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INTRODUCTION GENERALE

Le palmier dattier (Phoeniz dactyliferal.) est
I'arbre providence des réglons saharlennes. || est bien
adapté aux conditions climatiques et Joue'un role indis~
pensable Tan& par Sa production de fruits, les dattes,
que dans I”é%osyéféme "oasis", permettant sous son ombre
ta pratique ée nombreuses cultures.
L'Algérlie est le cinquiéme pays producteur de dattes
(SAAIDI 1979). En 1977, 25000 tonnes ont été exportées.
Pourtant cela ne représente que le septiéme de la production
nationale , car la datte reste la base de |'alimentation
- d'une grande partle des populations sahar!ennes. Cependant
depuis la fin du sidcle dernier les palmiers dattiers sont
atteints par une maladie appelée localement "Bayoud"™ qui
tue les arbres 3 p!ué ou moins bréve échéance (Planche 1) .
Elle a ravagé les palmerales marocalnes, ol les
meiﬁléures variétés ont disparu., Efle a atteint les ocasis
de 1'ouest et du centre de 1'Algérie et menace actuellement
les palmerales de l'est ol fa variété Deglet Nour, trés
sensible , produit les +rois quarts des dattes exportées
Devanf ce grave probléme de nombreux chercheurs ont
engagé des travaux.
Le travall exposé dans ce mémolre s'inscrlt dans
l*ensemble des recherches menées depuis [967 par notre labo-

ratoire sur le Bayoud ou Fusariose du palmier dattier,

% Tes données du Ministére de 1'Agriculture et de la Révolut?on Agraire
(1983 ) font état de 7.65S.000 palmiers producteurs (dont 2.614.000
de variété Deglet Nour), pour une superficie de 71.000 hectargs, pro-
duisant 181.53 ¢ tonnes de dattes, soit 2,5 tonnes & l'hectare. Or un u
hectare de blé produit en moyenne 8 & 10 quintaux équivalant 2 3.800,000
" calories. La récolte moyenne d'un hectare de palmiers correspondrait
& 10 millions de calories. : |
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Il concerne essentiellement |'étude de |'agent
pathogéne : Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (KILLIAN
et MAIRE) GORDON. N

Il se compose de 6 chaplitres
- Le premier chapitre est un historique sur la Fusariose
et sur les recherches effectuées ou en cours sur la mala-
die, qui devrait permetire de situer les difficultés ren-
contrées.

- Le deuxiéme chapltre concerne les "Matériels et Méthodes";
pour la par+ie‘d'élec*rophorése sur gel d'amidon nous

nous sommes famillarisée avec la technique dans le labora~-
toire devgéﬁé+ique de 1'institut de ['Evolution ééMon+5
pelltier et nous !'avons montée peur notre recheréhe a Alger.

-~ Le troisiéme chapitre fraite de la systématique du genre

Fusarium auquel appartient le pathogéne. Nous posons les

problémes |1és a sa détermination et & sa reconnalssance.

Une approche biochimique de.caracférisafion par |'électro-
phorése des protéines enzymatiques est proposée. Elle peut
apporter une contribution & fa classification de ce genre

et & 1'identification du Fusarium oxysporum f. sp. albedinis.
- Dans le quatriéme chapitre, nous exposons les caracté-
ristiques morpho}oéidues et rapportons quelques résultats
obtenus sur la biologie et la physiologie du parasite.

- Le cinquiéme chapitre traite pius précisément du métabo-
lisme glucidique du champignon qui peut &fre en relation

avec ses capacités parasitaires.
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- Dans le:dernier chabifre » hous rapportons quelques
résultats sur |'effet 4n vitro de molécules fongicides
(synfhéfisées en Algérie par ['équipe de chimie du Pro-
feéseur MESLI), ainsi que sur f;s activités antagonistes
d'Actinomycétes isolés des sols des palmeraies, suf la
croissance in vitro du pathogéne. Cette derniére partie
entre dans le cadre d'un programme de recherche de moyens
de lutte contre la Fusariose.

Dans la concluslon nous essayons d'intégrer !'en-
semble de ces résultats.

Ce ftravail comprend des résultats Inédits et des
résultats publlés qui sont Introduits dans la thése ou

Joints en annexe.




5

I

4

CHAPITRE PREMIER

DONNEES SUR LA FUSARIOSE

I - HISTORIQUE DES RECHERCHES

Les premiéres données sur le Bayoud ont &té publiées
en 1919 par FOEX et VAYSSIERE; ces auteurs décrivent les
symptomes de la maladie mais pensent qu'elle est provoquée
par la nature du sol et qu'il s'agit donc d’une maladie
physioclogiqus.

En 1921, SERGENT et BEGUET isolent un champignon
que MAIRE détermine comme é&tant | Neoecosmopora vasinfecta
LE.F. SM#%H ). Pour PINOY (1925) le champignon est un Fusa-
rium, mais la maladie serait due & une asphyxie racinaire.

BALACHOVSKY (1925 et 1926), puis CHABROLIN (1930)
pensent & une origline bactérienne ou virale.

KILLIAN et MAIRE (1930) isolent & nouveau le champi-
gnon_qu‘iis nomment Cylindrophora; pour eux la pénéfrafioh
se fait par des ble;sures au niveau des palmes.,

MAIRE et al.(1933) puis MALENCON,aprés une série

d'8tudes (1934 i’ef b, 1936, 1946) apportent la certitude quc

la maladie est une:frachéomycose et identiflent le champi-
gnhon comme étant Fusarium albedinis (KILLIAN et MAIRE)
MALENCON. Celui=-ci lte rattache pius tard @ Fusarium oxyg-
porum (SCHLECHT) de la sectlon ‘Elegans de WOLLENWEBER, en
tant que Fusarium oxysporum var. albedinis (MALENCON)
SNYD,e} HANS . - |

}Ce ntest quten 1965 que GORDON le classera dans les
“forma% speciales" des Fusariﬁm oxysporum comme Fusarium
oxysporum forma specialis albedinis (KILLIAN et MAIRE)

GORDON, nomenclature actuellement admise.
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MALENCON (1947, 1949 a et b) détermine les exi-
gences thermiques du champignon, réalise les premiers essais
de traitement de la maladie et effectue les premiers fests
de pathogénicité (1850 a). Aprés\ges essals Infructueux d'ino-
culation dans les ihflorescences,\f! montre que t'infection
se fait par les racines dans le sol (1950 b). Ces observa-
Tions seront reprises et confirmées par NIXON (1950).

De 1954 & 1958, PERREAU-LEROY approfondit les don-
nées sur le Bayoud et le palmier dattier ; i1 réper+orie
les principales variétés marocalnes et donne des indications
sur leur ﬁésisfance au Bayoud (1954, 1957, 1958).

:LAVILLE et LOSSOIS (1963) &tudient un foyer de
Bayoud et moﬁfrenf comment se fait la propagation.

TOUTAIN (1965) présente une carte de répartition
du. Bayoud |en Afrique du Nord.

Une mise au point sur le Bayoud est publiée en
f967 par ULIT et al. lls confirment les résultats acquis,
donnent uné description précfse des symptdmes, montrent que

le champignon peut se conserver dans les fragments végétaux
1 |

~et qu'il peut 8&tre présent dans les sols jusqu'd un métre

de profondeur. D'aprés ces auteurs, il ne peut subsister

dans les solsjforfemen+ salés et ne préexiste pas dans les
sols désertiques. lis affirment en outre, que les souches
|

peuvent avolrfun pouveir pathogéne différent suivant la
partle de l'arbre dont elles sont Isolées.
L‘essén+iel des travaux et programmes de recher-

\
s

che effectuési/en Algérie et au Maroc de 1962 a 1970 est

présenté lors| du 1er Congrés d'Agronomie saharienne a Zago-

ra (Maroc) en 1970 et du 1er séminaire international sur
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le Bayoud & Alger en 1972, Les principales interventions

se rapportent aux méthodes de lutte (LOUVET et al . 1970),

3 la cartographle des variétés de palmier (TOUTAIN et af.
1970), a la répar?!fion du Bayoua‘en Algérie (BENZAZA ot
al. 1970) , & la prospection (BROCHARD et DUBOST, 1970}

et 3 la physielogle du parasite (BOUNAGA 1970, DUBOST et

af. 1970). tes conclusions de ces rencontres et les prio-

rités d'action dans la lutte contre le Bayoud sont publiées

en 1974 (SNYDER et WATSON 1974 ),

En 1973, BOUNAGA D. et BOUNAGA N. montrent que
la taitle des vaisseaux, leur type , le nombre et le type
de‘c!ctson;; peuvent &tre Impliqués dans la résistance ,

mais que le phénoméne de thyllese, proposé par de nombreux

auteurs comme responsable du flétrissement provequé par les

fusarioses (DIMOND 1970, BECKMANN et af. 1972, BECKMANN

et TALBOYS 1981) n'est pas en rapport direct svec la mala-

die , car les thylles sont présents aussi blien dans les vaisr

seaux de palmiers salns que malades. !ls pensent en outre

que les valsseaux pourralent &tre des marqueurs génétiques

lfsablés pour la reconnaissance des var.é?és de paimier
dattlier,

Poursulvant ses travaux sur la physlologie du
pathogéne, BOUNAGA publie une étude sur la germination
des spores (1975) et sﬁr la croissance ées champignons
(1976, 1977). Ces résultats sont exposés et complétés dane
le présent travail.

En 1979, SAATDI récapl+$le {'ensemble des
tats obtenus depuis 1962 pour la sélection de variétés

résistantes au Maroc.

Les premié&res données sur l'analyse microbiclo-

glqgue des sols de palmerales en relatlon avec le Bayoud



PLANCHE 2
SymPl'(Smcb de la fusaridse
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peut déja &tre atteint depuls un temps indéterminé. Alnsi
pour la Fusariose dv bananier, STOVER (1962) a montré que

. J
les symptomes sur les feuilles n'apparalssent que 2 3 5

mols aprés I'infectlon des racines des plantutes.(Planche 3)
Pour le palmlier , dans des conditions favorables

au développement de la maladie, les symptdmes peuvent appa-

raltre 6 mols aprés I'Tnoculation sur des arbres de 5 ans,

en serre, et seulement 5 ans aprés i'inoculation po;r des

individus 3gés d'envfron 20 ans pn'champs (LOUVET et TOUTAIN

I973).ﬂCes délals particulidrement longs rendent dffffciles

les recherches sur cette fusariose.

L'observation d'un palmier atteint, fait apparai-

tre que seul un petit nombre de racines, moins d'une dizéine}
sont touchées alors que le palmi%r en compte plusieurs cen-
talnes.

L'examen des symtdmes internes permet de constater
le changement de couleur des tissus atteints, & partir
desquels 6n peut généralement isoler le parasite. Dans le
stipe , seuls quelques faisceaux libéco-ligneux présentent
une coloration brun acajou. Celle~ci est due & l'accumula-
tlon de composés phénoliques. Grace aux études en microsco-
ple optique et électronique, on a pu constater Iatkignifi-
cation des parois‘des céilu!es des faisceaux [ibero-ligneux
infectés (RAHMANIA 1982). (Planche 4).

Ces modifications sont décrites dans de hombreux
cas de maladies vasculalires et sont mises en causé pour

expliquer le phénoméne de flétrissement ou "wilt" observé

(BECKMANN et TALBOYS 1981).
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On peut noter par ailleurs que cetts fusariose
nﬂenfra?ne pas de pourrissement . Les tissus “5ayoudés"
sont trés secs et d'une grande,dqre?é; Le champignon s'y
conserve parfaitament, pendant de\xongues années (piu: da
8 ans) 3 1'état de chlamydospores dans les stipes et Eachfs
(LOUVET 1977)3 ca3cl contribue & la propagation de la maisdia

- ¢ar ce bois est trés utilisé par les populations iccales

pour la confectioan d‘objefs domestiques.

