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Résumé

La fusariose vasculaire du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) causée
par Fusarium oxysporum f. sp. albedenis (Foa) est considérée comme l'une des
maladies les plus graves, qui présente une menace permanente pour les
palmeraies de I'Afrigue du Nord, et entraine la disparition de 20 millions de

palmiers, dont trois millions de palmiers algériens, depuis sa parution en 1870.

Une collection des isolats représentatifs de la diversité des populations de
Foa provenant de palmeraies symptomatiques et trois isolats collectés a partir
de la rhizosphére ont été utilisés dans cette thése.

Tout d’abord la caractérisation phénotypique réalisée sur les 23 isolats
issus de différents échantillons, a pu repérer des groupes d’isolats polymorphes

en termes de comportement vis-a-vis des différents tests réalisés.

Pour I'ensemble des isolats, différents aspects morphologiques ont été
observés, il s’agit de type: duveteux, cotonneux, duveteux frisé et ras frisé, avec

une variabilité dans la pigmentation entre les isolats.

Le résultat du test de pathogénicité a révélé que les 20 isolats de Foa
étaient pathogenes et capables d'induire des symptémes de Bayoud, chez les

plantules de palmiers dattiers, avec des pourcentages de mortalité variables.

Tous les isolats ont été analysés pour étudier la variabilité isoenzymatique
dans deux systemes: l'estérase (EST) et I'acide phosphatase, ainsi que le
polymorphisme des protéines totales, en utilisant I'électrophorese sur gel de
polyacrylamide. Le Polymorphisme phénotypique a été observé a la fois dans

les deux systémes isoenzymatiques et les protéines totales.

L’évaluation de l'effet antagoniste de Trichoderma longibrachiatum,
indique que la croissance du Foa a été inhibée par cet antagoniste a plus de
60%.

Mot-clés: Algérie, Bayoud, Biodiversités, Electrophorése, Fusarium oxysporum

f. sp. albedinis, Isoenzymes, Lutte biologique, Pathogénicité.



Abstract

Fusarium wilt of the date palm (Phoenix dactylifera L.) caused by
Fusarium oxysporum f. sp. albedenis (Foa), is considered as one of the most
serious diseases, which presents a permanent threat to the palm groves of
North Africa, and leads to the disappearance of 20 million palm trees, including

three million in Algeria, since1870.

A 20 representative isolates of Foa populations were isolated from
symptomatic palm groves, in addition to three isolates collected from the

rhizosphere, were used in this thesis.

First of all, the phenotypic characterization carried out on 23 isolates has
lead to identify groups of polymorphic isolates regarding the different tests

performed.

For all the isolates, different morphological aspects were observed, such:
cottony, fluffy curly and fluffy, with variability in the pigmentation between the

isolates.

The result of the pathogenicity test revealed that the 20 isolates of Foa
were pathogenic and able to induce Bayoud symptoms, in date palm seedlings,

with a variable mortality rates.

All isolates were analyzed for isozymes variability with two enzymatic
systems: © esterase (EST) and acid phosphatase, and total protein
polymorphism, using polyacrylamide gel electrophoresis. Phenotypic

polymorphism has been observed in both isozymes systems and total proteins.

Evaluation of the antagonistic effect of Trichoderma longibrachiatum
indicates that the growth of Foa was inhibited by this antagonist with more than
60%.

Keywords: Algeria, Bayoud, Biodiversity, Biological control, Electrophoresis,

Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, Isozyme, Pathogenicity.
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INTRODUCTION

Les plantes de veégétation forestiere ou agricole ont des importances
essentielles dans la vie des étre humains et des animaux, surtout pour les
populations qui travaillent dans [l'agriculture. Les produits agricoles, en
particuliers, sont attaquées par plusieurs pathogénes provoquant une
détérioration des rendements agricoles, ainsi que d'une décroissance

economiques des pays.

Il s’agit notamment des genres de champignons telluriques, telle que les
Fusarium qui sont capables d’infecter les racines de plantes sauvages et
cultivées. A titre exemple des plantes touchées, on trouve le palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.) 'une des especes les plus importantes de la famille des
Palmaceae (El kinany et al., 2017), qui appartient au plantes, emblématique du
désert, fruitiere, dioique, tropicale d’intérét écologique, économique et social
majeur pour de nombreux pays des zones arides et semi-arides qui comptent

parmi les plus pauvres du globe.

De plus, le développement de la phceniciculture permet de lutter
durablement contre 'insécurité alimentaire dans les régions ou la désertification
est accélérée par les changements climatiques. En effet, le palmier dattier est
largement cultivé pour ses multiples usages et ses services écosystémiques, en
particulier pour ses fruits comestibles, et pour sa capacité d'adaptation aux
conditions des climats arides les plus séveres, en créant au milieu du désert un
microclimat favorable au développement de cultures sous-jacentes, constitue
'axe principal de l'agriculture dans les régions désertiqgues et permettant le
développement de diverses formes de vie animale et végétale indispensables
pour le maintien et la survie des populations du désert (Gros-Balthazard, 2013).

L’Algérie est un pays phoenicicole classé au 3°™ rang mondial et au
premier rang dans le Maghreb pour ses grandes étendues de culture avec
166900 hectares, cette surface occupe toutes les régions situées sous I'Atlas
saharien, depuis la frontiere Tuniso-Libyenne Est jusqu’a la frontiere Marocaine,
avec environ 18605100 palmiers, localisée dans les oasis de Zibans, Souf,
cuvette de Ouargla, vallée du Mzab, Touat...ect, dont le potentiel productif est
de 9.641.680 9903600, soit 66 % avec sa production annuelle moyenne de

dattes de 500 000 tonnes (SIDABTECH, 2017).
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Malheureusement, cette plante est décimée durant les dernieres années
par la maladie dite fusariose vasculaire ou Bayoud causée par un champignon
Ascomycete Imparfait, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Foa), peut-étre en
provenance du Maroc, cette maladie constitue une grave menace pour les

palmeraies de I'Afrique du Nord.

Elle sévit actuellement au Maroc, au Sud et Sud-ouest Algérien et
quelques localités de la palmeraie Mauritanienne (Oubella et al.,, 2017). En
effet, depuis s’apparition en 1870 en Afrique du Nord, on estime qu’elle a
entrainé la disparition de 20 millions de palmier, dont trois millions de la
palmeraie Algérienne. Effectivement, le Bayoud provoque non seulement une
réduction de la production des dates, la nourriture principale des humains et
des animaux dans le désert, mais aussi un déséquilibre de I'écosystéme des
oasis (désertification, disparition des cultures sous-jacentes: céréales, fourrage,

legumes et arbres fruitiers) (El Modafar, 2010).

Néanmoins, les études effectuées jusqu'a présent sur la fusariose
vasculaire du palmier dattier n'ont pas aboutis a un traitement efficace pour
limiter les dégats dus a cette grave maladie, a cause de la localisation tres
interne du parasite, et le manque de certaines données sur les interactions
entre I'agent causal et leur hote au moment de la colonisation (Ait Kettout et
Rahmania, 2013; Lamari et al.,, 2014). Les méthodes de lutte adoptées,
généralement basées sur quelques essais de traitement chimique, et de
l'incinération des foyers bayoudés, ces méthodes n'ont jamais ralenti la

dissémination du Bayoud dans les palmeraies non affectées.

Durant les travaux de cette these, nous nous sommes intéressés dans un
premier temps, de rechercher d’éventuelles variations morphologiques et
pathogéniques sur une collection d’isolats issus des différentes palmeraies du

Sud-ouest Algérien.

En deuxiéme lieu, d’étudier I'utilisation des isoenzymes et des protéines
totales comme marqueurs moléculaire pour étudie la biodiversité phénotypique

des isolats.

Enfin, la souche Trichoderma longibrachiatum a été utilisée in vitro comme

antagoniste contre Foa, du point de vue du contrdle biologique.
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1. Le palmier dattier

1.1. Présentation de la plante

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une plante dioique,
monocotylédone, appartenant a la famille des Arecaceae, anciennement
Palmaceae (Dransfield et al., 2008b; Salem et al., 2001), qui comprend 200 genres
et plus de 2500 especes, cette plante est cultivé depuis plus de 4000 ans, le genre
comprend environ 14 espéces réparties dans le désert, zone tropicale et
subtropicale du globe (Moussouni et al., 2013; Gros-Balthazard, 2013; Al Antary et
al., 2015; El kinany et al., 2017; Bentrad et al., 2017). Il fut propagé en dehors de
son aire de culture non seulement pour ses fruits mais aussi pour ses intéréts
culturels et ornementaux (Figure 1).

La premiere description du palmier dattier est le fruit du travail du botaniste
suédois Linné qui, en 1753, attribue le nom botanique de Phoenix dactylifera
(Munier, 1973). Son nom de genre Phaenix dérive de Phoinix, nom donné a cette
plante par les grecs de l'antiquité qui le considéraient comme I'arbre des
phéniciens (un peuple a la peau de couleur rouge foncé, de tradition phoenicicole
et originaire du pays de Pount ou corne de I'Afrique). Une autre origine du nom de
Phoenix fait allusion a un oiseau mythique égyptien, le phénix, qui renait de ses
cendres aprées l'incendie, comme se régénere le palmier aprés le passage d’'un feu
(Ouennoughi et Dubost, 2005; Gros-Balthazard et al., 2013).

Son nom d’espéece dactylifera comprend les mots latins dactilus signifiant
doigt par référence a la forme des fruits semblables a des doigts et fera signifiant «
je porte ». Cette appellation fait référence aux phéniciens, porteurs de dattes, qui
auraient participé a la diffusion de la culture du palmier dattier au sein de la
Mésopotamie (Djerbi, 1994; Chao et Krueger, 2007; Gros-Balthazard et al., 2013).
Toutefois, I'espéce Phcenix dactylifera L. se distingue des autres espéces du

méme genre par un tronc long et gréle et par des feuilles glaugues.
1.2. Distribution géographique

Le palmier dattier est cultivé sur une vaste zone s’étendant du 44° paralléle

Nord (SanRemo, Italie) jusqu'a 33° Sud (Petrabore, Australie). L'aire de

3
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prédilection du palmier dattier se situe principalement entre le 24° et le 35° Nord,
sur un patrimoine phoenicicole couvrant 1 264 611 ha, environ 98 % (soit 1 257
649 ha) correspondent aux zones arides et semi-arides d’Asie (67 %) et d’Afrique
(31 %) (Hazzouri et al., 2015; Bentrad et al., 2017) (Figure 1), Ces régions sont
composées essentiellement de pays arabo-musulmans (Arabie Saoudite, Bahrein,
Emirats, Iran, Iraq, Kuwait, Oman, Pakistan, Yémen, Algérie, Egypte, Libye,
Maroc et Tunisie), dans lesquels se partagent la majeure partie de la production
mondiale des dattes, estimé a 7 millions de tonnes en 2012. Les pays du Moyen-
Orient et d’Asie mineure totalisent 67 % de la production totale suivi des pays
d’Afrigue du Nord avec 36 %, c’est une production a caractere traditionnelle et
culturelle (Zaid, 2002; Chao et Krueger, 2007; FAOSTAT, 2009; El-Shafie, 2012).

E‘j}l“‘" d ﬁ" Y (}(- ..:':n .-I.-_.'. P oy
i' ..A_. ;":JT' s el ; .

'P. fvem'm

P. canariensis > e, . P.f* raa%efenif

F. atlantica §

i caespitosa

P andameanensis 74
P. pusilla R

Figure 1: Distribution de I'espéce Phoenix (Gros-Balthazard, 2013; Gros-
Balthazard et al., 2013)

En Algérie, le palmier dattier (Phoenix Dactylifera L.) constitue la composante

principale de I'écosystéme oasien. Il est cultivé au niveau de 16 wilayas avec une
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surface de 166900 hectares, occupe toutes les régions situées sous ['Atlas
saharien, depuis la frontiere Tuniso-Libyenne Est jusqu’a la frontiere Marocaine
Ouest, avec environ 18.605.100 palmiers, localisée dans les oasis de Zibans,
Souf, cuvette de Ouargla, vallée du Mzab, Touat...ect, dont le potentiel productif
est de 990000 tonnes, soit 66 % avec sa production annuelle moyenne de dattes
de 500 000 tonnes (Tableau 1), cependant, 4 wilayas représentent 89% du
patrimoine phoenicicole national: Biskra 41, 17 %, Adrar 9,19 %, El-oued 24, 98 %
et Ouargla 13 %. Notons que dans ces régions sont produites les belles dattes,
Deglet Nour et autres variétés commerciales: Ghars, Mech Degla, Degla Baida...
(Quinten, 1996; Feliachi, 2005; Aberlenc-Bertossi, 2010; Anonyme, 2012a;
SIDABTECH, 2017).

Tableau 1: Répartition de production de datte par wilaya (SIDABTECH, 2017).

Wilaya Pzggiunc;gg n palm?er:?grdea?t?ers Superficie (hectare)
Biskra 4077900 4315100 42910
El Oued 2474000 3788500 36680
Ouargla 1296300 2576600 21980
Adrar 910300 3799000 28330
Ghardaia 565000 1246500 10850
Béchar 300500 1639800 14120
Tamanrasset 109400 688900 7000
Khenchela 68200 124400 770
Tébessa 20500 61800 820
Laghout 16200 37300 320
lizi 15600 129100 1250
Batna 14000 28700 190
El Bayadh 10300 63900 640
Naama 10200 50600 510
Tindouf 8400 45200 430
Djelfa 6800 10100 100
Total 9903600 18605100 166900
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1.3. L’origine

Pour nous concentrer sur le Sahara, I'histoire des oasis nous est assez mal
connue, car en dépit de I'abondance des sites et de la longue occupation du
Sahara au néolithique (12 000 - 4000 ans av. J-C), dans une phase beaucoup plus
humide que l'actuelle, il n'existe pas d’évidence directe que I'agriculture y était
alors vraiment pratiquée. L’opinion, diffusionniste, la plus courante est de supposer
que l'oasis a palmier dattier fut inventée dans le golfe Persique, le centre présumé

de domestication de cette plante.

L’origine géographique précise du palmier dattier parait tres controversee.
Elle fait I'objet de plusieurs hypothéses. Selon Munier (1973), le palmier dattier
résulterait de I'’hybridation de plusieurs types de Phcenix et sa domestication aurait
eu lieu dans la région orientale du Sahara. Cependant, des travaux de Zohary et
Hopf (1988) ont rapporté I'existence d’'un ancétre sauvage du palmier dattier, qui
serait localisé dans la région méridionale chaude et séche du Proche Orient, au
Nord Est du Sahara et au Nord du désert d’Arabie. La domestication du palmier
dattier sauvage remonterait a environ 3700 ans avant J. C. Il a fait partie de la
période Chalcolithique avant 'age de bronze. Des vestiges de palmier dattier ont
été mis en évidence dans le site archéologique de Hili dans la péninsule d’Oman
qui révele l'existence d'oasis depuis plus de 3000 ans avant J. C (Cleuzio et
Constantini, 1982; Chao et Krueger, 2007; El-Shafie, 2012).

