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AVANT PROPOS

Ce document vise a présenter [’essentiel de mes activités de recherche
postérieures a mon habilitation universitaire obtenu en 2016, en vue de
[’obtention du Doctorat National. Pour cela je présenterais seulement les
travaux de recherche relevant de ma spécialité qui s’ articulent de facon
générale autour de la problématique de la prévalence, [’identification et la
diversité des espéces du genre Fusarium contaminant d’abord les céréales dans
la région de Casablanca - Settat. Ensuite, la caractérisation morphologique et
moléculaire des espéces Fusariennes responsables de la maladie de la
malformation du Manguier au Sud du Sénégal. Enfin, la confrontation des
especes fusariennes identifiées a deux souches du genre Trichoderma, parmi les
plus compétitives, en vue d’un éventuel contréle biologique de la maladie. Ces
deux derniers axes ont été réalisés dans le cadre du projet Capitum entre
["Université Hassan Premier et [’Université Cheikh Anta Diop de Dakar

(Senégal).
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RESUME

Le premier axe de ce travail de recherche a porté sur 1’étude de la prévalence et la
diversité des especes fusariennes présentent naturellement sur 27 échantillons de céréales (blé
dur, blé tendre, orge et mais) dans la région de Casablanca-Settat par une identification
morphologique classique des especes fongiques isolées des quatre céréales. Le nombre total
des isolats obtenus était de 564 dont le genre Alternaria a representé 53% suivi des genres
Fusarium (16%), Aspergillus (14%), Rhizopus (8%), Bipolaris (3%), Absidia (2%) et autres
(4%). La fréquence et le type des espéces fongiques varient en fonction de la céréale et de

’origine géographique de I’isolat.

Le deuxieme axe avait pour objectif d’identifier les especes fongiques associées aux
symptomes de la malformation chez le manguier par la méthode classique suivie par une
identification moléculaire en se basant sur le gene codant la région ITS de I’ADN
ribosomique fongique. En utilisant le couple d’amorces ITS1/ITS4. Le pourcentage de
ressemblance entre les isolats de cette étude et ceux présents sur la banque de gene a varié de
99,08 a 99,82 %. L’¢tude de similarité a permis de rapprocher les especes étudiées des
especes disponibles sur la base de données NCBI. Les especes identifiées appartiennent au
complexe fujikuroi et equiseti. D’autre part, les treize isolats ont été inscrits a la base de

données sous un numéro d’ordre (numéro d’accession) qui les caractérise sur Gene Bank.

Le troisieme axe s’est fixé pour objectif d’évaluer le taux d’inhibition de la croissance
fongique de 13 espéces fusariennes identifiées en confrontation directe ou indirecte, avec
deux especes du genre Trichoderma (T.coningii et T.longibrachyatum). Les pourcentages
moyens d’inhibition en présence de Trichoderma koningii Audemas (M35) variaient de 13,13
a 57,67 % lors de la confrontation directe et de 3,33 a 33,33% lors de la confrontation a
distance. Alors qu’avec la présence de Trichoderma longibrachiatum Rifai (M37), les
pourcentages d’inhibition étaient de 9,80 a 37,03 % lors de la confrontation directe et de
11,11 a 33,33 % lors de la confrontation a distance. Ainsi 85% d’isolats ont montré un
pourcentage d’inhibition significatif dans le cas de la confrontation directe et 54% dans le cas

de la confrontation a distance.

Mots clés : Pourritures racinaires, Fusariose, Céréales, Fusarium sp, malformation de
mangue, caractérisation morphologique, caractérisation moléculaire, confrontation directe et

indirecte, Trichoderma sp.



ABSTRACT

The first axis of this collection of research works focused on the study of the
prevalence and diversity of Fusarium species present naturally on 27 cereal samples in the
Casablanca-Settat region by a classic morphological identification. The total number of
isolates obtained was 564, of which the Alternaria genus represented 53%, followed by the
Fusarium (16%), Aspergillus (14%), Rhizopus (8%), Bipolaris (3%), Absidia (2%) and others
(4%).

The second axis aimed to identify the fungal species associated with the malformation
of the mango tree by a mophological and molecular identification, using the pair of primers
ITS1/ITS4. The percentage of resemblance between the isolates of this study and those present
on the gene bank varied from 99.08 to 99.82%. The similarity study made it possible to bring
the studied species closer to the species available on the NCBI database. On the other hand,
the thirteen identified isolates were registered in the database under an accession number

which characterizes them on Gene Bank.

The third axis aimed to evaluate the fungal growth inhibition rate of 13 Fusarium
species identified in direct or indirect confrontation with two species of the Trichoderma
genus (T. coningii and T. longibrachyatum). The mean percentages of inhibition in the
presence of Trichoderma koningii Audemas (M35) varied from 13.13 to 57.67% during direct
confrontation and from 3.33 to 33.33% during remote confrontation. While with the presence
of Trichoderma longibrachiatum Rifai (M37), the inhibition percentages were 9.80 to 37.03%
during direct confrontation and 11.11 to 33.33% during indirect confrontation. Thus 85% of
isolates showed a significant percentage of inhibition in the case of direct confrontation and

54% in the case of indirect confrontation.

Key words: Root rots, Fusarium wilt, Cereals, Fusarium sp, mango malformation,
morphological characterization, molecular characterization, direct and indirect

confrontation, Trichoderma sp.
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INTRODUCTION GENERALE

Les premiéres descriptions du genre Fusarium datent du début du dix-neuviéme siecle,
elles reposaient sur la description de la forme des macroconidies fusiformes avec des cellules
basales et apicales particuliéres et le mycélium cotonneux blanchétre qui prend au cours de la
croissance de la colonie différentes couleurs dues a une multitudes de pigments tres variés
chez ce genre (Abdel Azeem et al. 2019, Leslie et Summerell, 2006). Depuis cette période les
études de systématique de ce genre ont beaucoup évoluées, ainsi que le nombre de ses espéces
qui ne cesse de grandir, d’autant plus que les études génétiques commencent a lui rapprocher
de nouveaux genres dont les caractéristiques morphologiques principales du genre Fusarium

ne sont pas toutes présentes (Crous et al. 2021, O’Donnell et al. 2020).

Actuellement, on considere que ce genre appartient a 1’embranchement des
Ascomycota, ordre des Hypocréales, Famille des Nectriacées. Il est décrit comme étant un
genre polyphylétique dont la taxonomie est trés discutée. Le nombre d’espéces de ce genre est
entre 70 a 500 espéces connues, dont une vingtaine sont des especes complexes (plusieurs
especes tres proches morphologiquement et difficiles a discerner) (Leslie et Summerell,
2011).

Certaines especes du genre Fusarium, comme d’autres genres de champignons, se
développent uniquement sous forme asexuée (anamorphe) ce qui les classe dans le groupe des
Deutéromycota, alors que d’autres peuvent se reproduire de facon sexuée (le téléomorphe
comme Gibberella) d’ou la double nomination chez les espéces qui se reproduisent par
reproduction asexuée et sexuées. Avec l'abandon de cette double nomenclature depuis 2011
(Hawksworth et al. 2011) (Code de Nomenclature International, 2012), un large consensus au
sein de la communauté mondiale des chercheurs sur le genre Fusarium a fortement soutenu
l'utilisation unitaire du nom « Fusarium » au lieu de plusieurs noms téléomorphes qui lui
seraient liés (Crous et al. 2021, Geiser et al. 2013).

Cette double nomination bien que révolue reste parmi les problémes de 1’identification
qui se posent de nos jours et dont les systématiciens ne cessent d’y apporter des révisions afin
de combler les lacunes d’identification qui se posent lors du commerce des denrées
alimentaires ou les situations de quarantaines dans le cas de plants ou semences contaminées

ainsi que dans le domaine des sciences biologiques et médicales (O’Donnell et al. 2020).



