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La fusariose vasculaire du palmier dattier (baycud)
I1- Action inhibitrice des filtrats de culture de six
microorganismes antagonistes isolés des
sols de la palmeraie de Marrakech
sur le développement in vitro de
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis
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Résumé

Cette étude a évalué l'effet de filirats de culture de neuf microorganismes sur la
germination des spores et la croissance mycélienne in vitro de Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis. Six des microorganismes utilisés sont des
antagonistes isolés de sols résistants de la palmeraie de Marrakech : 4 isolats de
Pseudomonas fluorescents, un champignon Stachybotrys sp. et un actinomycéte
non identifié. Les trois autres microrganismes sont des non antagonistes isolés
de sols situés dans des foyers de maladie dans la vallée du Dréa. Les filtrats des
trois microorganismes non antagonistes n'ont pas eu d'effet significatif sur la
germination des spores ou sur la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum
f. sp. albedinis. En présence des filtrats des six microorganismes antagonistes, le
taux d'inhibition a varié selon les antagonistes de 26,6 % a 69 % pour la
germination des spores et de 43,6 % 2 80,7 %, pour la croissance mycélienne du
parasite. L'intensité de l'action inhibitrice de ces filtrats pourrait étre li€e au
pouvoir antagoniste des microorganismes et  la nature chimique des substances
antibiotiques sécrétées.

Mots-clés : Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, antibiose, Pseudomonas
fluorescents, Stachybotris sp., actinomycete, résistance des sols aux maladies

Abstract

Fusarium wilt of date palm (bayoud). II- In vitro inhibitory activity
of filtrates of six antagonistic microorganisms isolated from
Marrakech date palm grove soils towards Fusarium oxysporum
f. sp. albedinis .

This study evaluated the effect of filtrates from nine microorganisms on the in
vitro germination and mycelial growth of Fusarium oxysporum f. sp. albedinis.
Six of the used microorganisms were antagonists isolated from Marrakech date
palm grove soils : 4 isolates of Pseudomonas fluorescents, a fungus
Stachybotris sp. and an unidentified actinomycet. The other three
microorganisms were non antagonistic, isolated from soils in the Draa valley,
area where the disease is common. The filtrates of the three non antagonistic
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microorganisms had no significant effect on spore germination or mycelial
growth. In the presence of filtrates from the six antagonistic microorganisms,
inhibition rate varied with the antagonists from 26.6 % to 69 % for spore
germination and from 43.6 % to 80.7 % for mycelial growth of the pathogen.
The inhibitory action of these filtrates could be related to the antagonistic
capacity of the microorganisms and to the chemical nature of antibiotic
substances they produce.

Key words : Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, antibiosis, Pseudomonas
fluorescents, Stachybotris sp., actinomycet, soil disease resistance
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Introduction

Le bayoud est une fusariose vasculaire du palmier dattier causée par Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis. C'est la maladie la plus grave du palmier dattier au
Maroc ol des dégits considérables ont été enregistrés (Pereau-Leroy 1958;
Djerbi 1988).



3 Al Awamia 90 - Septembre 1995

Cependant, si la majorité des palmeraies marocaines sont atteintes par lc bayoud,
certaines en sont indemnes. C'est le cas notamment de la palmeraie de
Marrakech (Sedra 1985). L'absence du bayoud dans la palmeraie de Marrakech
peut étre due a des phénomenes de résistance des sols aux fusarioses vasculaires.
Ces phénomenes ont été décrits dans plusieurs pays (Stotzky et Martin 1963;
Smith et Snyder 1971; Louvet ef al. 1976; Sher et Baker 1982; Schincider 1984;
Tamietti et Alabouvette 1986; Simeoni et al. 1987). Plusieurs auteurs ont
montré I'importance de l'activité antibiotique des bactéries dans la limitation de la
gravité des maladies d'origine tellurique (Howell et Stipanovic 1979; 1980;
Papavizas et Lumsden 1980. Sneh et al. 1984; Weller et Cook 1986).