3 - ORIGINE'GEOGRAPHFQUE ET_PROGRESSION DE LA MALAD!IE
1

La maladie est apparue au sidcle dernier dans la

| vallée du Draa Lu Maroc vers 1870 (MALENCON 1934z ,PERREAU-
LEROY 1954, TOUTA!N 1965) od ta plupart des paimerales sont
éonfaminées, leé meflleures variéfés_de davtes, exportées
‘au 19&éme stécle, la Mehjou!l et la Bou-Feggous ont disparu.
Du Maroc, ie Bayodd se propage vers ['Algérie en
suivant deux grands axes géographiques : Oues+~8ud.e+ Sud-
Sud-ktst.
| Signatlé pour la premiére fois au Nord-Ouest du
Sahara algérien & Béﬁi—Ountf en 1828, 11 attelint Béchar =n
1900, B&ni-Abbés en 1908, Foggaret ez‘Zoua en 1910, Fatis
éen I9I2, Adrar en 1923, In Salah en 1941,
D¥ir Satah, 1l "franchifﬁ 700 km vers le Nord et,
entre 1945 et 1949, la palmeraie de Met!ill est atteinto.
"En 1975 il est signalé & Ghardaia (KADA el DUBGST
1975))puis a El Goléa en 1977 (ol un traitement énergique
4 base de chloroplicrine semble !‘arré+er)ie+:enrt9?9 3

quelques kilomdtres de TImimoun (BOUNAGA non publié}.




PLANCHE 4

5\/0’\?\'3\'\'\&5 infernes  de la maladic observes dans des coofe.s

transversalesde rachis.

Emcr%e,r\ce. du \:aHno %Ene. et brunissement deg

Hssus atteints (G=x4).

Defail de la photo ci-contre
montrant des spores du

\Da\‘\'\o ene dans la lumiere
) d'un vaisseau de bois.
Tl (G:x@ooo\.
Presence de Fanning dang les celidles
auv For&mc\\\’n‘n&‘(G‘:xQ,OO} coloration
et P\wob RAHF"\AI\UA} JS@.‘L).

B

LignFicabion intense d'un
fonsceau libéro - \\%neux (G:x.zoo)
L (Co\oro\'\on el {:\mofo RBHP’\AN(A)\g&)
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Arrlvé dans e Mzab (Met!i!li, GhardaYa) le Bayoud est bien
proche des paimeraies de |'Oued Rhir, ol la variété
"Deglet Nour" (trés sensible au Bayoud) constitue des
plantations rresque monovarié+alé;. Le développement
la maladie dans cette partle du Sahara aurait des cop;:/
quences éanQmiques désastreuses. (Planche 5).

| Leslaufres pays, producteurs de dattes semblent |,

ce}Jour . Indemnes {Planche 6v).

4 - EPIDEMIOLOGIE

Le pathogéne est un champignon du sol pouvant &tre

alternativement saprophyte ou parasite. D'aprés les auteurs,

Il peut survivre pendant plusieurs années sous forme de chla~

mydospores , dans le sol en l|'absence de la piante hdte

C(LAVILLE 1977) ou dans les tissus du palmier dattler

(LOUVET 1977).
Les fravaux sﬁr la propagation du Bayoud;(LAVlLLE

et LOSSOIS 1963, TOUTAIN et af. 1970, BROCHARD et DUBOST
l970{_dnf montré que les mellleures conditions pour la cut-
ture du palmier dattier, sont aussi les plus favorables au
dévelonpenont de la maladie (qui n'est donc pas une maladie
de faiblesse). Les cultures sous palmlers accéiérent et fa-
vorisent les épldémies & cause de l'irrigation e% des pra-
tiques culturales.

| La dispersion est assurée principalement par |'homme.
En effet les caravanes transportaient des rejets de palmiers
et des @bjefsAfaiTS 4 partir de cet arbre.Le vent z égale-

ment 616 mis en cause dans la dispersion des propagules
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(LAVILLE 2977 Jmais l'incdidence de ce facteur n'a pas été
clairement démontrée, d'autant plus que les Pusarium oxysporum
sont conéidérés comme des champignons des sols ("soil~borne
fungi" fortement saprophytes (BURGESS 1981 ). En outre cer-
tains auteurs ont signalé des "porteurs'" sains dont le
henné (Lawsonia imermis L.) (BULIT et al.,1967 , WILHEM
1981 ).

DYautre part, il semblerait que le Fusarium oxys-
porum f. sp. albedinis puisse parasiter d'autres espéces
de palmiers. En effet, une fusarlose vasculalre du palmier
des Canaries (Phoenix canariensis CHABAUD) est décrite en
Europe (CORTE 1972 , 1973 , MERCIER et LOUVET 1973 ), au
Japon (ARA! et YAMAMOTO 1977 ), puis aux Etats Unis en Call-
fornie (MUNNECKE cité par SNYDER et NASH-SMITH 1981 ), CORTE
puis ARAl nomment le parasite Fusarium oxyéporum f. sp.allbe-~
dinis. LOUVET (communication personnelle) le nomme Fusarium
oxysporum f.;sp. eanariensis ,et pour SNYDER et NASH*SMJTH
(1981 ) 11 né peut s'agir de Fusarium oxysporum f.sp. albe-
dinis car les symptdémes ne sont pas exactement les mémes

que ceux du Bayoud.

5 - METHODES DE LUTTE

Le Bayoﬁd; ou fusarlose du palmier dattier est une
trachéomycose, maladie vasculaire , et en tant que +telle
déja trés difficile &8 combattre. Dé nombreux ftravaux de re-
cherchey ont été consacrés & ces maladies mais les résultats
ne sont pas satisfaisants ( NELSON et al. 1981 , MACE et

al. 1981 ), Quand elles touchent des plantes annuelles ou
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bisannuelles, des solutions peuvent &tre trouvées. Mais
fe palmier dattier, Phoenix dactylifera,est une plante
pérenne, monoco+yfédone arborescen+e, dioTque, fortement
hétérozygote, 3 croissance lente et & production tardive
{5 & 10 ans). - “

Les arbres midles et femelles sont donc des hybrides
noh fixés. Les semis donnent naissance & des populations
d'individus qui ne présentent pas les mémes caractéres que
|'arbre femelle dont ils sont Issus ( Piancne 7). Les
palmiers femelles qui sont les seuls 3 assurer la prcduc+i6n
de frults sont multipliés végétativement par clonage (rejets)
seule fagon de conserver les qualli+tés des fruits., Ces der-
niers permettent de nommer les varfé+és. |

Les palmiers males ne sont donc pas reconnus en tant
que varié?és‘: ils sont issus de graines, ne sont géhéraiew
ment pas "clonés" et ne consff*uen+ donc jamais des popula-
tions homogénes.

Ces caractéres constituent autant dé "handicaps"
pour la lutte contre le Bayoud. Les méthodes envisagées
devront en tenir compte Iimpérativement . Déquue la maladie
fut connue, et avant méme que'le parasite solt nommé ,
les chercheurs ont reconnu son caractére épldémique et
les premié&res mes&rgs prophylactiques ont &té prises. Elles
ont é&té appuyées par différents arrdtés en 1939, 1945, 1949,
1969, et rappelées & maintes reprises (MAIRE 1933, MALENCON
1947, 1949a, PEREAU-LEROY 1958, BULIT et al. (967, LOUVET
1974, SNYDER et WATSON [974).
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Comme pour les autres maladies, les méthodes de
lutte sont de trois types : la sélection de plantes résis-
tantes, la lutte chimique et la futte blologique. Nous
exposerons bridvement les travaux effectués et les pro-

grammes eh cours.

5.1, Sélection de plantes résistantes

Dés 1930 KILLIAN et MAIRE, puls MAIRE (1933} signa~-
lent l'existence de varlétés résistantes, au Maroc; 1is
notent que cette résistance est variable suivant la région.
MALENCON en 1945, puis PEREAU-LERQOY (1957 et 1958) entre~
prennent des programmes de sélection et ce dernier publie

la premidre llste des varlétés marocaines résistantes au

‘bayoud. |1 reconnalt des varlétés hautement réslstantes

(qu'il quallifle d'immunes), modéremment résistantes, sensi-
b!es et trés sensibles.Ce prdgramme est ensulite repris par
I'équipe,de LOUVET et permettra de confirmer la résistance
des variétés marocaines (SAAID! 1979, SAAID! et al. 1981),
En Algérie peu de travaux ont été faits. Une seule
variété a été reconnue résistante, la "Takerbouchet". Cette
variété issue dQFSud-OuesT du Sahara algérien (Adrar) n'a
pas toutes les quallfés'requises pour produire des dattes
d'expor+a+lon; méme si elle est apprééiée dans sa région
d'origine. D'autre par} I'effet des conditions de milieu
(température , humidité, type de sol, eau) sur fa'quaii#év
du fruit, rend nécessalire une sélec*fon'par région. Un pre-~
mier programme de sél;cfion a été mis en place & Adré?
(KELLOU et DUBOST 1974) mais on n'en connait pas encore les

résultats.
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Cependant durant toutes ces années, aucune é&tude
‘n'a été faite sur fe niveau ot le type de résistance, et

Il est possible que comme au Maroc, on constate au bout de
dix ans, que certalnes variétés coﬁsidérées comme résistantes,
ne le soient pas. Cl'est pourqudi les programmes actuellement
en cours en Algérie, sont orientés dans plusieurs directions
de recherches appliquées et de recherches fondamenfafes.

a - La prospectlion systématique des palmeraies
afTeIniés (déj& entamée BOUNAGA et al. 1980, 1981) devrait
pemé‘i"f‘re : |
- de repérer les variétés femelles résistantes au bayoud,
qu'il serait éouhaifabfe de multiplier par micropropagation
in vitro. En effet le palmier ne produit naturellement qu‘un
petlt nombre de rejets qul peuvent servir a sa propagation,
et les essais pour en augmenter la production n?qn+ pas donné
de résultats satisfaisants (LOUVET et TOUTAIN 1973). Par cul-~
ture de tissu, il est actuellement possible de reproduire le
palmier dattier (RH!1SS et BEAUCHESNE 1979, FINKLE ef al. 1979,
TISSERAT 1979, 1980, TISSERAT et al. 1981, BENBADIS et AMAR
JQSI), mais les dlfffculTés sont nombreuses car chaque variété
késséde des aptitudes morphogénétiques particuliéres (BOUGUE-
DOURA 1979, 1980, [983f. Cependant cette multiplication con-
forme de génofypes avantageux recéie un énorme risque : exer-
cer sur le Fusarium oxysporum albedinis une pression de
sélectlion unidirectionnelile ; le champignon pourrait alors
. @tre capable de surmonter cette résistance.

- de rechercher de nouvelles variétés issues de graines (ap-

pelées localement "Khali" Deguel ™ ou "SaTr™)qui ont poussé
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naturellement dans les foyers bayoudés (qui possédent pro-
bablement une certaine résistance) et qui produisent des
frults de bonnes qualilités. Les rejefs’!ssu5'de ces "Khalt"
sont eux mémes plantés en parceliles Infectées.

b - La créatlon de variétés résistantes est un pro-
gramme Important mais qui nécessite une connaissance certaine
de fa génétique du palmier dattler. Celle~ci pour des rai-
sons évoquées précédemment , est trés mal connue. Les seqls
traveux qui ont &té réallsés aux Etats Unis (NIXON 1962) et
en Algérie 3 El Arflane en 1958 (BROCHARD 1974) avaient pour
but d'obtenlir & la sulte de blusleurs back-cross, la possi=-
bllité de mulfiplﬂer certaines variétés de haute qualité
fruitiére, par graine. Les variétés concernées étaient prin-
cipafemenf»la Med jhoul et la Deglef Nour, toutes deux trés
sensibles & la maladie.