Les caractéristiques morphologiques et biochimiques restent bien considérées dans
I’identification et peuvent compléter ’identification génétique qui reste dans le cas de
Fusarium trés discutée entre les phylogénéticiens puisqu’il faudrait faire appel a un grand
nombre de genes (parfois dix-neuf génes) pour faire la distinction a I’intérieur d’un complexe
d’espece fusariennes comme celui de F.graminearum ou F.solani par exemple (Crous et al.
2021, O’Donnell et al. 2020, Al-Hatmi, 2016, Refai et al. 2015, Summerell et al. 2011).

Les objectifs auxquels je me suis intéressée dans mon cursus de recherche sur le genre

Fusarium en tant que phytopathologiste, étaient fixés de telle facon a faire :

- L’identification morphologique des especes responsables des divers symptdémes de la
fusariose, les pourritures racinaires, la chlorose, I’échaudage ou la brdlure et le
flétrissement di aux especes fusariennes.

- L’identification moléculaire afin de renforcer I’identification classique et d’acquérir
I’outil moléculaire en phytopathologie qui connait actuellement une grande évolution
en général et spécialement pour le genre Fusarium.

- L’étude de la prévalence des especes fusariennes au niveau des céréales de la région

Casablanca — Settat en vue de comprendre les maladies dues a Fusarium.

Ce document de doctorat présente les études qui ont éte réalisées, depuis 2017, sur le
genre Fusarium au sein du Laboratoire Agroalimentaire et Santé de la Faculté des Sciences et

Techniques de Settat, relevant de 1’Université Hassan Premier, a savoir :

I- L’identification et la prévalence des espéeces fusariennes, a la récolte, de 27
échantillons de quatre céréales (blé dur, blé tendre, orge et mais) de la région de
Casablanca - Settat,

- La caractérisation morphologique et moléculaire de treize espéces fusariennes
isolées a partir de plantes de mangue présentant la maladie de la malformation du
manguier.

[11-  L’étude de la confrontation entre les treize espéces fusariennes isolées et
identifiées avec deux souches de Trichoderma (T.coningii et T.longibrachiatum)
en vue de mettre en évidence un contréle biologique potentiel de la maladie de la

malformation du manguier.
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1. MISE A JOUR BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE ET CONSERVATION DANS LE SOL

Les espéces de Fusarium sont présentent dans toutes les régions géographiques du
monde. Elles sont considérées parmi les phytopathogénes les plus divers et les plus largement
dispersés. On les trouve couramment dans 1’eau douce, I’eau de mer, les sols ou sur les débris
organiques des plantes ou ils persistent sous forme de chlamydospores, pycnides, conidies,
mycélium ou sous forme d’organes de reproduction sexuée (ascocarpes, asques et
ascospores). De méme, elles peuvent se retrouver sur les organes des plantes (racines, tiges,
feuilles, fleurs, graines) sous forme de parasites. Les études récentes et d’autres moins
récentes confirment que plusieurs espéces fongiques dont les especes fusariennes peuvent se
développer au niveau des organes des plantes en endophytes (Abdel-Azeem et al. 2019,
Summerell et al. 2011, Leslie et Summerell, 2006).

1.2 ECOLOGIE DU GENRE FUSARIUM

Les especes fusariennes les plus étudiées sont celles qui provoquent des maladies
importantes chez les céréales ou d’autres plantes cultivées dont les pertes en rendement sont
trés elevées, surtout dans les pays qui adoptent une agriculture industrielle. Ces especes sont
isolées a partir des organes de plantes malades et sont plus ou moins adaptées a leurs hétes.
La fréquence et I’intensité de ces maladies sont tres élevées dans les cultures intensives en
agriculture conventionnelle qui supporte les intrants chimiques et les pratiques de
monocultures monovariétales ou de conservation sur de grandes superficies (Leslie et
Summerell, 2011, Fernandes et al. 2008).

Ainsi, par exemple, la maladie de la fusariose est trés liée a 1’agriculture moderne
mécanisée. En effet la comparaison du pouvoir pathogene des Fusarium sp montre que les
especes confinées au sol de prairies ou de foréts ou de cultures de subsistance sont moins ou
non pathogénes par rapport a celles qui se sont adaptées a parasiter les plantes ; ce qui en fait

des sources incontournables pour I’étude de la variabilité observée chez ce genre (Leslie et

Summerell, 2011).

Cette variabilité se refléte sur les caractéristiques morphologiques et physiologiques des
especes, ce qui leur confére un pouvoir de coloniser des milieux et des niches écologiques
différentes (Leslie et Summerell, 2011).



1.3 PATHOGENIE ET TOXICOGENIE

Les espéces fusariennes sont majoritairement phytopathogénes mais certaines sont
pathogénes pour I’homme comme F.solani, ou F.oxysporum et causent des maladies
importantes surtout chez les personnes immunodéprimées. La virulence des especes
fusariennes est en partie aggravée par leur pouvoir toxicogene. En effet, les espéces de ce
genre sont productrices d’une grande diversité de mycotoxines parmi les plus redoutables
comme les trichothéceénes, le déoxynivalénol, la zearalénone, bikaverine, fusarine C et
fusarubine et autres fusariotoxines nouvellement identifiées ou en cours d’identification
(Refai et al. 2015). A titre d’exemple ; I’espéce F.graminearum est dotée d’un large spectre
de synthése de mycotoxines comme le Déoxynivalénol, le Nivalénol, les Trichothécenes, la

toxine T, TH-2 et la Zaeralénone. . .etc et de métabolites secondaires variés.

Récemment, une approche de criblage bioinformatique a I'échelle du génome a révelée
que le génome de F. fujikuroi ; par exemple ; code pour 45 enzymes clés pour la production
de metabolites secondaires comme les polycétides synthases (PKS) et les synthases de
peptides non ribosomiques (NRPS), appelees mégasynthases (grosses enzymes ou complexes
d’enzymes modulaires et multimodulaires) révélant ainsi un potentiel de génes importants
codant pour ces enzymes. Ces molécules jouent un réle clé dans les processus d’infection
chez les plantes mais peuvent avoir une répercussion sur la qualité des produits alimentaires
(Al-Hatmi et al. 2016).

1.4 PREVALENCE DES ESPECES FUSARIENNES SUR LES CEREALES

La fusariose des céréales est actuellement une maladie courante dans la majorité sinon
la totalité des régions céréalieres du monde. Les especes; du genre Fusarium ; sont
nombreuses et variables d’une région a une autre, d’une espece de plante a une autre et parfois
d’une variété a I’autre (Scala et al. 2016, Fernandes et al. 2008, Arino et al, 1994, Houmairi,
1993). Des études récentes ont mis en évidence cette dynamique temporelle et régionale des
différentes populations de Fusarium sp qui sont sensibles aux pressions de sélection
spécifique a chaque localité (Pfordt et al. 2020, Bustamante et al. 2018, Kelly et al. 2015).

1.5 PREVALENCE ET REPERCUSSION SUR L’ECONOMIE, LA SANTE ET LA SECURITE
ALIMENTAIRE

La fusariose est parmi les maladies qui posent le plus de probleme de gestion sanitaire

en agriculture intensive et ou de conservation en raison de la nature de I’inoculum primaire
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qui se conserve dans le sol et dont le taux varie en fonction du précédent cultural et des
conditions de la culture (Edwards et Jennings, 2018, Dill-Macky et al. 2000, Flett et al.1998).
Pour cela, les pertes de rendement et I’incidence de la fusariose sur les céréales augmentent
continuellement. Cette maladie destructrice des céréales a petits grains est un probléme
majeur de sécurité alimentaire en raison du pouvoir toxicogene de la grande majorité sinon la
totalité des espéces du genre Fusarium. La contamination des grains de céréales en
mycotoxines a lieu aussi bien au champ qu’en période de récolte. Elle impact les céréales
bruts ou aprés leur transformation dans la chaine agroalimentaire (Elshabrawy E.M., 2021,
Bashyal et al.2019, Refai et al.2015).

