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Résumé

Ce travail a porté sur I’é¢tude de la mycorhization et la croissance des vitroplants ayant le méme age et
se développant dans les mémes conditions climatiques, méme type du sol et méme techniques (irrigation,
fertilisants........).

Dans une premiere partie, on a prélevé des échantillons des racines des vitroplants de petites taille et
de grande taille de deux vari¢tés (MJHL, NJD). Ensuite, on a pratiqué un éclaircissement et une coloration a ces
racines pour détecter la présence de mycorhizes. De plus on a compté le nombre des spores au niveau de sol de
ces vitroplants apres isolement et concentration. Les résultats ont montré que les racines des vitroplants de
grandes tailles sont mycorhizés avec une intensité tres importante, alors que la mycorhization au niveau des
plants de petites tailles est faible. De plus le nombre de spores est éleve dans le sol des plants de grande taille, et
bas au niveau de petits plants.

Dans une seconde partie, on a ensemencé une série de dilution préparée a partir de sols des
vitroplants étudiés dans un milieu PDA, pour chercher la présence de I'agent pathogéne de la maladie de
Bayoud Fusariumoxysporumf.sp. albedinis(Foa) dans la zone d’¢tude, qui est une nouvelle plantation des
vitroplants, afin d’assurer les agriculteurs de ’absence du pathogene. Les résultats obtenus montrent la
présence des colonies suspectes ayant un aspect morphologique qui se rapproche de celui de Foa. Mais une
¢étude, d’inoculation des feuilles de plants de Boufegous par des suspensions de ces isolats, amontré que ces
champignons n’ont pas d’effets sur ce palmier dattier, donc ces colonies ne correspondent pas a un Foa. Ce qui

permet de conclure que la zone de culture de ces plants est non infectée par le Bayoud.
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Introduction

Le palmier dattier est 'une des plus anciennes especes fruitieres du Maroc. Sa culture, symbole de

fertilité¢ et de prospérité des zones sahariennes et présahariennes, constitue l'une des principales cultures
agricoles au niveau de ces zones.
A la fin de 19" si¢cle,le Maroc occupait le 3°™ rang avec un effectif de 15millions de palmiers dattiers,il
occupait également une place de choix au niveau du commerce extérieur grace a la qualité¢ des dattes
produites. Perreau Leroy a rapporté que jusquwau 19 siécle, le marché de la datte de londrés était
principalement approvisionné avec le mejhoul du Tafilalet.

Malheureusement, aprés cette périodebrillante, et a partir du début du 20°™siecle, la situation de
secteur est devenue tresdifficilecar les palmeraies ont commencé a connaitre une dégradation continue sous
Peffet de plusieurs contraintes telles la sécheresseprolongée ’ensablementle manque d’intérét de la part des
populations, le vieillissement des palmeraies et les maladies surtout le bayoud qui a détruit 2/3 de la palmeraie
marocaine en un siecle.

Aujourd’hui le nombre de palmiers dattiers au Maroc est seulement de 4.5 millions, un chiffre qui est
relativement  faible par rapport aux autres pays du Maghreb(Algérie.9 millions, Libye .7
millions, Tunisie :3millions). De ce fait, la production des dattes au Maroc reste insuffisante et peut varier d’une
année a lautre selon les conditions du climat. Ce sont essentiellement des dattes de faible et moyenne qualité
qui prédominent. Les meilleurs dattes ‘mejhoul’ et ‘boufggous’ sont rares et coutent cher.

La reconstitution des palmeraies est basée uniquement sur l'utilisation des rejets (méthode
traditionnelle)qui ne peut étre envisagée puisque un pied de palmier dattier ne peut pas produire en moyenne
qu'entre 20 et 30 rejets durant toute sa vie. Il devient nécessaire de faire appel a la culture 7z vifro par toutes
ses composantes (organogenese, embryogenese, ) qui a un grand pouvoir de multiplication en masse pour
repeupler les palmeraies marocaines. La plantation des jeunes palmiers doit étre accompagnée de mesures de
protection, d’accompagnement et d’entretien pour augmenter les chances de peuplement réussie.

Apres l'implantation des « vitroplants » ayant le méme age et les mémes conditions climatiques,
méme type du sol et méme techniques (irrigation, fertilisants........ ). l'agriculteur constate que les plantes ne
poussent pas a la méme vitesse ; certaines poussent rapidement d’autres marquent un retard de croissance. La
question qui se pose alors . pourquoi cette diversité de croissance ? S’agit-il d’une raison génétique ou existe-il
un autre facteur qui engendre cette différence de croissance ?

Ainsi, le 1°“objectif de ce travail est d’essayer d'étudier un facteur qui pourrait 4 nos yeux justifier cette
différence de croissance a savoir la mycorhization. On va d’abord détecter Iexistence de cette symbiose et
examiner sa relation avec la croissance des « vitroplants ».

Le 2°™ objectif est de chercher I'existence de ’agent pathogéne Fusariumoxysporumf.sp. albedinis au niveau

des sites prospectés pour rassurer les agriculteurs de Pabsence de ’agent causal de la maladie de Bayoud.
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Partie bibliographique

CHI. Le palmier dattier . description, exigences et problématique du secteur

phoénicicole.

1.1. Description morphologique
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tronc de l'arbre demeure généralement stablesous les mémes conditions a partir de 1’age adulte. On distingue 3

parties . unsysteme racinaire, un organe végétatif composé du tronc et de feuilles et unorgane reproductif
compos¢ d'inflorescences males ou femelles (Figure 1).

1.1.1. Le systéme racinaire

Le systeme racinaire du palmier est dense de type fasciculé,il peut s’étaler surune superficie qui peut
atteindre 167 m”il est formé deplusieurs types de racines dont le diamétre ne dépasse pas 1,5 cm.Les racines

prennent une longueur pouvant aller jusqu'a 8 et parfois 15 m, en profondeur.

1.1.2. L’appareil végétatif
L’appareil végétatif est composé des parties décrites ci-dessous -

1.1.2.1. Le tronc ou stipe

Le tronc cylindrique appelé aussi stipe ou tige, est non ramifié, lignifi¢ et decouleur marron brun. Le
tronc est généralement, monopodique et recouvert asa surface par la base des palmes coupées. Sa hauteur peut

atteindre plus de30 métres.

1.1.2.2. Les bourgeons

Un bourgeon apical ou terminal est responsable de la croissance en hauteur du palmier et du
développement des feuilles et de bourgeons axillaires.Les bourgeons axillaires peuvent se développer pour
donner naissance a des rejets et le bourgeon apical permet au palmier dattier de tolérer et de s’adapter a
I'hostilité des conditions sahariennes (Al-Bakr, 1972).

1.1.2.3.Les feuilles
On distingue .

v Les feuilles jeunes de plants issus de graines et agés de moins de deux ans qui présentent un
pétiole et un limbe entier.
v' les feuilles adultes montrent un pétiole ou rachis bien développé, un limbepenné découpé en

folioles.

1.1.3. L’appareil de reproduction

1.1.3.1. Les spathes ou inflorescences

Le palmier dattier est une plante dioique . les organes de reproduction sontcomposés d'inflorescences
males ou femelles portées par des palmiersdifférents. Les spathes ont une forme de grappes d'épis protégés par
unebractée ligneuse close et fusiforme.