Pour lutter contre le bayoud, il s'agirait d'intro-
duire par crolsements dirigés des génes de résistance dans
une variété & haute quallité fruitidre., Mals ces études sont
longues‘ef difficiles car elles ne sont pas & !'échelle hu~
maine & cause des délals de crolssance et de fructification
du paimier. |l serait également souhaiTable de répertorier
et d'analyser les palmiers miles (de préférence en foyer
bayoudé) en se basant sur des critéres blochimiques, chiml~
4ues, ou autres, dans l'espolr de trouver des variétés res-
semblant aux palmiers femelles résistants.

SI J'utilisation de variétés résisTan%es constitue
3 I'heure actuelle le procédé de lutte pourla reconstitu-

tlon des palmeraies, le plus efflcace et le plus répandu,
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il n'en demeure pas moins qu'elle permet généralement

| 'expression plus ou moins rapide de nouveaux pathotypes.
Ceci a &+& démontré pour les Fusarioses du bananler, du
cotonnier, du pois, du melon et de la tomate (ALABOUVETTE
1983 ) et par conséquenf,,ce‘prpbléme doit &tre toujours
envisagé.,

.Les études fondamentales en cours dans notre
laboratoire :

- sur la reconnaissance des variétés et des palmiers
males,

- sur les mécanismes de sexualité et la transmis-
sion des caractéres,

- sur la reconnaissance précoce du sexe (la plante
ne donﬁe ses premiéres fleurs qu'au bout de 5 ans) et ['é+tu~
de pollen,

- enfin sur les caractéristiques biochimiques [iées
& 1a réslstance , permettront une meilleure connaissance du
probléme et une plus grande efflicacité dans les moyens de

lutte & long terme.

5.2.~- Lutte chimique

D&s 1945 MALENCON essaye de tralter le Bayoud
par injection d'oxyquinoiéine dans le stipe de plusieurs
centaines de’patm{ers, mais sans .aucun: résultat. Les expé-
rimentations faltes ultérieurement ont permis de tester
les effets <n vitro, de fongicides (SAAIDI et RODET 197k,
SURICO 1976 BOUNAGA 1980 ).

Cependant plusieurs études ont monfré que des
substances peuvent produire un effet différent si ellsc

sont utllisées im vivo ou in vitro (SBRAGIA 1975).
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En ouf;e, chez te palmier dattier fes plantules
constituent uy stade trés différent morphologiquement,
physlolpgiquement et géné+1quemep+ de I'adulte. Les tests
sur plantules effectuss par SURICO (1976) et SELVARAJ
(1978) sur l'efficaclité du bénomyl contre le bayoud ne peu-
vent &fre , & ce Titre qu'indicatifs.

Un essai d'éradlcation d'un foyer primaire a été
tenté en Algérie, 3 El Goléa en 1977, par sférilisafién
des sols 8 la chloroplicrline et par arrachage et des%ruc;
tion dee arbres, attelnts ou non, dans le pérlméfre Tbaifé‘

Ce.+raI+emen+ drastlque semble efficace car aucun
cas ¢ bayoud n'a été signalé & ce Jour c'est-a-dire 5 ans
apris 1'1r.ervention . Pourtant dans le cas de la Fusarlose
de [a tomate, il a 616 démontré que l'efflcacité de la lutte
chlmique és+ praTtiemen? nulle dans des condif}ons‘ﬁﬁrmaw
les. La destruction de l'lnécu}um dans le sol gréce a di-
vers fumlgants n'est jJjamals -?otglé et aucun des fongfcid@a
actue! lement commercialisés ne protége correctement les
plantes, car leur diffusion dans le Sys?éme racinalre reste
trés limitée (ALABOUVETTE [983). | |

Si la nécessité d'utiliser des fongicides s'impose,
ces darniers dolvent &tre le molns toxliques et le plus spé-
é!ffqtes possible. La mise au point de fong?cideskribosylés
(GOSSE: IN et al. 1978, DIARRA 1980) répondalt & ces préoc-
cupaticnas . Cependant BOUNAGA (1980 en annexe) montre qae
ces prcduits deviennent alors inactifs sur le parasite.

Méme en uTilisénf des prbduiTs actifs LOUVET et
BULIT (1¢73) et LAVILLE (!977)lpensen+ que fes cultures de

dattiers ne peuvent suppor+ervle-c00+ de ces traltements.
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Dtautre part un nombre important-des produlits
utlilisés , est cancérigéne (FISHBEN et al. 1972 ~ DASSE~
NOY et MEYER 1973), et muTagéne,_enfra?nan*v I‘apparff!on

~de souches résistantes €DAVIDSE~!§77 , DEKKER 'l977,»BOUHOTf
i

1981,S80Z%1 et GESSLER 1980, ALABOUVETTE‘IQBB).TDe’%Ius, teurs
effets toxigues sur la "chatne" ou la "pyramide" é%ologique
ont &naleent &1é étud.ds et démontrés (RAMADEf197%, 1975).

| Le traltement du sol bayoudé par volie éﬁrquue,
semBle donc, & la sulte de toutes ces études, pose? de sé~-
rieux p%oblémes d'ordre économique, 'soclal ,'fechn%que éf

éthique.

5.3. Lutte ou controle bioclogique

La remise en cause des méthodes de lutte géné-

ttque (par sdlection de variéTés'résisfahfes)'ef chimique

tvar |tannaritfon de souches ou de races nouvelles des pa-

thog&nee o7 Lor po!luflon)lef‘lé développement de [['écologie

_des chewplignons phytopathogénes |, a remis & |'honneur les

&tudes sur le contrdle bioclogique (BAKER 1968 et 198!, BA-
KER et COOK 1974, BRUEHL 1976).
GARRET (1965) définit le contrdle biologique com-

me ta réduction d'une maladie par I'action d'un oul de plu-

~ sleurs organlismes vivants autres que ['hSte ou I'homme. Les

mécanlsmes mis en route doivent aglr solt directement sur
le gafhogéne {par antagonisme) |solt par 1'3n*ermépiaire de
l;hﬁte (prémurision), Troié types d'antagonlismes gon? recon-
nus : l'antibiose, la compétition et I'exploitation (préda-

tion ou parasitisme).
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Si pour ges autres Fusarioses un grand nombre
de travaux ont été réallisés dans cette vole, pour la ?usa;
riose du dattier, les seules +en+a+ives§e+ recherches en
cours son%;é notre connalssance, cellesde notre labora-
+olre..El!es comp}ennenf des &tudes, sur la microblologie
des sols rhizosphériques (&Lt HAIMOUD et aqf. 1979, CHAMI
et BOUNAGA 1979), sur fes %xsuda+s racinaires (BENNACEUR
1981) et sur les anTagonis%es (SABAQU 1979, 1980, SABAOU
st al. 1980, 398E,‘!983, AMIR 981, AMIR et SABAOU 1983y,

Cette longue revue bibliograph?que donne une
Idée des connaissances sur la Fusariose du Palmier dattier
et sur les problémes qulelle soq]éve,dﬁs & la méconnalss
sance du pathogéne,de 1'hdte et des rapports hdte-parasite.

Une des approches essentielles dans une maladie
est donc de connaltre les protagonistes et d'abord ffor-

ganlisme responsable? le Fusarium oxysporum f.sp. albedinis .

- Dans le travail exposé dans les chapitres suivants, nous

essayerons de décrfre et de caracférlger ce pa?hogéné, de
comprendre !es:mécéniémés phyéiolqgiQues qui lui permet-
tent de provoquer-ja maladie éTvqui‘le différencient éven~
tuel lement desxau+ﬁe$ Fusarium, |

La péfthéniclTé,d'un,germe»esT ia capaclité de
produlre une maladie dans !’organiéme_hﬁ%e° Le champignon

doit &tre apte & survivre dans le sol, & pénétrer dans

ltes raclines, donc & s'adapter & un mode de vie différant,

.

a résister aux mécanismes de défense de 1'hOte et & so

n

| multipliier dans ce dernler,

Les caractéres du champignén sont donc fa cia

de ces étapes.
\
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CHAPITRE DEUXIEME

MATERIEL ET METHODES

I - MATERIEL

| - tsolement des souches de Pugarium oxysporum albedinis

Un grand nombre de souches @« été utilisé dans
ce travail. La liste compléte est donnée dans le tableau |,
avec la date, le lleu et la variété de palmier dont elles
proviennent.

! Elles ont été pour la plupart isolées de rachis
de palmiers malades, ce qui nous donne plus de chance d'ob-
tenir un "albedinis”, car on peut fréquemment isoler d'au-
tres Fusarium du cortex des racines des planfes ou de la
base du s*lbe. De plus , pour BULIT et aZ. (1967) les sou-
ches du rachls auraient un pouvoir pathogéhe pius élevé.

L'isolement se falt en déposant, aprés stérilisa-
tion & la flamme, un morceau de rachls présentant des taches
brunes sol+t sur +ube de miiieu gélosé (Potato-Dextrose-Agar),
solt dans des tubes stérlles vides ou contenant 2 ml d'eau
distillée ( Planche 8).

La plupart des souches ont fait l'objet d'isolement
monosbores {("m")., Les souches | & 3 (Fg mol, Aol,MZm) ont
6té utilisées pour les essais biologiques et physiologi-
ques ; les autres (3 & 32) pour la caractérisation par élec-
frophorése.

2 - Provenance et isolement des autres souches et

autres espéces de Fusarium

Dans le tableau 2 nous donnons la liste des autres
Fusarium que nous avons étudiés.

La lére sérief{souches 33 & 39)est constituée par
des souches de F. oxysporum parasites d'autfres p}anTeuu
Efles proviennent de la collection de M. LOUVET (Dijon) a*
de M. RENARD (Cdte d'ivolire), lLa 2&me sérle comprend fes

~

souches 40 a 44 isolées de palmiers malades, la 3&me <°

les souches 44 & 48 provenant des sols de palmeraies.
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TABLEAL 1 “

Liste des souches de Fusarium ozyeporum f. sp. albedinis

(COLLECTION BOUNAGA N.) .