1.6 QUELLE ESPECE FONGIQUE POUR QUELLE ESPECE DE PLANTE ?

A partir des plantes malades les espéces fusariennes sont toujours isolées en groupes
d’espéces formant un complexe pathogene qui joue un rdle plus ou moins important dans la
pathogenese. En plus, les mémes espéces peuvent infecter tous les organes de la plante et ce a

différentes étapes de son cycle de développement (Glinushkin et al. 2021).

Les especes les plus retrouvees sur les ceréales son F.culmorum, F.graminearum,
F.avenaceum, F.moniliforme, F.subglutinans, F.sporotrichoides, F.nivale, F.sambucinum,
F.poae, F.proliferatum, F.oxysporum, F.solani et F.equiseti Cette liste n’est pas exhaustive
puisque on continue a identifier de nouvelles especes (Okorski 2022, Moparthi et al, 2021,
Pfordt et al. 2020, Refai et al. 2015, Leslie et Summerell, 2011, Burgess et al.1994).

D’autres espéces fongiques comme Alternaria sp ou Bipolaris sp, peuvent se retrouver
avec les especes fusariennes et jouer un réle primaire ou secondaire dans la maladie selon les

conditions agroclimatiques et la plante infectée (Glinushkin et al. 2021, Houmairi, 1993).

1.7 PREVALENCE DU GENRE FUSARIUM DANS LA REGION CASABLANCA-SETTAT

L’importance de chercher a identifier les especes fusariennes dans des régions
ceréalieres comme Casablanca - Settat est cruciale puisqu’elle permet une comparaison,
d’abord entre les points d’échantillonnage dans la région et par rapport a d’autres régions du
Maroc ou d’autres pays, ce qui peut donner une idée sur I’importance des especes les unes par
rapport aux autres et leur role dans I’infection ainsi que les facteurs qui modulent cette

infection ( Houmairi et al., 2018, Houmairi, 1993).



L agriculture de subsistance différe de I’agriculture conventionnelle ou commerciale.
En effet, elle se fait sur des surfaces limitées, avec des pratiques de rotations culturales et peu
d’intrants. Les rendements en conséquence sont moins importants mais la maladie est peu
importante. La fréquence et la nature des especes récupérées a partir des parties aériennes des
plantes ou a partir des racines, du sol ou des débris, est complétement différentes de celles
trouvées dans d’autres régions du monde ou I’agriculture conventionnelle est exclusivement

pratiquée (Leslie et Summerell, 2011).

La comparaison de la fréquence et de I’abondance de ces especes peut fournir des
données importantes pour comprendre les facteurs qui jouent un réle dans la progression de la

maladie et donc dans les moyens a envisager pour un éventuel contréle.

1.8 OBJECTIF DE L’ETUDE

L’objectif de ce chapitre est de contribuer a I’identification et a 1’évaluation de la
prévalence des espéces fusariennes, a la récolte, de 27 échantillons de quatre céreéales (blé dur,
blé tendre, orge et mais) de la région de Casablanca - Settat,



2. METHODOLOGIE

Le matériel végétal étudié a consisté en une collection de 27 échantillons de céréales issus
de la récolte de la campagne agricole 2013-2014. La collecte a été faite en juin 2014 dans les
marchés locaux de différentes localités de la région de Casablanca-Settat (Jakma, Mzab,
Sahel, Ouled Allal, Ouled Sibendawed, Mzamza et Ouled Said) Un total de 27 échantillons
dont 9 de blé dur, 8 d’orge, 6 de mais et 4 de blé tendre ont été stockés au laboratoire a une

température de 5°C jusqu’a utilisation.

2.1 ANALYSE MYCOLOGIQUE

Les grains ont été désinfectés avec I’eau de javel dilué¢ a raison de 4% pendant 3
minutes avant de subir un ringage 3 fois a 1’eau distillée stérile puis séchés sur du papier
wattman stérile pendant 15 minutes ; sous une hotte a flux laminaire. Ensuite, 40 grains de
chaque échantillon sont déposés aleatoirement sur des boites préalablement dotées du milieu
de culture Dichloran Chloramphenicol Peptone Agar (DCPA) a raison de 4 grains par boite de
Pétri.

Les colonies obtenues sont repiquées et purifiées séparément sur d’autres boites de pétri
contenant un milieu de culture PDA (Potato-Dextrose-Agar) acidifié et additionné par le
chloramphénicole. Ensuite, seulement les souches de Fusarium sont repiquées sur boites de

pétri contenant le milieu SNA (Spezieller-Nahrstoffarmer-Agar).

L’incubation est faite a ’obscurité, a 25°C jusqu'a I’apparition des premicres colonies

de moisissures (Houmairi, 1993).

2.2 IDENTIFICATION

L’identification des moisissures est faite en se basant sur leurs caractéristiques culturales
et morphologiques décrites dans Pitt et Hocking (2009) pour les moisissures et Burgess et al.
(1994) pour les Fusarium sp. L’incidence des espéces fongiques a été calculée selon la
formule suivante: I (%) =100 x n/ N ot n est le nombre total d’isolats et N le nombre total de
grains. La fréquence relative des especes est calculée selon la formule: Fr (%) = 100 x ni / Nt
ou ni est le nombre de genre ou d’espece et Nt le nombre total d’isolats. Ces fréquences ont

été calculées par espéce de céréale et par localité géographique.



Pour les especes qui ne sporulent pas I’identification est confirmée en cultivant les
especes identifiées sur le milieu CLA (Carnation Leaf Agar) qui favorise la sporulation des
espéces fusariennes, dans le cas ou la sporulation n’est pas possible les espéces sont

considérées comme des « mycelia sterilia ».
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3. RESULTATS

Une partie des résultats obtenus dans cette étude se sont soldés par la publication d un
article scientifique publié dans la revue REMASAYV en 2018.
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4. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L objectif de ce premier axe était 1’identification et la prévalence des especes fusariennes ;
a la récolte ; sur quatre céréales (blé dur, blé tendre, orge et mais) de la région de Casablanca -
Settat. Le principal résultat obtenu, pour cette thématique a permis de mettre en évidence un
ensemble d’espeéces de moisissures dont les genres Alternaria suivi par Fusarium qui
prédominent dans tous les sites étudiés. Les résultats obtenus ont permis de dresser un
inventaire des especes potentiellement responsables des pourritures racinaires et de la

fusariose chez le blé dur, le blé tendre, 1’orge et le mais dans la région de Casablanca — Settat.

Ces résultats confirment que dans notre région c’est la maladie des pourritures
racinaires qui est a I’origine de I’infestation des grains par Alternaria sp et Fusarium sp. Ceci
nous renseigne sur une infection préalable des racines de ces céréales au cours de leur
développement par Alternaria et Fusarium sp. En outre, ces résultats nous permettent de dire
que la fusariose des épis peut facilement se développer dans ces régions si les conditions de
cultures et celle de I’environnement changent au profit des conditions favorables a la

prolifération de ces pathogenes.
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DEUXIEME CHAPITRE

CARACTERISATION
MORPHOLOGIQUE ET
MOLECULAIRE DES ESPECES
FUSARIENNES IMPLIQUEES
DANS LA MALADIE DE LA
MALFORMATION DU
MANGUIER.
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1. METHODES D’IDENTIFICATION DANS LE GENRE
FUSARIUM: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 IDENTIFICATION MACROSCOPIQUE

La plupart des espéces du genre Fusarium se développent en colonies laineuses a
cotonneuses, plates et étalées a croissance apicale centrifuge. La couleur du mycélium est
d’abord blanchatre puis, elle peut devenir créeme, beige, saumon, cannelle jaune, rouge,
violette, rose ou rouge brique. Au verso, la coloration peut étre beige, marron, rouge, violette
claire ou foncée ou incolore. Certains organes de reproduction peuvent étre visibles a I’ceil nu
ou a la loupe comme les sporodochies (Rifai et al. 2015, Leslie et Summerell, 2006, Burgess
et al.1994).

