérisation génétique des isolats par la
compatibilité¢ végétative. L’étude de lutte chimique a été réalisé par I’étude de 1’efficacité de
certaines substances d’Imines vis-a-Vis les isolats de F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici et

un essai de lutte biologique par pseudomonas .sp fluorescente.

Dans la premiére partie de notre travail consacré a 1’étude de la biologie du pathogéne,
I’étude macroscopique des isolats purifiés a révélé une variabilité morphologique au sein de
notre collection et a permis de dénombrer 3 morphotypes : cotonneux, duveteux et ras mugueux
avec une variabilité de pigmentation, I’aspect duveteux est dominant et présente 48.14% des

isolats , I’aspect cotonneux 37% des isolats et I’aspect ras muqueux 14.81% .

Afin de différencier les isolats pathogénes des isolats saprophytes, le test de pathogeénicité
des 27 isolats de Fusarium oxysporum a été réalisé sur la variété de tomate, Monfavet H63-5
F1, sensible aux trois races de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici , sur les 27 souches
étudiées 22 ont montrées des signes de pourritures racinaires et nécrose du collet, avec des
degrés de virulence treés importants. Ces résultats ont permis de confirmer la présence de F.
oxysporum f. sp. radicis lycopersici dans la région de I’ouest algérien. Dans les prochaines
études, il est intéressant d’étudier la virulence des isolats vis a vis les deux variétés de tomate

les plus cultivées en Algérie a savoir Var. Saint Pierre et la Rio Grande.

Les résultats des tests physicochimiques montrent la biodiversité au sein des isolats et
montrent que la croissance de la majorité des Fusarium F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici
de notre collection est optimale a I’obscurité et sur le milieu PDA, avec un pH de 6 et 7 et une
température optimal de 23°C jusqu’a 28°. Le Glucose et le Peptone sont les meilleures sources

de Carbone et d’Azote assimilé par F. oxysporum f. sp. radicis lycopersici. Ces résultats

79



Conclusion et perspectives

contribuent a la caractérisation de Fusarium oxysporum f.sp radicis lycopercisi et une
meilleure compréhension de leur écologie. Un traitement statistique complémentaire doit étre
mené pour bien mettre en évidence la biodiversité des isolats et la relation entre les caracteres

morphologique, culturels et pathologiques.

Concernant 1’é¢tude de la compatibilité végétative On n’a pas réussi a avoir les trois types
de mutant pour tous les isolats. Pour certain isolats on a eu un seul type de mutant d’ou
I’impossibilité de savoir leur auto-compatibilité ou d’identifier leur VCG. La selection de deux
VCG au sein de notre collection, I’incompatibilit¢ avec les testeurs universels et

I’indisponibilité du testeur 0097 suggerent 1’existence d’au minimum un nouveau VCG.

Les isolats dans un méme VCG partagent souvent des caractéres pathologiques et
physiologiques ainsi que les origines géographiques (Swift et al., 2002). Trois isolats de notre
collection appartiennent aux méme VCG et ils ont des caracteres culturaux et degré de
pathogénicité différents. Plusieurs auteurs ont trouvés les mémes résultats. Aucune corrélation
n'a été trouvée entre la morphologie des colonies, la durée de culture, la race, les VCG et
I'origine géographique des isolats de Fusarium F. oxysporum f. sp. lycopersici (Elias et al .,
1991). Dans le méme groupe VCG, il y avait de type différent des souches pathogénes,
cependent, les souches de méme type pathogéne pourraient étre trouvés dans différents VCG,
Il n'y a aucune corrélation peut étre établie entre la pathogénicité et VCG, c¢’est la conclusion
d’une étude menée par Xia-Hong He (2007) concernant Fusarium oxysporum f.sp. vanillae.
De méme 1I’étude réalisée par Groenewald et al. (2006) a montré que, bien que la population
sud-africaine de Fusarium oxysporum f.sp. cubense est homogene en termes de génétique, il
varie considérablement en termes de caractéristiques phénotypiques. L’étude des VCG a ses
limites, du fait que certains isolats ont été incapables de former des mutants sur le milieu
Chlorate et de former un hétérocaryon dans le test de complémentation. Des études
complémentaires doivent étre menées afin de mieux caractériser les isolats et également inclure
les isolats provenant des endroits éloignés. Les isolats doivent également étre évalués en

utilisant des méthodes moléculaires.
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L’étude de la sensibilité des isolats vis-a-vis des molécules d’imines a montré une large
sensibilité, ou nous avons constaté que la molécule ABS1-Cu est la plus efficace par rapport aux
deux autres substances testées ABS1-Ni et ABS1-Fe, cette molécule a stoppé la croissance
radiale des isolats, et on a enregistré un taux d’inhibition de 50% a 50 ppm et 93.75 % a 75 ppm.
Les résultats obtenus nous permettent d’envisager des perspectives nouvelles dans lesquelles on

utilise les imines comme fongicides.