* 8  KHALTA

Jouches Variétés date anf Lieu géogra~-
deénomina- de pal~ ler phigue
tion miers isole~ Remarques
dattiers |jment: | :
1. F5 mol Tazerzait 1967 In Salah 1 Souches utilisées
/ - ' pour les &tudes phy-

2. AQL Tgeza | 1972 Adrar siclogiques

3. M2m ¥ ) Pefrzou- | 1973 Metlili

. aline Mzeb

b, 2 Azm Arerza 1916 Metlili Souches "m" ont fait
5. B2ml ) . . 1'ocbjet d'1solcments
6. B2n3 Timilihe 1977 Béni-Abbés monospores

T. A2 s Timliha 1977 Béni-Abbés *g" souches ssuvages
8. c2 s " " " méme arbre que B2

9. G2 s " " " mais autres palmes
10. Khs Khalta 1979 Béni~Abbds | "s" souche sauvage
11. Khml ” " . " "m" isolements mono-
12. Xhmk " " " spores de Kbl

13. I{hm5 " n "

1k GH.B Ghares 11979 Béni-Abbes | "s" souche sauvage
15. gbml " " - “m" isolements mono-
16. ghmé Y " " spores de Ghl

17 ghm? " . ” "

18, Timl.As | Timiina 1979 Adrax "s" souches sauvages
19. As.s Addam " Timimoun "

(20, Hel.Ss Heimerea " ° "

21, Har.s - { Hartene " " "

22. Feg.s Feggous " " "

23. Ouz.s Quzmigue " " "

24, Tin.s Tindoukan N » »

25. Tak.s Taksaye " " "

'26. Tinas Tinasser " " "

27. TK.s Takcrbouchet {1979 Metlili o v

28. ‘Rh.s : Rhars " " " ;
29. AZ.T19s | Azz-a " " "

30. D.N.s Dugd at*Nour " " "

31. D.N,2.8 " . " "
132.- Adde.s |Addals i - "

. M2m euregistrée & Berkeley (ATCC n® 384L48)

& Béni-Abbés, les dettiers sppelés "Khalta" ne sont

pas des variétés. Ce sont des palmiers issus de semis (leur
nom signifie mélange).
® # % La Takerbouchet est en principe une variété résistente de le

réglon

@¢'Adrar, Mais il existe une variété dénommée Tskerbou-~

chet & MEt1lili d'oll lu souche & &té isolée (Cependant bien que
portant le méme nom il n'est pas aur que ce soit la méme varié&téh

{(vhpn o

DUPOST | ASIS),
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ELANCHE 8 bis

de c:\uc.\que.‘s sovches de Fusarium cifdes

dans les Tableauxder .

fusacivem moniliformme sur miliew PDA




TABLEAU 2

Liste des Pusarium &tudids

F 7] .
Souches : date d'i- | Collec~
dénomination Fusarium ssp. Plante hdte/ou sol origine |} jement | tion
Abrévistion . oo .o . .
33.F.0.,1.8 F.o.f.ep. lycopersiei [Lycopersicon esoulentum France inconnue LOUVET

: MILL. (tomate) ) . N

34 ,F.o.m.15 F.o.f.sp. melonis Cucumie melo L. (melon) !

35.F.oc.can. F.o.f.sp.cangrienstis Phoenix eanariensis CEABAUD N "

. {peimiers des Canaries) “

36.F.0.e.M381A |P.o.f.sp.eleaidis Elaeis gutneenais JACQ. Cote " RENARD
: (pslmiers & huile) d'ivoire

L.N . .,J a.e. W«meu:n " n Al " " n "

38.F.0.4. F.o.f.sp. diagnthi Dianthus cargyophylluse L. France - LOUVET

{oeillet) ) .
29.F,0.cong. F.o.f.sp. conglutinans | Brassica oleracea L. " i !
{ehoux)

40.Kheim, A F. equigeti Phoentix dactylifera L. Adrar 1975 BOUNAGA

41.Heim, T, F. equisetd ’ " " Timimoun 1979 "

42.Met. Taf. F. equiseti " " Met1lild 1979 "
b3 mgaz, T. P. aeuminatum # " Timimoun 1979 "

L. PHmk F. moniliforme u " Béni~Abbes| 1979 "

45,1976 F. solani Sol de palmeraie Béni-Abbesi . 1978 SABAOU

L6.TKoy Fusarium sp. " » " # 1978 LAQUFI

b7, THT16m1 F. geuminatum " " " " 1978 "

48.TK5-4RP F. equiseti W 1 " o "

1978

.
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Fr - MILITEUX

I - Milieu : eau gélosée:
L es+ préparé en faisant fondre 15 g de gélose
dans un |itre d'eau distillée puié est stérilisé .

Ce milieu est utilisé pour les isolements monospores et les

expériences sur la germination.

2 - Milleu naturel solide : Po+a+o«Dex+rose¥Agar(P.D.A.)

I'l permet généralement de caractériser les Fusarium
(TOUSSOUN et NELSON [968)., 1! est utilisé comme milieu de
malntenance, sa composition est la sulvante |

- 250 g de Pommesde terre épiuchée (P.)

10 g de Dextrose (=glucose) (D.)

20 g dfAgar (A.)

i

Il peut &tre préparé de deux fagons :

en mixant les 250 g de Pommesde terre cuites et en les méfan~
geant au reste du milieu, ou en utilisant uniquemenT.le -
trat de culisson des pommes de terre. Il est stérilisé &
I'autoclave pendent une heure & 120°C puis disfrfbuévaﬁﬁﬁfi“
quement dans des boltes de pétri ou des tubes stérilax.

3 - Mitieu synthétique iiqu!de Czapeck-Dox

La composition de ce milieu, appelé Czapeck-Dox (THOM
et RAPER 1968) ou ehcore Saccharose-nitrate (LILLY 1965) est

donnée dans e tableau 3.
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TABLEAU 3

Composition originale du Czapeck~Dox

Nitrate de sodium " NO.,Na 3g
-~
Phosphate de Potassium monopotassique POhHéK 1g
Chlorure de Potassium K Ci 0,5¢g
Sulfate de Magnésium - S0)Mg, TH,0 0,5¢g
Sulfate de fer ferreux SOhFe; 7H20 0,01g
Saccharose c,.H..0 30g
12722711 '
Eau distillée ,H20 g.8.D. 1000 ml.

" Ce milieu a été mod{fié pour f[es besoins des
expériences : le nitrate de sodium est remplacé pér le phos-
phate d'ammonium (biammonique) & raison de 2,25g/1 soit
0,47g/1 d'azote ; et le saccharose est remplacé successi-
vement dans chaque expérience par la source de carbone a
étudier (Tableau 4). Pour les sucres insolubles ils son?
ajoutés en quantité nécessaire (12g/! de carbone) dans
chaque erlenmeyer,

Le milieu liquide est réparti & raison de 50 m]|
par erlenmeyer de 250 ml, puis tyndallisé & l'autoclave
trois fbis quinze minutes, & 90°C., & un jour d'intervalle.
Lorsque des méthodes spéciales sont utilisées pour(des expé-

riences particuliéres, elles sont indiquées au moment opportun.

i1l - TECHNIQUES POUR ETUDE DE LA PHYSIOLOG!E DU CHAMPIGNON

) : | - Technique d'isolement monospore

Quelques gouttes de suspension de spores (de fai-

ble concentration) sont étalées sur la surface d'un milieu gélosé
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TABLEAU 4

Liste des sources de carbone utilisées dans les miiteuxf

.
N
| N

Sources de carbone aliphatiques 4

~ Adonitol (ribitol)

Pl ef triholosides

Celiobiose
Lactose
Maltose
Mélibiose
Palatinose
Raffinose
Saccharose
Tréhalose

Turanose

Polysaccharides

- Aldéhyde glycérique -
- Dulcitol (galactitol) -
~ Mannitol -
~ Meso-érythritol -
-~ Méso-inositol (myo~inositol) -
- Sorbitol -
2 - Oses. | 5 -
- Arabihose‘L (+) -
- Arabinose‘D (+) -

= Arabinose DL -
~ Fructose D (-) -
- Galactose D (+) -
- Glucose D (+) -
- Mannose D (+) -
- Rhamnose L (+)= 6 Déoxy-Mannose |
- Sorbose L (~)
- Xylose D (+)

3 - Ac. uroniques ot polygalac- 6 -

turoniiques '

- a. galacturonique

- . gchuronique
- a. pectique

% Produits Fluka )
‘ 3
I

Amidon
Dextrane
Dextrine
inuline
Pectine
Celluiose

Laminarine ou callose

Dérivés de la lignine

ac. syringique
aldéhyde syringique
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1 :
. | .
a I5g/1 en bolte de pétri stérile. Des bandes de gélose.

sont découpées sur lames et observées au microscope ; on
peut alors repérer les spores ’qj choisir au grossissement
le plius fafb!é, un champ dans leéuel Il n'y a qutune seule
spore. On centre la lumigre sur celle-ci et on diaphragme
de fagon & n'en laisser passer.qu'un tré&s petit faisceau.
Aprés avoir relevé l'objectif on peut découper alsément

la surface de gélose éclalrée en suivant la trace du fais-
ceau lumineux. Le petit carré de gélose est ensulte déposé
sur un milieu adéquat (P.D.A.). Cette technique présente
I'avantage de ne pas nécessiter de micromanipulateur et
permet un géin de temps considérable.

2 - Technlques d'ensemencement et de culture

a - Sur milieu solide l'ensemencement est réalisé & partir
d'une culture sur P.D.A. de Fusarium , &gée d'une semaine
--s0it par suspension de spores, distribuée de facon: panc-
tuelle & raison d'une goutte par bolite & l'aide d'ure pi-
pette Pasteur stérile ,

- soit par transfert calibré de dlsques de mycélium de
5mm de diamétre,

-~ soit pour les repiquages de maintenance, par transfa-!
massif de mycélium; Les boTtes sont Incubées & 28°9C ou

la température expérimentale cholsie.

b - En milteu liquide, les erlenheyers sont ensemencés

avec | ml d'une suspension de spores & l'aide d'une seringue

de Cornwall.
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fls sont ensuite placés & |'obscurité & 28°C
sur un agitateur rotat!f (Karl Kolb) & 90 tours par
minute, vitesse utilisée par de nombreux chercheuré en
physiologie des champignons (COéHRANE et COCHRANE 971,
KIDD et WOLF 1973),

3 —vTechniques d'obtention des macroconidies

Les F. oxysporum ne produisent que trés peu de
macroconidies dans les conditions de laborafoire e+4ie

Fusarium oxysporum albedinis n'en produit pas du tout.

Les techniques utifisées avec succés par dlautros

auteurs (utilisation de différents types de lumiére , uti-
lisation dé différents milieux, MILLER 1955, REID 1958,
WILSON 1960, FRENCH et NIELSEN f966; COCHRANE et COCH-
RANE 1966, BONN et CAPPELLINI 1870, BOUHOT 1972), pour
augmenter la production de macroconidies de différentes
especes de Fusgagriwm nous ont donné des résultats néga-
tifs chez Fusarium oxysporum albedinis (BOUNAGA [970,
en énnexe).

Cependant nous avons pu remarquer qu'au premier
isolement des souches sauvages en présence de tlssu de

palmier, il y avalt une production massive de sporodochies

- et de macroconidies qui sont donc étudlées dans la suite

du travail.
Les essals pour en obtenir d'une souche anciaon-
nement lsolée =n 'a remettant sur palmier,n'ont & ce jr: ¢

donné aucun résulrat’.
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4 - Technlques d'obtention des chiamydospores

Les chiamydospores sont obtenues
- soit dans des ciltures égées,\gﬁ elles se forment spon-
tanément p@ appaivrissement du milieu,
- soit en recouvrant des culturcs de 8 jours , de ‘taic.
de sable;'ou de t3rrz,
- solt en plagant du mycélium dans ['eau distillée.

5 - Techiiques d'OBServaTion

Les observations du champignon sont faites au

microscope optique en présence de bleu coion.

Les photographies ont été réalisées avec un micros-

cope Leitz orthoplan.

IV - MESURE DE CRJISSANCE

I - En =milieu solide

La croissance en bolte de pétri est éppréc!ée en
mesurant quotidiennemerntT deux diamétres perpendiculalires
de chaque colonle.

- En tube, la croissance linéaire est mesurée.