1.1.3.2. Les fleurs

Les fleurs sont unisexuées a pédoncule tres court.Elles sont de couleurivoire, jaune-verdatre selon le

sexeou la variété.
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a la fois sont tres rares (Sedra 2003).
1.1.3.3. Le fruit
C’est une baie contenant une graine appelée noyau.Apres fécondation, l'ovule évolue pour donner un

fruit. Cette évolution peut durer 100 a 250 jours en fonction des variétés et des conditions du milieu.
(Sedra 2003).

mine = =

influrescencs

fnen Epanauiz

¥

niveau du sol

1.2. Le Cycle biologique et ledéveloppementannueldu palmier dattier au

Maroc

Le cycle normal (conditions climatiques normales) du palmier dattier peutétre décalé de 4 a 6 mois en
fonction des variétés et des régionsphoénicicoles du monde.
Dans le cas du Maroc, le palmier dattier connait une période du reposvégétatif, juste apres la récolte de
novembre a janvier. Les activitésbiologiques essentielles du palmier notamment, 'ouverture des spathes et
lamaturité des dattes peuvent s’étaler sur 3 a 4 mois au cours de ’'année, enfonction des variétés et des zones

de culture. La périoded’ouverture des spathes s’étale de Janvier a Avril. En général, les spathesmales s’ouvrent
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maturité finale des dattesdébute en juin et se termine en novembre. (Sedra, 2001a).

Le tableau ci-dessous résume le cycle biologique du palmier dattier au Maroc.

Tableau O1 . Cycle biologique et développement annuel de la culturedu palmier au Maroc

(Sedra 2003)
Activités biclogiques Mois
JIFIMAM|J|[J|A|S|[O[N]|D
Repos végdtatif
Développement des ﬂ
inflore scences

a l'aisselle des jeunes
palmes non encore sorties
du bourgeon terminal

Cuverture des spathes

Démarrage de la

végdtation

Nouaison des fruits aprés Eg ég ég
pollinisation

Pleine activité végstative Eg ég Eg
Début de maturité des

dattes

R.alentissement de ces Eg §§ ég Eg
activites

Fin de maturité des dattes

1.3.Principales exigences du palmier.

Le palmier dattier exige des étés chauds et sans pluie ni humidité élevée depuis la pollinisation jusqu’a la
récolte. Il tolere bien la sécheresse mais il est tres exigeant en eau d’irrigation pour son développement et pour
une production convenable.

Le tableau ci-dessousindiqueles principales exigences €cologiques et culturales du palmier dattier (Sedra
2003)

Tapleau 02 . Principales exigences écologiques et culturales du palmier dattier.
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Adaptation chinmatique Climmat chaud, secetermsoteiite

Z¢ro ou limites de végétation 7°C et 45°C

Sensibilité au gel Extrémités de palmes : - 6°C
Toutes les palmes : - 9°C

Durée de sécheresse tolérée Plusieurs années mais croissance
etproduction réduites

Besoins annuels en eau 15 000 a 20 000 m3/ha en fonction
dela salinité et du type de sol

(moyenne)

Pluies néfastes Au moment de pollinisation et fin dela
maturité des dattes

Concentration en sels tolérée: - 9 a 10 g/l deau dirrigation

maisdiminutionde la  qualit¢  de
- arbre adulte. _
production

- jeune palmier:
- 3 a6 g/l d’eau d’irrigation

Adaptation pédologique Tout type de sol, mais mieux en solassez

léger, profond, a pH neutre

1.4. Situation de secteur phoénicicole marocain

Au Maroc, le palmier dattier, implanté principalement le long des vallées du Ziz et du Draa, est
considéré comme l'une des plus vieilles especes fruitieres du pays. Elle occupait, il y a plus d'un siecle, une
importante superficie avec plus de 15 millions de pieds, ce qui placait le Maroc au 3™ rang mondial pour la
production des dattes. Une partie de cette production faisait méme l'objet d'exportation, notamment sur le
marché anglais qui appréciait la qualité des dattes marocaines représentées essentiellement par les variétés

Mejhoul et Boufeggous.
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début de ce siccle, la situation s’est totalement renversée et ne cesse de se dégrader sous effet des contraintes

dont souffre le secteur.

Actuellement, ce secteur couvre une superficie d'environ 44 000 Ha correspondant a
environ 4.430.000 palmiers.L'aire gé¢ographique de ce patrimoine est représentée dans le

tableau suivant .

Tableau 03 Importance par province du palmier dattier au Maroc (Anonyme,1994)

Province Nombre de pieds Pourcentage (%)
Ouarzazate 1873000 40,67
Errachidia 1250000 28,24

Tata 800000 19,72

Tiznit 139140 3,14

Guelmime 138000 3,12

Figuig 125500 2,83
Marrakech 100000 2,26

1.5. Problémes de Secteur phoénicicole marocain
Le développement de la phoeniciculture dépend de ’enlevement de plusieurs contraintes
d’ordre abiotique et biotique et dont les principales sont .
-la secheresse, lasalinité et 1a désertification
-les maladies comme le Bayoud
-I’ensablement des palmeraies
1.5.1. Contraintes abiotique de la phéoniciculture
1.5.1.1. Lasecheresse

Contrairement au concept populaire qui stipule que « le palmier dattier est un arbre
du désert », cette espece ne peut végéter et produire qu’apressatisfaction de ses besoins en
cau. Ainsi la production peut varier dans certains pays comme le Maroc, selon la

pluviométrie. En effet, en 1985 (année séche), la production était de 12000 tonnes ; alors
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production vegétale (Mamva, 1990).

Au début des années 80, pres de 350 000 palmiers ont subi un dessechement néfaste dans les
palmeraies du Draa et du Tafilalet (Haddouch, 1995, Anonyme, 1998)

1.5.1.2. La Salinité

Malgré sa forte résistance a la salinitémarquée par une croissance sur des sols
contenant 3% de sels solubles, le palmier dattier ne se développe plus a des concentrations
d’environ 6%(Arar,1975). L’utilisation d’eau salée dans lirrigation du palmier dattier a un
effet direct sur la croissance des fruits. D’apresGirard(1961, citépar Ben Abdallah, 1990)
une eau contenant du sel a raison de 9-16g/1 n’a pas d’effet sur la croissance végétative des
palmiers,cependant,les fruits obtenus sont tres petits avec une croissance tres lente.

1.5.2. Contraintes Biotique de la pheoniciculture
1.5.2.1. Maladies a insectes(Cochenille blanche)

Appelée ‘Guemla’ au Maroc, la cochenille blanche cause des dégats importants au
palmier dattier, elle se fixe sur les feuilles et diminue la respiration et la photosynthese et
cause des altérations métaboliques, Ellepeut, également attaquer les fruits et entrainer Parrét
de leur developpement(Viladerbo,1973)
1.5.2.2.Maladies a champignons

#+ La pourriture des inflorescences

La pourriture des inflorescences ou « khamdj » est une maladie qui sévit pendant les
années humides ou dans les régions de pheonicicultureahumiditéélevée. I’agent causal de la
maladie est un champignon de lordre des hyphales, Mauginiellascactaequi se conserve
essentiellement a I’état de mycélium latent.

Les symptomes apparaissent sous forme de taches de couleur brune, marron sur les
enveloppes des spathes encore fermées(Sedra 2012). La contamination survient lors de la
pollinisation par utilisation d’inflorescences males contaminées.