Il est difficile de contrdler les champignons dans le sol par I'intermédiaire des stratégies
classiques telles que l'utilisation de fongicides synthétiques. Comme leurs spores peuvent
survivre pendant de nombreuses années dans le sol, les stratégies de lutte biologique contre cet
agent pathogene devrait, par conséquent, étre soigneusement selectionnés et manipulés au lieu
d'utiliser des fongicides chimiques. L’essai de confrontations entre F. oxysporum f. sp.
Radicis lycopersici etPseudomonas sp fluorescente, d’une fagon directe sur milieu de culture
solide a révélé une inhibition de la croissance mycélienne des isolats testés. Ce travail a
suggéré que 1’antagoniste bactérien peut étre un moyen de lutte potentiel de la pourriture
racinaire de la tomate. L’application de micro-organismes comme agents de lutte biologique est
importante, car ils peuvent augmenter l'activité microbienne bénéfique qui s’étend pendant une
longue période de temps. Dans les prochaines études il est préférable de bien identifier
les isolats de Pseudomonas.sp fluorescente qui ont un effet antagoniste contre F.
oxysporum f. sp. Radicis lycopersici et confirmer ces résultats de I’antagonisme par une étude

in vivo
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ANNEXE

ANNEXE 1
Milieux de culture
La Solution de KNOP : (K (potassium), N (azote), O (oxygéne), P (phosphore)

= Nitrate de calcium: 1g

Nitrate de potassium : 0,25 g
= Sulfate de magnésium : 0,25 g
= Phosphate monopotassique ou dihydrogénophosphate :0,25 ¢
= Sulfate ferrique : 0,05 g
= Eau distillée : 1000 ml

Milieu PDA : Potato Dextrose Agar
=  Pomme de terre :200 g
= Glucose:10 g
= Agar:20g
= Eau distillée :1000 ml
= pH:5,6

Milieu Agar 2% : eau gélosé a 2%

= Agar:20g
= Eau distillée : 1000 ml
Milieu Czapek d’apres (Loquin, 1984) :

= Saccharose:30g

= KH2PO4: 19

= KCL:05¢

= NaNOz:2g

= MgSO47H20:0,5¢

= FeS04: 0,19

= Agar:20g

= Eau distillée : 1000 ml
= pH:56
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Milieu Mathur

= Extrait de levure: 0,5¢
= KH2PO4: 2,72 g

= Peptone: 1,59

= MgSO4 7H20: 1,23 g

= Glucose:2,8¢g

= Agar:20g

= Eau distillée : 1000 ml
= pH:56

Milieu Malt Agar (Koenig, 1995) :

= Extraitde Malt:20g
= Glucose: 20 g

= Peptone: 1g

= MgSOs7H20: 1,23 g
= Glucose:2,8¢g

= Agar:20g

= Eau distillée : 1000 ml
= pH:56

Milieu de base : utilisé pour la preparation des milieux MMC, MM, NIT, HYPO

= Saccharose : 30g

= KH2PO4: 1g

= MgS04 0,59

=  FeS04: 10mg

= KCL:05¢

= Agar:209

= Solution d'oligoéléments : 0,2 ml
= Eau distillé : 1000 ml

= pH:56
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Solution d’oligo-éléments : a conserver a I’abri de la lumiére

= Acide citrique: 5 ¢
= ZnS04, 7H20:5¢9
= FeSO4, 7 H20:4,75¢g
*  Fe (NH4)2(SO0s4)2, 6 H20: 1 ¢
= CuSO4,5H20:0,25¢
=  MnSOs, H20: 0,059
= H3BO3:0,05¢
= NaMoO4, 2 H20: 0,059
" Eau distillée : 1000 ml
Milieu MMC : milieu minimum chlorate 30%:
= Milieu de base : 1000 ml
= Asparagine: 1,6g
= KC10s3: 30g
= NaNOs: 2g
Milieu MM : milieu minimum ou nitrate:
= Milieu de base : 1000 ml
= NaNO0s: 29
Milieu NIT : nitrite
= Milieu de base : 1000 ml
= NaN02:0,55g
Milieu HYPO : hypoxanthine :
= Milieu de base : 1000 ml
»= Hypoxanthine: 0,2 g