Des travaux plus récents ont montré que le palmier dattier proviendrait de la
domestication d’'une population sauvage de la méme espéce (Cleuzio et
Constantini, 1982; HAL, 2008; Mahmoudi et al., 2008; Pintaud et al., 2010).

1.4. ‘Structure générale d’un palmier dattier

Phoenix dactylifera (Arecaceae), c’est un grand palmier de 10 a 30 métres
avec un stipe cylindrique, robuste, droit, sans ramification (Figure 2). Ce dernier
porte une couronne de feuilles (palmes) et désignées sous le nom arabe
« Djerid », ces derniéres sont pennées finement divisées et longues de 4 a 7
metres. Les inflorescences males et femelle appelées spadices sont enveloppées

d’'une trés grande bractée membraneuse. Un palmier a une espérance de vie de

6



CHAPITRE | Revue bibliographique

250 a 300 ans (Dransfield et al., 2008b). En générale, la voie de multiplication la
plus utilisé de palmier dattier est la voie végétative, grace aux rejets produits a la

base du stipe.

Palme

Palme non ouverte

Point de croissanc
Régime

Ramification aérienne

 Stipe

Base de stipe

Systéme racinaire

Figure 2: Représentation schématique du palmier dattier (Munier, 1973,
Chao et Krueger, 2007)

1.5. Position systématique

La classification botanique du palmier dattier donnée par Feldman (1976) et
Djerbi (1994) est la suivante:
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Groupe : Spadiciflores
Embranchement : Angiospermes
Classe : Monocotylédones
Ordre : Palmales
Famille : Arecaceae
Sous-famille : Coryphoidaea
Tribu : Phoeniceae
Genre : Phoenix
Espéce : dactylifera L.
1.6. Conditions écologiques

Le palmier dattier offre de large possibilité d’adaptation, c’est une espéece
thermophile ayant une activité qui se manifeste a partir d’'une température
minimum de 7 a 10°C. L’intensité maximale de la végétation est atteinte a des
températures dépassant 30°C et une forte luminosité, cette température se
stabilise ensuite et commence a décroitre vers 38 - 40°C. Mais le palmier dattier
supporte sans dégats de fortes et de basses températures de + 50°C a — 5°C
(Munier, 1973; Chao et Krueger, 2007).

L’espece préfere les sols Iégers, mais peut s’accommoder de tous les sols
des régions arides et semi-arides. Toutefois, son comportement differe selon le
type de sol dans lequel il est planté. En sol Iéger, sa croissance est plus rapide
gu’'en sol lourd. Le dattier peut résister a des sécheresses prolongées, mais a
cependant des exigences en eau pour la production dattiere. Il est également tres
tolérant au sel, mais seulement sous forme de chlorures jusqu’a 22 000 ppm selon
Gepts (1998). Les sulfates sont tout a fait toxiques (Jahiel, 1989). La concentration
extréme de la solution de sel est de 15 %. Au dela de 30 % le dattier dépérit. C'est
pourquoi il est nécessaire de réaliser un systeme efficace de drainage dans les
sols a haute concentration en sels ou dans les cas d’irrigation avec des eaux

saumatres.
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Les conditions optimales d’'implantation sont d’un arbre tous les 6 a 8 metres
pour permettre un bon niveau d’éclairement des plantes et une bonne maturation

des dattes.
1.7. Importance économique du palmier dattier

Le palmier fait partie d’'une des trois familles les plus utilisées par 'homme
apres les Poaceae et Fabaceae (Aberlenc-Bertossi, 2012), est une composante
essentielle de I'écosystéeme oasien des régions sahariennes et pré-sahariennes
(Toutain et al., 1990; Chakroune et al., 2005), grace a sa remarguable adaptation
aux conditions climatiques, les valeurs nutritionnelles de ses fruits riche en acides
aminés, vitamines, glucides et minéraux et les multiples utilisations de ses produits
(Bokhary, 2010; Gros-Balthazard, 2013). Il permet la création d’'un milieu typique
favorable a la pratigue d’autres cultures sous-jacentes (arboricoles, céréalieres,
maraicheres...), garantissant ainsi une certaine autonomie économique du milieu
oasien (Chakroune et al., 2005; Gros-Balthazard, 2013).

En outre, les diverses utilisations du palmier dattier et de ses produits dans la
vie des habitants des oasis montrent le réle primordial qu’il tient dans ces régions
(Meunier, 1973).

La production mondiale en fruits des palmiers dattiers est variable mais a une
grande importance économique. Selon la FAO, il existe 90 millions de palmiers
dattiers dans le monde qui peuvent vivre 100 ans. Soixante-quatre millions de ces
palmiers sont situés dans les pays arabes et produisent deux millions de tonnes de
dattes chaque année. En 2014, la production mondiale était supérieure a 7.6
millions de tonnes (Figure 3).

L’'Egypte est le premier pays producteur mondial de dattes avec environ 1
375 000 tonnes et 19 % de la production mondiale (El-Juhany, 2010; Dawson,
2017). Par contre notre pays exportées 200 000 tonnes, est classée au 3eme rang
mondial, environ 12 % de la production mondiale (Figure 4), avec des recettes
d'exportation des dattes représentent 40 % du montant total des exportations
agricoles algériennes. La production de dattes en Algérie a presque doublé
passant de 600.096 tonnes en 2012 a environ 1.100.000 tonnes en 2017
(SIDABTECH, 2017).
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Figure 4: Principaux producteurs mondiaux de datte en 2014 (Dawson, 2017)

Malgré la grande importance de la culture de palmier dattier pour la
population locale dans les zones désertiques, ainsi que I'économie nationale,
plusieurs contraintes limitent I'extension de la culture du dattier. En Afrique du

Nord, particulierement au Maroc et en Algérie, il s'agit principalement de la maladie

10
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du Bayoud, fusariose causée par le champignon Fusarium oxysporum f.sp.

albedinis, qui, depuis plusieurs décennies, décime les palmeraies.
2. Généralité sur le genre Fusarium

Les Fusarium est un genre de champignons microscopiques filamenteux
fortement répandus dans I'environnement (Turcotte et al., 2009; Nawar, 2016). Ce
genre, décrit pour la premiére fois en 1809 (Hocquette et al., 2005; Brown et
Proctor, 2013; Tunarsih et al., 2015). Il est économiguement trés important et
rassemble de nombreuses agents phytopathogénes de plus de 100 especes
végétales (Nucci et al., 2007; Vujanovic et al., 2006; Nurhazrati et al., 2012),
contaminent les céréales, les légumes, les arbres fruitiers et provoquant des
maladies nommées fusarioses, impliqués généralement dans la pourriture des
racines, tiges et fruits; ainsi, que la dégradation du systeme vasculaire (Leslie et
Summerell, 2006; Tabuc, 2007), ce qui constitue une menace pour la santé des
plantes, des animaux et la sécurité alimentaire (O’'Donnell et al., 2013; Ma et al.,
2013; Tunarsih et al., 2015; Ogorek, 2016).

2.1. Taxinomie

La taxinomie en mycologie est donc en constante évolution suite aux
données recueillies lors des difféerentes approches phylogénétiques. Ce
remodelage des classifications s’appligue également pour le genre Fusarium
(Debourgogne, 2013). La taxonomie des Fusarium a longtemps été confuse et
soumise a controverse, (Messiaen et Cassini, 1968), a cause de sa complexité,
elle été constamment révisée et fait I'objet de nombreuses tentatives de

classification aux cours de ces dernieres années (Sever et al., 2012) (Figure 5).

En 1809, de nombreux chercheurs ont été intéressés au diagnostic et
I'identification des espéces de Fusarium responsables des maladies des plantes.
Plus de 1000 espéces de Fusarium ont été décrites grace a la publication de Die
Fusarien par Wollenweber et Réintégration (1935), et qui ont été dans la plupart du
temps isolé a partir des plantes malades. La taxonomie des especes du genre
Fusarium était en plein désarroi (Leslie et Summerell, 2006; Brown et Proctor,
2013).

11
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Wollenweber et Reiking en 1935, ont consolidé tous ces taxons en 16
sections contenant 65 especes, 55 variétés et 22 formes spéciales. La séparation
en section reposait généralement sur des caractéres culturaux (Brayfod, 1989;
Brown et Proctor, 2013).

Les caractéristiques qui ont été utilisés pour séparer les sections sont: (i) la
présence ou l'absence de microconidies, (ii) la forme des microconidies, (iii) la
présence ou l'absence de chlamydospores, (iv) 'emplacement du chlamydospores
(v) la forme des macroconidies, et (vi) la forme des cellules basales ou au pied des

macroconidies (Nelson et al., 1983).

Les taxons au sein des sections ont été divisés en especes, variétés et
formes spéciales basé sur : (i) la présence ou l'absence de sclérotes, (ii) le nombre
de cloisons dans les macroconidies et (ill) la longueur et la largeur des

macroconidies (Wollenweber et Reinking, 1935).

Messiaen et Cassini (1968) ont fondé leur systéme taxonomique basé sur
des données de Snyder et Hansen (1940, 1941). lls ont adopté I'utilisation de
variétés botaniques au lieu de cultivars au niveau sous-espéece de F. roseum, F.
sambucinum, F. culmorum, F. graminearun et F. avenaceum (Messiaen et Cassini,
1968). En 1982, Gerlach et Nirenberg ont publié un atlas qui a décrit 78 especes
de Fusarium et 55 variétés et Nelson et al. (1983) ont reconnu 30 especes avec 16
autres especes classées comme insuffisamment documentées (Leslie et
Summerell, 2006; Brown et Proctor, 2013). Leur systeme est considéré comme

une mise a jour de systeme de celui de Booth (1971).

Le genre Fusarium appartient au phylum des Ascomycetes (champignons
imparfaits, Fungi imperfecti), car la plupart des espéces étaient d’abord décrites
sur la base de caractéres morphologiques et une reproduction sexuée n’a pas été
observée chez la plupart des especes. La production de métabolites secondaires
et notamment de toxines (mycotoxines et phytotoxines) est courante parmi les
Fusarium, et le profil de ces composés peut étre utilisé pour la classification des

especes (Thrane, 2001; Lepoivre, 2003).

12
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Des formes sexuées (téléeomorphes) ont été maintenant observées pour
certaines espéces de Fusarium. Elles font toutes partie des Ascomycetes, de la
famille des Nectriaceae et notamment des genres Gibberella et Nectria (Seifert,

2001). Quelques exemples sont montrés dans le tableau 2.

Ainsi, Fusarium oxysporum est considéré comme ascomycéte bien que le
stade sexuel doive étre encore trouveé. Il est proposé d'étre plutdt proche du
groupe téléomorphique Gibberella que Nectria (Di Pietro et al., 2003; Michielse et
Rep, 2009).

Wollenweber et Reiking, (1935)
Allemagne — 65 espéces

Gerlach, (1982)
Allemagne - 78 espéces

Raillo, (1950) Gordon, (1952) Snyder et Hansen, (1940)
Russie - 55 espéces Canada — 26 espéces Etats-Unis — 9 espéces
Bilai, (1955) Booth, (1971) Messiaen et Cassini, (1968)
Russie - 26 espéces Angleterre — 44 espéces France — 9 espéces
Joffe, (1974) Nelson, Toussoun ct Matuo, (1972)
Isra&l — 33 espéces Marasas, (1983) Japon, 10 espéces

Etats-Unis — 30 espéces

Figure 5: Les principaux systémes taxonomiques du Fusarium (Nelson, 1990)

2.2. Ecologie

Les champignons appartenant au genre Fusarium sp. sont tres frequemment
retrouvés au niveau du sol, des végétaux, de l'air et de I'eau. Leur répartition
géoclimatique est aussi tres diversifiee puisque ces champignons filamenteux
existent tant dans les régions tempérées que tropicales, mais aussi dans des
zones climatiques extrémes telles que les déserts, les montagnes et les régions

polaires (Dignani et al.,, 2004). Récemment, I'équipe de Palmero a montré la

13
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présence de plusieurs especes de Fusarium (telles que Fusarium oxysporum, F.
solani, F. equiseti, F. dimerum et F. proliferatum) dans la poussiére atmosphérique
et 'eau de pluie. Ces données expliquent la dispersion, parfois a longue distance,

de ce pathogene par la pluie et le vent (Palmero et al., 2011).

Tableau 2: Téléomorphes de différentes especes de Fusarium (Leslie et
Summerell, 2006; Brown et Proctor, 2013)

Espéces de Fusarium Teleomorphe
F. graminearum Gibberella zea
F. fujikuroi Gibberella fujikuroi
F. verticilloides Gibberella moniliformis
F. avenaceum Gibberella avenaceae
F. solani Nectria haematacocca
F. acuminatum Gibberella auminata
F. circinatum Gibberella cicinata
F. pseudograminearum Gibberella coronicota
F. lateritium Gibberella baccata

2.3. Biologie de Fusarium

Les champignons du genre Fusarium présentent un mycélium septé et
incolore. En culture, les colonies présentent souvent des nuances roses, jaunes,
rouges ou violettes. Les cellules conidiogénes se forment sur des hyphes aériens
ou sur des conidiophores courts et densément branchés. Les conidies sont de trois
types: macroconidies, microconidies et blastoconidies (Debourgogne, 2013; de
Sain et Rep, 2015).

Les macroconidies sont le caractére culturel le plus important dans
I'identification des espéces de Fusarium. Elle sont falciformes, avec plusieurs

septa transverses, une extrémité apicale crochue et une base pédicellée, sont

14
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produites en basipétale (croissance a partir de la base) par les monophialides ou
les sporodochia (agrégats de conidiophores) et sont accumulées en masse (Figure
6).

Les microconidies ne sont pas toujours produites par toutes les especes de
Fusarium, sont ellipsoides, ovoides, subsphériques, pyriformes, claviformes ou
allantoidiennes, généralement unicellulaires et présentent une base arrondie ou
tronquée. Elles sont produites en séries basipétales sur des mono ou polyphialides

et accumulées en petites tétes ou en chaines (Figure 6).

Les blastoconidies sont produites séparément sur des cellules polyblastiques

et présentent de 0 a 3 septa (Botton et al., 1985; de Hoog et al., 2011).

Les chlamydospores sont des formes de résistance, cependant, ils ne sont
pas bien conservés sur le plan de I'évolution, et les espéces qui produisent des
chlamydospores peuvent étre tres proches de celles qui n‘en produisent pas. Sont
de forme ronde d’'une ou deux cellules, entourées d’'une paroi épaisse plus ou

moins pigmentée.