1.2 IDENTIFICATION MICROSCOPIQUE

Cette identification se base sur les critéres de présence-absence de macroconidies,
microconidies, mesoconidies, chlamydospores, sporodochies, et de péritheces chez les
especes qui se reproduisent de facon sexuée. Toutes ces structures sont supportees par le
mycélium plus ou moins ramifié qui produit a partir de ; monophialides ou polyphialides ; des
conidies libres ; qui peuvent rester agglomérées ; de différentes formes et tailles selon les
especes (Refai et al. 2015, Leslie et Summerell, 2006, Burgess et al, 1994).

L’identification macroscopique et microscopique se fait en se basant sur des clés
d’identification et sur des milieux de culture appropriés. Elle demande une période de temps
relativement assez importante puisque certaines espéces de Fusarium ont une croissance
ralentie de plus d’une semaine pour la croissance de la colonie et plus de deux semaines pour
la sporulation et I’observation des organes de fructification (Houmairi, 1993). En plus,
certaines caractéristiques de la reproduction sexuée ou asexuée sur lesquelles se base

I’identification ne sont pas toujours obtenues en culture.

Bien que cette méthode soit la base de I’identification dans tous les laboratoires de
mycologie, elle doit se faire par des spécialistes confirmés et expérimentés (O’Donnell et al.
2020, Huzeifa et al. 2017).
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1.3 IDENTIFICATION GENETIQUE

Chez les champignons en général et les espéces du genre Fusarium en particulier, bien
que les caractéristiques morphologiques et culturales soient essentielles pour I’identification,
elles restent souvent limitées surtout pour les espéces d’un méme complexe ou trés proches.
Ces difficultés sont d’autant plus importantes que le nombre d’espéces nouvelles ne cesse
d’augmenter dans différentes régions et différents biotopes. L’identification moléculaire basée
sur des séquences particulieres d’ADN permet d’explorer le polymorphisme a différents
niveaux et permettre une discrimination entre les espéces ou méme a I’intérieure des espéces
(Huzeifa et al.2017, Al-Hatmi et al.2016).

Les séquences d’ADN ribosomal ont été considérées comme des régions de choix pour
les études moléculaires pour la premiére fois par White et al. en 1990. En effet, les génes
ribosomiaux se répétent en nombreuses copies, en tandem, au niveau de I’organisateur
nucléolaire du génome fongique. Les régions codant pour les ARNr sont trés conservees et
peu variables, les amorces sont souvent congues sur la base de leurs séquences. Les ARN
transcrits (transcrit primaire) subissent la maturation en éliminant des régions appelées ITS
(Internal Transcribed Spacer), régions transcrites mais non codantes. Ces régions ont une

grande variabilité inter-espéces.

Ainsi, le géne ribosomique possede plusieurs avantages. En effet, en plus d’une
amplification facilitée (taille des sequences) ; il présente des régions hautement conservées
(ARN 18S, 5,8S et 28S) ; permettant la conception d’amorces universelles (panfongiques) et
d’autres régions variables (ITS1 et ITS2) ; ayant accumulées suffisamment de mutations ;
permettant 1’identification des especes fongiques (Huzeifa et al. 2017, Singha et al. 2016,
Stielow et al. 2015).

En raison de sa facilité d'amplification, de son utilisation généralisée et de I'écart de
code a barres suffisamment important (c'est-a-dire la différence entre la variation
interspécifique et infraspécifique), la region ITS a été choisie comme code a barres officiel
pour les especes de champignons par un large consortium de mycologues (Barcode of life,
2000).

14 LE COUPLE D’AMORCE ITS1/ITS2 ETITS1/ITS4

La région ITS a environ une taille moyenne de 600 paire de bases, et comporte deux

zones ITS1 et ITS2, qui encadrent la région codant pour I’ARNr 5,8S (I’ensemble a une taille
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de 450 a 800 paire de bases) elles-mémes encadrées par les régions 18S (petite sous-unité
(coté 5) et 28S (grande sous-unité (coté 3’). Cette derniere comporte également deux
domaines trés variables qui ont servi a développer d’autres types d’amorces. Le couple
d’amorce ITS1/ITS2 et ITS1/ITS4 est souvent utilisé et donne des résultats satisfaisant pour
I’identification au rang de I’espéce. La région ITS a été adoptée comme code a barres
universel pour tous les champignons (Schoch et al. 2012), son taux de réussite pour la PCR
est de 92%. Le calcul de la probabilité d’identification est de 76% pour les espéces fongiques
d’intérét médical par exemple (Huzeifa et al. 2017).

Cependant, le nombre important d’espéces fongiques et la grande variabilité du génome
du regne fongique en général et spécialement pour certains genres comme Aspergillus,
Trichoderma, Penicillium, Cladosporium ou Fusarium ; qui ont un grand intérét scientifique
et ecologique mais qui montrent une grande variabilité intraspécifique. et qui présentent des
lacunes au niveau de leur de code-barres au niveau de leur régions ITS. De telles raisons ont
poussé les chercheurs a recourir a d’autres séquences plus spécifiques et presentant plus de
variabilités pour les espéces tres proches qui peuvent compleéter les séquences ITS (Huzeifa et
al. 2017, Al-Hatmi et al. 2016).

1.5 AUTRES AMORCES

Les conditions précitées qui constituent une limite de I’utilisation de la région ITS
comme code a barres unique et I’évolution rapide des nouvelles méthodes de séquencage, ont
permis de penser au développement d’un code a barres secondaire afin d’augmenter la
pertinence du codage a barres de ’ADN. Le facteur d’élongation de la traduction EF1-alpha
(TEF1-a) a été proposé en 2015 comme code-barres secondaire chez les champignons
(Stielow et al. 2015). D’autres séquences ont été proposées comme le géne de la B-tubuline, la
calmoduline, TEF3, RPB1, RPB2, Lys2...etc. (Al-Hatmi et al. 2016, Stielow et al. 2015,
Watanab et al. 2011).

Chez le genre Fusarium, parmi les génes qui ont été le plus étudiés ces deux derniéres
décennies et qui ont montré une fiabilité intéressante (qui s’approche de celle reportée pour
I’ITS, pouvant la compléter), les génes TEF1-a, le géne TOPI (topoisomérase), et le géne
PGK (phosphoglycérate kinase). Ces génes offrent plusieurs types d’amorces qui sont des
plus utilisées dans le cas de ’identification des espéces du genre Fusarium (particulierement

I’amorce EF1-1018F/EF1-1620R), d’ou la proposition de les utiliser comme code & barres
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secondaire complémentaires ou codes spécifiques pour les différents types de taxons
fongiques (Kidd et al. 2020, Huzeifa et al. 2017, Refai et al. 2015, Stielow et al. 2015,
O’Donnelle et al. 2013).

16 CARACTERISATION MOLECULAIRE DES ESPECES FUSARIENNES

Dans le genre Fusarium [I’identification classique bien qu’elle reste trés utile en
mycologie et en phytopathologie, elle peut étre a I’origine d’une certaine confusion en raison
d’abord, de la grande variabilité des espéces isolées en fonction des nombreux facteurs agro-
climatiques (substrat, sol, espéce de plante ou variété). Ensuite, des facteurs géographiques (la
localité, le microclimat, la saison) (voir chapitre précédant). Enfin, les conditions et la
composition des milieux de culture utilisés pour isoler et purifier ces espéces. D’autres
facteurs comme la reproduction sexuée ou les facteurs para sexués peuvent augmenter
I’ambigiiité dans 1’identification (O’Donnell et al. 2020, Huzeifa et al. 2017, Lepoivre et al.
2003).