ANNEXE 2

Résultats des testes physicochimiques

Effet des differents milieux de culture sur la croissance mycélienne des Forl

Isolat Diametre des colonies (mm)*

PDA Czapek Malt
F1 T242%* 60+1.73 70+0
F4 80+1 53+1.73 79+1

Mathur

82+0
8210
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Forl12

F5
F6
F8
F9
F 10
F12
F 13
F14
F 15
F 16
F17
F 18
F 20
F21
F 22
F 23
F24
F 25
F 26
F 27

80+0
72+0.57
1242
7242
77+£1.73
8+21.73
75+1.73
80+1.73
80+1
1242
70+1
61+1.73
76+3
77+2
66+3
80+1.73
72+1.73
77+£1.73
78+1.73
78+1.73
80+1.73

50+0
66+3
52+1
40+0
64+1
70+2
60+0
69+1
70+0
551
65+1.73
56+3
67+2
68+1
61+1
75+1.73
65+1.73
68+1
64+1
65+0
7242

79+0
70+0
65+1
650
12+2
80x1
731
80+0
77+2
70+2
69+1
60+1.73
73+1.73
72+0
64+1
771
69+0
77+1.73
741
77+2
75+0

82+1.73
8210
142
78+1
78+1
8210
78+1.73
8210
82+1
75+1.73
731
64+1
80+1.73
82+1.73
68+1.73
82+1.73
763
78+1
78+1.73
79+1
8210

*average of three replicates
** Value is the mean diameter £SD

Effet de la température sur la croissance mycélienne des Forl

Isolats

F1
F4
F5
F6
F8

Diamétre des colonies (mm)*

4°C

5+0**

5+0
5+0
5+0
5+0

10°C

46+2.64

40+1.73
44+2
35+0

46+1.73

23°C

75+2.645
61+1.73
70+1.73
7242
75%0

28°C

82+1
77+2.64
73+1.73

74+0

82+2

37°C

25%2

20+0

25+0
23+1.73
26+2.64

45°C

50
5+0
5+0
5+0
5+0
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F9 510 50+2.64 79+1.73 80+1.73 2610 5+0
F 10 510 44+1 70+2.64 73+2.64 2520 510
F12 540 48+1 78+1 80+1 25+1.73 540
F 13 510 50+2.64 80+2.64 82+2.64 27+1.73 5+0
F 14 510 45+1.73 73+1.73 82+1.73 2510 5+0
F 15 510 48+0 7912 81+0 28+1 5+0
F 16 540 47+2.64 7212 74+2.64 26+1.73 5+0
F17 510 52+1.73 760 79£1.73 29£1.73 510
F 18 510 48+2 78+1.73 82+2 27+1.73 50
F 20 510 4510 73+2.64 8140 2842 540
F21 510 450 7512 77£1.73 271 510
F 22 510 42+0 70+2.64 73+2.64 2240 540
F 23 510 49+1 76+1.73 771 28+1.73 510
F 24 510 50+2.64 7842 80+1.15 2610 540
F 25 510 50x2 78+1.73 81+2 27x1.73 510
F 26 510 46+1 7610 8210 24+1.73 540
F 27 510 49+1.73 76+2.64 8140 26+1.73 540