Les sols de 1a palmeraie de Marrakech se caractérisent par I'abondance de la flore
bactérienne et actinomycétale. Sedra et Rouxel (1989) ont démontré que le niveau
de réceptivité d'un sol de la palmeraie de Marrakech 2 la fusariose du lin est tout a
fait comparable a celui de sols connus comme résistants aux fusarioses
vasculaires (Sedra et Rouxel 1989; Sedra 1990; 1993; Sedra ef al. 1994).

La recherche de microorganismes antagonistes dans les sols résistants de
palmeraie a permis d'isoler six antagonistes de Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis (Sedra et Maslouhy 1994). La présente étude vise I'appréciation de
l'action antibiotique in vitro de filtrats de culture de ces six microorganismes
antagonistes sur la germination des spores et la croissance mycélienne de
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis.

Matériel et Méthodes
Isolement et purification des microorganismes

Six microorganismes antagonistes ont €té isolés au niveau de la rhizosphere des
palmiers, dans trois sols de la palmeraie de Marrakech indemnes de bayoud. Ces
microorganismes sont composés de 4 isolats de bactéries antagonistes
appartenant au groupe Pseudomonas fluorescents, d'un champignon Stachybotrys
sp. et un actinomycete non identifié. Trois microorganismes non antagonistes
utilisés comme témoins ont été isolés a partir de 3 sols situés dans des foyers de
maladie dans la vallée du Draa. Ces microorganismes non antagonistes n'ont pu
étre identifiés (tableau 1).

Tableau 1. Microorganismes antagonistes ou non au Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis étudiés :

Souches antagonistes Souches non antagoenistes
Pseusomonas fluorescents . Bacrétrie BNA

M-B1, M-B2, M-B3 et M-B4 Champignon CNA
Stachybotris sp. : M-Cl Actinomycetes ANA

Actinomycete : M-Al
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Appréciation in vitro de I'activité des filtrats de culture

Préparation des filtrats de culture

Les différents microorganismes ont été cultivés séparément sur un milieu liquide
a base d'extrait de pomme de terre (250 g/l) et de glucose (20 g/l). Les cultures
sont agitées (75 tr/mn) pendant une semaine & 22-27 °C et ensuite filtrées sous
vide sur papier millipore stérile (@=0,2 um). Le filtrat récupéré est conservé a
froid a 4 °C dans des folioles fermées hermétiquement.

Action des filtrats de culture sur la germination des spores du parasite

Quatre ml de chaque filtrat sont incorporés dans 12 ml de milicu gélosé a base
d'extrait de pomme de terre et de glucose (PDA). Chaque boite de Petri est
ensemencée par étalement d'un ml d'eau stérile contenant en moyenne 50 spores
(essentiellement des microconidies) du parasite. Les boites témoins regoivent soit
des filtrats de microorganismes non antagonistes, soit de l'eau distillée stérile.
Les 10 boftes utilisées par microorganisme sont incubées a 25 °C 3 I'étuve
pendant 24h; puis elles sont mises pendant 3 jours sous éclairage fluorescent
continu. Les notations sont effectuées par comptage des spores germées et
développées en supposant que chaque spore donne naissance i une colonie.

Action du filtrat sur la croissance mycélienne du parasite

L'incorporation du filtrat est réalisée comme décrit précédemment. Dix pastilles
(=4 mm) prélevées a la périphérie d'une culture du parasite agée de 5 jours sont
placées individuellement dans des boites de Petri contenant le filtrat. Les cultures
sont incubées a 25 °C. La croissance mycélienne du parasite est évaluée par la
mesure du diametre moyen des colonies, tous les 2 jours pendant 8 jours.

Un pourcentage moyen d'inhibition de la germination des spores et de la
croissance mycélienne du parasite a été calculé selon la formule :

valeur (t) - valeur (m)
Pourcentage d'inhibition = x 100
Valeur (t)

t = culture témoin de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis sans filtrat
m = microorganisme antagoniste ou non

Pour les quatres bactéries Pseudomonas, une sécrétion de pigments fluorescents a
été r2alisée sur le milieu King.

Résultats

L'incorporation du filtrat des antagonistes dans le milieu de culture provoque une
inhibition significative de la germination des spores du parasite par rapport aux
témoins (tableau 2). Le pourcentage moyen d'inhibition a varié de 69 % (M-B1)
a (26,6 %) (M-Al). Le pourcentage moyen de germination dans le cas du témoin
culture sans filtrat a été de 98,6 %.