La lutte contre le khamdj consiste aux entretiens préventives, a la destruction par le
feu des inflorescences pourries et a l'utilisation de fongicides comme le Benomyl(Al Hassan

et al.,1977)
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+—Maladie-de Bayoud

La maladie de Bayoud reste la maladie la plus grave qui touche les palmeraies du Maghreb. Au Maroc,
les estimations montrent que ce fléau a détruit 2/3 de la palmeraie marocaine en un siecle, et de tres bons
cultivars ont presque disparu du patrimoine génétique.

I’agent causal de Bayoud est Fusariumoxysporumtf.sp.albedinis(Foa) est un champignon microscopique
qui fait partie de la microflore du sol, il peut étre conservé pendant plusieurs années sur les débris de plantes
ou dans le sol soit sous forme de chlamidospores soit en vie saprophytique. Des 'infection la progression
ascendante du champignon dans les vaisseaux est réalisée par le mycélium et les microconidies entrainées par
la seve

Un des premiers symptomes externes du Bayoud est le dessechement et le blanchissement unilatéral
d’une ou plusieurs palmes de la couronne moyenne,ils vont du bas vers le haut (figure 2 et 3)Ensuite, le
dessechement se poursuit de l'autre coté progressant cette fois du haut vers le bas et la palme est ainsi
entierement desséchée, elle prend un aspect typique de «plume mouillée ». Apres plusieurs semaines voire
plusieurs mois, la totalit¢ du bourgeon terminal finit par se dessécher et la plante meurt. (Djerbi, 1990 cité par
Jaiti, 2008)

FigureOZ . palmes desséchées ayant "aspect figure03 un coté¢ de palme desséché

de plumes mouillées

Ainsi, face a ces problémes, le repeuplement des palmeraies représente une démarche urgente qui permettra la

réhabilitation et le rajeunissement de ces palmeraies dévastées.Ce repeuplement requiert la mise en place d’'un
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seules méthodes conventionnelles demultiplication (Abouraich et al., 2008).

CH II . MULTIPLICATION DU PALMIER DATTIER

2.1. Techniques traditionnelles

Les graines représentent le mode de dissémination le plus facile pour assurer la pérennité des plants
du dattier. Toutefois, les plantationsa graines sont peu utilises a cause du caractére dioique du palmier et des
difficultés de reconnaissance des pieds males et femelles a un stade précoce. Néanmoins, la multiplication par
graines est envisagée pour créer de nouveaux génotypes et fournir une base pour le choix d’arbres élites.
Par ailleurs, les rejets constituent un moyen de reproduction fidele des caractéristiques variétales. Cependant,
le nombre restreint de rejets produits par un plant potentiel, compris entre O et 3 par an et entre 10 et 40
pendant toute sa durée de vie, limite leur utilisation en tant que principale technique de multiplication du
palmier dattier.

Le recours,donc, a Poutil biotechnologique, fondé sur les techniques de culture des tissus, constitue
sans doute le moyen le plus prometteurpourlerepeuplementdes palmeraies marocaines viaune multiplication a
grande échelle de lespéce. Deux méthodes demicropropagation ont été adoptées, lorganogenese et
Pembryogenesesomatique (EI Hadrami, 1995. Loutfi et Chlyah, 1998 El Hadramietal, 1998. El Hadrami et El
Hadrami, 2008).

2.2. Multiplication in vifro du palmier dattier
2.2.1. Définition

Nous appelons vitroplants, les jeunes palmiers issus de la multiplication invifroqui ont été endurcis en
pépinicre et développés en sachets individuelsavec un systeme racinaire important(Sedra 2003)
2.2.2 Culture des tissus in vifro

Malgré son cotut relativement ¢élevé, la culture 7z vifro constitue outil le plusperformant permettant
la production rapide de plusieurs milliers devitroplants conformes au palmier-mere. En plus de son role
dansl’amélioration génétique, cette nouvelle technologie est indispensable pour :

#+ Multiplier en masse des plants des variétés désirées.
4+ Sauvegarder les variétés ou cultivars rares menacés d’extinction a causede facteurs
d’érosion génétique d’origine abiotique ou biotique.

#+ Produire des plants indemnes de maladies.
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monde.lorganogenese et ’embryogencse somatique. Il semble que la technique del’organogenese est

privilégiée puisque les risques de dérive génétique desplantsproduits, sont treés minimes.

En effet,la comparaison entre les vitroplants produits par organogencseet leurs pieds-meres n’a pas décelé de
polymorphisme ni de variabilité.

La figure 4 illustre les principales étapes de production de plants par la technique d’organogénese (Sedra
2012)

Organogénese

Figure 04 . Différentes étapes de multiplication in vitro du palrﬁier Vdattie.r paf ofganégénése.a : rejeitﬂrilett‘oyé et
prét a étreutilisé. b . prélevement des explants (feuilles, bases des feuilles, bourgeons axillaires) a mettre en
culture. ¢: production de souches bourgeonnantes. d. phase d’¢longation puis d’enracinement des
plantes.e .repiquage en tube individuels des plantules entieresf .transfert des plants en pots pour
Pacclimatation en serre. g. développement des vitroplants en sachets. h. différents stades des plants
développés en sachets de taille différente. i .phase de durcissement des plants sous abri ombragé avant d’étre

plantés. j :plantation d’un vitroplant. k .palmier adulte en production de rejets et de dattes. (Sedra 2012)
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2.2.3. Préparation du terrain et pratique de plantation des vitroplants du palmier dattier
2.2.3.1. Préparation du terrain de plantation .

Pour préparer le terrain de plantation des vitroplants,on étudie d’abord le profil du sol pour éviter les
sols peu profonds (vérifier la présence de laroche ou de pierres en profondeur),ensuite onchoisit les distances
de plantation des plants d’'une maniere a éviter le chevauchement des palmes des arbres, car ceci entraine
unombrage néfaste et crée des conditions favorables au développement desmaladies et des ravageurs. Enfin,on
installe des brise-vents de préférence a défilement.

La figure 5 illustre les autres opérations pour préparer le terrain .

Figure 05 . préparation de terrain de plantation. A .préparation du trou de plantation. B .apport du fumier
et mélanger avec la terre retirée de haut.C .apport de fumure minérale du fond.D . mélange de la terre
amendée. E .rebouchement du trou sur le mélange(terre+fumure de fond) avecla terre de sous- sol retirée

du bas.F .préparation du trou de plantation au milieu
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2.2.1.2 plantations des vitroplants

La figure suivante illustre les opérations de plantation des vitroplants du palmier dattier

Figure 06 .plantation d’un plant de la variété sélectionnée NJD.A .préparation de frou de plantation.
B .réglage du niveau de plantation par rapport au niveau du sol.C .enlévement de la base du sachet sans
abimer les racines.D .enlévement des racines si enroulées au fond du sachet jcouper soigneusement et

garder les racines valables.E :plantation du plant avec coeur dégagé. (Sedra 2012)

Les techniques de biotechnologies mettent, donc, a la disposition des agriculteurs un trés grand nombre
de plants normaux et indemnes de maladies obtenus par organogenese (conformité garantic par rapport au
pied mere, Ferry ; 2008).Cependant, satisfaire la demande nationale en vitroplants ne signifie pas livrer aux
agriculteurs des plants en quantité suffisante mais s’assurer de leurs taux de reprise et leurs productions de

dattes de meilleure qualité. Actuellement, il n’existe pas de travaux publiés relatifs aux devenir des vitroplants
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en valeur agricole.