Elles sont observées au milieu des hyphes ou en position terminale, souvent
en forme de paires, quelques fois en triplets (Figure 6), et rarement en forme
rassemblée (Nelson et al., 1983; Agrios, 2005; Leslie et Summerell, 2006; Brown
et Proctor, 2013).
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Figure 6: Terminologie pour décrire la morphologie du genre Fusarium (de Hoog
et al., 2011)

3. L’espéce pathogéne Fusarium oxysporum

Cette espece est la plus dispersée dans le monde et peut étre trouvé dans la
plupart des sols de I'Arctique, tropical, désertique et cultivées ou non (McMullen et
Stack, 1984; Mandeel et al., 1995; Chen et Swart, 2001). Bien que I'espéce soit
classiquement retrouvée dans les sols, elle est également isolée d’endroits plus
insolites: circuit d’eau d’hépitaux, eau de mer, eau de riviere, eau du robinet,
lentilles de contact ou nourriture (Hageskal et al., 2006; Bevilacqua et al., 2013;
Babic et al.,, 2015). Les Fusarium oxysporum phytopathogénes est l'une des
especes les plus importantes, sur la base économique et de son intérét
scientifique, compte tenu de ses nombreux hoétes et le niveau de perte qui peut

entrainer.
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Les formes spéciales de Fusarium oxysporum sont des agents pathogénes
vasculaires provoquant souvent le flétrissement vasculaire, la fonte de semis et les
pourritures des racines et/ou du collet (Dean et al., 2012). Elle se distingue des
autres especes de Fusarium par la production de microconidies, qui sont en
général nombreuses et rassemblées en fausse téte a partir de monophialides
courtes (Burgess et Lidell, 1983; Leslie et Summerell, 2006; Brown et Proctor,
2013).

Par ailleurs, Fusarium oxysporum est placé dans la classe de Ascomycetes
qui appartenant a la sous-classe des Hyphomycetes et a la famille des
Tuberculariaceae (Assigbetse, 1993). Actuellement, au sein de I'espece Fusarium
oxysporum on distingue plus de 150 formes spéciales et races en fonction de leur
pathogénicité sur des plantes hoétes (Armstrong et Armstrong, 1981, Elmer et
Marra, 2015).

La différenciation des souches de Fusarium oxysporum et l'identification des
formes spéciales sont trés importantes pour pouvoir comprendre I'écologie des
populations pathogénes et I'épidémiologie des maladies. De cette identification va
eégalement dépendre la mise en place de mesures de lutte adaptées, pour ce la,
les tests de pathogénicité sur plantes reste permis les méthodes classiques qui
permettent d’identifier la forme spéciale d’appartenance d’'une souche (Leslie et
Summerell, 2006). Cependant, les tests de pathogénicité sont tres chronophages.
Par exemple, un tel test prend entre 4 et 6 mois sur dattier des Canaries (F.
oxysporum f. sp. canariensis), entre 8 a 12 mois sur palmier a huile (F. oxysporum
f. sp. elaeidis) et entre 6 a 8 mois sur palmier dattier (F. oxysporum f.sp. albedinis)
(Djerbi, 1990; Priest et Letham, 1996; Abadie et al., 1998).

L’infection d’'une plante par Fusarium peut avoir plusieurs origines soit
biotique dans le cas d'un oiseau ou d'un insecte (Mongrain et al.,, 2000) qui
transporterait des spores et les dissémineraient dans la nature ou bien abiotique
lorsque le vent ou la pluie permet la dissémination des spores dans la nature
(Mongrain et al., 2000) (Figure 7).
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Figure 7: Cycle de Fusarium sp.: lllustration des différents modes d’action (Caron,
2000) modifiee

4. Lafusariose vasculaire de palmier dattier

Depuis plus d’'un siecle, un champignon tellurique, Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis (Foa) peut-étre en provenance du Maroc (Boussalah et al.,, 2013)
constitue une grave menace pour les palmeraies de I'Afrique du Nord (Abohatem
et al., 2011; El Hassni et al., 2007; Mechta et al., 2015). Il est I'agent de la maladie
dite fusariose vasculaire ou Bayoud qui sévit actuellement au Maroc, au Sud et
Sud-Ouest Algérien (Fernandez et al., 1998; Freeman et Maymon, 2000;

Boulenouar et al., 2014; Siala et al., 2016), et constitue une menace sérieuse pour
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les plantations de palmiers d'autres pays tels que la Mauritanie et I'Argentine
(Sedra, 2006; El Modafar, 2010; Sedra et Zhar, 2010) (Figure 8).

Le Bayoud a détruit les variétés les plus sensibles a la maladie et en
particulier celles qui produisent des fruits de haute qualité et de grande quantité
(Medjool, Deglet Nour, Bou Fegouss).

Le Foa figure sur la liste des organismes de quarantaines, seul I'abattage des
palmiers infectés et leur incinération permet de lutter actuellement contre la
propagation de linfection. Face a une alarme croissante et devant I'état sanitaire
de plus en plus dégradé des palmeraies, des recherches ont été entreprises pour
la mise au point d'une méthode de lutte permettant de mieux cerner I'étendue des

contaminations et d’éviter I'abattage (Ait Kettout et Rahmania, 2013).
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Figure 8: Répartition et extension du Bayoud en Algérie et en Afrique du Nord
(INPV, 2011)

4.1. L’agent causal et colonisation de I'arbre héte

L'organisme causal est un champignon microscopique qui appartient a la

mycoflore du sol et nommé Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (Foa) (Chakroune
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et al., 2008; Sghir et al.,, 2015), appartenant au phylum des Ascomycetes
(champignons imparfaits). Ces formes imparfaites sont caractérisées par un
myceélium septé et des conidies généralement unicellulaires situées sur des

conidiophores; elles sont classées dans le groupe des Moniliales (Lepoivre, 2003).

L'hote principal est le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.), cependant le
Foa attague également le palmier canarien (Phoenix canariensis). Tous les
cultivars de haute qualité du palmier dattier sont susceptibles (Mejhoul, Deglet
Nour, Jihel, Bou Feggous, etc...). Certains cultivars ont montré une bonne
résistance (Bousthammi noire, Iklane, SairLaylet, Takarbouch), cependant, parmi
ces cultivars, seul SairLaylet est de qualité acceptable mais moins bonne que celle
de Deglet Nour ou Mejhoul (Toutain et Louvet, 1974; Saaidi, 1979).

Le Foa a été aussi isolé a partir de certaines plantes cultivées sous les arbres
du palmier dattier, c’est I'exemple du henné (Lawsonia inermis), de la luzerne
(Medicago sp.) et du tréfle (Trifolium sp.) (Djerbi et al., 1985a; Freeman et
Maymon, 2000). Ces plantes qui sont des porteurs sains, ne montrent pas des
symptémes de la maladie de Bayoud mais peuvent la transmettre a des palmiers
sensibles (Djerbi et al., 1986).

La maladie affecte les différents stades de croissance du palmier dattier, en
attaquant aussi bien les palmiers matures que les plus jeunes et méme les rejets.
Le Foa est trés inégalement réparti dans le sol, il a été isolé entre 0 et 30 cm de
profondeur dans les sols des palmeraies infectées mais parfois il peut descendre
jusqu’a 1 m (Tantaoui, 1998; Sghir et al., 2016). Ce pathogéne aurait dans le sol le
méme statut écologique gqu’un saprophyte. Il est donc soumis, comme les autres
germes telluriques, a certain moment avec ensemble d’interactions microbiennes
qui déterminent sa prolifération (Lamari et al., 2014), I'infection des palmiers par
des Foa impliqgue de nombreuses phases différentes.

La premiére phase est un contact entre le palmier dattier et le pathogéne
comprenant I'adhésion et la reconnaissance de surface, puis une deuxieme phase
consiste a la pénétration par les racines en cheminant la seve brute avec
'apparition des symptbmes de la maladie et enfin, quad les mycéliums

envahissant le bourgeon terminal du palmier, provoquant la mort de cette derniere
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(Beckman et Roberts, 1995; ElI Hadrami et al., 1998; Koretsky, 2001; El Hassni et
al., 2004; El Modafar, 2010 ).

Aprés la mort de l'arbre, le Foa persiste sous forme des chlamydospores
dans les tissus de certains organes (racines, rachis, etc) (Louvet, 1977).

4.2. Les symptdmes de la maladie du Bayoud

Les palmiers dattiers de tout age peuvent étre affectés, le premier symptéme
externe de Bayoud s’observe sur les folioles ou les épines situées d’'un coté d’'une
palme de la couronne moyenne, ces folioles se dessechent progressivement et
prend une couleur blanchatre (Figure 09), selon un processus trés particulier
(Symptoémes typiques) du bas vers le haut jusqu'au sommet de cette palme (Figure
10.A). Aprés qu'un coté a été affecté, le blanchiment commence de l'autre cété,
progressant cette fois dans la direction opposée du haut de la palme a la base en
sens inverse (Benabbes et al., 2015b; Benzohra et al., 2015).

Correspondant au passage du myceélium dans les vaisseaux vasculaire du
rachis, une nécrose brune apparait longitudinalement sur le cété dorsal du rachis
et avance de la base au sommet de la palme (Figure 10.B), qui ressemblant a une
plume mouillée, pend le long du tronc, ce processus peut prendre quelques jours a
plusieurs semaines (Abdullah et al., 2010; Dihazi, 2012). En effet, la palme est
complétement desséchée et prend alors une couleur blanchatre d’ou le nom arabe
de “Bayoud” donné a la maladie “abiad” qui signifie blanc et de la forme spéciale
albedinis tiré du latin “albus” qui signifie blanc, qui se réfere au blanchiment des
palmes des arbres malades (Djerbi, 1990). Ensuite, les palmes voisines présentent
les mémes symptémes; puis l'attaque se généralise a 'ensemble des palmes du
centre pour atteindre le cceur de I'arbre qui meurt quand le mycélium envahissant
le bourgeon terminal. Par conséquent, il provoque un desséchement puis un
dépérissement rapide entrainant la mort de palmier (Figure 11), apres 6 mois a 2
ans du la premiere apparition des symptdmes de la maladie, en fonction des
conditions de croissance et du cultivar (Djerbi, 1988; ElI Hadrami et al., 1998;
Benzohra et al., 2015).

Mais ces symptdmes ne sont pas toujours aussi typiques, il est possible qu’ils
se développent d’'une facon différente. Il se peut, par exemple, que les folioles se
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desséchent de l'apex vers la base, des deux cotés a la fois (Symptébmes
atypiques).

La réalisation d’'une coupe longitudinale du rachis d'un palmier malade
montre une coloration brun-rougeatre au milieu des tissus conducteurs (El Modafar
et al., 1998).

Le Foa est également trés prolifigue soit par le repiquage de rejets
apparemment sains, soit par lirrigation, soit par les vents de sables qui peuvent
transporter des éléments végétaux (EI Hadrami et al., 1998; Bounaga et Djerbi,
20009).

Figure 9: Premiers symptémes typiques de la maladie de Bayoud (Boucenna-
Mouzali et al., 2018)
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Palme hémiplégie
Nécrose brune

Rachis

Figure 10: Symptémes de la maladie de Bayoud; A: hémiplégie sur une palme; B:

nécrose d’'un rachis (Photo prise par Sidaoui en 2015)

Figure 11: Palmeraie mortes dans les zones du Sud Oust (Adrar); (Photo prise par
Sidaoui en 2015)

5. Morphologie de Fusarium oxysporum f.sp. albedinis

Sur un milieu PSA, les colonies de Foa forment un mycélium aérien blanc,
hyalin et cloisonné, qui devient plus tard rose ou violet (Benzohra et al., 2015). La
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multiplication asexuée se réalise par des microphialides et des macrophialides, qui

produisent respectivement des microconidies et des macroconidies.

Les microconidies sont sphériqgues ou allongées, légérement courbées,
généralement unicellulaires, hyalines, de dimensions variables dans une méme
culture (3-15 x 3-5 um).

Les macroconidies fusoides a falciformes, pointues aux deux extrémités,
ayant généralement 3 a 5 cloisons, mesurent 20 a 35 x 3 a 5 um (Abdullah et al.,
2010).

En fin, le parasite peut se conserver sur les débris des palmiers attaqués, les
tissus des porteurs sains, et pendant de longues années, dans le sol a des
profondeurs atteignant plus d'un metre sous forme de chlamydospores. Ces
chlamydospores sont intercalaires ou terminales, sphériques, isolées ou en
chaines courtes regroupant 2 a 4 chlamydospores qui se forment soit sur le
mycélium soit a partir des macroconidies dans les cultures agées (Djerbi, 1988;
Freeman et Maymon, 2000) (Figure 12).

Chlamydospores

Figure 12: Caractéristiques microscopiques de Foa (Djerbi, 1988; Benzohra et al.,
2015)
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6. Activités enzymatique

Naturellement, tous les champignons produisent un grand nombre d'enzymes
pour décomposer les substrats complexes pour leur croissance (Saravanan et al.,
2012; Anbu et al., 2017; Gopinath et al., 2017). Les espéces Fusarium oxysporum
ont produit plusieurs enzymes hydrolytiques, qui agissent sur les composants
pectiques et cellulosiques des parois cellulaires des végétaux, et aident ces
especes a pénétrer et a coloniser les cellules racinaires de I'héte (Lynd et al.,
2002; Rajeswari, 2014; Bedade et al., 2017). Ces espéces utilisent les cellulases
pour la décomposition de la cellulose qui est servir comme source de glucides,
cependant, ces enzymes jouent un role dans la pathogenése du flétrissement. Les
enzymes cellulases, désignées C1l et C2 agissent sur les molécules cellulose
insolubles pour produire des chaines linéaires, qui sont attaqués par I'enzyme Cx,
pour produire le cellobiose et le glucose (Husain et Dimond, 1960; Fisher, 1965;
MacHardy et Beckman, 1981; Bedade et al., 2017).

7. Utilisation des isoenzymes comme marqueurs moléculaire

Récemment, des techniques analytiques associées a la génétique et la
biologie moléculaire ont été développées pour I'établissement des relations
taxonomiques et phylogénétiques entre les organismes. Tells que, l'analyse
d’'isozymes qui est considérée comme une technique relativement économique et
pratique, pour cette raison elle est largement utilisée dans la taxonomie fongique et
la génétique moléculaire, (Micales et al., 1992; Huss et al., 1996; Guarro et al.,
1999; Laday et al., 2001; Mohammadi et al., 2004; Bhuvanendra et al., 2010).

Le terme isoenzyme englobe les multiples formes moléculaires d'un enzyme
donné, ces formes ont habituellement des propriétés enzymatiques similaires,
catalysant toutes la méme réaction (Micales et al., 1986; Padmanaban et al.,
2013). Ces enzymes sont des marqueurs moléculaires codées par différents
alleles ou locus génétiques distincts, possédent souvent des profils de bandes
différent par leurs mobilités électrophorétique, ces dernier sont transforment dans
une matrice de valeurs binaires qui, avec des logiciels, produit des résultats

comparatifs exprimés sous forme de similarité ou de matrices de corrélation
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cophénétique et de phénogrammes (Skovgaard et Rosendahl, 1998; Boriollo et al.,
2003; Padmanaban et al., 2013).

La différences de mobilités électrophorétique est due a des variations de la
teneur en acides aminés de la molécule, qui dépend de la séquence des
nucléotides dans I'ADN; ils constituent un moyen d'identification plus sdr et plus
rapide des sous-especes par rapport aux tests biologiques habituellement
employés (Manicom et al., 1990a; Arie et al., 1998). L'étude du polymorphisme des
marqueurs moléculaires a été initiée depuis une vingtaine d'années; Malgré cet
avantage, l'application des techniques des isozymes dans les études sur les

champignons phytopathogénes a été limitée jusqu'a présent.