2 - En milieu liguide

2-1- Substrats solubles

ﬁa mesure: de la croissance du champignon se faif
dans Tous?les cas pessibles par détermination du polids sec
de mycélium apré&s un certain temps de croissance (varlable
avec les expériences),

Le mycélium est retenu par filtration sur un coupie de

papiers filfres équilibrés. Les filtres scont mis a 1'étuve
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ad dessécher a 80°C pendant 24h., puis pesés‘i'un aprés

I'autre. La différence de poids permet d'obtenir le

sec de mycélium (& 2\mg prds); les données en mg.
i [N
i S
| - N { - ! Pd
ponden’ a la‘moyenne prl?hmeflﬁuades résultats de Tro.:
|
!,
essals. Pour les expériences sur les sources de carbo:n . .

ralson du grand nombre\fle sources fournies au champignon,

de la répétition des essais et des contraintes mécaniques
dues & la taille de l'agitateur dont la capaclité est égale
a 100 erlenmeyers, i! ne nous.a pas &té permis de conduire

~

simultenément toutes les expériences. Celles-ci ont été

1

groupéeé par séries et effectuées a tour de rdle dans les
mémes conditions de préparation, de tyndallisation et
d'enseﬁencemenf. Cependant la concentration en spores des
suspensions utilisées dans chaque série n'est pas calculée,
(l'estimation a l'héma+iméfré entraine dé trop grandes
erreurs comme ['ont monfré LOPEZ et FERGUS 1965). Aussi
avons-nous pris la précaution d'effectuer avec chaque sorie
d'expériences trols essals de croissance de la souche
étudiée , en présence de g!ﬁcose comme référence.

tes résultats , afin d'étre comparables ,
sont exprimés en pourcentage de croissance sur une source
de carbone, calculé comme suit :

X

P = X 100
Y

X étant le poids sec de mycélium obtenu aprés 9 jours, sur
'z source de carbone 3 tester ; Y , le poids sec du mycélium

obtenu aprés le méme temps, sur glucose.
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L'ensemencement en spores pour X et Y provient
de la méme suspension. Dans la plupart des expériences,
nhous avons rapporté le pH inlfial (pH ini.) aprés tyndai-
lisation du mf!ieu, etavant I'ensemeﬁcémen% ; et le pH
final (pH fin.) des leTrafs des miltleux de culture en
fin d'expérience. II§ sont mesurés au moyen d'un pH métre
de fypé Méthrom Herlisau (E.” 350 B.).

2.2. Substrats Insolubles(celiulose et

laminarine)

‘ Le contenu des erlenmeyers est filtré sur filtre

de verre, rincé a I'eau distillée, centrifugé & 3000 tours/

mibuTe 3 3 feprises aprés rinqage»é 1'eau distiilée.
- Le mycélium recuellll est lyophilisé puis pesé.

- Le matériel lyophillisé est broyé 3 sec ; des fractions

de 5 mg sont soumises & hydrolyse dans HCI 4N (2 ml ou 4 mi)

pendant 24h & 100°C en tubes scellés.

- Les tubes sont ensulte évaporés en présence de KOH.

- Les résidus secs sont repris par 10 mj d‘eéu distiiiée
et la glucosamine est dosée par spectrophotométrie, sui-
vant la Technlque d'ELSON MORGAN (TRACEY et PEACH 1955

mod!fiée par LOISELEUR (1963).

'~ Le dosage est basé sur la proprié+é qu'ont fes glucosa-

mines de réagir avec |'acétyl-acétone, gréce & leur grou-

‘pement amlne, pour donner un complexe qui se colore en

rose violacé avec'Ee'p;diméfhyl-amiho—benzéldéhyde,
L'intensité de la couleur est proportionnelle & la quan-

tité de glJcosamlne.
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- Protocole expérimental

‘Dans une série de tubes en pyrex, on introduit 1 ml de
solution & titrer ¢t 1 ml de réactif | (1 mk d'acétyl-acétone
redfsfillé, est dissous dans 50 m] de carbonéTe:de sod fum
0,5N, Juste avant |'emploil.

Le mélange est bien agité et la paroi des tubes est
rincéé avec 1 ml d'eau distillée.

Les tubes, fermés par des bouchons de verre, sont
chauffés dans un hain maf!e bouillant, pendant vingt minutes.
Ils sont ensuite refraidis dans un bain d'eau froide. Pufs,
on ajoute dans chaque tube 5 ml d'éthanol, 1 m! du réactif IV
(0,8 g de deiméThyl~amino~ben2aldéhyde sont dissous dans 30 n
d'éthanol, on ajoute ensuite 30 m| d'HC! concentré) et on
cbmpléfe a 10 ml avec de f'éfhanol. Aprés chaque addition,
le mélange doff 8tre bien agité. Les tubes sont ensuite chauf-
£és dix minutes dans un bain marie & 65°C. pour accélérer
tallfbéra+lon du gaz carbonique.

Au bout d'une demi heure, lorsque je dégagement gazeux
est termin&, nous |lisons la densité optique au spectrophoto-
métre (Zelss-PM 2 DL) & 520 nm.

Une courbe d'étalonnage est tracée avec'des quantités
connues de glucosaﬁide. La quantité de glucosamine contenue
dans les parois du champignon poussant sur glucose et sur
pectine rappartée au poids sec dé champignon sert de réfé-
rence et permet de calculer le poids de mycélium sur sub-

strat insoluble.
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PLANCHE 9

GLUCOSEs PHOSPHATE ACIDEg FHOSFHOGLUCONIQUE
' - P_GLUCONATE
; 8 ;
PHOSPHO GLUCONATE PHOSPHATE RIBULOSEs PHOSPHATE ~ DESHYDROGENASE
GLUCOMU TASE ' 3

GLUCOSE 6 p Cycle des
DESHYDROGERALE pentoses

!
i Ny

LUCOSE ¢ PHOSPHATE GLYCERAL
PHOSPHOGLUCOSE

ISOMERASE

SHYDE 3 PHOSPHATE

FRUCTOSE6 , PHOSPHATE

1
-
— ACIDE PYRUVIQUE— = CL UTAMATE ==
0% ALOACETATE
HALATE ™ N
DESHYDROGENASE .
Mal ATE ISOCITRATE
I
/
Cycle de
Krebs 6LU.OXA.
' TRANSAMINASE,
FUMA RAT{. o CETOGLUTARATEmoJ
SUCC!NATE

PLACE DES SYSTEMES ENZYMATIQUES
ETUDIES [Soulignes ] DANS LE CYCLE
ENERGETIQUE
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V - ELECTROPHORESE

1 - Les souches

Les souches étudiées sont portées dans les ta-
bleaux 1 et 2. Elles ont été Isolées é‘parfir de palmiers
appartenant 3 d1fférentes variétés, dans différentes palme-~
rales ains! qu'a partir du sol. b' |

2 - Les cultures

Chaque souche est cuktivée dans 100 mi de liqui-
de Czapeck-Ddx & 2B°C (Tableau 3), sur un agitateur rotatif
(80 r.p.m.). Le mycélium est récolté apfés 103 ,:24j , 43
de culture par filtration sur Buchner n° 2, lavé 3 fols 2
| 'eau dis+lﬂlee (500 mi au total) et partiellement asséché
sous vide. ‘ ,

i'll esf solt lyophilisé, soit congelé 3.20°C jus-
qu's son ex&rachon, solt extrait immédiatement (aucune dif-
férence n'est observée entre les extraits obtenus par ces
différents procédés de conservation).

3 - Les enzymes étudiées

Les enzymbs mises en évldence sont pour !é plu-
part des enzymes du méxabolisme genéral (Tableau 5){plan-
che 9 ). '

3-1- La phosphoglucose isomérase = (Pgi}
E.C. 5.3.1.9. _
Ce systéme catalyse dans les 2 sens la réaction

d'isomérlisation du glucose 6-phosphate en fructose 6-phos~
phate (transformation d'un aldose en cétose).

.E'QJ"') b ~esary ha e

D - glucose 6.phosphateg D-fructose 6-phosphate

3-2- La phosphoglucomutase (Pgm) E.C. 2.7.75.1.

, Ce systéme concourt au transfert réversible dfur
radlcal phosphate du carbone 1 au carbone 6 sur la molécule
de glucose (il prépare les composés phosphorylés aux réactions
:caTabollques ou de blosyn+hese).

D~ glucose l. phospha+e-E§-aD -glucose 6 phosphate
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Systémes enzymatiques mis en évidence chez

TABLEAU 5

Pusarium oxysporum f.sp, albedinis

Nombre max.
de bandes Optimum i
d'activité '

Enzymes
Abrévie-
tions " Nomeneclature
utilisées
Pgi Phospho-glucecc-isomérase
EC.5.3.1.9. i 1
Pgm Phospho-gluco-mutase
| EC.2.7.5.1. 2
Mdn Walate'@éshydrogénasé i
| EC.1.1.1.37 : P
6-Pgdh {6 phospho-gluconate déshydrogé=—
neSe pe.i.i.1.bh. -2
G-6-Pdh " |Glucose-6-phosphate déshydrogé-—
RBSE g i.1.k0. 2
Got Glutamate oxalo—acétaté transami-
nase
EC.2.6.1.1. 2
Acph Phosphatase acide
EC.3.1.3.2, P

T - 7
6,5 - 8
C T,
9,2 levure '
8 & £.%
>

Les hexokinases et estérases ont €té mises

s .
en evidence,

mais elles n'ont pas fait 1l'objet d'études systématigues

pour toutes les souches. Elles apparaissent souvent en

"trainée"

Les I.P.0., apparaissent aprés certaines colorations {indo

phénol oxydase : 1.9.3.1. Cytochrome oxydese)
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'3.3. La Malate déshydrogénase (Mdh)é.c.l{l.l.BT.,
Sys+éme'énzyma+iquevca+a!ysanf la &éshydrogéna—i
Tion irréversible de i'acide malique,le produit de cette réac-
Tlon est |'oxaloacétate, plaque Toyrnanfe du cycle de Krebs.
Généralement, deux Mdh exIstent chez les Euca-
ryotes, l'une est localisée dans le cytoplasme, |'autre dans
les mitochondries. TouTes deux sont sous fe coan%le des
génes nucléairés. |

L-Malate «mﬁiﬁma oxaloacéfaTé

3.4,a6-phosphogluconate déshydrogénase
(6-Pgdh) EC. 1.1.1.4b.

Catalyse ia déshydrogénation du carbone 3 de
|'acide phosphogluconique ; 11 en résulte un composé trés
Instable qul perd sponTapémenT uﬁe mofécule de dioxyde de
carbone, ce qui Induit la formation du premier pentose du
cycle & le ribulose 5-phosphate. A

6-phosphogluconate ?:E&EQ

Ribulose 5-phosphate +

3.5, La glucose 6-phosphate déshydrogénase (G-6-Pdh)

EC. 1.1.1.k9

'La.clé de Ja yole des pentoses, elle amorce le
cycle, en déshydrogénant le glucose 6~pho$phafe.

Le produ1¢»obfenu : phosphogluconolactone est
inéfable 3 il fixe une molécule d'eau pour se transformer en
acide 6-phosphogiuconique (la voie des pentoses est importante
pour la production du nicotinamide dinucléotide phosphate
réduit (NADPH, H').

D- Glucose 6-phosphate NEE;EEﬁ;Acide 6-phosphogluconique

3:6, La Glutamate oxaloacétate fTransaminase (Go%)

EC. 2.6.1.1.

Enzyme catalysant le transfert d'un radical aminé

d'un résidu d'aminoacide sur un.composé hydrocarboné. Son

]
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importance est traduite par son aptitude Q rattacher le cycle

caTabdlique qes peptides au cycle énergétique de Krebsf L'écide
aspartique céde son radical aminé & |'acide cé+oglu¢aéiade; les
prbduifs formés sont l'acide L-glutamique et |'aclide oxaloacé-
tique. | . | |
C'est la plus abondante aes transaminases et elle

Joue un . réle Important dans le malntien des quatre métaboli-

%es qul sont ges substrats. Généralement il existe une enzyme

Goty mitochondriale et une Gotg dy+oplasmique,

L-aspartate + cé+bglu+ara+e+§2;~h—glUfama+e + oxaloacétate

3.7. Les Phosphatases acides (Acph)(hydrolases)
EC. 3.1. 3.2, phosphomonoestérases 11
Elles hydrolisent Ies:mono—esfersfphosphoriques;leur pH opti-

mum est entre 4,5 et 6,

-9H +H.0 :
R~ 0=PF= 0""2"——"3ROH + Hy PO,
OH : '

Elles sont présentes dans tfous Ie@ Tissus, elles coh+ribuen+ a la
mobilisation du phosphore et Interviennent dans.fé métabol isme
des parois (lysosomes).