Ainsi, déterminer 'implication des champignons mycorhizienstype des microorganismes, qui permettent
Iamé¢lioration de la croissance des plantes via une meilleure nutrition (Hatimi et al, 1997 ; Morke et Honrubia
. 2002), dans ces programmes de repeuplement et de rajeunissement des palmeraies est d’'une importance

cruciale.

CHIII : SYMBIOSE MYCORHIZIENNE
3.1. Définition :

La mycorhize est une association mutualiste entre un champignon du sol et les racines d’une plante
(Remy et al., 1994. Smith et Read, 1997). Cette association est bénéfique aux deux partenaires. Le champignon
recoit de la plante hote les sucres et les acides aminés, qu'il ne peut synthétiser, indispensables a sa croissance
et a son développement, et la plante absorbe mieux les €lémentsminéraux (surtout le phosphore) ce qui lui
assure une meilleurecroissance et une meilleure tolérance aux stress abiotiques et biotiques. (Voir Harley &
Smith, 1983.0uahmane 2007). On distingue trois principaux types de mycorhizes.

3.2. Les différents types de mycorhizes .

Plusieurs types de mycorhizes sont distingués selon le partenaire fongique impliqué dans la symbiose
et les caractéristiques anatomiques et morphologiques qui leurs sont propres (Smith & Read, 1997). On
distingue les ectomycorhizes, les endomycorhizes, et les ectendomycorhizes (Peyronel et al., 1969,O0uahmane
2007).

3.2.1. Lesectomycorhizes

C’est une association ou le mycélium se présente sous forme d’'un manteau fongique qui entoure la
racine. Les hyphes progressent entre les cellules du cortex mais ne pénetrent pas dans les cellules vivantes.
Elles forment un réseau intercellulaireappelé le réseau de Hartig, tout en s’étendant dans la rhizosphere.

3.2.2 Les endomycorhizes a arbuscules

Le mycélium se ramifie et se développe dans le parenchyme cortical des racines etforme des
arbuscules, des vésicules et des pelotons au sein des cellules. Le mycélium externeest abondant avec des spores
microscopiques au niveau du sol (Ouahmane,2007). C’est le type le plus répandu (Morton & Benny, 1990).
Actuellement il y a environ 200 espéces de champignons mycorhiziens a arbuscules formant des associations
symbiotiques avec plus de 200000 plantes terrestres (Schiissler et al., 2001).

3.2.3. Lesectendomycorhizes

Ce sont des symbioses qui ont a la fois les caractéristiques des endo et desectomycorhizes. elles
montrent a la fois un manteau fongique, qui peut étre réduit, et unréseau de Hartig ainsi qu’une colonisation
des cellules corticales (Smith & Read, 1997).

La figure 07 ci-dessous illustre les différents types de mycorhizes.
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Figure 07 . Principaux types mycorhiziens actuels représentés sur une coupe transversale de racine
(modifi¢ d’apres de F. Le Tacon, INRA Nancy- La Recherche n° 166 mai 1985)

3.3. Cycle de vie des champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA)

La colonisation des cellules racinaires de la plante hote passe parplusieurs étapes (Smith & Read, 1997,
Marsh & Schultz, 2001) au cours desquelles seproduisent des modifications anatomiques et physiologiques
importantes (Gianinazzi-Pearson &Gianinazzi, 1989). L'infection de la plante hote peut étre initice a partir de
plusieurspropagules . spores, fragments racinaires mycorhizés, hyphes présents dans le sol ou mémedes
vésicules isolées (Declerck et al., 1998; Fortin et al,, 2002).0n va présenter comme exemple le cycle de vie du
genre Glomus(figure 8).

Les chlamidospores germent en donnant un promycélium (Stadel), qui développe unappressorium
lorsqu'il rencontre une racine (Stade 2). Ensuite, le champignon pénctre dans laracine en formant un
mycélium secondaire et des arbuscules (Stade 3). Le mycéliumprogresse entre les cellules racinaires, se renfle
en vésicules (stade 4). Le mycorhize ainsiformée produit un réseau extramatriciel qui est a l'origine des
clamydospores lesquelles serontlibérées dans le sol apres maturation (Stade5).

Lors de la sénescence de la racine ou des tissus corticaux, les vésicules sont libéréesdans le sol et se

développent selon un mode saprophytique (S).
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Fgure 08 Cycle de développement du genre Glomus. (Strullu et al.,, 1997).

. germination des spores S
& P C : contact racinaire

. colonisation des cellules corticales de 1a racine . . .
Fi . forme intraracinaire

. formation des arbuscules et des vésicules .
M . maturation sporale

. infection des racines néoformées S . phase saprophytique

a s~ W N =

. développement des spores.

3.4. Roles des symbioses mycorhiziennes

I’association mycorhizienne permet a la plante une meilleure absorption des élémentsminéraux,
nécessaires a son développement, car Le réseau mycélien extraracinaire permet d’augmenter la surface
d’absorption et le volume de sol prospecté par la plante.Sylvia(1986) a estimé que la longueur d’hyphes qui se
développent autour de la racine peut atteindre 200 a 1000 metres pour un centimetre de racine.

3.4.1. Amélioration de la nutrition phosphatée

Le phosphore est considéré comme le principal facteur limitant la production agricole et forestiere
(Salin, 1995). Son immobilisation par le fer enmilieu acide et par le calcium en milieu alcalin, limite son
déplacement dans la solution du solce qui le rend difficilement accessible par la plante.

Les champignons mycorhiziens a arbuscules ont la capacité de mobiliser les formes de phosphore
insolubles et non utilisables par les racines non infectées (Duponnois et al, 2005 a et b).Par ailleur Le
phosphore est stocké dans les structures fongiques sous forme de polyphosphates puis il est transféré a la
plante (Gianinazzi-Pearson et Gianinazzi, 1986). La mycorhization favorise également l'activité de certaines
enzymes telle que l'activitéphytasique et phosphatasique ce qui augmente ainsi la disponibilité¢ du phosphore

pour laplante (Azcon&Barea 1997).
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Plusieurs auteurs ont signal¢ une amélioration de la nutritionazotée par les endomycorhizes (Barea et
al. 1991, Ouahmane et al., 2006 a).

Des études isotopiques ont démontré que le champignon endomycorhizien est le premier site de assimilation
de ’azote pour la plante.

Par ailleurs, il convient de ne pas négliger le role indirect des endomycorhizes dans la fixation d’azote qui ne
peut étre efficace que si la nutrition phosphatée de la plante est satisfaisante.

3.4.3.Tolérance aux stress environnementaux.

La notion de stress se réfere a tout facteur environnemental non favorable aufonctionnement normal
des organismes vivants. Les plantes mycorhizées acquicrent uneprotection accrue contre les stress
environnementaux (Sylvia & William, 1992) notamment ledéficit hydrique (Subramanian& Charest, 1997;
Azcon&k El Atrash, 1997; Meddich et al.2000), le froid ,les températures ¢levées (Paradis et al. 1995) et la
pauvreté des sols enhumuset en éléments minéraux Il se montrent de ce fait bénéfiques pour les plantes
desrégions désertiques (Mikola, 1987).