\

Le recours a I’identification moléculaire permet de compléter la caractérisation
morphologique qui, a elle seule, ne peut apporter la précision et la rapidité requises et ce, dans
tous les domaines aussi bien économiques (certification de semences ou de denree
alimentaires), de santé (pour les espéces d’intérét clinique chez I’homme ou les animaux) ou
commerciale (le transit international des produits agricoles par exemple). D’autre part,
I’identification moléculaire a été a I’origine du rapprochement entre la forme asexuée et la
forme sexuée des différentes especes fongiques généralement et Fusariennes spécialement

bien qu’elles ne partagent pas la méme niche écologique (Summerell et al. 2011).

En outre, la caractérisation moléculaire et les études phylogénétiques ont rapprochées
certaines espeéces et éloignée d’autres. Par exemple, certains complexes de Fusarium qui
contenaient un nombre important de lignées ont éclatés en espéces (complexe F.
graminearum, F. oxysporum ou le complexe F. fujikuroi), alors que d’autres genres de la
famille des Nectriacées (a laquelle appartient le genre Fusarium) se sont trop rapprochés du
genre ce qui a incité les chercheurs phylogénéticiens a les considérer comme des formes

fusarioides qui peuvent étre attachées au genre Fusarium (Crous et al. 2021).

D’un autre c6té, le changement du systeme de nomenclature double vers un systéme de
nomenclature unique pour les champignons n’a pas pu étre completement instauré a travers le

monde jusqu’a présent. Ceci a augmenté le nombre des espéces Fusariennes identifiees et
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préte a la confusion (deux noms différents peuvent concerner la méme espece) (Huzeifa, et al.
2017)

En plus, I'utilisation du nom de « Fusarium » est réservée a la forme asexuée mais elle
continue & étre utilisée méme pour la forme sexuée car elle est bien plus ancienne et plus
ancrée dans les systemes éducatifs, de recherche ou de santé par rapport aux noms des formes
téleomorphes; comme « Gibberella » ; qui sont moins utilisés, moins connus et donc moins
identifiés. Ainsi, cette démarche peut aussi contribuer a la confusion dans I’identification sur

les bases de données comme Géne Bank (O’Donnelle et al. 2020, Huzeifa et al. 2017).

1.7 OBIJECTIF DE L’ETUDE

Ce deuxieme axe de recherche avait pour objectif la caractérisation morphologique et
moléculaire de treize especes fusariennes isolées a partir de plantes de mangue présentant la

maladie de la malformation du manguier.

18



2. METHODOLOGIE

2.1 ECHANTILLONS

Les échantillons fongiques (une vingtaine) sont arrivés au laboratoire sous forme de
culture en conservation dans des tubes de gélose inclinée. Aprés une premiére culture sur
milieu PDA, les espéces qui montraient les caractéristiques morphologiques de Fusarium sp.

ont été repiquées dans le but de réaliser une culture monospore.

2.2 PROTOCOLE DE LA CULTURE MONOSPORALE

La culture monospore est préconisée dans le but dobtenir un matériel fongique
génétiquement homogene (Booth, 1971). Pour cela les souches ont ét¢ d’abord repiquées sur
des boites de Pétri contenant du milieu PDA jusqu’a sporulation (entre sept et dix jours).
Ensuite, un disque mycélien de 5mm de diametre est prélevé a la périphérie de la colonie et
introduit dans un tube contenant 9ml d’eau distillée stérile. Apres agitation, une série de
dilutions est réalisée avec une pipette stérile (de 10" & 10°) puis un volume de 0,1ml
contenant généralement quelques microconidies (comptées grace a la cellule de Thomas) est

préleveé et étalé avec des billes stériles sur un milieu gélose a 2%.

Le repérage et la délimitation des spores en germination sont effectués a ’aide d’une
loupe binoculaire apres 48h d’incubation a 25°C. Un fragment de gélose portant la conidie est
prélevé a ’aide d’une anse stérile puis déposé dans une nouvelle boites de Pétri contenant le
milieu PDA modifi¢ au chloramphénicole avant d’étre scellée et incubées dans une étuve a

25° C. Cette opération a été répétée pour les différents isolats et pour chaque isolat.

2.3 CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE

Les cultures obtenues ci-dessus sont repiquées de nouveau au moyen d’un disque
mycélien de 5Smm de diamétre prélevé aseptiquement a I’aide d’un emporte-piece sous la
hotte, les boites avant d’étre incubées de nouveau dans I’étuve a 25°C. Au bout de dix jours la
majorité des especes fusariennes sporulent et sont prétes pour I’identification. Les cultures

obtenues en double sont conservées au réfrigérateur pour I’identification moléculaire.

L’étude macroscopique a ¢été faite en se basant sur la couleur a la surface et au revers
des boites, la vitesse de croissance du mycélium et la pigmentation. Alors que la description

microscopique a été effectuée en observant la forme des microconidies, des macroconidies,

19



des phialides et les chlamydospores. En outre une étude biométrique a été effectuée sur 50

conidies par isolat.

24 CARACTERISATION MOLECULAIRE

L’extraction de I’ADN est réalisée a partir de culture jeune de sept jours. en utilisant le
Kit de la plate forme « Isolate Il Plant DNA kit » de BIOLINE selon le protocole du kit. Puis
un dosage par Nanodrop a été effectué avant la PCR pour Vérifier la pureté des échantillons.
Une réaction PCR a été préparée pour les 13 échantillons d’ADN en utilisant le couple
d’amorce universelle (sens/anti sens) ITS1/1TS4 (ITS1 5TCCGTAGGTGAACCTGCGG 3’
and ITS4 3> TCCTCCGCTTATTGATATGC 5°) (Kumar et al. 2016, Singha et al. 2016).

Le tableau suivant donne la composition du mix :

REACTIFS : Tag DNA polymérase kit de Bioline Quantité pour un tube
2xTampon 10 I (microlitres)

ITS1, 10 uM (microMolaire) 2ul (microlitres)

ITS4, 10 uM (microMolaire) 2ul (microlitres)

ADN 120 ng (nanogramme)

H,O QSP pour un volume de 25 pl

La PCR a été effectuée a 1’aide d’un Thermocycleur « Veriti » marque ABI (Applied
Biosystems) selon le programme suivant : 95°C, 2min ; (95°C, 30sec ; 57°C, 30 sec ; 72°C,
30sec) 35x ; 72°C, 3min.

Les produits de la PCR ont été détectés a l'aide d’une électrophorése effectuée par
migration sur un gel d’agarose 1% en présence d’un marqueur de poids moléculaire de 1Kb.
Les photos ont été visualisées par le systeme de photo documentation « G Box ». Les produits
PCR des échantillons d’ADN amplifiés sont passés au laboratoire de séquencage pour la suite

des analyses. L’étude moléculaire a été faite au niveau du Centre National de Recherche

Scientifique (CNRST, Rabat, Maroc).

25 ETUDE BIOINFORMATIQUE

Aprés séquencage et traitement par BLAST, les séquences consensuelles ont été
comparées aux séquences de la base de données NCBI GenBank. L’identité de chaque isolat a
été définie en se basant sur le pourcentage de ressemblance le plus proche des résultats du

Blast. Un arbre phylogénétique a alors été construit a ’aide du logiciel MEGA 10.1.6 (Kumar
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et al. 2018) en utilisant 1’algorithme Maximum Likelihood (Felsenstein, 1985). Les séquences
obtenues ont été soumises a Genbank NCBI pour I’attribution de numéros d’accession. Cette
partie bioinformatique a été réalisée grace a la contribution de M™ Fatima Gaboune

remerciée, docteur-ingénieur bio-informaticien a 'INRA de Rabat, Maroc.
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3. RESULTATS ET DISCUSSION

Le résultat de I’identification morphologique et moléculaire est reporté dans le tableau

suivant afin de tirer les principales conclusions quand a cette étude. C’est un récapitulatif de