Chez‘les champignons, beaucoup d'auteurs leur attribuent une
actlon dans l‘apbarlTIon de types mofphologiques (FINCHAM ¢t al.
1979) ou dans la conidiogéndse (NELSON et GARBER 1967). Ces en-
zymes sont Trés répandues dans le régné vivant ; 11l est cependant
difficile de relier | Yex1stence d'un +ype d’fsoenzyme.é une

structure phénotype parficuliére‘(DAVIS »1978)

4 - Préparation des exTraiTé bour |'électrophorése

0,29 de mycéllium lyophllisé ou 1g de mycéilum Lumids
additlonné de poudre de verre sont broyés dans un mortier yréa-
lablement refroidi en présence d'un m! de tampon d'extruct|on

!

de composition suivante : Tris 1g; EDTA 2H,0 disodique

0,37g pour 1 litre d'eau distillée . |e pH est ajusté
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& 6,8 avec HC1l concentré| et on rajou%evﬁ mi de NADP 3 1 %.
Ces opéraTEons sont réalfisées & 4°C sur paillasse réfrigé-
rée, ou en chambre froide. Les broyats sont centrifugés
pendant 20 minutes & 10,000 tours minute dans une centri-
fugeuse réfrigérée (type SORVAL). Les surnageants consti-
tuent les extraits bruts de protéines solub!es ; 11s sont
congetés dans 1'azote quu}de et conservés & -20°C ou 3
~80°C, pour chaque souche et éhaque expérience, trois séries

de culture ont &té exfraifes°

5 - Technigue d'électrophorése

A L’élecTropHorése se falt sur gel d'amidon de pbmme
de ferre hydrolysé suivant la technique de MORETT} et al.
(1957) modifiée par PASTEUR et al. (1975). Les gels & 12 ¢
d'amidon sont préparés d'aprés les méthodes de SELANDER et
al.(1971) : 48 g d'amidon sont chauffés en présence de 400 mi
de Tampon de "gel™ choisi , en agitant constamment.

La composition des tampons utilisés pour la prépa-
tion des gels et pour la migration est donnée dans le ta-
bleau 6.

Aprés cutlsson et dégazage sous vide, le gel est
coulé dans un moule en plexiglass de 20 cm x 19 cm de cdté
et d'envion 12 mm de hauteur. On le laisse refroidir sur une
surface parfalitement plane et horizontale , avant de fa
recouvrir dtune feuifle de celiophane pour évifer sa dessica~
tion. L'introduction deé échantillons et ('électrophorése
proprement dite ont lleu |10 & 12 heures plus tard. On prati-
que une fente & 5 cm dufbord le plus tong du gel (voir plan-
che 10 )} dans laquelle §0n+ insérés a intervatles régutiefs

des papiers Whatmann n® 3 Imbibés de 1'extralt & analyser.
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TABLEAU 6

Tempons 4d'8lectrophorise

Tampon Tris citrate (TC 6,7)

Electrode (pH 6,3)
0,223 M Tris
0,086 M acide citrique

27;0 g Tris

18,07 g acide citrique monohydraté

: d+8.p. 1 litre d'eau distillée
ajuster & pH 6,3 avec NaOH 1,0 M

Gel : (pH 6,7)
0,008 M Tris = 0,97 g Tris

0,003 M acide citrique = 0,63 g acide citrique monohydraté

' , Qs8.P. 1 1itre.d'eau disti;lée
ajuster & pH 6,7 aveec NaOH 1,0 M |
(durée . 3h. & ITOV.) |

Tampon Tris maléate (TME 6,9)-(TME T7,k4)
Electrode | |
0,10 M Tris

0,10'M anhydride

0,01 M EDTA disodique
0,01 M Mg Cl, 6H0

12,1 g Tris

11,6 g anhydride mal&ique

3,72 g EDTA disodique

2,03 g Mg Clp 6H20 ;
g.s.p. 1 litre d'ean distillée

#t

Le pH est ajusté & la veleur désirée (6,9iou”7;h) aﬁec
une solution 1,0 M de NaOH. . :
Gel : dilution 3 1/9 du tempon 4'électrode

(Aurée 5h. & 100V.)

’B)Twmpon Tris citrate (TC 8,0)

Electrode pH 8,0

0,687 M Tris - = 83,2 g Tris _ ‘

0,159 M acide citrique = 30,0 g acide citrique monohydraté
q.8.p. 1 litre d'eau dist%llée

el :

22,89 M Tris = 2,77 g Tris

1,10 g acide ¢citrique monohydraté

5,22 mM acide eitrique
‘ g.8.p. 1 litre d'eau aistillée
(durée hn. & 100V.)
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TABLEAU 6 (suite)

4) Tempons Tris-EDTA-borate (TEB 8,6)
H \.\

~ Solution mére
o 0,9 M Tris = 109 g
0,5 M acide borigue = 30,9 g
) 0,02 M EDTA = 7,6¢

g¢«s.p. 1 litre d'eau distillée

Blectrode
Diluer la solution m&re au 1/1k
Gel

Diluer la solution mé&re au 1/39

5) Tampon Poulik = Tris~citfate discontinue

N Eleetrode pH 8,2

0,3 M borate = 18,55 g acide borique et 2,40 g de
NeaOH
o : q.8.p. 1 litre d'eau distillée
Gel :  pH 8,7 |
? | 0,076 M Tris = 9,21 g Tris

0,005 M acide citrique 1,05 g d'acide citrique monohydraté

(o)

. ' § g.s.p. 1 litre d'eau distillée

(250 v. pendént 3h. ou jusqu'aé l'arrivée du front & l'anocde)

6) Tampon acideiborique (pH 9)
Electrode et gel

0,87 M Tris | 10,54 g
'0,0089 M acide bori@ue 0,54 g
0,0010 M EDTA 0,41 g

g.8.p. 1 litre d'eau distillée
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On peut ainsi étudler simultanément de 12 & 24 échantil-
lons encadrés par deux ou 3 "t+émoins".

~

Le gel est placé a& cheval entre 2 bacs & élec-
trodes, contenant le tampon de miéraTion ("pont") corres-
pondant. Le contact est assuré gréace é‘des éponges de tissu
synthétique maintenues appuyées par une plaque de verre sur
laquelle on dispose un bac métatliique rempli de glace pilée,,
L'ensemble est placé en chambre froide 3 14-16°C,, ou dans un
réfrigérateur . Les électrodes sont reliés & un générateur
de courant coﬁTinu.

La migration se falt pendant des temps variableé
de 4 & 6 h Suivanf les tampons. Du Bleu de Bromophénol est
placé dans la fente de départ avec les échantillons pour le
marqbagé du front dg migration. L'intensité du courant est
telle que la différence de potentiel est d'environ 6 V/en?
solt pour le type de moule utillsé une pulssance giobate

compqise entre 10 et 12 watts.,

6 -~ Révélatlion des enzymes

Aprés électrophorése , les gels sont découpés
en tranches de 2 mﬁ d'épaisseur chacune .lLa tranche supérieure
n'es+'pas u+il!sée.lLa découpe en biais de E‘angié supé-
rieur du gel permet l'orientation de chaque tranche .

Ces derniéres sont traitées pour la révéiation spécifique
des protéines genzymaTIques portées dans le tableau 5.

Cellés—ci sohT effectuées suivant les principes

de SELANDER et al. (1971) mod1f1é quelques fols par le

|

C.E.R,E.M. (Montpelller ). Les conditions opératoires sont
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rapportées dans les tableaux 7 et 8, Les gels sont photo-
graphiés puls rincés et fixés durant 12h dans un mélange
méthanol/acide acétique/eau (5/1/5, V/V).
7 - Expression des résultats

N

Dans les conditions de nos expériences, les

systémes enzymatlques étudiés ont révélé une ou deux bandes
dtactivité du cdté anodique du gel. Etant donné que les
Fusarium sén+ haploides, chaque bande ou isozyme peut
etre assimiiée & l'expression d'un géne distinct, Suivant
Ia-nomen:ia%ure de |'IUPAC - 1UB (1974), chaqﬁe bande est
numérotée, le nombTe 1 est assigné a la forme ayant la plus
grandes mobiiité aAodique (de la plus anodique & la plus
cathodique),
Ainsi les deux glutamate-oxalo transaminases,
par exemple, correspondent a l'expression de deux génes
GOT-1 qui code l'enzyme la plus anodique Got-1 , et GOT2
qui code t'enzyme 1la plus lente proche de |'origine ou Got-2
La comparaison des dlfférentes souches a mon- |
tré qufil existe'une variabilité de la mobilité &lectropho-
rétique des molécules codées par un méme géne. Ces‘moléw
cules, nommées é&lectromorphes ou allozymes ont été désignées
par des indices indiquant leyr mobilité relative par rapport
34 celtle d'un "marqueﬁr“ choigi arbifrairement (ici enzymes
présentes dans la souche M2m) et désigné par ['indice 100.
Quelque soit la distance "dm" parcourue par I'enzyme du
marqueur , on peut ainsi calculer I'indice.de [tenzyme pré-

sente dans une souche x ayant parcourue la distance "dx"
dx

x 100.

suivant fa formutle
' dm



af

- Fl

TABLEAU T

Cénditions opératcires de révélation enzymatique

ﬂewsuou de | Tempéra~ fSoilution
Co~ révélation tures de l.,, .. 3
Enzymes Substrats enzymes |Additifs Révélateurs }(Tris HC1 |pH final jrévélation g
0,2 ¥) = 2 %
pH 8,0
Pgi Fructose~6-P NAD G~6-Pdh 20 1{NBT 10 mg 16 m1 8.0 B¢ 5 my
. ] ,
(E.C.5.3.1.9.) 10 mg 10 mg MgClp 10 mg{PMS 10 mg
Pgm Glucose~1~P NAD G-6-Pah 20 1]|NBT 10 mg
R o 2
(E.C.2.7.5.1.)} 300 mg 10 mg MgCl, 10 mg|PMS 10 mg 10 mi 8,0 25°¢ 5 &l
Mdh Malate Na NADP NBT 10 mg , .
N - 8 ml 8 [
(E.C.1.1.1.37){ 600 ng 10 mg PMS 1o mg " 10 37°¢ 5 al
6-Pgan Ac.6-P NADP FBT 10 mng
-]
(E.C.1.1.1.kh}{CGluconique 10 ng MgCl, 10 mglpms 10 mg 10 ml 8,0 25°¢ 5 ml
. k0 mg
G-6~Pdh Glucese-6-P NADP NBT 10 mg 10 m1 8.0 2500 5 m1
. s
(E.C.1.1,1.4%9)] 20 ng 10 mg |EPTA 25 mBlpys 10 mg ]
Got Cétoglutarate [Pyridoxal- NBT 10 mg
(E.c.2.6.1.1.)} 100 mg wwwuomcww- Fast Blue B.H 50 md | 7,5 20°¢C
’ e 150 mg
Le.Aspartique 10 mg
200 mg {(vit.PP)
Aeph a-naphtylacid AcEtate
(E.C.3.1.3.2.)1 phosphate - - Fast Plue B.B| Sodium 5,0 27°C
50 mg 50 mg 0,15 M
: ho w1
* Sauf .»nu.s.
It 2 o A ® 1
2 , g
S _ - — - . S g e el T e
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TABLEAU 8

Tampons

de e¢oloration

phosphatase acide)

Acide acétigue

NaOH

120

Tampon Tris Hel

glacial

pH8 (pour les

Tris 0,2 M.

n2e

9,3 ml
5,1 8
900 ml.

autres

2L,z g

"l

\

Tampon Acétate de sodium 0,15 M (pour la ?évélation du

!
1

colorations)

ges.p. 1000 ml.
ajuster le pH 3 8 avee HCLl concentré. :



L'analyse élecTrophoré+Tquevde ftensemble
des systémes &tudiés permet de définir un profil caracté-
ristique de chaque souche correspondant & ['association
- des différentes allozymes rencontrées aux différents locus
étudiés. Suivant LANOTTE et al. (19B1l) nous avons désigné
sous le nom de zymodéme, |'ensemble des souches prééen%aﬁf
les mémes électromorphes pour l'ensemble des syéfémes (=
cus) étudiés.
Au cours de notfre étude nous avons été amenée 3 analyse:
le degré'de divergence ou de similarité existant entre fws
divers zymodémes identifiés , Cotte analyse a é1é basée sur
le calcul d'un indice de similarité é&tabli dtaprés la

formule de WHITNEY et VAUGHAN (1968).

nombre de bandes ideniiques Cwo1en

nombre de bandes identiques + nombre de bandes différer 14

Notons que dans le cas particulierdes Fusarium

cet indice donne des valeurs similaires & celui de NET (1972:
ou a celuij de JACCARD (1908) pullsque les Fusarium son ha-

ploTdes.