3.4.4 Les champignons mycorhiziens sont des agents de bioprotection

Les champignons mycorhiziens ont un effet protecteur sur leurs plantes hotes par "amélioration de la
nutrition (Jeffries, 1987 cit¢ par Jaiti2Z008), mais aussi par I'implication des interactions spécifiques.Ainsi, il a
été rapporté que la mycorhization réduit le développement d’un grandnombre de maladies racinaires chez les
plantes hotes (Torres-Barraganet al, 1996 ; Gernnset al, 2001 ; Salonenet al,, 2001 ; Lingua et al, 2002 ;
Declerket al., 2002 ; Pozoet al., 2002 ; Yao et al., 2002 ; Kasiamdariet al., 2002 ; Gworgworet al., 2003 ; Yao et
al,, 2003 ; Tygesenet al,, 2004 ; Selosseet al., 2004).

Cette capacité que possédent ces microorganismes a coloniser les systémes racinaires a été évaluée
avec Pobjectif de déterminer leur capacité a potentialiser les réactions de défense des jeunes plants dattier. En
effet, le prétraitement des plantes par ces champignons a permis une réduction du taux de mortalité des
plantes de 8 a 77% selon le champignon utilisé. De plus, tous les champignons mycorhiziens stimulent de
maniere significative la croissance des plantes qui ont présent¢ un allongement de la partie aérienne
accompagné d’un accroissement de la masse fraiche et seche des feuilles et également une augmentation du
nombre de feuilles formées par plante (Jaiti et al., 2007). L'effet protecteur de ces champignons a ¢été€ correle a
linduction amplifiée de nombreuses réactions de défense impliquant ainsi les peroxydases, les
polyphénoloxydases et les composés phénoliques, notamment les dérivés hydroxycinnamiques non constitutifs
(Jaiti et al., 2008).
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1. Présentation de la zone d’études

, , e N - VRSN |
La zone d’¢tude nommée El Bouya, située a 7 km Errachidia

dErfoud sur la route d’ErfoudversTinejdad (figure
9).d'une superficie de 28 ha, est équipée d’'un bassin

d’irrigation d’une capacité de 40000m3 et de 2 puits AasalS
Goulmima LIE

d’'une profondeur moyenne de 12m(l'eau se trouve

abm seulement)et d’'une station de fertigation.Cette o -
zone d’étude est une nouvelle palmeraie plantée par [neidad # /
des vitroplants, qui ont été donné gratuitement A om a}r?fﬁiﬂ
aux agriculteurs. Cette nouvelle palmeraies est divisée 44
Coalaull

en 5 sites ,chacun est planté par une variété de — Siilmassa g
ATO2

vitroplants différente a savoir Najda (NJD),Mejhool 2

(MJHL), et d’autres, de plus un site est attribuéa la
plantation des rejets. Figure 9. Localisation de la zone d’étude

Dans ce travail en va étudier la croissance des deux variétés a siVbRPRYH WY FEtRA I %0tre diagnostic
sont résumés dans le tableau suivant.

Tapleau 4 . Les pratiques culturelles dans les deux sites

Site 1 (figure 10a) Site 2 (figure10b)
Type de plantation Moderne Moderne
Topographie Terrain plat Terrain plat
Texture Argilo-limoneuse Argilo-limoneuse
s Najda (NJD) .
Variétés Mejhool( MJHL)

Nombre de plantes 400 600
L’espace de plantation 7m x7m 7mx 7m
Le temps de plantation Mai 2011 Mai 2011

Protection des plantes et ) ) , .
. Présence de brise-vent Présence de brise-vent
brise-vent
. L Irrigation goutte a Irrigation goutte a goutte
Systemed’irrigation i
goutte(25L/H) (figure 10c.) (25L/H)
i . apports du fumier ) ]
Amélioration du sol et . apports du fumier (200kg/pied) lors
. (200kg/pied) lors de la .
fertilisation . de la plantation
plantation
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. . ne sont pas utiliser au niveau ne sont pas utiliser au niveau de
Les produits phytosanitaires o o
de P'exploitation Pexploitation

d N, AR e Y

Figure 10 a . Plantation de la variété NJD, b : Plantation de la varié¢té MJHL, c . Systeme d’irrigation goutte a

goutte, d . Prélevement de sol et des racines
2. Parametres de croissances

Deux parametres de croissance ont été étudiés a savoir la hauteur et le diametre des plantes.On a mesuré
manuellement a aide d’un métre ruban rétractable la hauteur et le diametre de la frondaison comme montre

la figure
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HAUTEUR

3. Prélevement des échantillons

La premiere étape a consisté au choix de plantes a étudier. Six plantes, présentant une croissance normale
(hauteur variant entre 100cm et 175cm ; Diametre allant de 110cm a170cm) et six autres, présentant
une croissance ralentie (hauteur variant entre 40cm et 90cm ; Diametre allant de 40cm a 110cm) ont ét€
sélectionnées pour chacune des variétés étudiées.

Les échantillons du sol (= 200g) et les racines ont ¢té prélevés au pied de chaque vitroplant sélectionné a

une distance de 50cm et une profondeur de 20 a 30 cm (figure 10d).

4. Estimation des parametres de Mycorhization . Eclaircissement et

Coloration des racines.

Pour mettre en évidence la présence de structures endomycorhiziennes, il estnécessaire d’éclaircir les
racines en ¢liminant les contenus cellulaires puis de colorer ces racines avec un colorant spécifique comme la

fuschine acide ou le bleu trypan.

4.1. Eclaircissement des racines.
La méthode de Phillips et Hayman (1970) est ufilisée pour I'éclaircissement des racines, selon le
protocole décrit ci-dessous :
Une solution de KOH 10% est ufilisée afin de vider les cellules végétales de leur cytoplasme et de leurs

pigments.Apres lavage a 'eau courante, les racines sont plongées dans une solution de KOH 10%durant 60
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Peau courante et 'ajout de quelques gouttes d’acide lactique 5% permet de neutraliser ’hydroxyde de
potassium restant. Les racines sont anouveau rincées a ’eau courante. Elles sont alors devenues blanches
(figure11b).

4.2. Coloration des racines.

La technique de coloration utilisée est modifier a partir de celle décrite par Philips &Hayman (1970),
le colorant utilisé estle bleu de trypan qui permet la coloration de la chitine des parois du champignon. Les
racineséclaircies sont immergées dans une solution de Bleu de trypan acide a 0,5 %, diluée dans
dulactoglycérol (1/3 d’eau, 1/3 de glycérol et 1/3 d’acide lactique) pendant 15 minutes a 90°C (figure 11c).
Apres un refroidissement a température ambiante, les racines sont lavées a ’eau, puis conservéesdans une
solution de lactoglycérol (qui est moins toxique que le lactophénol utilisé parPhilips&Hayman (1970)). Les
structures fongiques, telles que les arbuscules, lesvésicules et le mycélium, apparaissent en bleu. Chaque
systéme racinaire est découpé enmorceaux de 1 cm. Les morceaux de racine sont montés entre lame et lamelle

et observés au microscopeau grossissement 40 x (figure 11d).

wﬁ 04 2074,

Fgurel I :a Eclaircicement des racines dans une solution de KOH (10%) a 90°C b : Blanchissement des
racines. ¢ : Coloration des racines éclaircies dans une solution de Bleu de trypan. d .Montage des morceaux de

racine entre lame et lamelle.