I’identification morphologique et moléculaire avec les pourcentages de similarité sur la

banque de gene NCBI avec des pourcentages de similarité (scores %) pour les treize isolats

de Fusarium:
ISO | SEQUENCE | MORPHOLOGIE GENETIQUE SCORE%
LA
T
17 540 F. equiseti F. equiseti 99,82
F. sp. ASPB1-TR Buralikson 99,26
2 543 F. sterilihyphosum | F. fujikuroi strain Bt4L 99,25
F. proliferatum isolate EFS12 99,25
F. subglutinans 99,45
3 544 F. mangifera F. proliferatum TF1 99,45
F. sp.3.BRO-2013 99,45
5 545 F. mangifera Ffujikuroi strain Bt4L 99,44
G. moniliformis strainsEXGF-2 99,45
6 521 F. subglutinans F. circinatum Isolate L-943/2013 99,44
7 548 F. subglutinans F. sterilihyphosum isolate EFA6F SRG 99,25
F. fujikuroi FZ04 99,44
8 554 F. mangifera Fusarium verticillioides strain AE-FPO8 99,62
Fusarium proliferatum strain TF1 99,44
Qet | 543 F. oxysporum F. circinatum 99,62
6’
F. sudanens/G.thapsinaM3790 99,64
11 560 F. subglutinans Gibberella thapsina isolate M3790 99,64
Fusarium annulatum 2704/2012 99,46
12 558 F. subglutinans G. moniliformisFM7 99,08
26 543 F. mangifera F. subglutinans 99,44
53 548 F. sp. G. moniliformis Novbl = F. verticillioides 99,82

L’identification morphologique a permis d’identifier les 13 especes selon une

fréquence de :

» 30,76 % (isolat 6, 7, 11 et 12) comme étant F. subglutinans qui est aussi connue sous

le nom de F. moniliform var subglutinans aussi connue sous le nom de F. mangifera.

» 30,76 % (isolats 3, 5, 8 et 26) comme étant F. mangifera espéce responsable de la

malformation du manguier.
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> 7,68 % (isolat 2) comme étant F. sterilihyphosum, cette espece est aussi associée au
nom de F. subglutinans ou F. mangifera.

> 15,38 % (isolat 6’ et 9) comme étant F. oxysporum, espéce normalement confinée au
sol.

> 7,68 % (isolat 53) qui n’a pas pu étre identifié : F.sp.

Au total, 9 isolats sur treize sont identifiés et connus comme étant responsables de la

maladie de la malformation du manguier. L’espéce la plus dominante étant F. mangifera.

Les neufs espéces (les plus abondantes dans cette caractérisation morphologique) ont des
noms synonymes selon Summerell et al. (2011). Avec I’espece F. mexicanum, ces especes ont
été citées comme étant des especes les plus responsables de la maladie de la malformation du
manguier par Kumar et al. (2021) et Liew et al. (2016). Toutes ces especes appartiennent au

complexe fujikuroi traditionnellement appelée « section des Liseola »

D’autre part, Gibberella fujikuroi ou Fusarium fujikuroi est la forme téléeomorphe des
especes de la section des Liseola. Actuellement, il groupe 50 anampophes et 11 espéces
biologiques sexuellement fertiles. Elles sont citées comme étant responsables de plusieurs
maladies de plantes agricoles et horticoles; comme le manguier; qui sont économiquement

importantes a travers le monde (EI-Shabrawy, 2021, Bashyal, 2019).

L'analyse morphologique a permis d'identifier 13 espéces du genre Fusarium qui, selon
des études récentes ou précedentes (Kumar et al. 2021, Liew et al. 2016, Lima et al. 2012,
Marasas et al. 2006), sont toutes incriminées dans la maladie de la malformation du manguier
a travers le monde. Le complexe Fujikuroi est le plus sinon le seul représenté (Montoya et al.
2022, Nihaus et al. 2016, Lima et al. 2012, Summerell et al. 2011).

Les résultats de la caractérisation moléculaire ont montré que les especes identifiées
présentaient des degrés de similarité, avec les espéces inscrites et disponibles sur la base de
données NCBI, allant de 99,08 a 99,82 %. Les especes qui ont été retenues, sont toutes des

especes du genre Fusarium appartenant au complexe Fujikuroi, a I’exception de F.equiseti.

Cette caractérisation moléculaire a permis de confirmer que les isolats 9 et 6’ identifiés
comme étant F. oxysporum étaient similaires a F. circinatum. Alors que I’isolat 53 était

similaire a Gibberella moniliformis equivalent a F. verticillioides.
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La majorité des isolats sont en effet du groupe fujikuroi qui renferme un ensemble
d’espéces biologiques qui sont en réalité des formes téléomorphes des especes fusariennes de
la section des Liseola (EI-Shabrawy, 2021, Leslie et Summerell, 2011). D’autre part, Huzeifa
et al. (2017) ont signalés la nécessit¢ d’utiliser d’autres séquences plus précises pour
remplacer les amorces ITS ou les compléter dans le cas de I’identification des espéces du

genre Fusarium.

Cette étude a fait I’objet d’un article publié dans la revue IJAR en 2021.
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4. CONCUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif de ce deuxiéeme axe de recherche a été la caractérisation des espéces
fusariennes isolées a partir des plantes présentant les symptdomes de la malformation du
manguier par une étude morphologique et moléculaire. Ainsi, 13 isolats du genre Fusarium,
obtenus a partir de tissus présentant les symptémes de la maladie ont été caractérisés en
utilisant des critéres d’identification morphologique (culturaux et microscopiques) ainsi
qu’une analyse moléculaire ou les séquences ITS des génes 'ADNr ont été amplifiées par les
amorces universelles ITS1 et ITS4.

L'analyse morphologique a permis d'identifier treize especes du genre Fusarium qui, dont
neufs sont impliquées dans la maladie de la malformation du manguier a travers le monde. Le

complexe Fujikuroi est le plus représente avec une frequence de 69,23 %.

Les résultats de la caractérisation moléculaire ont montré que les especes identifiées
présentaient des degres de similarite, avec les espéces inscrites et disponibles sur la base de
données NCBI, allant de 99,08 a 99,82 %.

Les especes qui ont été retenues, sont toutes des especes du genre Fusarium appartenant
au complexe Fujikuroi, avec une fréquence de 92,30 % a I’exception de F.equiseti qui a une
fréquence de 7,69 %. Ces résultats montrent [Iintérét d’associer [I’identification
morphologique a celle moléculaire, les deux se complétent pour donner le maximum de

chance de faire une identification correcte.

Une étude du pouvoir pathogene de ces especes suivie d’une nouvelle caractérisation
moléculaire avec des amorces plus spécifiques aux espéces fusariennes comme celles du gene
TEF1-a et/ou celles de la B-tubuline, ou bien I’utilisation d’une amorce spécifique a F.

mangifera, pourrait discriminer avec précision ces especes.
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TROISIEME CHAPITRE

CONTROLE BIOLOGIQUE DE
LA MALADIE DE LA
MALFORMATION DU
MANGUIER.
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1. PROBLEMATIQUE DE LA LUTTE CONTRE FUSARIUM
SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1 DIFFICULTES DE GESTION DES MALADIES DUES A FUSARIUM

Les espéces du genre Fusarium se conservent dans le sol et les débris organiques sous
forme de chlamydospores, conidies, mycélium ou d’organes de fructification pendant de
longues périodes. L’infection des plantes par I'inoculum primaire dépend de plusieurs
facteurs dont la sensibilité de I’hdte, les facteurs de I’environnement et la pathogénie de

I’espece phytopathogene (Moparthi et al. 2021, Pfordt et al. 2020).

En outre, les maladies causées par les espéces telluriques ; comme celles du genre
Fusarium ; impactent plus les cultures pratiquées sous I’agriculture intensive ; dite
industrielle ; qui utilise les produits chimiques de synthese comme les engrais ou les
pesticides et qui se base sur des variétés performantes ; en termes de rendement ; dans des
conditions de monoculture avec mécanisation et technologies de pointe (Glinushkin et al.
2021, Leslie et Summerell, 2011).