La principale raison de l'utilisation limitée des isozymes pourrait étre le faible
niveau de polymorphisme observé dans divers taxons fongiques examinés,
néanmoins, peu de connaissances ont été acquises concernant la variabilité
génétique entre les formes spéciales ou les races de Fusarium oxysporum, la
majorité de l'information étant basée sur l'observation des caracteres de virulence
(Ho et al., 1985; Bosland, 1987; Aly et al., 2003; Bhuvanendra et al., 2010).

8. Les protéines comme moyen d'identification

Les protéines étant des produits de genes, l'idée est venue de les utiliser
pour détecter la variabilité génétique entre les individus (Bhuvanendra et al., 2010).
Ainsi, depuis une vingtaine d'années, I'analyse de leur polymorphisme a constitué
une important approche dans la classification des individus et par la dans
I'identification et la différenciation des taxons spécifiqgues et subspécifiques des
organismes, y compris les champignons (Glynn et Reid, 1969; Gill et Zentmyer,
1978; Bosland et Williams, 1987; Huss et al., 1996; Nawar, 2016).

L'électrophorése, qui constitue une technique rigoureuse d'analyse des
protéines (Davis, 1964), est basée sur la propriété des molécules protéiques d'étre
chargées positivement ou négativement en fonction du point isoélectrique et du pH
de la solution dans laquelle elles sont en solution. En créant un champ électrique

dans une matrice, habituellement un gel d'amidon ou d'acrylamide, il est possible
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de faire migrer les protéines le long du gel, les molécules étant attirées par la

borne de charge inverse a leur charge électrique.

La variabilité des profils électrophorétique des protéines constitue
I'expression de la variabilité génétiqgue qui peut exister entre les individus d'une
méme population ou de populations différentes (Burges et al., 1995; Laday et al.,
2001; Balali et Iranpoor, 2006).

Chez les champignons, il a été rapporté que les profils électrophorétique des
protéines totales peuvent étre utilisés comme critere d'identification des especes
d'un méme genre. C'est le cas de Fusarium (Glynn et Reid, 1969; Ibrahim et al.,
2003; Nawar, 2016).

Ces protéines de formes, de masses moléculaires ou de points isoélectriques
différents, résultent de variations dans la composition en acides aminés qui
dépend elle-méme de la séquence des nucléotides de leur géne respectif. Par
conséquent leur mobilité électrophorétique est différente. Des manifestations
génétiques et biochimiques sont a l'origine de ces molécules qui sont codées soit
par des locus séparés codant pour un seul enzyme, soit par différents alleles a un
méme locus, chacun de ces locus ou alleles codant pour une version structurale
différente de la chaine polypeptidique (Micales et al., 1986). Les phénotypes
présentés par les zymogrammes peuvent étre traduits en termes de génotypes, de
genes, d'alleles. Une proportion importante de génes est polymorphe, c'est-a-dire
gu'ils existent sous la forme de deux ou plusieurs alléles. Cependant, avec
n'importe quelle espece, quelques locus tendent a avoir une faible variation ou
aucune variation parmi les individus; ces locus sont dits monomorphes (Micales et
al., 1986).

L’interprétation des profils de bandes en termes d'alléles spécifiques permet
la détermination des ratios d'alléles exprimés en commun entre isolats fongiques.
Ces rapports sont un excellent moyen de déterminer les relations phylogénétiques

entre les organismes.
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9. Moyens de lutte contre Fusarium oxysporum f. sp. albedinis

Selon les caractéeres épidémiques, infectieux et vasculaires du Bayoud, les
orientations de lutte contre cette maladie s’apparentent a celles préconisées contre
les autres fusarioses vasculaires connues. Ainsi, les efforts des différents services
visent a atténuer, voire stopper la progression du Bayoud vers les régions
indemnes en Algérie, notamment les régions de Touggourt, Biskra et El-oued ou
sont concentrées les 2/3 des palmeraies nationales avec une prédominance de la
variété sensible a cette maladie (Deglet Nour).

De plus, la connaissance approfondi sur les interactions entre Foa et le

palmier dattier permettrait d’adapter la lutte contre le pathogéne a chaque
situation. Quatre méthodes de lutte contre le Bayoud ont été adoptées:

9.1. Mesures prophylactiques

La tache essentielle consiste a protéger les zones encore saines, et
empécher le mouvement de matériel végétal contaminé provenant d'une palmeraie
infectée a un sain. Ce matériau se compose principalement de rejetons, de
fragments de palmiers, le fumier et le sol infecté, et les artefacts fabriqués a partir
de ces matériaux. Leégislation empéchant le transport de matériel veégeétal
contaminé d'un pays a un autre, ou d'une région a l'autre, a été adopté par divers
pays tels que I|'Algérie, I'Egypte, l'lrak, la Libye, Mauritanie, Arabie Saoudite,
Tunisie et USA (Djerbi, 1988).

9.2. Lalutte chimique

Le contrdle chimique peut étre réalisable en cas de détection précoce des
sources primaires d'infection dans une zone saine. Dans ce cas, les techniques
d'éradication doivent étre utilisées: les palmiers sont déracinés et incinérés sur
place, et le sol est alors traité avec du bromure de méthyle ou de la chloropicrine.
En effet, le bromure de méthyle posséde une forte capacité de pénétration dans le
sol et lui assure une bonne stérilisation (Bounaga, 1980; Frederix et Den Brader,
1989), dans ce cas, la zone ainsi traitée est cloturée et reste interdite a la culture

pendant une longue période. Mais cette méthode est tres chére, polluante et son
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efficacité n’est pas garantie. Malgré ces inconveénients, elle reste la seule méthode

appliguée, surtout en Algérie (Benzohra et al., 2015).
9.3. Contrdle génétique

Les seuls moyens productifs de contrdler la maladie de Bayoud réside dans
la sélection des variétés résistantes a partir de:

- La sélection des variétés résistantes au Bayoud parmi de celles existante

localement, tels que, Boustammi noire au Maroc et Takerbucht en Algérie.

- La sélection des clones résistants de haute qualité a partir du naturel

population du palmier dattier (Djerbi et al., 1986; Sedra et Zhar, 2010).

En outre, le succes actuel de la propagation du palmier dattier par culture in
vitro le rendra possible de réhabiliter les palmiers détruits par Bayoud. Il sera
également étre possible de reconstituer les palmeraies actuellement menacé et
créer une nouvelle date a l'aide de variétés résistantes de haute qualité. En effet,
le génie génétique et la sélection assistée par les outils moléculaires sont autant
de méthodes modernes susceptibles de contribuer d’'une maniére substantielle a la
création de variétés résistantes au Bayoud, avec un bon potentiel de production,
grace au croisement contrdlé (Sedra, 1995; Sedra et Zhar, 2010; Benabbes et al.,

2015b).
9.4. Lutte biologique

La lutte biologique se définit comme [l'utilisation d’agents ou de produits
naturels qui nuisent a des ravageurs de plantes ou a des microorganismes
pathogenes de plantes. Cette définition inclut les macroorganismes (insectes,
acariens, nématodes), les microorganismes (champignons, bactéries, virus) et les
substances naturelles (extraits de plantes, huiles essentielles) (Directive
européenne 2009/128/CE) (Souna et al., 2012).

L'effet bénéfique des microorganismes dans la lutte contre les champignons
pathogenes et la réduction de Il'utilisation des pesticides est actuellement le
domaine le plus intéressant pour les chercheurs prometteurs (Caron et al., 2002).
Pour cette raison, les espéces de Trichoderma ont une capacité antagoniste

efficace, elles sont trés interactives dans les racines, les sols et les milieux foliaires
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(Kredics et al., 2003; Reino et al., 2008; Naguleswaran et al., 2014). Certaines
souches de cette especes utilisées comme candidats potentiels pour le contrble
biologique des maladies des plantes, car elles colonisent les surfaces des racines
et pénetrent dans I'épiderme, ce qui améliore la croissance racinaire, la
productivité et la résistance au stress biotique et abiotique et I'assimilation des

nutriments (Harman et al., 2004; Naguleswaran et al., 2014).
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1. Echantillonnage

L’isolement des souches de Fusarium a été effectué a partir de rachis de
palmiers dattiers, ces derniers présentent les symptémes de Bayoud ainsi que
la rhizosphére proche de palmeraies infectés (Figure 13), et elles provenant de
différentes oasis Algériennes (Adrar, Ghardaia et Bechar). Les rachis ont été
prélevés au niveau de la couronne moyenne des palmiers infectés. Les
codifications utilisées pour la désignation des différents isolats collectés,
comportent une lettre suivie de deux nombres et d’'une lettre. La premiere lettre
correspond a l'abréviation de la localité, les deux chiffres correspondent a
'année d’isolement alors que la derniére lettre indique le cultivar, pour ce qui

concerne les souches de la rhizosphére sont nommés (E1, E2 et E3), Tableau
5.

En plus de notre collection, 5 autres échantillons nous ont été fournis par

'INPV (Institut National de la Protection des veégétaux, station de Ghardaia,
Algérie).

"

T'unis

»Z

ﬁ Alger
3 TUNISI
Laghouat Rxilcen |
(% - Ghardaia
MAROC *
El oued *. A
Ouargla S '.‘
Beni ounif "
&
13
Be&har v
--------- d Adrar LIBYE
RAS.D ALGERIE X 3
VR |

[

.-

-l Ghadames
-
.—4.

NIGER

MALI

| et e e

'-
¥
d
2
1

Figure 13: Carte présent les trois régions d’échantillonnage
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2. Isolement des souches de Fusarium sp.

L’isolement des souches a partir du rachis a été réalisé comme suit : les
rachis présentant les symptémes typiques du Bayoud (Figure 14), sont défoliés
(Figure 15), découpés en petits morceaux a I'aide d’'un sécateur (Figure 16: A et
B), puis désinfectés avec I'hypochlorite de sodium 2% pendant 3 minutes et
suivi de plusieurs rincages avec de 'eau distillée stérile. lls sont ensuite passés
rapidement a la flamme afin d’éliminer les saprophytes puis trois a quatre
fragments (Figure 17) sont déposés dans des boites de Pétri contenant le
milieu de culture Potato-Sucrose-Agar (PSA). Les boites préparées sont
incubées a 27 + 2°C pendant sept jours. Apres le développement des colonies
fongiques, des opérations de purification ont été réalisées selon deux

techniques : le repiquage successif et la culture monospore.

Figure 14: Palmier infecté par le Bayoud (Photo prise par Sidaoui, 2015)
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2015)

Points brunes

Nécrose
brune

Rachis

Figure 16: Symptdmes internes de Bayoud ; A: points brunes
correspond au passage de mycélium a travers les vaisseaux vasculaire; B:

nécrose brune (Photos prise par Sidaoui, 2015)

Symptéme du Bayoud

Fragment de Rachis

Figure 17: Fragments de rachis présentant les symptémes du Bayoud
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La deuxieme méthode d’isolement est réalisée de la maniere suivante: a
partir des échantillons de la rhizosphére des palmiers dattiers, nous avons
appligué la technique de suspensions-dilutions. En effet, un gramme de sol est
introduit stérilement dans un tube contenant 9 ml d’eau distillé stérile que I'on
agite au vortex. A partir de cette solution-mere, des dilutions au dixieme ont été
faites en série jusqu'a la dilution 10°, & partir de cette derniére, 0.1 ml est
étalée sur des boites de Pétri contenant le milieu de culture PSA, puis les
incubées a 27 + 2°C.

Dés l'apparition des filaments autour des fragments et des grains de sol,
des repiquages successives ont été realisé sur le milieu PSA jusqu'a la
purification des souches, suivi par une observation microscopique d'un
prélevement effectué a la surface du thalle, pour vérifier I'appartenance de nos
souches au genre Fusarium. L’examen des macroconidies nous permet
d’identifier rapidement le genre, et en fonction de sa forme et de sa septation,
on peut déduire I'espéce. Aprés on passe a la recherche des autres formes
telles que: les microconidies et les chlamydospores.

L’espece Fusarium oxysporum est déterminé par les microconidies
rassemblées en fausses tétes a partir de monophialides courtes et
chlamydospores formées isolément ou par deux, en plus, d’autre caracteres, a
rechercher, inclus la nature de mycélium, la pigmentation, la vitesse de
croissance...etc (Chen et Swart, 2001; Leslie et Summerell, 2006; Stenglein,
2009; Brown et Proctor, 2013).

Selon Booth (1971), l'obtention d'un matériel fongique, génétiquement
homogene, est passé par la culture monospore, car Fusarium oxysporum
reconnu par ses caractéristiques morphologiques issues par culture monospore
(Leslie et Summerell, 2006). Dans cette these, on a utilisé la technique décrite
par Aboul-Nasr et Abdul-Rahman (2014), modifiée de la maniére suivante, 10 pl
d’'une suspension de spores préparée a partir des cultures de Fusarium sp.
agées de 7 jours, est étalé en stries dans des boites de Pétri contenant 5
millilitres du milieu agar 2% (Annexe 1). Ces dernieres sont incubées pendant
24h & 48h a 25°C.
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Les conidies a germination unique pourraient étre observées a l'aide d'une
loupe binoculaire ou une faible puissance du microscope puis prélevée
aseptiguement et déposée séparément dans des boites contenant le milieu
PSA et les incubées a 25°C pendant une semaine.

2.1. Conservation des isolats de Fusarium sp.

Apres purification par la culture monospore, nos isolats ont été conservés
par deux méthodes: la premiere consiste a repiquer l'isolat purifié en tube sur le
milieu Synthetischies Nahrstoffarmer Agar (SNA) incliné, puis les cultures sont
maintenues a 25°C pendant deux semaines et conservees a 4°C pour favoriser

leur viabilité.

La deuxieme consiste a introduit aseptiquement avec un emporte-piece
quelques disques de 0,5 cm de diametre prélevé d’'une culture monospore dans
un tube a essai contient I'huile de paraffine préalablement autoclavée. Les

tubes sont ensuite conservés a 4°C jusqu’a leurs utilisation ultérieure.
3. Test du pouvoir pathogéne

Pour la sélection des isolats agressifs du Fusarium sp. Nous avons utilisé
des noyaux de datte de cultivars Deglet Nour, ces noyaux ont été semis pour

donner des plantules qui seront ensuite inoculés par les isolats de Fusarium sp.
3.1. Production des plantules de palmier dattier

Les noyaux de palmier de cultiva Deglet Nour (issues de deux régions:
Biskra et Ghardaia), sont préalablement grattés pour éliminer les épluchures
qui persistent a leur surface. lls sont ensuite trempés dans de I'eau de Javel a
12° chlorométrique pendant 10 minutes puis rincées a I'eau distillée stérile. lls
subissent alors un trempage de 20 minutes dans I'alcool a 95°. Apres plusieurs
rincages a I'eau distillée stériles, les noyaux sont déposés dans des boites de
Pétri en verre, tapissées avec du coton imbibé d'eau distillée stérile. Ces
derniéres sont ensuite placées dans une étuve a 38°C, pendant deux jours,
ensuite la température est baissée a 28 °C pendant une a deux semaines.
Lorsque la radicule atteint environ 3 a 5 cm, les noyaux germés (Figure 18),
sont transférés dans des sachets transparents contenant du terreau stérile et

placés dans une serre a conditions non contrélées. lls sont arrosés

régulierement avec de I'eau courante.
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Radicules en

développement

Noyaux de dattes

Figure 18: Germination des noyaux de dattes
3.1. Préparation de I'inoculum

Tous les isolats testés ont été préparées de la méme facon: 6 boites de
Pétri contenant le milieu SNA ont été ensemencées par des fragments issu de
pré culture de Fusarium sp. Aprés 10 jours d’incubation a 27°C, 9 ml d’eau
distillée stérile a été versé dans chaque boite, dont la surface est gratté pour
mettre au maximum de spores en suspension, cette derniére est ajustée a 10°

spores.ml™* (Tshilenge-Djim et al., 2004).
3.2. Inoculation des plantules

L’inoculation sous serre est effectuée au stade de deux feuilles (Djerbi,
1990), sans déterrer les plantules (Figure 19), en injectant a l'aide d'une
seringue dépourvue d’aiguille (Tshilenge-Djim et al., 2004) , 10 ml de la
suspension de spore dans le fond du sachet ou sont regroupées des jeunes
racines (Figure 20), (Sedra, 1993). Cette opération est effectuée sans blesser

les racines.