4.3 Paramétres d’évaluation
Pour évaluer quantitativement les mycorhizes, un certain nombre de parametres sont utilisés. Les plus
importants sont .
- La fréquence de mycorhization "F' (en %) est définie comme le pourcentage de fragments

racinaires mycorhizés par rapport au nombre total de fragments observés.
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F(%) = (n/ N) X 100

Avec . N = nombre totalde fragments racinaires observés.

n - nombre de fragments mycorhizés.

- L’intensit¢ globale delamycorhization "' (en %) correspond a la proportion de

fragmentsracinaires observés et colonisés par le CMA.

1(%) = (75 ny)+(50n5) + (92 ng) + (ny) + (30 xn5) / N.

AVCC : 75, OU e UU = IC PUUTICUITITAZKT UT TITy CUTTTIZATIUTT At IIT cau de Chaque fragments

ns; = nombre de fragments mycorhizés notés respectivement 1,2........5

La figure suivante représente le degré d’infection mycorhizienne dans les fragments colonisés par les

champignons endomycorhiziens.

Ih

0% 1% 10% 30%

Figure 12. Représentation schematique de degré d’infection mycorhizienne dans les fragments colonisés par

les champignons endomycorhiziens

5. Extraction des spores.

Cette extraction fait appel a deux techniques. La premicre est basée sur le tamisage a I’eau des échantillons
de sol et de leur décantation(Gerdemann& Nicholson, 1963). La deuxi¢me consiste a concentrer les spores par
unecentrifugation sur une solution de saccharose (Brundrett et al., 1996).

5.1. Isolement des spores.
A partir de chaque échantillon de sol, soigneusement homogénéisé, 100 g sont prélevéset tamisés sur
une série de tamis (500 pum,300um,200 pm,100 pm, et 50 pm)sous jet d’eau (figurel3a). Le tamisa est
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minutes de sédimentation, les débris végétaux flottant a la surface sont éliminés.
5.2. Concentration des spores.

La solution contenue dans le bécher est centrifugée a 3000 rpm pendant 5 minutes dans des tubes
acentrifugation (V - 50 ml). Le surnageant est éliminé puis remplacé par une solution desaccharose a 65 %. La
centrifugation est de nouveau réalisée (1000 rpm) pendant2min.

Apres centrifugation, le surnagent est filtré sous vide sur des filtres wathman (figure13b) et les spores sont

dénombrées sous une loupes binoculaire (figure13c).

Figurel3. a : Opération de tamisage. b - Filtration de surnagent sous vide sur des filtres wathman.

C : Dénombrement des spores sous une loupe binoculaire (G x 40)
6. Recherche du Fusariumoxysporumt.sp. albedinis (foz) au niveau des sites
prospectés.
6.1. Milieu de culture .

Le milieu de culture utilis¢ est Le PDA (PotatoDextroseAgar) qui est un milieu de
culturemicrobiologique courant, produit a base d'infusion de pomme de terre et de dextrose, et

utilisé pour évaluer la croissance mycélienne de ’agent pathogene Foa.
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un erlenmeyer de 1000ml. Le milieu bien homogénéisé a ’aide d’un agitateur type SBS, est stérilis¢
dans un autoclave a 120°C pendant 20 min.

6.2. Préparation des échantillons
Les mémes échantillons du sol ont été utilisés. Aprés séchage a lair libre, les échantillons sont broyés
et tamisés, a aide d’un tamis. Les outils utilisés (tamis, mortier ...) sont désinfectés a chaque opération.
6.3. Préparation de série de dilution
Une série de dilutions 107",10%107%,10%est préparée sous les conditions aseptiques.La dilution 10"
est obtenue en rajoutant 10g de sol a 90ml d’eau distillé stérile contenue dans un tube a essai stérile. Par la
suite, 10ml de la dilution10'est prélevé et ajoutéa90ml de I'eau stérile pour obtenir une dilution de 107%, et
ainsi de suite pour Pobtention des autres dilutions.
6.4. Ensemencement du milieu
Les boites de pétri contenant le milieu de culture sont ensemencées par 0.5ml des dilutions préparés
(4 boites de pétri pour chaque dilution). Une agitation manuelle circulaire est réalisée afin d’assurer une bonne
répartition des échantillons a la surface dumilieu(figure 14).
Les boites ensemencées sont incubées a 'obscurité et a une température de 26°C dans un incubateur

pendant 7 jours.

Figure 14. Les boites ensemencées par les différentes dilutions préparées

7. Purification des isolats par méthode de repiquage -

Pour purifier les isolats soupconnées de correspondre aFoa et les maintenir en culture pure, un
repiquage est pratiqué sur milieu PDA. Cette technique consiste a prélever des différentes boites de Pétri,
contenant les différentes colonies, quelques filaments mycéliens ou bien une bouture de la colonie mycélienne
et a la déposer au centre des boites de Pétri contenant le milieu PDA (figure15). Les boites sont ensuite mises a

incuber a une température de 27°C.
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Figurel5. Purification par repiquage en milieu PDA des colonies soupsonnees de correspondre a Foa

8. Etude de Peffet des souches de champignons isolees (Foa) sur les
feuilles de jeunes plants de palmier dattier:

Une suspension est préparée a partir de chaque isolat de champignons soupconnées d’étre un Foa,
puis distribuée dans trois tubes stériles.

Les feuilles de jeunes plants de palmier dattier de variété sensible (variété boufgousse issue de station
Expérimentale de la mise en valeur agricole d’Errachidia) sont détachées, ensuite nettoyées par Palcool puis
inoculées dans les tubes contenant la suspension a tester. Les feuilles des tests témoins sont trempées dans 'eau

stérile. Les tubes sont laissés dans une salle éclairée pendant 7 jours a 10 jours (Amraoui, 2005),(figure 16).
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Suspension des isolats a tester . ~ Témoins "

Fgure 16 Inoculation des feuilles dans la suspension des isolats a tester.
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RESULTATS & DISCUSSION

1. La croissance des vitroplants -
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d’Erfoud vers Aljorf, un agriculteur a planté en mai 2011 deux variétés de vitroplants de palmier dattier a

savoir MJHL et NJD. Ces deux variétés ont été cultivées sous les méme conditions d’environnement et en
utilisant les mémes techniques d’irrigation et de fertilisation. La hauteur de ces vitroplants a été de 30 cm.
En avril 2014, on a mesuré la hauteur et le diametre de ces vitroplants et on a constaté qu’il y a une

différence a ce niveau. Les résultats de ces mesures sont rapportés dans la figure suivante .

160 H HAUTEUR 140 MJH
NJD M HAUTEUR
140 - i DIAMETRE 120 -
€ £ i DIAMETRE
c 120 A o
o $ 100 -
S 100 v
'g E &0
£ 80 - £ i
T 8
T g 2 60 -
5 o
3
5 - ]
3 40 g 40 -
T T
20 - T
20
0 -
croissance normale croissance limitée 0 -
Croissance normale  croissance limitée

Figure 17; Hauteurs et diametres des vitroplants des deux variétés NJD et MJHL agés de trois ans. Lesvaleurs

représentent une moyenne de Six mesures

D’apres la figure 17, on constate qu’il ya des vitroplants(pour les 2 variétés) enregistrant une hauteur
comprise entre 100 et 120 cm et un diametre de la frondaison de 120 a130cm. D’autres vitroplants ont une
hauteur de 60cm et un diametre de 65 cm. Ainsi, certains vitroplants ont enregistré une croissance normale
tandis que d’autres ont affiché une croissance lente. En plus, la croissance de plants NJD est en moyenne
légerement supérieure aux plants de MJHL.