Forl12 510 50+0 80+1 82+1 2710 540

*average of three replicates

** Value is the mean diameter +SD

Effet de pH sur la croissance mycélienne des Forl

Isolats Diamétre des colonies (mm)”
pHS5 pH 6 pH7 pH8

F1 50+2** 76x1 75£1.73 670
F4 54+0.57 820 82+1.73 721
F5 60+2 82+0 80+1.73 7910
F6é 41+0 5310 55+2.64 60+1.52
F8 54+1.73 790 740 70+2.64
F9 54+2.51 78+1.73 77£6.92 702
F 10 48+1 700 76+2.64 81+2.64
F12 55+2.64 78+1.73 732 70+2.64
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F 13 4542 71+1.73 7210 60+1
F 14 50+2 77+2 72+2.64 67+1.73
F 15 43+1.73 68+2.64 64+0 60+2.64
F 16 54+3.21 76x1 75£1.73 69+1.73
F17 502 75x1.73 7412 681
F 18 45+1 68+1 67+2.64 60+2.64
F20 50+2 76+1.73 72+2.64 69+1.73
F21 55+1.73 82+1 84+1 75+1.73
F 22 460 73+2.64 71+1 62+1.73
F 23 50+0 76+2.64 75+1.73 68+1
F 24 48+2 750 74+2.64 67+1.73
F 25 50+1 700 772 78+2
F 26 46+2.64 69+1.73 68+1 60+2
F 27 35+1.73 80+0 79+1.73 70+2.64
Forl12 52+2 820 771 72+1.73
*average of three replicates
** Value is the mean diameter +SD
Effet de la lumiére sur la croissance mycélienne des Forl
Isolat Diametre des colonies (mm)*
Lumiere continue obscurité continue  Photopériode de 12
F1 78+1.73** 81+1.73 804_rhl.73
F4 7210 75+1.73 74+2
F5 67+1 70+2 6910
Fo6 651 73+1.73 700
F8 74+1 81+1 80+1
F9 66+0 77+2 75+1.73
F 10 67+1 7210 69+1
F12 731 76x1.73 730
F 13 82+0 760 80+1.73
F14 780 82+1.73 80+0
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F 15 70+2 78+1.73 74+2
F 16 6410 70+2.64 69+1.73
F17 80x+1.73 700 75£1.73
F 18 76+2.64 80+1.73 77+2
F20 78+1.52 8140 80+1.73
F21 70+1.73 78+1.73 73+1.73
F22 67+2.64 77+2 69+0
F 23 68+1 78+1.73 75+1.73
F 24 76+2 80+1 76+1.73
F 25 78+2 82+1.73 80+1.73
F 26 78+1 81+1.73 80+1.73
F 27 651 780 75£1.73
Forl12 731 82+0 80+1.73
*average of three replicates
** Value is the mean diameter +SD
Effet de ’humidité sur la croissance mycélienne des Forl.
Isolat Diamétre des colonies (mm)*
14% 50% 74% 80% 95% 100%
F1 28+2.64**  35+3.78 37+2.64 40+0 2510 510
F4 19+1.73 28+1.73 3040 34+2 1740 510
F5 25+2 33+2 35+2 37+1.73 2310 510
F6 22+0 2910 31+1.73 34+1.73 2010 510
F8 30+0 32+1.73 34+2.64 36+1 27+1.73 510
F9 27+1.73 34+2.64 36+2.64 4042 23+1 510
F 10 29+2.64 350 37+1.73 40+0 26+0 510
F12 29+0 36+1 38+1.73 4142 27+1.73 510
F 13 2510 32+2.64 34+2.64 370 23+1.73 510
F14 31+2.64 371 38+1.73 42+0 271 510
F 15 25+1.73 34+2.64 36+2 40+2 23+2 510
F 16 28+2.64 34+1.73 3642 39+1.73 25+1.73 510
F17 25+1.73 3310 350 37+2 23+2 510
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F 18 27+2 34+2 36+0 39+1 250 50
F 20 28+2.64 35+1.73 370 40+2.64 25+1.73 50
F21 21+0 29+2.64 31+2 36+0 200 50
F 22 29+2.64 33+1.73 35+1.73 40+0 25+1 510
F 23 250 30+2 35+2 38+0 23+1.73 510
F24 29+2.64 340 37+2.64 42+2.64 26+1.73 50
F 25 23+0 32+1.73 35+2.64 38+1 2210 50
F 26 33+2.64 37+2.64 41+1 4542 30+0 510
F 27 29+0 34+1 38+0 42+2.64 260 510
Forl12 28+1 35+1.73 37+2.64 40+0 250 50
*average of three replicates
** Value is the mean diameter +SD
Effet de la source de carbone sur la croissance mycélienne des Forl
Diameétre des colonies (mm)*
Isolats Monosaccharide Disaccharides Polysaccharides Alcohols _Ac_id
Citrique
Glu Fru Sac Malt Lac Ami Cell Gly Man CA
F1l 70x0** 750 60+1.73 7212 58+1 55+1 54+1.73 61+1 63+1.73 44+1.73
F4 42+2 68+1 53+1.73 66%1.73 651 53+1.73 51+2 7412 77+2 63+1.73
F5 57+2 57+0 50+1 470 61+1.73 5010 400 6211 67+1.73 48+0
Fo6 80+0.57 80+£1.73 66x1.73 62+1.73 761 65+1 60+1.73 700 7410 52+1.73
F8 8210 73£1.73 52+1.73 76%3 82+1.15 76£3 42+1 77+2 80£1.73 5710
F9 7412 3620 401 50x1 53+1.73 2410 2010 46x1.73 5010 53£1.73
F 10 8210 7612 64+1.73 79+1.73 80+1.73 80+1.73 55+2.64 82+1.73 72+1.73 5810
F12 74+1.73  82+1.73 700 790 82+1 78+1.73 55+1.73 80£1.73 82+1.73 65+1
F13 77+1 6911 60£1.73 7110 80£1.73 70£0 6511 81+1 7210 58+1.52
F 14 82+1.73  80+1.73 6911 82+1.73 80+1.73  75x1.73 6210 6210 60+1.73 52+2.30
F 15 82+1.73  75x1.73 70+2 82+1.73 82+1.73 66+3 58+4.35 79+1.73 82+1.73 61+1.73
F 16 80+1.73  80x2.64 82+1 80+1.73 82+1 80+1.731 51+1 77+0 801 57+2
F 17 82+1.73  75x1.73 65+1 82+1.73 82+1.73  75x1.73 4210 64+1 6710 53£1.73
F 18 6210 7212 56+5.19 82+1.73 80+1.73 741 400 62+0 6712 48+1.73
F 20 720 80+1.73 67x1.73 78+1.73 78+1.73 68+1 501 78+1.73 7412 60+1.73
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F21
F 22
F 23
F 24
F 25
F 26
F 27
Forl12