Dans ce travail, nous avons utilisé 25 plantules pour chaque isolat (Figure
21). En suite, nous avons débuté les notations dées I'apparition de la premiére
signe de la maladie et nous les avons arrétés au bout de 4éme semaines,

quand le taux de mortalité provoqué par certaines souches avait atteint 100%.

L’isolat est considérée pathogene si le taux de mortalité des plantules
dépasse le 20% en comparaison avec les plantes témoins, qui ne devraient
présenter aucun symptémes (Djerbi et al., 1985b; Djerbi, 1990; Karkachi et al.,
2014).

L'induction de la maladie et la reproduction des symptdomes témoignent de

I'appartenance des isolats inoculés a la forme spéciale albedinis. En fin d'essai,
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et pour confirmer l'infection des jeunes plantules par Foa, nous avons jugés
utile de réaliser des coupes histologiques transversales et longitudinales des

racines aprés 20 jours d’inoculation (Annexe 2).

Figure 19: Plantules de palmier dattier &gés de 5 a 6 mois au stade de
deux feuilles avant leur inoculation artificielle sous serre

Figure 20: Inoculation des plantules de palmier dattier par la suspension
des spores ou sont regroupées les racines jeunes

4. Activité Enzymatique
4.1. Activité amylasique du Fusarium oxysporum f.sp. albedinis

La recherche de I'activité amylolytique de nos isolats a été réalisée sur un
milieu & base d’amidon, selon la méthode décrite par Tatsinkou et al. (2005).
Un explant de 0,5 cm de diamétre de chaque isolat est déposé au centre d’une
boite Pétri contenant le milieu PSA a pH 5, additionné d’amidon soluble a 1%.

Les boites sont. ensuite incubées a 30°C pendant.24:a 72h. Apres incubation,
\ e
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une solution de lugol est vaporisée sur la surface de la boite, le fond du milieu
apparait bleu et des halos clairs apparaissent autour des colonies, témoins
d’'une activité amylolytique (Cowan, 1991; Gopinath et al., 2005; Sunitha et al.,
2013; Ogorek, 2016; Gopinath et al., 2017). Le diamétre des zones de lyse est

mesuré pour les trois répétitions qui ont été réalisées.
4.2. Activité cellulosique du Fusarium oxysporum f.sp. albedinis

La technique la plus fiable pour mettre en évidence l'activité cellulase, est
de montrer la capacité des isolats a assimiler la cellulose sur un milieu gélosé a
base de cellulose dont la composition est la suivante: NaNO3(2g), K;HPO,4
(19), MgS04,H,0 (1g), KC(10,5g), ZnSO4, H,0 (0,0059),CuS,4, 5H,0 (0,001g),
MnCl, (0,001g), Cellulose (carboxy-méthyl-cellulose) (2,5g), Agar (30 g), 1000
ml d’eau distillée, pH= 5 (Lekchiri et al,. 2013; Bedade et al., 2017). Pour ce la
on a déposé un explant de 0.5 cm de diamétre de chaque isolat au centre
d’'une boite Pétri contenant le milieu & base de cellulose et incubées a 30 °C
pendant 2 & 3 jours. Apres incubation une solution de rouge Congo a été
ensuite déversée dans chaque boite, les boites ont été ensuite traitées par une
inondation aveclM de NaCl pendant 15 min. La dégradation de la cellulose est
visualisée sous forme d'une zone claire autour de la colonie fongique (Tanaka
et al., 1980; Gopinath et al., 2005; Sunitha et al., 2013; Ogorek, 2016; Bedade
et al., 2017). Le diameétre de la zone autour des colonies est mesuré pour

évaluer l'activité enzymatique de chaque isolat.
5. Etude de la variabilité isoenzymatiques et des protéines totales
» Laculture liquide

La culture liquide est réalisée dans des fioles Erlenmeyer de 250 ml,
contenant le milieu de culture Glucose Yeast Peptone (GYP) modifie, ce milieu
est répartir en raison de 100 ml par erlen et ensemencées par 6 disques de 8
mm de diamétre prélevés de la marge des colonies de nos isolats agées de 7
jours sur milieu SNA (Nawar, 2016) modifie.

Apres dix jours d’incubations a température ambiante, le mycélium est
récupéré par filtration sur une gaze, lavé a l'eau distillée stérile, essorée par
papier absorbant. Il est ensuite broyé dans un mortier maintenu au froid dans

de la glace, additionné du sable fin traité et du tampon phosphate (100 mM —
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pH 7,1), jusqu’a l'obtention d'une pate fine et homogene. Le broyat est
récupéré dans des tubes puis centrifugés a 10000 g/min pendant 20 minutes a
4°c.

Le surnageant est réparti rapidement dans des tubes Eppendorf par

fraction de 100 pl et stocké a - 20°c jusqu’a leur utilisation pour Mettre en

evidence l'activité isoenzymatiques: Estérases et I'Acides Phosphatases.

Pour I'extraction des protéines totales, le mycélium transférer dans des
tubes falcon et congelé a -20 °C pendant 24 h afin de faciliter la rupture des
parois cellulaires, puis Réhydrater le dans une solution tris-glycine (3 g trizma +
14,49 glycine + 1 | d’eau distillé, pH 8,3), a raison de 1 ml de tampon par 500
mg de mycélium préparé. Homogénéiser le mélange avec une micro pipette ou
une pipette pasteur. Clarifier le mélange par centrifugation & 10000 g pendant
40 minutes a 4 °C. Collecter le surnageant dans des tubes microcentrifuge. Le
surnageant contient les protéines cytoplasmiques totales et peut étre utilisé

directement pour I'analyse (Badid et al., 2001; Manikandan et al., 2018 ).
5.1. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

La concentration en protéines des isolats est déterminée selon la
méthode de Bradford (Klavons et Bennett, 1986). Cette méthode utilise le
principe de la formation de complexes entre le bleu de Coomassie et les
résidus aromatiqgues des protéines. Les dosages s'effectuent sur 100 pl de
I'échantillon plus 1 ml du réactif bleu brillant de Coomassie. Apres quelques
minutes d’incubation a température ambiante et a I'obscurité, 'absorbance est
mesurée a 595 nm (Weckber et Cory, 1988). En parallele, une solution de
sérum albumine bovin (Sigma) de 2 mg/ml est utilisée comme protéine de
référence pour élaborer la gamme d’étalonnage. Les densités optiques (Dos)
obtenues pour la gamme permettent de déterminer la concentration en

protéines de nos isolats (Annexe 3).
5.2. Electrophorése d’isoenzymes

Pour étudier la variabilité isoenzymatique au sein de la forme spéciale
albedinis, l'analyse isoenzymatique a porté sur tous les isolats de Foa

présentés dans le tableau 5. Leurs pouvoirs pathogénes ont été testés au
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préalable et leurs appartenances a la forme spéciale albedinis a été confirmée.
Ainsi que les trois isolats de Fusarium sp.

L'électrophorése des isoenzymes et des protéines totales est une
technigue qui permet de détecter et d'identifier un champignon particulier, elle
est largement utilisée en taxonomie, mais son utilisation reste controversée
bien que des études aient utilisé la différence dans les profils iso-enzymatiques

pour résoudre les problemes au niveau de I'espece (Micales, 1986).

L’électrophorése des systémes enzymatiques en conditions non
dénaturantes PAGE (Poly Acrylamide Gel Electrophoresis) est effectuée sur

gels de polyacrylamide, selon un protocole adapté de celui de Laemmli (1970).
5.2.1. Préparation des gels de polyacrylamide et conditions de migration

Deux gels succedent utilisés dans notre travail: un gel de concentration et
un gel de séparation. Une solution d’acrylamide: bisacrylamide (29,2%: 0,8%)
est diluée a 4% dans un tampon Tris-Hcl pour le gel de concentration et a
12,5% pour le gel de séparation (Tableau 3). Les échantillons & analyser sont
repris dans le tampon de charge, puis déposés dans les puits du gel a raison de

100 pl par puits.

La migration est effectuée en conditions non dénaturantes (absence de
Sodium Dodécyl Sulfate -SDS-), dans une chambre froide a 4°c sous un
ampérage de 50 mA et une tension de 200 V pendant 4h. Nous avons réalisé

deux systemes isoenzymatiques: Estérase (EST) et I'acide Phosphatase (PAC).
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Tableau 3: Composition des gels d’électrophorese (Leme et al., 2013)

Composition du gel de séparation

H20 3,35 ml
Tris-Hcl (1,5 M- pH 8,8) 2,5 mi
Acrylamide: Bisacrylamide (29,2% :0,8%) 04 ml
Persulfate dammonium (10%) 50 ul

TEMED(N,N,N',N'tétraméthyléthylenediamine) 30 ul

Composition du gel de concentration

H20 6,02 ml
Tris-Hcl (0,5 M- Ph 6,8) 3,95 ml
Acrylamide: Bisacrylamide (29,2% :0,8%) 1,33 ml
Persulfate d’ammonium (10%) 50 ul

TEMED(N,N,N',N'tétraméthyléthylenediamine) 30ul
SDS (sodium dodécylsulfate) 0,1 ml

SDS est ajouter dans le cas SDS-PAGE
5.2.2. Révélation des bandes électrophorétique

A la fin de la migration, qui a duré 4 heures, les gels sont démoulés et
déposés dans des bacs qui sont immergés avec des solutions de révélations
(Tableau 4). La réaction enzymatique est a l'origine de I'apparition d’'une ou

plusieurs bandes colorées.

Ces enzymes sont rendues visible sur le gel par l'utilisation de substrats
chromogénes ou fluorogenes qui donnent des produits colorés ou fluorescents
aprés action de l'enzyme. La libération de naphtol permet, ensuite, sa
combinaison a un « Azodye » (Fast Garent, Fast blue RR, ...) pour donner un
précipité coloré. C’est le cas des Estérases et des Phosphatases (Balen et al.,
2004; Leme et al., 2013; Gharbi et al., 2015).
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Tableau 4: Enzymes et solutions de révélation utilisés dans cette étude
(Skovgaard et Rosendahl, 1998; Koretsky, 2001; Balen et al., 2004; Leme et al.,
2013) modifie

Enzyme Ingrédients Quantités
Esterase (EST) Fast bleu RR 100 mg
(EC.3.1.1.1) 100 Mm Na-phosphate buffer Ph 7,1 100 ml
a — Naphtyl Acetate 2% (Acétone) 1,5mi

Acid phosphatase (PAC) Fast Garnet GBC 50mg
(EC.3.1.3.2) B- Naphtyl acide phosphate 50 mg
0,2 M Acétate buffer pH =5 100 mi

Pour la séparation des protéines totales, les échantillons a analyser sont
repris dans le tampon de charge avec le SDS pour dénaturer les structures
protéique, puis incubés pendant 10 minutes a 94°C et ils sont déposés a

raison de 100 pl par puit.

Apres migration la coloration des gels de polyacrylamide a été réalisée
selon la méthode de Rabilloud (1988) modifiée.

La fixation du gel a est effectué par une solution d’acide trichloracétique
12 %, pendant 45 minutes sous agitation puis est rincé dans une solution de
méthanol 5 % pendant 20 minutes, deux fois. Le lavage est effectué avec de
'eau pendant 20 minutes et le gel est mis dans une solution de Na;S;03
(Sodium thiosulfate) 0,02 % pendant une minute. Le gel est lavé 2 fois 20
secondes avec de l'eau puis incubé dans une solution d’AgNO3 (Nitrate
d’argent) 0,2 %, formaldéhyde (HCHO) 75ul froid pendant 20 minutes a 4 (a
préparer juste avant emploi). Le gel est ensuite rincé avec de I'eau 2 fois 20
secondes en ayant changé de chambre d’incubation puis il est développé dans
une solution de Na,CO3; (Carbonate de soude) 3 %, HCHO 100ul, quelques
grains deNa,S,03. Lorsque le développement est suffisant, la solution doit étre
rapidement enléve pour pouvoir ensuite rincé a I'eau et la réaction est arrétée
dans une solution HAc 5 % pendant 5minuts puis dans une solution d’éthanol 5

% pendant 5 minutes.
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5.2.3. Analyse des zymogrammes

Un zymogramme reproduisant les différents phénotypes ou
électromorphes a été construit pour chaque systeme enzymatique étudié. Les
profils de bandes des deux enzymes et de protéines totales est traités comme
caractéres phénotypiques de chaque isolat. Le polymorphisme phénotypique a
éte estimé en utilisant l'indice de similarité calculer par logiciel JMP. L’'analyse
des zymogrammes n’a tenu compte que de la présence et de I'absence des
bandes qui sont considérées comme des caractéres phénotypiques
discriminants et indépendants. Pour chaque systéme enzymatique, toutes les
positions des isozymes et des protéines totales de tous les isolats sont
répertoriées, dans lesquelles 1 a été affecté a la présence d'une bande
particulier et 0 a son absence dans le méme gel (Mohammadi et al., 2004;
Leme et al., 2013; Magda Elsayed et Modhi Obaidan, 2017). Ces positions sont
caractérisées par des sites d’occupation Rf pour «Retardation factor » et
numérotées de B1 & Bn ou la position Bn correspondant a la bande dont la
migration est la plus rapide, et B1, la plus faible. L’ensemble des données
fournies par les deux systemes enzymatiques constitue le « profil
phénotypique » caractéristigue de chaque isolat. Les isolats présentant le

méme phénotype appartiennent au méme zymogrammes.
6. Test d'antagonisme in vitro

Nous avons utilisé dans ce test l'agent antagoniste Trichoderma
longibrachiatum, ce dernier a été isolé a partir du sol dans la région d'Ain sefra
(wilaya de Naama) dans le Sud-ouest de I'‘Algérie. T. longibrachiatum a été
identifié et séquencé par des méthodes moléculaires par M™ Haouhach sadika,
doctorante au niveau du laboratoire de Microbiologie Appliquée, Université
Oran 1 (Ahmed Ben Bella).