En regroupant les ensembles [(zymodémes) dont les indices

sont les plus proches, suivant lla méthode dite & lien com-

plet : UPGMA (un-weighted pair igroup arithmetic average)
nous avons pu tracer des dendrogrémmes (FERGUSON 1980).
Its permettent de m¢n+rer fa possibilité de liens entre les

différents groupes de souches,

L'Intensité de la coloration peut refléter des différencos

quantitatives et poQ%rai+ avolr une signification taxonomigue

méis notre expérience s'est limitée aux variatlions qualita-

tives , priésence ou absence de telle enzyme, et & la compa-

raison des distances relatives parcourues par chaque enzyme,




Iy 4

CHAPITRE TROISIEME

APPROCHE SYSTEMATIQUE ET ESSAIS DE CARACTERISATION

BIOCHIMIQUE

La premiére difficulté & [aquelle se trouve

confronté le phytopathologiste travaillant sur une Fusa-
riose est due & la compliexité de la taxonomie du genre

Fusarium et aux problémes posés par a détermination.

LYédification de systémes de classification
a été le premier souci des naturalistes ; une notion s'est
impasée trés t6+ : la notion d'espéce.

Les crfféres de l'espéce utillisés origineliement
sont des critéres de ressemblance. Cependant trés vite les

naturalistes (BUFFON 1753 , de CANDOLLE 1813 , CUVIER 1816)

ont pris en compte les critéres de fécondité et de descen-

dance pour définir |'espéce.

" 'espéce est la colliection de tous les individus
qui se ressemblent plus entre eux qu'ils ne ressemblent aux
autres, qui peuvent par une fécondité réciproque produire

des individus fertiles et qui se reproduisent par la géné-
\

FaTion de telle sorte qulon peut les supposer Tous sortis

%riginairemenf d'un seul individu™ (de CANDOLLE 1813).

"Ltespdce est la collectlon de corps organlsés
nés les uns des autres ou de parents communs e¥ de ceux

. - - 111
qui fui ressemblent autant qu'ils se ressemblent entre eux

(CUVIER 1816).
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MAYR (1942) définit ['espédce de la fagon suivante "Spe~
cles are groupesof actually or potentially interbreeding
populations whjCh are reproductively isotated from such
vd+her groups™. Mals ce concept blologique de |'espéce
s'applique aux formeg 3 reproductlion sexuée biparentale, .
non aux formes totalement dépourvues de reproduction sekuée.
Cependant de telles formes exlistent aussi Bien dans le

régne animaf'que végétal. Elles sont parfoE apparentées 3
des espéces é@reproducTion sexuée biparentale. L'absence

de reproduc+f§n sexuée pourrait n'&tre qu'apparente chez

de nombreuses%formes par suite de ['insuffisance des con-
nalssances, hotamment chez les chémpignons imparfaits hété-
rofhailiqueé.

De |tels groupes ne peuvent &tre définis que par
des critéres plurement déscripfifs (morphologie, physiologle
ou biochimie). Formelliement rien ne s'oppose & ce que ces
formes regoiveint des binomes conformément & la nomenciature
habltuelle des espdces (GENERMONT 1980).

Malls les [imites des espéces définies ainsi he
sont pas fixes et il est probable qu'avec le développement
des techniques! modernes les classifications proposées soient
encore fortement mod!flées ; GENERMONT (1980) ajoute d'ail-
teurs :"La valeur blologique et méme taxonomique de Telles

entités est douteuse™. Il nous faut garder présent a l'les-

prit ces remarques qui permettent d'expliquer, d'une par-

les difficultés de la classification des Fusarium que

nous allons exposer , d'autre part les résultats différents
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| et contradictoires obtenus par les techniques récentes en

matiére de détermination (CHESSON et al. 1978). GLYNN et

REID (1969), trouvent plus de ressemblances biochimiques

entre des Verticillum et dés Fusarium qu'entre deux es-

péces de ' Fusarium. Avec les méwes Techniques PARKINSON

= (1980 ) est amené 3 rapprocher lFusarium nivale de Rhyn-~
chosporium plus étroltement qu'avec Fusarium cvenacum.

Dans ce chapitre nous présenterons : le genre

"Fusarium ", 1'espdce'oxysporum" et la forme "albedinis",
i telsqu'ils sont actuellement admis, puis par ['étude de
i quelques protélinus enzymatiques, un essail de caractérisation

} biochimique.

| - DONNEES SYSTEMATIOQOUES SUR FUSARIUM OXYSPORUM F.SP.ALBEDINIS

1 - Place au seln du genre Fusarium LINK

Fusarium dwysporum f. sp. albedinis est l'or-
ganisme responsable de la Fusariose du Palmier dattier. Ce
champignon appartient au genre Fusarium LINK Fungi Imper-
feeti, Tuberculariaceae Ascomycé&tes Hypocréales (BOOTH 167
C'est en 1809 que LINK péur la premiére fols, attribue ce
nom & un champignon fitamenteux , présentant uniquement des
spores ce reproduction asexuée, dont certalines sont arquées
et pluricellulaires. |

| De i809 a4 1810 oplus de 1000 ezpndces, variétés
ou formes seront décrites (les auteurs se préoccupant peu
des ressemblances ou des relations avec des champignoné déja
décrits). Mais,devant lfampleur des probiémes posés. par les

& Fusartum qui sont responsablies de nombreuses maladies de
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plantes partout dans le monde, APPEL et WOLLENWEBER (1910)
‘puls WOLLENWEBER et REINKING (1935) reprennent la systéma-
tique de ce genre: ils classen% les Fusarium-en 16 sectlions,
6 sous-sectlions, et 143 variétés et formes (pour le seul

F. avenaceum 1ls comptent 77 synonymes et 133 pour I'. late-
ritium). De plus i!sfraSsémblen+ dans !funique genre Fusariun

9 genres distincts, précédemment décrits (Tableau 9

TABLEAU 9

Genres rassemblés dans le genre Fusarium

WOLLENWEBER et REINKING ~ GERLACH (1981)
(1935)

Fugisporum LINK 1809 ’ Fusispofum LINK 1869 ex?rmlﬁklf
Fusidium LINK. 1809 Seionosporium CORDA»iSST
Atractium LINK 1609 Mierocera DESM. 1848
Fusoma CORDA 1837 Pionnotes | FRIES 1849
Selencsporium CORDA 1837 Sporotrichella KARST 1887
HMicrocera DESH. 1848 Lachnidium GIARD 1891
Pionnotes FRIES 1849 ? Discocolla PRILL.et DEL.1894
Digcocolla PRILL.et DEL.,189%4 ? Rachisia LINDER 1913
Discofusarium PETCH, 1921 Discofusarium PETCH, 1821

? Fustdomus GROVE l9é9

Cependant si !euks,fravaux.res+en+ la base de la sysféméTique
moderne des Fusarium, différents systémes sonf'aCTueIEGQGHT
proposés et défendus par leﬁrs.au*eurs , avec deux ﬂéco@es"t
- La premiére s'appuyant sur le systéme de WOLLENWEBER,
conserve un certalin nombre de sections et d'espéces avec
quelques modiflications (RA!LLO 1935, BILAL 1955, 1970,

DON 1952, 1960, 1965, BOOTH 1971 , 1975, 1981 ; JOFFE 1974,

GERLACH 3970, 1977, 1984).
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TABLEAU 10

Subdivisions proposées par différents auteurs pour

la classification des Fusarium

WOLLENWEBER

RAILLC

¥

Auteurs BILAI| SNYDER et | GORDON| MESSIAEN et BOOTH GERLACH
et 1935 | 1955, HANSEN 1960 | CASSINI 19%1,1981} 1970,1981
REINKING 1970 | 1940,1941 1968,1981
1935, - 1945 ,1965, - :
‘1Subdivisions S 1981 .
Sections 16 17 9 0 12 0 12 16
Sous-sections 3 i2 - o - 0 - -
Esplces 65 55 26 9 26 9 b 81 F 19
Sous espéces - 10 - - - - _ 2
Cultivar( = 55 55 29 11 L 9 7 ko
variétés)
Formes 22 61 - + f.8p. 17 f.sp.66 f.5p.70 f.sp.80
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- La seconde simplifie considérablement la classification
pour ne retenir que 2 espéces, dans le but de permettre

aux pathologlistes une détermination raplde‘des parasites
rencontrés (SNYDER et HANSEN 1940, 1941, 1945, 1965, 1981
et TOUSSOUN et NELSON 1968, 1975, MESSIAEN et CASSIN! 1968,
1981), )

Le tableau loirécaplfule le nombre de sections, sous-sec-
~tlons , espéces, variétés et formes retenues par différents
auteurs. Les formes patfaifes, quand ellies exisfenf,vsonf
classées dans 5 genres différents (BOOTH 1981}).

Le tableau 11 montre les différentes sections de WOLLEN-

WEBER et leur simplff!ca%ion par quelfques auteurs.

2 - L'espéce oxyeporum SCHLECHT

WOLLENWEBER et REiNKlNG (1935 ) la placent
dans la sectlion "Elegans™ qu'ils divisent en 3 sous-sections
(tableau i2 ) en se basant sur la forme et la tallie des
spores et sur les caractéres culturaux. En 1940 , SNYDER et
HANSEN rassemblent toutes les espéces de la section "Ele-
gans" dans une seule espéce F. oxysporum, & laquelle SNYDER
et al,  adjoignent un cultivar “Redofens" en 1957 .

Ce systéme a 6té accepté par la plupart des
AfaxonomiSTes des Fusarium (GORDON 1965 , GERLACH 1977 , MES-
SIAEN et CASSINI 1968, 1981 , BOOTH 1973 1975 Y(Tableau 12 ).
Cependant GERLACHQ&QBl) conserve deux esp@ces en plus‘de
F. oxysporum :F. redolens (classé comme var(é+é par BOOTH)
et F. undum'(qui a &té précédémmén+ décrit comme F. unci-
natum var; lateritium et F. uncinatum).

BULAL ( 1955 inclut dans la section "Elegans”

qu'elle garde , !'espdce F. solani vyar. redolens.