Donc les vitroplants des deux varié¢tés ne se développent pas a la méme vitesse, en dépit de leur
présence dans les mémes conditions d'environnement et leur réception du méme soin et d’attention.

Pour essayer de comprendre et d’expliquer cette différence de croissance, on a émis ’hypothése d’une
différence de mycorhization entre ces plantes. Pour ce, on a réalisé des prélevements du sol et des racines et on

a déterminé le nombre de spores dans le sol et le taux de mycorhization des racines.
2. Fréquence et intensité de la mycorhization

L’observation des racines, éclaircies et colorées, des plants étudiés au microscope optique a
montré la présence des fragments mycorhizés avec les cellules corticales colonisées par le mycélium
et les vésicules et des fragments non mycorhizés avec absence de mycélium et de vésicules. Les

images suivantes (Figures 18 et 19) montrent la différence du degré de mycorhization entre les

FACULTE DESSCIENCESET TECHNIQUESDE FES
= B.P. 2202 — Route d'Imouzzer — FES
& 212 (35) 6080 14 —212 (35) 60 96 35 — 212 (862853 Fax: 212 (35) 60 82 14




S,

! Université Sidi Mohammed Ben Abdellah
FST FES Faculté des Sciences et Techniques
www.fst-usmba.ac.ma

Figure 18 fragments de racines mycorhizées avec une intensité¢ forte de la variét¢é MJHL, observés au

microscope optique (GX10). V : vésicules, M : mycélium, C . cellules corticales, C.C : cylindre centrale

Fgure 19 .un fragment de racines mycorhizée avec une intensité faible, et un fragment non mycorhizéde la
variété NJD, observés au microscope optique (GX10). V . vésicules,

L’observation microscopique (x10) nous a permis d’observer les structures caractéristiques de
I’endomycorhization notamment les vésiculeset les arbuscules.

La figure 20 ci-dessous présente les taux de mycorhization des racines des différents plants prélevés
pour les deux variétés NJD et MJHL. La fréquence de mycorhization, chez les plants de la varié¢té MJHL, a été de
Pordre de 87% pour les plants ayant une croissance normale et de 41% pour ceux présentant une croissance
limitée. Par contre, cette fréquence n’a pas dépassée les 41% chez la variété NJD méme chez les plantes qui ont

présenté une croissance normale avec des hauteurs et des diameétres similaires a ceux obtenus chez la variété
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plus faibles. Il en est de méme concernant 'intensité¢ de mycorhization

59 4132 NJD 100 -
40 - i croissance normale 90 - 87,27 MJHL
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Figure 20 Fréquence et intensité de mycorhization au niveau des racines des variétés NJD et MJHL. Les valeurs

représentent une moyenne de six mesures
Une intensité de mychorhization tres forte indique que la surface de contact du champignon avec
Ihote végétale est importante, ce qui favorise les échanges de nutriments et de carbohydrates entre les deux
partenaires de la symbiose. Tout cela permet une meilleure croissance des plants.

Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par Jaiti et al. (2007) qui ont montré que chez le palmier
dattier la mycorhization stimule la croissance des plantes qui ont présenté un allongement de la partie
aérienne accompagné d’un accroissement de la masse fraiche et seche des feuilles et également une
augmentation de nombre de feuilles formées par plante.De méme, Jeffries(1987) ; Hatimi et al.,(1997) et Jung
et al,, (2012) ont stipulé que la premicre des réactions observéchez des plantes mycorhizées, est amélioration
de leur croissance qui résulte d’'une meilleure nutrition.

Si on compare la fréquence da la mycorhization au niveau des vitoplants a croissance normale chez les
deux variétés, on constate que la mycorhization au niveau de la variété NJD ne dépasse pas 42%, tandis que la
varié¢té MJHL présente 87%. Puisque toutes les plantes ¢étudiées sont cultivés dans les mémes conditions
édapho-climatiques, cette différence de la fréquence de mycorhization pourrait étre expliqué par une
différence génétique des deux variétés.

3. Etude de la population de champignons mycorhiziens a arbuscules

autochtones

L’¢tude du statut mycorhizien de la rhizosphere de la zone prospectée montre la
présence des spores mycorhiziennes dans tous les sites étudiés, avec une distinction du site

MJHL. En effet, le nombre de spores avoisine 3 spores/g du sol, au niveau de la rhizosphere
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double de celle obtenue au niveau de la rhizosphere des plantes de la méme vari¢te (MJHL) a

croissance limitée et le triple de celles obtenues au niveau du site planté par la varié¢t¢ NJD
(Tableau 05). Ce résultat est concordant avec les résultats obtenus précédemment pour la

mycorhization.

Tableau 05: nombres des spores trouvées au niveau de la rhizosphere des plants des deux variétés NJD et

MJHL.

Nombre de spores /g de sole

Variétés NAJDA MEJHOUL
Croissance normale 0,87 291
Croissance limitée 0,83 1,33

On peut conclure que plus le nombre de spores est grand, plus la fréquence de
mycorhization est importante et plus lintensité est forte. Pour la variété NJD on constate
qu’il n’y a pas une grande différence dans le nombre des spores/g de sol entre les plants.

Les valeurs obtenues sont similaires a celles relevées au niveau des nouvelles plantations de
la région d’Errachidia (Aferdou) (résultats non présentés). Cependant, le nombre de spores
au niveau des extensions des palmeraies reste largement inférieur a celui de la palmeraie
traditionnelle. En effet, L’étude des champignons autochtones de la palmeraie ancienne de la
région d’Aoufous avait montré que le sol est riche en plusieurs genres de spores
endomycorhiziennes avec une forte abondance du genre Glomus (15 spores/g du sol) et
Sclerocystis (9 spores/g du sol) (Meddich, 2001 ; Ben Khaled, 2003).

Dans les sols étudiés nous avons remarqué la présence de spores d’aspect, de taille et de
couleur différents. 11y a des spores de petites taille (figure 21f), et de grande taille (figure 21c, 21b,
21e), des spores de couleur noire (figure 21c, 21b, 21¢), oude couleur marron claire (figure 21a,21e,
21f) ou bien marron fonce (figure 21b,21d) avec ou sans pédoncule. Les types de spores trouvés sont

présentés dans la figure suivante 21 .
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Figure 21. Observation par la loupe les différents types de spores trouvées dans le sol

de la zone étudiée (GX40)

L’identification des champignons mycorhiziens, en se basant sur leurs spores, nécessite un travail consistant et

des logiciels spéciaux. Pour ce, on s’est arrété au dénombrement des spores.