L’identification est faite au centre de recherche agricole espagnol-
portugais, Université de Salamanque, Salamanque, Espagne.

L'antagonisme entre trois isolats de Foa (T15D, M15A1 et O15T) et T.
longibrachiatum a été étudié par la méthode de confrontation directe décrite par
Howell (2003), nous avons déposé diamétralement dans des boites de Pétri
contenant 15 ml de milieu PSA, deux disques de 0,5 cm de diametre de Foa et
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T. longibrachiatum placé aux points opposés sur la méme ligne diagonale a 1
cm de distance du bord. Les contrdles sont constitués uniquement par le

pathogene.
6.1. Evaluation de la croissance mycélienne

La croissance myceélienne de Foa est évaluée en mesurant le rayon de la
colonie tous les jours et ceci pendant sept jours. L'efficacité de T.
longibrachiatum dans la suppression de la croissance radiale de Foa est
calculée au dernier jour suivant l'incubation en utilisant la formule donné ci-

dessous:

C-T/C. 100

Ou C est la croissance radiale du pathogene chez le témoin et T la
croissance radiale du pathogéene en présence de T. longibrachiatum (Asran-
Amal et al., 2010; Benabbes et al., 2015b; Rashmi et al., 2016; Toghueo et al.,
2016).

Enfin, toutes les données collectées a partir des expériences réalisées au
laboratoire de Microbiologie Appliqguée (LMA), ont été analysées statistiquement
par la variance (ANOVA), ainsi que I'logiciel JMP SAS Pro (JMP®, Version
<12>. SAS Institute Inc., 2015), au niveau du Laboratoire de Biotechnologie et
Génétique Agroalimentaire et Santé, Faculté des Sciences et Techniques de
Settat, Université Hassan ler - Maroc, pour élaborer les dendrogrammes avec
les tests de corrélation.
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1. Isolement du Fusarium sp.

Aprés 7 jours d’incubation de notre échantillon, on a remarqué un
développement des secteurs mycéliens, aux tours des fragments du rachis (voir
la figure 21). Nous avons procédé a la purification des souches, suivie de
culture monospore, qui présente une variation d'aspects culturaux chez les
colonies de descendants, de quelques souches de Fusarium sp. illustré dans la
figure 22, par rapport a ceux obtenus sur les différents milieux des mémes
isolats.

Trois autres champignons du sol, appartient au genre Fusarium, sont

apparus au cours de nos isolements.

Morceaux du rachis

Colonies fongiques

Figure 21: Le développement de Foa sur milieu PSA a partir des rachis infecté

E5sol (E3) E5Ghardaia (M15G)

E.E (M15T1) E2Ghardaia (M15T)

\-.. ].

Figure 22: Quelques morphotypes de Fusarium sp. aprées la culture

monospore
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2. Description et identification des isolats de Fusarium sp.

Les isolements effectués a partir des rachis du palmier dattier présentent
les symptomes typiques de Bayoud, ils nous permettent d'obtenir un total de 20
isolats; 50% provient des palmeraies d’Adrar, 40% des palmeraies de Ghardaia

et 10% provient des palmeraies de Bechar.

Alors que la rhizosphere nous a donné trois autres isolats, ces derniers
appartiennent au genre Fusarium d’apres [I'observation microscopique
préliminaire qu’on a réalisé.

Pour I'ensemble des isolats, différents aspects morphologiques ont été
observés, il s’agit de types: duveteux, cotonneux, duveteux frisé et ras frisé,
comme la figure (23) illustre. lls présentent aussi, une croissance rapide de la
plupart des isolats (3,5 a 6,4 cm aprés 5 jours) et une couleur variable entre les

isolats (voir le tableau 5).

L’observation microscopique révele que nos isolats isolés a partir des

rachis, produisent trois types de conidies, a savoir les microconidies, les
macroconidies et les Chlamydospore.

— Les microconidies étaient abondantes, petites, généralement
unicellulaires, de forme globulaire, allongées. Elles sont produites
seulement en fausses tétes sur de courts monophialides portés
perpendiculairement aux filaments (Figure 24(A)).

— Les macroconidies peu nombreuses, pédiformes a bout pointu, courbées
et cloisonnées, elles sont composées de 2 a 3 septates et rarement plus
(Figure 24: B et D).

— Les Chlamydospore avec une position terminale ou intermédiaire (Figure
24(C)).

Un isolat de sol (E1) produit des macroconidies composées de 4 a 5
cloisons (Figure 24; F) et les deux autres isolats (E2 et E3) produisent les deux

types de spores macroconidies et microconidies (Figure 24(E)).
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Morphotypes ras frisé

Morphotypes cotonneux

,

Morphotypes duveteux

Figure 23: Différents aspects morphologiques des isolats;

Foa: Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
F sp.: Fusarium sp.
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A B
| E I

Figure 24: Observation microscopique des spores de Foa et Fusarium sp.
(x400)

Mi: Microconidies de Foa (A); Mal: Macroconidies de Foa (B et D); Maz2:
Macroconidies de Fusarium sp. (E) ; Ch: Chlamydospores ; Ph: Phialide
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Tableau 5: Description de vingt-trois isolats de Fusarium sp.
Codes  Années Cultivars Localités Régions Morphotype Couleur
M15A1 2015 Adala Metlili Ghardaia Cotonneux blanc rosé
M15G 2015 Ghares Metlili Ghardaia Cotonneux Blanc
M15D1 2015 Dagla Metlili Ghardaia Cotonneux Blanc
E2 2015 Rhizosphére Metlili Ghardaia Cotonneux Blanc
B15H 2015 Hmira Beni Abbes Bechar Duveteux Blanc
M15H 2015 Hmira Mansor Bouda Touat Ras frisé Blanchatre
T15H1 2015 Hmira Tilliléne Touat Ras frisé Rose saumon
A15T 2015 Tegaza Adgha Touat Duveteux Blanchatre
E3 2015 Rhizosphére Metlili Ghardaia Cotonneux Blanchatre
T15H 2015 Hmira Timmi Touat Duveteux Blanc
M15T 2015 Timliha Mansor Bouda Touat Duveteux blanc rosé
M15T1 2015 Tazerzait Metlili Ghardaia  Duveteux frisé Blanc
B15F 2015 Feggous Beni Abbes Bechar Ras frisé blanc rosé
T15D 2015 Dagla Tilliléne Touat Ras frisé Blanc
M15D 2015 Dagla Metlili Ghardaia Cotonneux Blanchatre
015T 2015 Tilimsou Aaorg:?sdsa Touat Duveteux blanc rosé
108G 2008 Ghars INPV Ghardaia Ras frisé Rose saumon
M15A2 2015 Adala Metlili Ghardaia Cotonneux Blanchatre
E1l 2015 Rhizosphére Mansor Bouda  Touat Cotonneux Rose
M15A 2015 Aghamou Mansor Bouda Touat Duveteux Blanchatre
O15H 2015 Hmira Ouled Ali Touat Duveteux fris¢ ~ Blanchatre
015D 2015 Dagla Aaorg:?sdsa Touat Cotonneux Rose saumon
M15D2 2015 Dagla Metlili Ghardaia Cotonneux Blanc

3. Test du pouvoir pathogéne

Le taux moyen de germination des graines était de 98%. Deux semaines

apres inoculation, nous avons remarqué que les 20 isolats, isolés du rachis, ont

reproduit les symptdmes de la maladie sur les jeunes plantules comme le

flétrissement, le jaunissement et le dépérissement de quelques feuilles et nous

avons commence les notations.

Le résultat de ce test montre que les 20 isolats de Foa ont révélés

pathogenes. Le nombre de plantules détruites, permis les 25 inoculées par un
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isolat de Foa, est compris entre 11 et 25 avec un pourcentage de mortalité varie
de 44% a 100% chez les isolats de Ghardaia, de 44% a 96% dans les isolats
de Adrar, enfin, 96% a 100% chez les deux isolats de Bechar (B15F et B15H)

respectivement.

Alors que les trois lots inoculés avec|Fusarium sg. isolés du sol (E1, E2 et

E3) aucun symptdome n'a été observé, donc ces isolats ne montrent aucune

agressivité contre ces plantules. On comparaison avec les plantes témoins, qui

sont demeurées saines apres deux mois d'inoculation (Figure 26 ; Tableau 6).

Figure 25: Plantules de palmier dattier au stade de deux feuilles aprés une

semaine d’inoculation artificielle

.r‘rw 1 e "lif rjl'fa,
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Figure 26: Résultat du test de pathogénicité (Gauche: plantes mortes aprés

deux mois d'inoculation, a droite: plantes témoins)
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Tableau 6: Pourcentages cumulés des plantules mortes par semaines et par

isolats & partir du 15 *™ jour suivant I'inoculation

Taux de mortalité en %

Isolats 3 semaines 4 semaines 5 semaines 6 semaines Total
M15A1 16 40 24 16 96
M15G 04 24 20 24 72
M15D1 12 20 28 20 80
El 00 00 00 00 00
B15H 16 24 32 28 100
M15H 04 12 20 16 52
T15H1 12 28 16 20 76
A15T 16 32 20 16 84
E2 00 00 00 00 00
T15H 20 28 24 24 96
M15T 00 16 13 24 53
M15T1 16 24 32 08 80
B15F 20 32 24 20 96
T15D 28 20 28 24 100
M15D 12 32 24 24 92
O15T 00 12 20 12 44
108G 24 20 20 28 92
M15D2 12 16 28 20 76
E3 00 00 00 00 00
M15A 04 12 20 08 44
M15A2 06 14 18 06 44
O15H 08 24 28 28 88
015D 04 16 20 12 52
Témoin 00 00 00 00 00

Nous avons noté la présence d'une nécrose brune dans les racines des
plantules inoculées, qui présente les symptdomes de la maladie, cette nécrose
est principalement basée sur la réponse de [|'hdéte a des réactions
d’hypersensibilité tissulaire, confirmant la présence de Foa dans les racines

infectées (Figure 27).

L'analyse de la variance (ANOVA) des ratios des plantules a montré qu'il
n'y avait pas d'effet significatif d'origine géographique sur le taux de mortalité P
=0,3042 (Tableau 7).
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Figure 27: Symptdmes induits par Foa sur une jeune racine de palmier dattier:
Gauche: Racine avec un couleur normal " Controle " (A); Droite: Nécrose visible

avec une couleur brune aprés inoculation (B).

Tableau 7: Analyse de la variance des nombres cumulés de plantules mortes.

Source DF | Somme des carrés | Carré moyen | F Ratio | Prob > F
Origine
’ _ 2 940,63962 470,3198 1,2833 0,3042
géographique
Error 16 5864,0972 366,506
C. Total 18 6804,7368

Les 20 isolats de Foa testés ont été isolés a partir d'au moins huit cultivars
de date provenant du Ghardaia, Bechar ou Adrar. Les résultats obtenus ont
montré qu'il n'existe pas de corrélation entre la pathogénicité des isolats et
l'origine géographique de l'isolat ou du cultivar a partir duquel cet isolat a été
isolé.

Les isolats provenant de Béchar présentent le taux de mortalité le plus
éleve (98,00 + 283%), tandis que ceux de Ghardaia et Adrar montrent des taux
de mortalité plus bas: 74,63 + 15,50% et 75,56 + 22,84% respectivement. De
plus, le coefficient de variation (CV) de Bechar est de 2,89%, il explique
I'nomogénéité des isolats. D'autre part, le CV présente la plus forte variation au
sein des isolats d'Adrar (30,23%) et de Ghardaia (20,77%), en raison de
I'nétérogénéité de ces deux origines (Tableau 8).
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Tableau 8: Comparaison des moyennes (z erreur-type) d'origine géographique

sur le taux de mortalité, au moyen des moindres carrés (Test t de I'étudiant).

Taux de mortalité (%)

Origine géographique | Gamme Moyenne +SD CV (%)
Bechar 96 - 100 98,00+2,83 a 2,89
Ghardaia 52-92 74,63£15,50 a 20,77

Adrar 44 - 100 75,56+22,84 a 30,23

Les niveaux non reliés par la méme lettre ne sont pas significativement
différents a P = 0,05.

Permis les isolats testés, plusieurs entre elles présentent un thalle
cotonneux morphologiquement différent de I'aspect typique des autres isolats.
Cette différence morphologique nous a permis de constater que la perte de la
morphologie dite typique ne semble pas affecter le pouvoir pathogéne de l'isolat
concerné. Par contre des isolats présentent une agressivité plus élevé 96% et

92% respectivement pour l'isolat M15A1 et M15D ont un thalle cotonneux.

L'induction de la maladie et la reproduction des symptdomes témoignent de
I'appartenance des isolats inoculés a la forme spéciale albedinis. En fin d'essai,
et pour confirmer l'infection des jeunes plantules par Foa, nous avons jugés
utile de réaliser des coupes histologiques transversales et longitudinales des

racines apres un mois d’inoculation.

Nos observations microscopiques relatives, a l'anatomie et a la
morphologie (Figure 28), ainsi que les réactions histochimiques, dans les
racines des jeunes plantules, ont tout d'abord permis de mettre en évidence et
de confirmer les caractéristiques des structures anatomiques des racines, et de
montrer ensuite que le périphérique de ces racines est caractérisé par des
points bruns, résulte la sécrétion des polyphénols lors des réactions de défense
contre Foa (Figure 29).

53




CHAPITRE 11l RESULTATS ET DISCUSSION

Cylindre vascu
Cortex

Figure 28: Coupe histologique transversale réalisée sur d’'une racine d’'une

plantule témoin: Mx: métaxyléme ; CV : Cylindre vasculaire

Figure 29: Observation microscopique des coupes histologiques. A: Coupe
longitudinale montre le passage de Mycélium dans les vaisseaux conducteurs;
B: Coupe transversale montre le Mycélium a travers I'écorce et occupation des

espaces intercellulaires et la sécrétion des composés phénoliques lors des

réactions de défense sur la périphérie racinaire

4. Test d'activité hydrolytique
4.1. Activité amylasique du Fusarium sp.

Parmi les 23 isolats, nous avons sélectionné les 20 isolats de Foa
productrice d’amylase, qui ont été développé des zones de lyse (halo clair) sur
le milieu sélectif, indiqué I'hydrolyse d'amidon. Cependant, les trois isolats (E1,

E2 et E3) n’en possédant pas.

On a distingue une activité amylolytique varie entre les 20 isolats apres la
mesure de diametre des zones formées, ou on a calculé I'activité moyenne des

trois répétitions pour chaque isolat.

Nous avons enregistré une meilleur activité amylolytique pour l'isolat
M15T1 (1,97 cm) suivi par les deux isolats B15H et T15D avec une activité
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moyenne égale 1,63 et 1,57 cm respectivement, alors que, les plus faible
activités ont été enregistré chez les trois isolats O15T, M15A2 et M15A avec les
diamétres suivants 0,60, 0,63 et 0,87 respectivement. Puis nous avons corrélé
les moyennes de cette activité avec la pathogénicité de chaque isolats (Tableau
9 ; Figure 30).