TABLEAU 11

o
0" Ciassification des Fusarium
ﬂMmezsmmmw et WOLLENWEBER et BOOTH 1971 SNYDER et HANSEN MESSIAEN et CASSINI
REINKING 1935, [REINKING 1935 , 1950 , 195k 1959 , 1968 , 1981
GERLACH 1681 GERLACH 1981
Stade parfait Sections Sections Genre et esplces Genre et espéces
Feetria . hrachnites Arachnites (4 espdces)|F. nivale F. nivale
= Monographella
Bectria Martiellg - ~======~-} | . . ) 1 espdce
= Hypomyces Martiella (L4 esplces)|F. moNnﬁ.\A F. solani
, s 2 ecultivars
Nectria Ventricosum - eme—smn o
Neetria Kecroconia Hacroconig mememamna
Keetria Bupionnotes e mcmonam F, episphaeria F. epiephaeria
Calonectria Pseuldomidrocera Euplonnotef e e m e o
Calonectria SUDMICYOCEY 2 o m o m e
Caloneetria Spicarioides Spicaricides P, rigitdiuseuls F. rigidiusculum
Gibberella Roseum ROSEUM— to m 0 = oo = =
Gibberella Arthrosporiella =-—--~- -
. Arthrosporiella iF, roseum P, roszum
Gibberella GivvosunfF, equisct {Givrosum) mnuwmm.«wtn'v.wv frax. gibbosum
F. acuminatum, Reuminatum. . |
Gibberella Fusarium = Discolor Discolor e wm mewaw —mw S J6 cultd Culmorum 6 vardvar.eulmorum
: vars Graminearum var . graminearum
' Avenacesm var.avernaceum
Sambucinum ver, QQ.S..«HU.RQG num
ar.arthrospo-
rofdes
Gibberella Lateritium Lateritium F. lateritium F. lateritium
Gibberella Liseola Liséolsa . montiiiforme F. moniliforme
inconnue Elegans Tiegans . oxysporum(y apitivaniF. ozysporum
inconnue Sporotrichislls Sporotrichiella . tricinctum F. trieincitum
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Systématique d

TABLEAU

12

& Fusarium ozxysporum (SCHECHT.) = Section Elegans (WOLLENW, 1913)

GORDON

F. vasinfectum
2 var,

F. vedolens

Constrictum F.bulbigenum

Orthocera F.bostrycofdes

F. lint

F. oprthoceras
3 var.

F. conglutinans
3 var.

F. angustum

F.oxysporum

1 ecultivar
Redolens

25 ww&ﬂmm
2 races

F.,oxysporum

65 formes
22 rsces

F. oxysporum

69
36
80
67

£f.8p.(1968)
races{1968 )
£f.8p.{1981)
races{1981)

P, onysporum

1 war,
redolens

75 f.ep.

¢

WA L e Lt s e

WOLLENWEBER et REINKING SNYDER e¥ ARMSTRONG G. BOOTH Qmwwbam
1935 HAMSEN 1 %0 1965 et 1971 1981
SWYDER et ARMBTRONG J. .
............. gl. 1957 .4 ... ... ... 11968 - 1981 . .}
‘moﬁm section : espéces
Oxysporum F., ozmysporum
5 var,
F., dianthi 1 espéce 1 espice 1 esplce {1 espéce 3 espices

F.oxysporum
F. undum

F, redolens
7T £.5p. ‘
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Dans le ggnre Fusarium, |'espdce oxyéporum constitue 50
4 70% des populations "fusaridnnes" des sols ( GORDON 1952,
1960, 1965, GUILLEMAT et MONTEGUT 1956, 1957, 1958, MC.
MULLEN et STALK 1983).

Elte est considérée par de nombreux auteurs
comme colonlisatrice primaire du'rhizopian ef du cortex réciw
naire (BRUEL 1976 , MC MULLEN et STALK 1983).Ces derniers
auteurs ont montré qulelle représente plus de 50% des iso-
lats de Fusarium des racines de plantes di?erées.'

Elle se comporfe.soW+ en saproﬁhyfe, solt en para-
site de vertébrés ou de plantes (NELSON et al 1981,REBELL
1981) ; sa spécia!isaffon parasitaire a pu &tre comparée
& celle des Urédinées (MESSIAEN é+ CASSIN! 1981). La
forﬁe parféfTe n'est pas connue. Des relations avec F. moni -
liforme et F. solani ont &té avancées
par quelques auteurs{BILAl 1955 , BUXTON et WARD 1962,
MADOSHING 1964). " |

3 - La forme spéclalisée "Forma sgecfaiié“v

albedinis

L'espéce est actuellement subdivisée en plus
de 80 "formae speclales” (ARMSTRONG G. et ARMSTRONG J. 1981)
sulvant 1'héte auque! elle s'attaque et dont on i'ta isolée.

Leur reconnaissance ne fait appe! & aucun critdre morpho-

i

foglque mais seulement & la pathogénicité du champignon,
et leur détermination doit se falre par la réinoculation
du pathogéne dans la pian+e h6+e » étape difficile volire
impossfble pour F.o.f.sp.albedintis

Ces formes “spécia!Iséeg" ont pu éfre subdivi-~
sées en races, basées sur la pathogénicité différentielle
des Isoclats sur des varié+és distinctes (10 races ont été

décrites & ce jour pour F. oxysporum f.sp. piet



S Ry

¢

{ABMSTRONG G. et ARMSTRONG J. 1981). Malis par con?re,lcef-
falnes formes spéciallisées ont éfé rassembltées, car elles
étalent suscep?!bles de provoquer la méme maladie dans plu-
steurs hdtes. (ARMSTRONG G. et ARMSTRCNG J. 1952, 1958, 1965,
1968, 1981).Le PFusarium oxysporum f. sp. albedinis est la
forme spéciallsée Isolée du palmtgr dattier Phoeniz dacty-
1ifera L. Cependant CORTE ( 1972) ,et ARAl et YAMAMOTO (1977)
donnent ce nom 8 un F. omysporum isolé du paimier des Canaries
(Phoenix canariensis CHABAUD). MERCIER et LOUVET (1973 ) ltonf¥
aussi décrit et LOUVET le nomme F. oxysporum f. sp. canarien-
.sis . SNYDER et'NASHwSMITH (1981) pensent que ce champignon
ne peut pas &tre F. é. albedinis au sens défini par ARMS-
TRONG (19%5).
‘ [l n'existe pas chez le F. o. albedinis de
"races", mals BULIT et aZ. (1967) pensent que les souches
peuvent &tre piﬁs ou moins virulentes. En réalité, on ne peut
actuel Tement définir, h? les races, ni {é virufence du pa+hof‘
geéne, car on ne posséde pas de collection de i‘h%%e, généti-
QUemen+ pure et sensiblie 3 la maladie (voir chaplitre der),
qul nous permefTraf+‘de séparer les shucheé‘ob?enuesa

A ces dffflcuETés s'ajoute celle due au failt
que les F; oxyeporum peuvent &tre couEammenT isolés du’cerTex

racinaire des plantes sans pour autant &fre parasites.

tt - ESSAIS DE CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DU FUSARIUNM

QXYSPORUM F. SP. ALBEDINIS , DE QUELOUES FORMES SPECIALES

ET DE QUELQUES ESPECES DE FUSARIUM

Comme nous venons de le voir , la déterminatior

es Fugarium, comme celle des autfres champignons imparfaits,
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ost basée}jusqu‘é ce jouc;sur des critéres morphoiegiques.
Or, uhe des caractéristiques de ce genre est [l'exiréme
var?abilifé de ces caractdres (pigmentation, aspect du my-
céiium, présenaé ou absence deﬂﬁpores,'+aiite, forme, nombre
de clolsons...) au coﬁbs deS‘repiguageg successifs.eT en
fqnc%ton des conditions de culture. L'importance fe!a%iVe
attribuée & ces caractéres explique les nombreuses c!assi-
f?ca?idns proposées et les coa?royerses qufeiles ?rcvoquenf
(PALTY 1978). |

Un des poln%s importants pour t?avancemeﬁ? de Ia
conné!ésance des Fus arium est de stabilliser le statut et
la nomenclature des formes spéciales! Ces souches sont mor-
pho!og?QuemenT indistinctes des souches 5aprobhy%es de la
méme espéce Eien-qu‘ei!es montrent des propriétés physiolo-
glques différentes dans leur capacité & parasiter des hdtes
spécifiques, Leur détermination passe par la rélinoculation
dans la plante hdéte. On a longtemps pensé due ces;séuches
étalent des parasites stricts ¢ Tun hé?e; mals les essals
d'tnoculations croisées montrent que ta situatlion n'est pas
s{ simple; les }é3u§+a+5 sont dfallleurs trés veriables sul~
vant les auteurs et les Technlques utilisées (ARMSTRONG G.
et ARMSTRONG J. 1952, 1958, !965; 1968; DUBOST et KADA 1974
CHETTAB et al.1978), | |

La réinoculation dans la plante hate ost diffici-
lement applicable aux F@M&ﬁﬁum oxysponum Tsolés du paihier

dattier pour les raisons que nous avons évoquées dans le

premter chaplitre : plantules différentes de }'adulte, lenteur

de crolissance des arbresy incculations éxpérimentales dont
les résultats sont aiédatoires et peuvent n'étre obtenus

qutaprés plusieurs mols voire quelques années.
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Devant ces difficultés 11 devient Indispensa-

ble de définir une nomenclature baséde sur d'autres critdres

stables aui permettent de séparer les souches de Fusarium
o.‘dlbedinis isolées du palmier dattier d'autres formes spé-
ctales , et les Fusarium.omyspoxum d'autres espéces de Fusa-
rium., o

Le déveﬁoppémen+ des techniques biochiﬁiques a

permls de proposer ces derniéres années différentes méthodes

utilisables pour la détermination des éhampignonsvimparfaifs:

- sérologie (SEELIGER 1960 , GOOS et SOMMER 396k ) immuno-élec~

trophordse (WILLIAMS et TATUM 1966 ), électrophordse (CHANG

Cet al. 1962 ,CLARE 1963 ,CLARE et al. 1967 ...). L'utillisa-

tion de ta technlque d'électrophorése des protélnes pour la

systématique des Fusarium n'est pas nouvelfe.

1 - Rappel bibliographlique

CLARE ( 1963 )montre que Ees,proféines permet-
tent de séparer les Fusarium dlautres aenres de champignons
MEYER et al. ( 196k ) examinent les profils élecirophorétiques

des_esféfases et des phosphatases dans les fiitrats de cul~

~ ture de hult formes spéclales de Fusarium oxysporum et rap-

por%en? r?exjs+encé de différentes caracférisfiques,'HALL
(1987 Ydistingue des types culturaux de F. solant %.‘;p; pisi
& partir des proflls éiec?rophoréffques des catalases. WH%:w
TNEY et al. < 1968’) observent des dlfférences interspéci-
fiquéé plus larges qué’!es‘différences Inter-générigues 3

partir des protélines de plusieurs espdces du genre Verti-

eillum et de souches de Fusarium omysporum . CLARE et

ql. (1968 ) montrent que les protéines différent de facon

marquée enfre les espéces d'un méme genre mais trés peu

A\" Pe . "pv - a , .
a i lnterieur d'une méme espéce; quelques enzymes: peuvent



tingudes sur la base de leurs enzymes., SZECS! et al. (1976
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avorrb une valeur taxonomigque au nlveau subwspécifique R
d'autres au niveau spécifique, d'autres encore au nfvéau
générique,-Mais tes travaux sur les Fusarium sont paffois
contradictoires. Ainsl GLYNN et REID ( 1969) étudiant les
estérases et les protéines concluent que les différences
entre les souches sont aussi grandes que celles entre

les formes. DRYSDALE et BRATT (1971i)analysent les estérases,
les phosphatases acides et fes péroxydases chez cinquoucheﬂ
de F. graminearum et concluent que la +echnique peut per~v
mettre de distinguer certains groupes. REDDY et STAHMANN
{1972 ) vont Caracfériser-Treizs enzymes pour Identifier dix
souche