1.2 CONTROLE BIOLOGIQUE DE FUSARIUM

Depuis plusieurs décennies et jusqu’a nos jours, les chercheurs et les agronomes
proposent la méthode du contréle intégré pour lutter contre les maladies dues a Fusarium
puisque I’utilisation d’une seule méthode de contrdle ne peut pas assurer un contréle efficace
de la maladie (Glinushki et al. 2021, Lepoivre et al. 2003). Les sols qui ne permettent pas le
développement des maladies dues a Fusarium sont caractérises de suppressifs, dont la
principale caractéristique est une flore microbienne trés diversifiée et en équilibre ou le seuil

de I’inoculum primaire ne peut déclencher la maladie (Cha et al. 2016).

L’utilisation de la microflore du sol et de la rhizosphére comme agents de contrdle
biologique afin de limiter le développement des agents phytopathogénes en vue de restituer
I’équilibre biologique est trés étudiée et exploitée (Veldman et al. 2018, Druzhinina et al.
2011, Howell, 2003). La définition du contrdle biologique a beaucoup évoluée avec la
révolution des études sur la génomique et la transcriptomique pour englober 1’induction de la

résistance chez les plantes par des microorganismes ou par le produit de leurs molécules.
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L’étude du contrdle biologique par la stimulation des défenses naturelles de la plante
(par I’acquisition de la résistance systémique) est actuellement en plein essor (Ben Amira et
al. 2017).

Les especes fongiques, bactériennes ou un produit de la dégradation de leurs molécules
ainsi que d’autres molécules organiques produites par les plantes ou autres organismes ;
naturellement ou dans des conditions de stress ; sont actuellement trés étudiés dans le méme
but (Druzhinina et al. 2011).

1.3 RELATION TRICHODERMA-FUSARIUM

Le genre Trichoderma (téléomorphe : Hypocrea) est I’'un des genres de champignons de
lutte biologique le plus utilisé dans le biocontrdle des maladies des plantes en générale et dans
les infections dues a Fusarium en particulier (Druzhinina et al. 2011, Kubicek et al. 2011).
Ceci est di a sa nature comme étant un microorganisme du sol donc, peu nocif a
I’environnement et a son large spectre d’activités biologiques nombreuses dont les

mécanismes sont diversifies (Howell, 2003).

Ces mécanismes sont d’abord un effet sur la morphologie et la croissance du
mycélium : c’est le mycoparasitisme qualifié de 1’hyper-parasitisme nécrotrophe par la

production élevée de protéases, de chitinases, de cellulases et autres (Kubicek et al. 2011).

Le deuxiéme mécanisme est I’antibiose par la sécrétion de substances antibiotiques et
de métabolites secondaires : plus de 200 dont les mycotoxines, des molécules diffusibles et
d’autres volatiles (Vinale et al. 2014).

Enfin, le troisieme mécanisme est la compétition spatiale ou nutritionnelle qui s’exerce
vis-a-vis du pathogéne. D’autre part, d’autres molécules sont produites lors de la relation avec
la plante afin de moduler les interactions plante-hote-pathogéne (Zhu et al. 2022, Sharma et
al. 2020, Zhang et al. 2018, Druzhinina et al. 2011, Benitez et al. 2004).

Parmi les espéces qui ont été étudiées et qui exercent un biocontrdle sur les espéces de
Fusarium, figurent T. harzianum, T. viridea, T. atoviride, T. reesei, T. longibrachiatum et T.
coningii...etc (Druzhinina et al. 2011, Kubiceket al. 2011, Howell, 2003).

Ces données n’ont fait qu’augmenter le recours aux especes de Trichoderma comme

agent de biocontrole de la fusariose spécialement et d’autres maladies généralement; en
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agriculture conventionnelle ou biologique ; surtout pour les parasites telluriques comme

Fusarium ce qui en fait un biopesticide de choix ; (Jitendra Mehta et al. 2012).

1.4 EFFET ANTAGONISTE TRICHODERMA-FUSARIUM IN VITRO

L’étude du biocontrdle de Trichoderma vis-a-vis de Fusarium in vitro a été reportée par
plusieurs chercheurs qui ont évalué le pourcentage d’inhibition de la croissance mycélienne in
vitro. L’effet antagoniste est soit direct par compétition vis-a-vis des sources nutritives et de
I’espace ou indirect par libération de composés volatils ; en culture double ou en filtrat de
culture en milieu liquide (Dugassa et al. 2021, Veenstra et al. 2018, Mokhtari et al. 2017,
Sharma et al. 2011).

La confrontation entre F. moniliforme var subglutinans (F. mangifera) agent
responsable de la malformation du manguier par trois especes de Trichoderma a permis de

conclure sur I’effet antagoniste de ces especes in vitro, (Kumar et al. 2012).

1.5 OBIJECTIF DE L’ETUDE

L’objectif de ce troisieme axe de recherche a été d’étudier la confrontation entre les treize
especes fusariennes isolées et identifiées dans le deuxieme chapitre avec deux souches de
Trichoderma : T. coningii et T. longibrachiatum en vue de mettre en évidence un controle

biologique potentiel de la maladie de la malformation du manguier.
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2. METHODOLOGIE

2.1 AGENTS ANTAGONISTES

Les especes de Trichoderma: qui ont été choisi pour le test de confrontation ont été
récupérées au niveau de la collection de microorganismes du Centre National pour la
Recherche Scientifique et Technique de Rabat, (CNRST) sous forme de culture jeune d’une
semaine sur milieu PDA. Un choix judicieux a porté sur deux espéces connues pour leur
pouvoir antagoniste important Trichoderma koningii Audemans (M35) et Trichoderma
longibrachiatum Rifai (M37).

2.2 PROTOCOLE DU TEST DE CONFRONTATION DIRECTE

Sur le milieu gélosé, une carotte de 5mm de diamétre du mycélium de Fusarium sp. est
placee a une extrémité sur la boite de Peétri. Au bout de 2 jours une autre carotte du mycélium
de Trichoderma sp. est déposée sur I’autre extrémité de la méme boite a une distance de 5 cm.
Les témoins sont constitués uniquement de 1’agent pathogéne ou de ’antagoniste ; cultivés

séparément sur deux boites de Pétri separées.

Des mesures quotidiennes (de 24 heures) de la croissance du mycélium ont été
effectuées jusqu’a ce qu’il se stabilise et forme une zone d’inhibition entre les colonies. Les
pourcentages d’inhibition de la croissance mycélienne ont été calculés a I’aide de la formule:
PICR = [(R1 - R2) / R1] x 100 ou PICR est le Pourcentage d'inhibition de la croissance
radiale, R1: le diametre du témoin, R2: le diametre du traitement (Howell, 2003, Benhamou et
Chet, 1993).

2.3 PROTOCOL DU TEST DE CONFRONTATION INDIRECTE

Le test de la culture en double est le plus préconisé pour la mise en évidence des
substances volatiles. Il consiste a repiquer une carotte de 5mm diameétre Trichoderma sp. et
une autre de de Fusarium sp. de méme diamétre et de méme age (six jours) dans deux boites
séparées en méme temps. Par la suite les couvercles sont enlevés, un assemblage est réealisé
par superposition des deux boites de culture de telle sorte que la boite de Trichoderma soit en
bas et celle de Fusarium en haut. L’assemblage des deux boites est renforcé par des couches

de parafilm afin d’éviter toute déperdition des substances volatiles.
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Le témoin est assuré de la méme facon en remplacant la boite de culture de
Trichoderma sp. par une boite de milieu géloseé stérile (PDA).

L’expérience a été répétée trois fois pour chaque isolat. Les culture en double ont été
incubées a 28 °C. La notation du diamétre moyen des colonies a été réalisée au bout de six
jours. L’inhibition de la croissance mycélienne a été estimée en pourcentage par rapport aux

témoins selon la formule précédente (Deniss et Webster, 1971).