Tableau 9: Diametre d’activité amylasique du Fusarium sp.

Isolats Diametrel Diametre2 Diametre3 Moyennes

M15A1 1,2 1,4 1,4 1,33
M15G 15 1,3 15 1,43
M15D1 1,2 15 1,4 1,37
El 0 0 0 0,00
B15H 1,8 1,6 1,5 1,63
M15H 11 0,8 1 0,97
T15H1 1,3 1,6 1,5 1,47
Al15T 1 1.3 1 1,10
E2 0 0 0 0,00
T15H 1,3 14 1,6 1,43
M15T 1,2 1 1 1,07
M15T1 2 1,8 2,1 1,97
B15F 1,4 1,7 1,5 1,53
T15D 1,7 15 15 1,57
M15D 1,1 1,3 1 1,13
O15T 0,6 0,8 0,4 0,60
108G 1,6 1,3 1,5 1,47
M15D2 1,2 1,4 1,2 1,27
E3 0 0 0 0,00
M15A 1 0,8 0,8 0,87
M15A2 0,7 0,7 0,5 0,63
O15H 1,2 1 1,3 1,17
015D 1,1 0,8 1,4 1,10

4.2. Activité cellulolytique du Fusarium sp.

L'activité enzymatique hydrolytigue a montré que tous les isolats de Foa

étaient capables de produire la cellulase, ainsi que les trois isolats (E1, E2 et
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E3) du sol. La dégradation de cellulose aprés incubation est observée par le
développement de zones de lyse (halo Iéger) sur le milieu sélectif. Nous avons
noté qu'il existe une variation de la capacité des isolats a produire de la
cellulase apres la mesure des diametres des zones de lyse (Tableau 10 ; figure

31).

Figure 30: Activité amylasique chez Foa et Fusarium sp. du sol.

Foa: Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
F sp.: Fusarium sp.

CF: Colonie fongiques

HC: halo claire
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Tableau 10: Diamétre d’activités cellulosiques du 23 isolats

Isolats Diametrel Diameéetrel Diamétrel  Moyennes

M15A1 4,4 4,2 3,9 4,17
M15G 3 2,7 3,2 2,97
M15D1 3,2 2,8 3 3,00
El 2,4 3 2,7 2,70
B15H 4,7 4,3 4,5 4,50
M15H 3,1 2,8 2,7 2,87
T15H1 3,9 3,6 3,8 3,77
A15T 2,1 1,7 2,3 2,03
E2 3 2,5 2,8 2,77
T15H 3,4 3,4 3,6 3,47
M15T 2,2 2,5 2,3 2,33
M15T1 2 1,8 2,1 1,97
B15F 3,4 3,5 3,2 3,37
T15D 4,1 4,3 4,1 4,17
M15D 2,5 2,3 2,3 2,37
O15T 0,6 0,8 0,4 0,60
108G 3,3 3 3,1 3,13
M15D2 3,2 3,4 4,2 3,60
E3 1,7 1,3 1,7 1,57
M15A 1 0,8 0,8 0,87
M15A2 3,1 3,3 3,5 3,30
O15H 2,9 3,4 3,3 3,20
015D 4,1 3,8 4,4 4,10
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Figure 31: Activité cellulosique chez Foa et Fusarium sp. du sol.

Foa: Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
F sp.: Fusarium sp.

CF: Colonie fongiques

HC: halo claire

5. Corrélation entre la pathogénicité et les deux enzymes

Nous avons remarqué qu’il y a une forte corrélation positive entre le taux
de mortalité et I'activité amylolytique d’une part et une corrélation faible avec la
cellulase d’autre part. A cet effet I'analyse en composantes principales (ACP)
consiste a rechercher les axes qui représentent le mieux la corrélation des
isolats dans I'espace multidimensionnel des trois parameétres (taux de mortalité,

amylase et cellulase).

Nos résultats sont expligués par deux composantes principales (Figure
32): La premiére composante principale (CP1 (74,80%)), est plus corrélée avec
le taux de mortalité et I'activité d'amylase (Tableau 11), cela suggeéere que ces
deux variables varient ensemble si I'on augmente, l'autre a tendance a
augmenter. Cette CP1 peut étre considérée comme mesure du taux de
mortalité (0,63) et de l'activité¢ d’amylase (0,62). La deuxiéme composante
principale (CP2 (22,3%)), est fortement corrélée avec l'activité de cellulase
(0,89) (Figure 32), elle augmente seulement avec I'augmentation de I'activité de
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cellulase. Cette CP2 peut étre considérée comme mesure de lactivité de

cellulase (Tableau 11).
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Figure 32: Composantes principales calculées avec les corrélations

On a remarqué que le groupe en rouge (M15D2, M15H1, T15H, O15H,
B15F, M15D1 et I08G) montre des valeurs modérément élevées a élevées pour
toutes les variables étudiées, notamment le sous-groupe M15A1, B15H et
T15D, qui a la particularité d'avoir la plus grande valeur enregistrée en taux de
mortalité, d’activité amylasique et cellulase. En ce qui concerne les trois isolats
isolés du sol (E1, E2 et E3), ce groupe est caractérisé par un taux de mortalité

et une activité d'amylase, qui est nul, mais une activité cellulase moyenne.
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Tableau 11: Vecteurs propres.

Axe principal Axe principal Axe principal

1 2 3
Taux de mortalité (%) 0,63 -0,29 -0,71634
Amylase (cm) 0,62 -0,35 0,69662
Cellulase (cm) 0,46 0,89 0,03970

6. Etude de la variabilité isoenzymatiques

Dans cette étude, un total de 23 isolats représentant 20 isolats de forme
spéciales albedinis et 03 isolats de Fusarium sp. appartenaient aux trois
régions: Adrar, Ghardaia et Bechar ont été comparés en termes de profil de

protéines solubles totales et d'isozymes.

6.1.Estérase

L'analyse d’électrophorése native PAGE des isozymes d'estérases dans
nos isolats de Fusarium, enregistrées a l'aide de l'alpha-naphtylacétate et de
béta- naphtylacétate, a indiqué des estérases produites a partir de 10 locus. La
couleur des bandes caractéristiques pour les isozymes d'estérases correspond
a I'nydrolyse soit de l'alpha-naphtylacétate (noir) soit de l'acétate de béta-
naphtylacétate (un mélange de noir et de rouge). Le motif d’estérases du profil
des isolats dans cette étude a montré la révélation de dix bandes nommées Bl
a B10 correspondent a des estérases Est-1 a Est-10 apparaissant sur le gel
apres la migration avec une mauvaise résolution (Figure 33 (A)). Les estérases
produites a partir des locus Est-3, Est-9 et Est-10 ont été observées sous

forme de bandes fortement colorées.

Pour faciliter le traitement des données, on a élaboré un diagramme
représentatif de ce résultat (Figure 33 (B)). Nous avons remarqué que les
fractions d'estérase se déplacent a tous les niveaux a des vitesses différentes

avec des mobilités relatives comprises entre 0,06 et 0,93 (Annexe 4).
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Figure 33: profils d’estérase de Fusarium .sp. (A); Diagramme représentatif
(B); (P1-P23: isolats; B1-B10: Bandes)

6.2. L’acide phosphatase

La structure du profil isoenzymatique de l'acide phosphatase dans cette
étude a montré les caractéristiques de la variabilité génétique de chaque isolat.
La figure 36 montre une analyse PAGE native d'isozymes de [Iacide
phosphatase de mycélium des 23 isolats de Fusarium, représenter par 13
fractions composées par des bandes soit foncée soit claire bien séparées, avec

des valeurs de mobilité relative varié de 0,02 a 0,96 (Figure 34).
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Dans ce profil électrophorétique, deux fractions B12 et B13 ont été
observées avec un déplacement lent et les autres ont eu un déplacement
rapide vers la fronde de migration. En effet, la fraction d’acide phosphatase a
déplacement lent B13 a été observée dans tous les isolats, avec intensité
intense (bandes foncées), a l'exception de lisolat P19 (E2), qui a une faible
intensité (Bande claire). Tandis que, la deuxieme fraction lente B12 présente
uniquement dans les deux isolats P18 (M15A2) et P19 (E2). Dans les deux
fractions rapides B6 et B7, les isolats P23 (M15D2), P2 (E2), P4 (E1), P5
(B15H) et P8 (A15T) étaient représentés par bande unique et le reste des
fractions représentées par des bandes varie d'un isolat a l'autre (Figure 34 ;

Annexe 5).
A
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Figure 34: profils d’acide phosphatase de Fusarium .sp. (A); Diagramme
représentatif (B); (P1-P23: isolats; B1-B13: Bandes)
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6.3.Analyse du cluster d’isozymes

Une classification hiérarchique ascendante basée sur [|'‘établissement
d'une matrice au moyen du coefficient de similarité de Jaccard conjuguée a la
méthode JMP a été utilisée pour schématiser les relations entre les isolats. Elle
a conduit a la construction d’'un dendrogramme illustré dans la figure 37.
L'analyse de ce dendrogramme a montré que les 23 isolats formaient deux
principaux groupes, A et B (Figure 35). Le groupe B se compose de deux sous
groupes Bl et B2, le sous-groupe B2 formé par deux isolats représentatifs de
Fusarium sp. (E3) et Foa (M15A) associés entre eux a 93,3%; le B1 formé au
seuil de 94,9% par les deux isolats E1 et E2, ces derniers isolés du sol et

correspondant au Fusarium sp.
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Figure 35: Dendrogramme de similarité par distance chez les 23 isolats de

Fusarium sp. révéler par IMP pour I'estérases et I'acide phosphatases

Le groupe A se compose de deux sous groupes Al et A2, le sous-groupe
A2 regroupe deux isolats M15G et T15D représentatifs de la forme spéciale
albedinis avec un taux de similarité de 98%. Les isolats du sous groupe Al ont

ensuite été divisés en deux sous-sous groupe | et Il, le sous-sous-groupe | est
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formé par deux isolats M15A1 et M15D1 associés entre eux a 94,11%, tandis
gue un ensemble de quinze isolats (B15H, M15H, B15F, M15D, O15T, M15A2,
O15H, 015D, M15D2, T15H1, AI15T, 108G, T15H, MI15T et M15T1),
originaires des trois régions prospectées, constitue le sous-sous groupe Il qui
est lui-méme subdivisé en huit sous-groupes qui se regroupent a des niveaux

allant de 94,3% a 100% entre les isolats de la forme spéciale albedinis.

A l'intérieur des sous groupes et des sous-sous groupes, certains isolats
apparaissent tres comparables (Figure 35), certains isolats apparaissent tres
proches génétiqguement. C'est le cas des isolats M15D et B15H, M15D et
M15A2 du sous-sous groupe Il qui affichent un taux de similarité de 100%.
C'est le cas aussi des isolats M15T, M15T1, M25H, B15F, qui s'associent au

seuil de 99% dans le méme sous-sous groupe Il.

7. Electrophorése des protéines totales

Au cours de cette étude nous avons conduit une expérimentation basée
sur I'analyse des protéines totales extraites a partir de nos isolats. A ce sujet les
protéines totales ont été soumises a une électrophorése sur gel de
polyacrylamide en présence de SDS, et on a obtenu les profils figurant dans la
figure 36. D’aprés ces profils on a pu déceler une hétérogénéité des protéines
par localisation et intensité, en utilisant les données fournies par l'observation
de I'absence ou la présence de bandes communes dans les 23 isolats (Annexe
6). En effet, la bande B11 n'est présente que dans l'isolat P13 (E2), celles qui
ne le sont pas présente que dans les trois isolats P12 (M15T1), P5 (B15H) et
P22 (O15D), qui sont isolés des trois régions Ghardaia, Bechar et Adrar
respectivement (Figure 36).
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Figure 36: profils des protéines totales des isolats de Fusarium sp. (A);
Diagramme représentatif (B); (P1-P23: isolats; B1-B13: Bandes)

7.1. Analyse du cluster protéique

Une classification hiérarchique ascendante basée sur ['établissement
d'une matrice au moyen du coefficient de similarité de Jaccard conjuguée a la
méthode JMP a été utilisée pour schématiser les relations entre les isolats. Elle
a conduit a la construction d'un dendrogramme (Figure 37). L'analyse de ce
dendrogramme a montré que les 23 isolats formaient deux principaux groupes,
A et B (Figure 37).

Le groupe B se compose de deux sous groupes Bl et B2, le sous-groupe
B2 formé par un seul isolat représentatif de Fusarium sp. (E2) isolés a partir
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du sol; le B1 formé au seuil de 98% par les deux isolats T15H et M15T
correspondant a la forme spéciale albedinis.

Le groupe A se compose de deux sous groupes Al et A2, le sous-groupe
A2 regroupe six isolats A15T, M15D, O15H, M15A, 108G et M15A2
représentatifs de la forme spéciale albedinis en plus de l'isolat E3 qui appartient
au Fusarium sp. qui se regroupent avec un taux de similarité de 100%. Les
isolats du sous groupe Al ont ensuite été divisés en deux sous-sous groupe | et
II, le sous-sous-groupe | est formé par septes isolats B15H, O15D, M15T1,
M15H, M15D2, B15F et O15T associés entre eux a des niveaux allant de 95%
a 98,5% entre ces isolats de la forme spéciale albedinis. Le sous-sous groupe II
est formé par six isolats M15A1, T15D, M15D1, E1, T15H1, M15G, qui se

regroupent a des niveaux allant de 95,5% a 100% entre ces isolats.

A l'intérieur des sous groupes et des sous-sous groupes, certains isolats
apparaissent tres proches génétiquement. C'est le cas des isolats A15T et
M15D, M15A2 et 108G du sous groupe A2 qui affichent un taux de similarité de
100%. C'est le cas aussi des isolats M15H1 et E1 qui s'associent au seuil de
100% dans le sous-sous groupe II.
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Figure 37: Dendrogramme de similarités par distance des-protéines totales

chez les 23 isolats de Fusarium sp. revélé par,.JMP.
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8. Test d'antagonisme in vitro

Le résultat de ce test a montré une croissance plus rapide de T.
longibrachiatum par rapport aux isolats de Foa. Au bout de trois jours
d’incubation, la boite est totalement envahie par I'antagoniste, alors que les
trois isolats de Foa n’occupent qu’'une surface de 2,4 cm, 2,6 cm et 2,75 cm de
diamétre pour M15A1, O15T et T15D respectivement; ce qui correspond a une
inhibition de la croissance mycélienne de 63 %. Les témoins cultives en
absence de T. longibrachiatum occupant une surface d’environ 6,6 cm, 7,2 cm
et 7,5 cm de diamétre. Aprés 7 jours d’incubation on a observé un arrét total de
la croissance de Foa et la formation d'une zone d'inhibition claire entre le deux

colonies (Figure 38).

Le tableau 13 montre I'évaluation de la croissance mycélienne chez les

trois isolats de Foa tous les jours jusqu'au 7éme jour.