76+3
82+0
82+0
740
750

82+1.73
80+1.73

82+0

66+3.46

75+1.73
82+0
731

80+1.73
77£1
69+0
720

68+1
61+0
75+1.73
65+1
68+1
64+0
65+1
7242

75%1.73
77£2
78+0

62+2.64
70+0

76+1.73
70+1
82+0

8240
65+1
61+1.73
76+1.73
82+0
82+0
53+1.73
80+1.73

80+1.73
53+1.73
50+2
35+0
62+1.73
70+2.64
550
78+1

58+0

8210 74£2

50+2 56+1.73 50+2

42+0

82+2 70+0

34+2.64 56+2.64 63+1.73

55+1.73
50+0
50+2
55+1

56+0 60+1.73
70+2 50+4.16
62+1 60+1.73
82+0 72+2

60+1.73
48+0
60+4.35
44+1.73
44+0
50+0
44+2.64
58+2.64

*average of three replicates
** Value is the mean diameter +SD
Glu=Glucose, Fru=Fructose, Sac= Saccharose, Malt=Maltose, Lac=Lactose, Ami=Amidon,
Cell=Cellulose, Gly=Glycerin, Man=Mannose, AC=Citus Acide.

Effet de la source d’azote sur la croissance mycélienne des Forl

Diametre des colonies (mm)*

Origine organique

Isolats Pep
F1 80x1.73**
F4 79+1.73
F5 8010
Fo6 812
F8 81x1
F9 831

F 10 7912
F12 79+1.73
F13 80x1
F14 82+1
F 15 81+2.64
F 16 750
F17 80+1.73
F 18 8240
F 20 80+1.73
F21 821

Asp
77x1.73
772
78+1.73
7810
782
80£1.73
7612.64
700
77x2
78+1.73
80£1.73
67+1.73
78+1.73
80+0
7910
770

Arg
76x1
76+0
76+2.64
75+1.73
76%1.73
79+1
72+1.15
68+1
70+0
77%2
7510
60+1.73
77%2
76x1.73
7610
70+2.64

Origine minérale

KNOs
62+1
63+1.73
51+2
55+0
64+2.64
60+1.73
48+3.05
58+6.8
53+1.73
53+4.16
56+1.73
45+1
56+2
60+0
62+2.64
50+2.3

NaNOs
70+2
7010
68+1
65+1

70+2.64
7410

60+1.73
60+1.73
60+1.73
58+2.64
70£1.73
55+1.73
6711
63+1
72+3.05
60+1.73

NH4SO4
75+1.73
750
75+1.73
7412
75+1.73
78+1.73
68+1
64+1
64+1.73
75+1.73
72+1.73
58+2.64
7510
74+1.73
7412
64+2.64
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F 22 81+2.64
F 23 82+1.73
F24 80+1.73
F 25 82+1
F 26 80+1
F 27 82+1.73
Forl12 81+0

77+2
77£2
70£1.73
780
781
79+1.73
78+1.73

76x1.73
750
65+1
75%0
750

T7£1.73
76x0

62+2.64
55+1.73
48+1.73
62+1
5242
60+1.73
60+1.73

70+0
60+1.73
55+2.64
73+1.73

65+1

742
70+1.73

75x0
73+0
58+2
75x0
74+0
76x1
75x0

*average of three replicates

** Value is the mean diameter +SD
Pep=Peptone, Asp= Asparagine, Arg=Argenine
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