24 ANALYSE DES DONNEES

Les données ont été analysées avec le logiciel statistique R 3.5.1. Une analyse de variance
a deux facteurs a été effectuée grace a la fonction AOV du PACKAGE AGRICOLAE. Le test
de comparaison multiple de Student Newmann et Keuls (SNK) a été fait grace a la fonction
SNK .test du PACKAGE AGRICOLAE.
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3. RESULTATS ET DISCUSSION

Ce travail de recherche a fait I’objet d’une publication dans le journal IJAIR en 2021.
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4. CONCLUSION

L’objectif de ce troisiéme axe de recherche a été d’évaluer in vitro, I’effet antagoniste de
deux espéces de Trichoderma : T. coningii A. et T. longibrachiatum R., sur les treize espéces
de Fusarium qui ont été identifiées comme principales responsables de la malformation du
manguier. Les résultats obtenus montrent que les deux espéces antagonistes ont produit un

effet direct et indirect d’inhibition de croissance sur les isolats testés.

Les pourcentages moyens d’inhibition en présence de Trichoderma koningii Audemas
variaient de 13,13 a 57,67 % lors de la confrontation directe et de 3,33 & 33,33% lors de la
confrontation a distance. Alors qu’avec la présence de Trichoderma longibrachiatum Rifai,
les pourcentages d’inhibition étaient de 9,80 a 37,03 % lors de la confrontation directe et de
11,11 a 33,33 % lors de la confrontation a distance. Ainsi 85% d’isolats ont montré un
pourcentage d’inhibition significatif dans le cas de la confrontation directe et 54% dans le cas

de la confrontation a distance pour les deux souches testées.
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CONCLUSION GENERALE

Dans ce document je présente les thématiques principales que j’ai pu développer au
Laboratoire Agroalimentaire et Santé a la FST de Settat. Ces thématiques s’articulent de fagon

générale autour de trois axes :

Le premier axea porté sur I’étude de la prévalence et la diversité des especes
fusariennes présentent naturellement sur les céréales dans la région de Casablanca - Settat. En
effet, étant donné le peu d’information concernant la fusariose au Maroc, 1’objectif de cette
étude était de détecter une éventuelle contamination naturelle de vingt-sept échantillons de
céréales : blé dur (9), blé tendre (4), orge (8) et mais (6) récoltés pendant ’année agricole
2013/2014, dans sept localités différentes de la région. Pour cela, une identification
morphologique classique prenant en compte les principales caractéristiques microscopiques et
macroscopiques des especes fongiques isolées des quatre céréales a été réalisée sur des

échantillons frais.

Les résultats de cette étude ont montré la présence d’une microflore fongique assez
variée (564 isolats). Le genre Alternaria a représenté 53% suivi des genres Fusarium (16%),
Aspergillus (14%), Rhizopus (8%), Bipolaris (3%), Absidia (2%) et autres (4%). La fréquence
et le type d’especes fongiques varient en fonction du type de la céréale et de 1’origine
géographique de 1’isolat. Les résultats montrent aussi que I’infection due a Alternaria est plus
fréquente que celle due a Fusarium ce qui montre que la maladie des pourritures racinaires est

plus prépondérante que la fusariose dans la région.

Le deuxieme axe a porté a la fois sur I’étude morphologique et moléculaire des
especes fusariennes isolées de plantes présentant les symptdomes de la malformation chez le
manguier. L’objectif de cette étude a été d’identifier les especes fongiques associées aux
symptdmes de la malformation chez le manguier par la méthode classique en se basant sur des
criteres microbiologiques de culture, purification et identification. Ensuite, cette étape a été
suivie par une identification moléculaire en se basant sur le géne codant la région ITS de
I’ADN ribosomique fongique. L’amplification de la région ITS de I’ADN ribosomal des
souches de Fusarium sp avec le couple d’amorces ITS1/ITS4, a donné des bandes de tailles
comprises entre 500 et 600 paires de bases.

Le séquencage du produit de PCR a été soumis a la base de données de référence du
NCBI et analysé par BLASTn pour I’identification des séquences fongiques. Le pourcentage

de ressemblance entre les isolats de cette étude et ceux présent sur la banque de géne était
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élevé puisqu’il a varié¢ de 99,08 a 99,82 %. Dans une troisiéme étape, I’indice de similarité a
permis de dresser 1’arbre phylogénique des espéces étudiées par rapport aux espéces qui leur
sont les plus proches sur la base de données NCBI ce qui a permis de rapprocher la majorité
des especes fusariennes étudiées aux especes disponibles sur la base de données et qui
présentent le plus de ressemblances au niveau des séquences amplifiées. Pour I’espéce
F.equiseti, I’identification moléculaire a confirmé celle morphologique.

De méme, pour les autres especes identifiées au paravent comme étant du groupe
fujikuroi, I’identification moléculaire a confirmée ce résultat. Le manque de séquences
identiques sur la base de donneées NCBI et le probleme de nomenclature double et autres
difficulté dans 1’utilisation des bases de données n’ont pas permis de discriminer toutes les
espéces pourtant tres proches en % de similarité. La trés haute spécificité des espéces
fusariennes du groupe fujikuroi, font que le marqueur ITS soit insuffisant pour montrer un
polymorphisme chez ces espéces.

D’autre part, la base de données est enrichie par les séquences des especes identifiées
dans différentes régions du monde donc connues, si nos séquences n’ont jamais été identifiées
cela explique ce résultat. D’autre part, les treize isolats ont été inscrits a la base de données
sous un numéro d’ordre (numéro d’accession) qui les caractérise sur Gene Bank.

Le troisieme axe a porté sur 1’évaluation de I’effet antagoniste de deux souches de
Trichoderma vis-a-vis des treize espéces fusariennes isolées et identifiées préalablement.
L’objectif de cet axe était d’évaluer le taux d’inhibition de la croissance fongique des especes
fusariennes responsables de la malformation du manguier, en confrontation directe ou
indirecte, avec deux especes du genre Trichoderma (T. coningii et T. longibrachyatum). Ce
genre comporte des especes ayant des propriétés antagonistes envers plusieurs especes
fongiques dont certaines especes du genre Fusarium.

La confrontation directe et indirecte a montré que les souches de Trichoderma ont une
activité sur la croissance mycélienne des 13 isolats de Fusarium a des taux qui varient d’un
isolat a un autre, selon la méthode de confrontation utilisée. Les pourcentages moyens
d’inhibition en présence de Trichoderma koningii Audemas (M35) variaient de 13,13 a 57,67
% lors de la confrontation directe et de 3,33 & 33,33% lors de la confrontation & distance.
Alors qu’avec la présence de Trichoderma longibrachiatum Rifai (M37), les pourcentages
d’inhibition étaient de 9,80 a 37,03 % lors de la confrontation directe et de 11,11 a 33,33 %
lors de la confrontation a distance.

La compétition et le mycoparasitisme ont été les principaux modes d’action mis en

évidence pour inhiber la croissance mycélienne des 13 isolats testés. Ainsi 85% d’isolats ont
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montré un pourcentage d’inhibition significatif dans le cas de la confrontation directe et 54%
dans le cas de la confrontation a distance pour les deux souches de Trichoderma. Comme
pour plusieurs autres espéces de Trichoderma, ces résultats montrent la possibilité d’utiliser
ces deux espéces T. longibrachyatum et T. coningii dans une étude ultérieure comme méthode
de lutte préventive contre la maladie de la malformation du manguier vis-a-vis des isolats qui
s’averent pathogeénes.

Ce recueil de mes travaux de recherche a résumé briévement les thématiques principales
que j’ai pu développer au Laboratoire d’Agroalimentaire et Santé a la FST de Settat entre
2016 et 2021. Toutes ces thématiques ont été réalisées en totalité ou en partie au Laboratoire
d’Agroalimentaire et Santé et ont fait I’objet de plusieurs communications orales ou posters et
de trois publications.
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