4. Recherche de Foa au niveau des sites prospectés.

4.1. Observation des boites apres incubation.

Apres incubation des boites de cultures 7 jours a une température de 27°C, une mycoflore

variée s’est développée comme le montre la figure suivante -
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Figure22 Deéveloppement de différentes colonies
apres culture sur milieu PDA

Apres une observation a 1’ceil nu des boites de culture, on remarque que presque tous les échantillons soit du
sol prélevé du champ de la variété MJHL (correspond aux échantillons 4(dilution 10‘1) et S(dilutiOHIO'I,IO'S))ou de
la variéte NJD(correspond a I'échantillon 2) ont donnés des colonies d’aspect, de couleur, et de faille différents. Le
milieu de culture utilis¢ (PDA) est non sélectif, cequia permis le développement de toutes les spores trouvées dans
Péchantillon de sol et Papparition de colonies différentes. Généralement, pour identifier les souches de champignons
qui constituent chaque colonie, il fallait réaliser une observation globale intégrant a la fois la morphologie des
colonies (aspect, couleur...... ) et Pobservation microscopique des spores. Dans cette étude, nous nous sommes
intéressées a identifier la présence duFoa dans ces boites, en se basant sur les caracteres morphologiques de ce
dernier.

4.2. Etudes morphologique des colonies :

Selon Djerbi (1988), ’étude morphologique de (Foa) montre qu’a I’ceil nu, le mycélium apparait fin, fris¢,
arbustif et d’aspect graisseux, au sein duquel se forment des petits sporodochies roses saumon (figure23). Les
microconidies apparaissent au microscope optique sphériques ou allongées, légerement courbées, généralement
unicellulaires. Les macroconidiesapparaissentfusoides a falciformes, pointues aux deux extrémités, ayant

généralement 3 a 5 cloisons (figure24) (Djerbi, 1988).

Figure 23 T’aspect du Foasur le milieu PDA des

Apres observation et examen des différentes colonies a P'ceil nu, on a trouvé des colonies ayant aspect de Foa
dans E2, 'E3, 'E4 (Figure 22), et pour s’assurer on est passé a une observation microscopique. Les résultats sont

présentés dans la figure 25 .
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Fgure 25 Observation au mlcroscope opthue des spores des colonies soupgonnees de correspondre a Foa

L’observation au microscope optique d’un fragment de colonies montre la présence des spores de forme et de
taille différente (figure 25), de plus on a remarqué la présencedes spores pluricellulaires fusiformes plus ou moins
courbées dans une colonie de I’échantillon 2 du sol prélevé du champ de la variété NJD(figure25b et 25c) ce qui
ressemble aux caracteres des macroconidies de Foa. La souche de Foase différencie essentiellement par la forme
desmacroconidies.

Il est a noter que la souche de Foapeut étre identifiée par méthodesmoléculaires en utilisant une paire
d'amorces (TL3-FOA28)mis au point par Fernandez ef a/ 1998t qui pourraient étre utilisées comme sondes
spécifiques pour le diagnostic de Foapar réaction de polymérisation en chaine (PCR). Ce test permet de différencier
Pagent pathogene du palmier dattier des autres Fusaruimoxysporum, ainsi que des souches saprophytes. Les
séquences d'amorces sont 3'-GGTCGTCCGCAGACTATACCGGC-5' (TL3) et 3'-ATCCCCGTAAAGCCC-TGAAGC-5'
(FOA28).

4.3. Les isolats purifiés .

Apres incubation de 7 jours on a obtenus les résultats présentés dans la figure suivante .
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Figure26 . Morphologie des colonies d’isolats sur le milieu PDA

Premierement, nous notons que les colonies se sont développéesrapidementetont recouverttoute la surface de
la boite, ce qui n'était pas le cas pour la premiere culture, dans laquelle on a eu des colonies de petites tailles. Ce qui
pourrait étre expliqué par la présence d’une compétition entre les colonies des champignons pour les éléments
nutritifs, dans le cas de la premiere culture.

Les colonies obtenues sont d’aspect et de couleur différents, avec la présence des colonies ayant un aspect fin
fris¢ (les colonies a,b,c.e de la figure 26) avec une coloration jaune rosatre (les colonies a et b, de la figure 26) ou
blanche (les colonies c et e de la figure 26), ce qui ressemble au Foa.

4.4. L’effet pathogene des isolats :

Pour s’assurer une fois pour toute qu’il s’agit de la souche Foa ,on peut tester le pouvoir pathogene de ces
isolats sur des plantules de palmier dattier issues degermination de graines, en déposant un volume de 200 ul de la
suspension de 10° spores par ml de souches isolées sur les racines de ces plantules au stade de deux feuilles. La souche
est considérée pathogene si le taux de mortalité des plantules dépasse 20% en comparaison avec un témoin inoculé
par une souche connue non pathogene (Sedra&Djerbi 1985, Djerbi 1990).

En raison de contraintes de temps, nous n’avons pas pu utiliser cette méthode, nous avons alors étudié Peffet
de ces isolats sur les feuilles détachées de jeunes plants de palmier dattier de la variété Boufeggous, celle-ci étant
sensible a Foa.

Les résultats obtenus apres 10 jours, montrent que ces isolats n’ont aucun effet sur les feuilles, car on n’a pas
observé les symptomes de la maladie du bayoud a savoir 'enroulement et le desséchement au niveau de ces feuilles
(figure28). Ces isolats de site prospecté ne sont pas donc des Foa, ainsi la zone étudiée est non infectée par le Bayoud.

Afin d’eviter la contamination de cette zone par le Bayoud, plusicurs mesures sont préconisées :

> Renforcer les actions de sensibilisation et de prévention aupres de la population oasienne.
» Encadrer et former les phoéniciculteurs et les producteurs de dattes surles moyens de

dissémination de la maladie et les mesures deprévention
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(rejets, palmes...) susceptibles d’héberger leparasite et provenant de palmeraies

contaminées.
> Eviter l'utilisation du matériel agricole et de Ioutillage utilisés dansles vergers contaminés.
En cas de nécessité, une désinfection a I'aidede I’alcool (90°) ou de I’eau de Javel est

recommandée.
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Figure27 . les feuilles de variété bouffgous inoculées Figure 28 I’¢tat des feuilles apres 10 jours

dans des tubesContenant la suspension a tester de 'expérience
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les résultats obtenus au cours de notre étude montrent que les vitroplansmycorhizésprésentent une croissance
importante alors que ceux non mycorhizésontune croissance faible. L’installation de mycorhizes est lice au
nombre et aux types des spores présents dans la rhizosphere des vitroplants, car on a constaté que plus le
nombre des spores est grand, plus la fréquence de mycorhization est forte et intensité est élevé. De plus, le
facteur génétique joue également un réle prépondérant dans 1’établissement de la mycorhization.

Une intensité de mycorhization tres forte indique que la surface de contact du champignon avec ’hote végétale
est importante, ce qui favorise les échanges de nutriments et de carbohydrates entre les deux partenaires de la
symbiose. Tout cela permet une meilleure croissance des plants.

Par ailleurs, on a constaté que la zone étudiée est non infecte par ’agent pathogene du Bayoud.

A la lumiere des ¢léments présentés ci-dessus, une énorme gamme d’axes de recherche-développement peut
étre ouverte dans les concepts suivants .

4+ FEtendre les recherches sur des autres endroits et sur d’autres varié¢tés de palmier dattier.

#+ Identifier les spores trouvées dans le sol des vitroplants présentant une forte intensité, en
utilisant des lames permanentes sous un microscope connecté a un ordinateur avec un
logiciel d’analyse des images.

4+ Sélectionner les meilleures souches mycorhiziennes et mettre au point des techniques
adaptées a leur utilisation sur les jeunes palmiers (vitroplants en pépinicre) et sur les

palmiers plantés sur le terrain
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