Une réduction de la croissance mycélienne du parasite sous l'effet des filtrats des

antagonistes a été aussi observée (tableau 2). Au 8e jour de culture, le
pourcentage moyen d'inhibition a varié de 80,7 % (M-Bl) 2 43,6 % (M-Al).
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Le diamétre moyen de la colonie du parasite a varié de 14 mm (M-B1) a 41 mm
(M-A1) contre 72 mm 2 72,8 mm pour les témoins.

La sécrétion de pigments fluorescents sur le milieu King a permis de répartir nos
4 bactéries en 2 groupes : un premier groupe (M-B2 et M-B3) sécrétant une
pigmentation intense et un second groupe (M-B1 et M-B4) produisant peu de
pigmentation.

Tableau 2. Pourcentage moyen d’inhibition de la germination des spores et de
la croissance mycélienne de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis en présence des
filtrats de culture de six microorganismes antagonistes et de trois
microorganismes non antagonistes

Souches Germination Croissance mycélienne
Antagonistes
- Pseudomonas fluorescents
M-B1 69,0 80,7
M-B2 432 75,2
M-B3 59,2 77,6
M-B4 29,0 55,5
- Stachybotrys sp. M-Cl 47,6 62,2
- Actinomycete M-Al 26,6 43,6
Non antagonistes
Bactérie (BNA) 1,1 3,3
Champignon (CNA) 3,2 33
Actinomycete (ANA) 5,4 0,0
Discussion

Dans cetie étude, les filtrats de culture des microorganismes antagonistes ont eu
une action inhibitrice sur la germination des spores et sur la croissance
mycélienne in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis. Ces résultats sont
en accord avec ceux obtenus dans des travaux précédents au Maroc (Maslouhy
1989; Sedra 1993) et dans d'autres pays (Howell et Stipanovic 1979; Sher et
Baker 1982; Digat 1983; Olivier et Guillaumes 1983; Lemanceau et al. 1988;
Loper et al. 1988; Park et al. 1988). Ceci conforte I'hypothese selon laquelle ces
antagonistes sécrétent des substances antibiotiques. Ces dernicres agissent sur le
parasite par une lyse du mycélium et des phialides; ceci est a I'origine du
phénoméne d'aplatissement des colonies observé face aux antagonistes (Sedra et
Maslouhy 1994). Elles ont, en outre, un effet fongistatique vis-a-vis de certaines
formes spéciales de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Sedra et Besri 1990;
Sedra et Bah 1993).

L'action inhibitrice sur la germination des spores et sur la croissance mycélienne
in vitro de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis a vari¢ selon les antagonistes.
Ces différences d'intensité du pouvoir inhibiteur des antagonistes pourraient étre
liées a la nature et la quantité des substances antibiotiques sécrétées. Mishagi et
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al. (1982) ont établi une corrélation entre la quantité de pigments fluorescents et
le pouvoir antagoniste des Pseudomonas. Plusieurs types de pigments
fluorescents sont mentionnés dans la littérature : la pyoverdine (Turfreijer 1942),
la fluorescine (King et al. 1948), la pseudobactine (Kloepper et al. 1980).
Howell et Stipanovic (1979; 1980) ont montré qu'une méme souche de
Pseudomonas peut produire deux antibiotiques : la pyoluterocine et la
pyrrolnitrine. Lindberg (1981) a aussi isolé la troplone. La plupart de ces
substances sont des antibiotiques léthaux pour les champignons pathogénes.
Dans notre étude, 1'action inhibitrice était corrélée a l'intensité de pigmentation.
Nos résultats vont dans le sens de ceux de Digat (1983) établissant un lien entre
faible fluorescence et forte activité antagoniste.

Il reste & identifier nos souches bactériennes et actinomycétales et déterminer leur
degré de parenté systématique, ainsi qu'a identifier la nature chimique des
substances antibiotiques mises en jeu dans le phénomene d'antibiose vis-a-vis du
parasite. La mise en évidence et 1'identification de tels composés in vitro sont
relativement simples, mais est par contre compliquée in situ en raison de leur
faible concentration (Dommergues et Mangenot 1970; Mangenot et Diem 1979).
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