Tableau 12: Evaluation de la croissance mycélienne

Isolats T15D M15A1 O15T T1 T2 T3
1 Jour 0,2 0,1 0,1

2 Jour 0,8 0,3 0,5

3Jour 15 1 1,7

4 Jour 2,5 1,2 2,2

5 Jour 2,55 2,2 2,5

6 Jour 2,65 2,4 2,58 : . :
7 Jour 2,75 2,4 2,6 7,5 6,6 7,2

R 63,33 63,63 63,88

R = Taux d'inhibition; T1, T2 et T3 = Témoin apres 7 jours d'incubation
respectivement pour T15D, M15A1 et O15T.
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B

Figure 38: A: Foa confronté avec T. longibrachiatum (T) apres trois jours;

B: Zone d'inhibition (Z) aprés sept jours; C: T. longibrachiatum occupent toute la
surface et libérent ces spores sur la colonie de Foa; E: La colonie de T.

longibrachiatum.; F: La colonie de Foa
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L’identification des champignons filamenteux effectuée généralement par
la comparaison d’'un grand nombre de criteres (Guarro et al., 1999). Dans le
cas des Fusarium, ce genre fongique hétérogene inclure différents variété de
taxa ayant diverses caractéristiques écologiques, morphologiques et
physiologiques (Vujanovic et al., 2006). Les méthodes de diagnostic
traditionnelles pour la détection et l'identification des espéces de Fusarium sont
basées sur les caractéristiques morphologiques, y compris la taille et la forme
de macroconidies, la présence ou labsence de microconidies et les
chlamydospores, la couleur des colonies et la structure des conidiophores,
observées sur des milieux sélectifs sous des conditions d'incubation spécifiques
(Fravel et al., 2003; Leslie et Summerell, 2006; Lievens et al., 2008).

En plus, l'identification morphologique est un processus difficile et exige
des connaissances considérables, ainsi qu’une expérience conséguente en
particulier pour distinguer les espéces de Fusarium étroitement apparentées,
car leurs caractéristiqgues morphologiques peuvent se chevaucher (El-Kazzaz et
al., 2008; Stenglein, 2009; Sever et al., 2012). Certaines formes spéciales de
Fusarium oxysporum ainsi que des races peuvent étre identifiees par l'aspect
morphologique des cultures, c'est le cas de la forme spéciale albedinis qui se
distingue par son aspect arbustif et sporodochial stable (Djerbi et al., 1985b).

Dans notre travail, I'étude morphologique de 20 isolats de Foa isolés de
palmiers présentant les symptdomes de Bayoud, a montré que tous les isolats
produits des chlamydospores et deux types de conidies, a savoir les micros et
macros conidies, ces isolats présentaient une variabilité morphologique et
pigmentaire selon les critéres décrits par Leslie et Summerell, (2006). Les
chlamydospores sont intercalaires ou terminales, isolées ou en chaines courtes
regroupant 2 a 4 chlamydospores qui se forment soit sur le mycélium soit a
partir des macroconidies, ces chlamydospores sont des formes de résistance et
pourraient conserver dans le sol pendant une longue période. Ce résultat est
similaire de celui rapporté par (Quinten, 1996; Djerbi, 1988; Freeman et
Maymon, 2000; Karkachi et al., 2014). Le méme résultat a été publie par
Manikandan et al., (2018) qui ont signalé que, des isolats de Fusarium

oxysporum f.sp. lycopersic produits des chlamydospores et deux types de
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conidies, micros et macros conidies, avec une variation dans les caractéres

macroscopiques.

Concernant la vitesse de croissance des isolats, elle est varie de 3,5 a 6,4
cm apres 5 jours d’incubation et ceci est différent de celui rapporté par Bonde et
al., (2014) sur des isolats de Fusarium equiseti ou ils ont trouvé que tous les
isolats présentaient un taux de croissance similaire d'environ7,1 a 9 cm apres 6
jours d'incubation a 25 £ 2 ° C. Sumana et Devaki, (2014) ont rapporté que tous
les isolats de Fusarium oxysporum présentaient des caractéristiques typiques
sur le milieu PSA, avec une variation dans la croissance mycélienne, le

diamétre et de la pigmentation du colonies.

Les tests de pathogénicité sont le seul moyen pour déterminer l'effet
pathologigue des souches fongigues présentes dans les plantes malades ou
dans des échantillons de sol (Gupta et al., 2009), cette pathogénicité au sein de
I'espéce Fusarium oxysporum a conduit & la définition de formes spécialisées
théoriquement inféodées, chacune a une plante hoéte unique, ces formes sont
morphologiquement identiques, mais ont parfois des spécificités parasitaires
tres étroites, malheureusement chez I'espéce Fusarium oxysporum, la
variabilité de la pathogénicité a été peu étudiée (Henni et al., 1994; Sghir et al.,
2016).

Actuellement, [lidentification des isolats de Fusarium oxysporum
pathogene est principalement basés sur des tests de pathogénicité (Lievens et
al., 2008). Dans notre travaille le taux de mortalité élevé a été enregistré chez
les plantules inoculées avec les 20 isolats de Foa, résultat confirmant leur
appartenance a la forme spéciale albedinis, comparativement aux plantules
inoculés par les trois isolats de Fusarium sp. isolé du sol et des plantules
témoins. Ce taux est dépasse 70% pour la plupart des isolats, Ces résultats
coincident également avec celles rapportées par plusieurs auteurs qui
mentionnent la pathogénicité des isolats de Foa vis-a-vis des plantules de
palmiers dattiers (Mathéron et Benbadis, 1994; Karkachi et al., 2014; Oubraim
et al., 2016), et de celle obtenus par Nelson et al., (1981) et El-Kazzaz et al.,
(2008) qui ont signalé que le genre Fusarium contient des champignons
économiquement importants car il comprend de nombreuses especes

pathogenes qui causent une large gamme de maladies des plantes.
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En ce qui concerne les symptdmes de la maladie que nous avons
enregistrés apres le processus d'inoculation, est apparu sur les feuilles des
plantules inoculées, sous forme de flétrissement avec une couleur jaune et
ensuite ces feuilles sont séchées, ce qui conduit a la mort de ceux-ci et la
plantule au plus tard. Ces symptémes étaient trouvés étre similaires a ceux
précédemment signalé pour la maladie de Bayoud (Sedra, 1998; Elhassan,
2016; Oubraim et al., 2016).

Aprés l'analyse de la variance (ANOVA) des ratios des plantules mortes,
nous avons montré gu'il n'y avait pas d'effet significatif d'origine géographique
sur la pathogénicité des isolats testés, qui ont été isolés d'au moins huit
cultivars de dattier provenant du Ghardaia, Bechar ou Adrar. Les résultats
obtenus ont montrent qu'il n'existe pas de corrélation entre la pathogénicité des
isolats et l'origine géographique de lisolat ou du cultivar a partir duquel cet
isolat a été isole, ce résultat est similaire a celui rapporté par Quinten, (1996) et
Sedra, (1993) et de celui publie par Belabid et Fortas, (2002) sur des isolats de
Fusarium oxysporum f. sp. lentis. En outre, Brennan et al., (2003), ont rapporté
que des isolats de Fusarium provenant de certaines régions d’Europe n'étaient
pas capables de provoquer les mémes niveaux d'infection dans difféerentes
conditions agroécologiques. Donc méme la variation environnementale, lors de
la réalisation des tests de pathogénicité peut conduire a des résultats
incompatibles (Bosland et Williams, 1987).

Il y a un consensus selon lequel la spécificité de I'hGte vrai n'existe pas
chez les espéeces de Fusarium, mais la variation de l'agressivité entre leurs

isolats a été documentée (Miedaner et al., 2004; Hudec et Muchova, 2010).

L'observation d’'une nécrose brune dans les racines des jeunes plantules
apres inoculation c’est un indicateur du passage du mycélium de Foa dans les
tissus vasculaires. Ces résultats correspondent a ceux publiés par Ait Kettout et
Rahmania, (2013) qui ont montré que dans le palmier dattier, il est connu que
I'infection des racines se fait aussi bien par le mycélium que par les conidies
chez les jeunes plantules. Dans le méme sans, Sedra (2006) et Khelafi et al.,
(2006), signalent que l'activité toxique de Foa se manifeste par des nécroses 5
jours aprés immersion des feuilles détachées de Deglet Nour dans une solution
de toxines de Foa (25 et 50 pg/ml). De méme, Raju et al., (2008) ont publie que
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le flétrissement vasculaire est accompagné d’une pourriture racinaire ou de
nécroses des racines et du collet quand il est associé a l'infection par I'especes

Fusarium oxysporum (Jimenez-Diaz et Trapero-Casas, 1988).

Et differe de celle publiée par Renard (1970), qui a été observée des
chlamydospores de Fusarium oxysporum sur le rhizoderme et dans les parties

internes des racines du palmier a huile, 8 jours apres l'inoculation.

Les nécroses observées chez les racines de plantules, sont dues
généralement a la sécrétion de peroxidases par la plante aprés l'infection. Ces
résultats coincident avec l'explication de Ralph et al., (2006) et de Asran—Amal
et Mohamed (2014) qui ont démontré que les peroxydases sont classées permit
les enzymes liées a la défense et jouent un réle crucial dans le degré de
résistance de I'héte. De méme, Anupama et al., (2014) ont enregistré une

augmentation de peroxidases chez la tomate infecté.

Nous avons ensuite, observé que la périphérie de ces racines est
caractérisé par des taches brunes, aboutissant a la sécrétion de composés
phénoliques lors des réactions de défonce contre Foa, et ceci aprés la
réalisation des coupes histologiques. Sachant que, les composés phénoliques
impliqué dans la résistance au Bayoud sont documenté (Ziouti et al., 1992 ; El
Hadrami et al., 1996 ; Daayf et al., 2003; El Hassni et al., 2004).

L'analyse enzymatique a été la stratégie habituelle pour étudier la
taxonomie et I'évolution des types pathogenes tels que les formes spéciales ou
les races. Cependant, l'analyse isoenzymatique de Fusarium oxysporum n'a
jusqu'a présent permis aucune relation claire entre le polymorphisme des
isozymes et les formes pathogenes. L'utilisation d'isozymes dans des études
sur Fusarium spp. a été beaucoup plus limitée, bien que plusieurs études
récentes sur les especes de Fusarium oxysporum aient été faites (Huss et al.,
1996; Arie et al., 1998).

L'avantage particulier de I'électrophorése des isozymes est la variation de
mobilité relative, qui peut étre directement liée a la variation allélique dans des
génes spécifiques codant pour des protéines spécifiques (Selander et al.,
1986). Dans notre travaille, d'analyse des dendrogrammes des isozymes

placent I'espece Fusarium en deux groupes principaux A et B, chaque groupe
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est subdivisé en sous-groupes, avec une similitude varie de 90,55 a 100% entre
les vingt-trois isolats de Fusarium sp. Ces résultats suggérent que les données
sur les patrons d'estérase et d'acide phosphatase séparent clairement nos

isolats a quelques exceptions pres.

les résultats d'estérase, sont similaires a ceux obtenus par Ye et Wu
(1985), Chen et Swart, (2001) et Aly et al., (2003). Et de celui publié par Gupta
et al.,, (2009) qui ont trouvé une variabilité génétigue dans les isolats de
Fusarium solani pour l'isozyme Carboxylestérase. Et de Bhuvanendra et al.,
(2010) qui ont rapporté un polymorphisme dans les isozymes de Fusarium
oxysporum f. sp. cubense a savoir, les peroxidases, superoxide dismutase,
galactose dehydrogenase et 1,3 glucanase. En outre, des études sur les profils
iIsozymes intra- et extracellulaires tel que les estérases, de Fusarium
oxysporum ont été réalisées par Skovgaard et Rosendahl (1988) qui corrobore
nos résultats selon lesquels l'isoenzyme peut étre utilisée avec succes pour
I'analyse de la variabilité génétique. Dans le méme sans, Reddy et Stahmann
(1972) et Laday et Szecsi (2001) ont conclu que les profiles des isozymes,
pourrait servir de base a l'identification des espéces et des formes spéciales

des especes de Fusarium.

Meyer et al. (1964) ont également examiné les profils de I'estérase et de la
phosphatase dans des filtrats de culture de quelques formes Fusarium
oxysporum et Fusarium xylaroides et ont indiqué que la différence semblait étre

caractéristique des taxons.

D'un autre coté, nos résultats sont différents de ceux publie par Tantaoui
et al., (1996), qui ont démontrent un manque de diversité génétique des isolats

de Foa aprés amplification aléatoire de I'ADN polymorphe.

Un résultat de coupe nette a été détecté par les isoenzymes de la
peroxydase et de la protéase dans la discrimination entre Fusarium oxysporum
f. sp. Nicotianae. Cependant, aucune relation n'a été observée entre les profils
d'isozymes et l'origine géographique ou la pathogénicité des isolats. Des études
similaires ont été également rapportées par Bosland et Williams (1987). Alors

que, Sumana et al., (2014) ont enregistré une variabilité génétique dans les
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isolats de Fusarium oxysporum f. sp. nicotianae isolé dans les mémes

conditions géographiques et environnementales.

Les études liees a la production d'enzymes par un champignon
phytopathogéne sont compliquées, notamment en raison de la présence
d'enzymes végétales et d'inhibiteurs d'enzymes microbiens, qui se produire
dans les plantes. En effet, I'activité enzymatique a été testée pour la premiéres
fois par Hankin et Anagnostakis (1975). Actuellement, la facon la plus pratique
d'étudier la production d'enzymes par un champignon, est d'étudier leur
production sur des milieux de croissance atrtificiels, qui ne contiennent aucun
inhibiteur (Moreira et al., 2005). Cependant, la production d'enzymes par des
microorganismes in vitro par rapport a des conditions naturelles peut varier, par
exemple, en raison du type de milieu de culture, qui ne dépendent pas du

génotype d'un microorganisme (Yoshida et al., 2014).

Les champignons phytopathogénes sont responsables de dégats
importants aux plantes et causent des pertes de rendement plus importantes
que les bactéries et les virus (Sexton et Howlett, 2006), grace a une large
gamme d'enzymes hydrolytiques sécrétées lors de l'infection de plantes hétes
qui permettront aux cellules fongiques de pénétrer dans les cellules végétales
hotes en décomposant les parois cellulaires et en provoquant la pathogenese
chez la plante héte. C’est le cas, par exemple, de I'espece Fusarium oxysporum
qui excrete des cellulases responsables de I'hydrolyse de la paroi cellulaire
végétale (Cheilas et al., 2000; Saravanan et al.,, 2012; De Guadalupe

Moctezuma-Zarate et al., 2013; Rajeswari, 2014; Bedade et al., 2017).

Les a-amylases (E.C.3.2.1.1) sont des hydrolases catalysent les liaisons
a-1,4- glycosidiqgues dans l'amidon, en molécules plus petites, telles que le
glucose, le maltose, etc... (Tallapragada et al., 2017; Bedade et al., 2017).
Dans notre travail, il a été noté que tous les isolats de Foa produisent de la
cellulase et de I'amylase, avec le développement d’'un halo clair au tour des
isolats, la production est varie entre les isolats selon les diametres des zone de
lyse. Ce résultat est comparable a ceux publiés par Sunitha et al. (2014), et
celle d'Ogodrek (2016), qui rapporte que 81% des souches fongiques produisent
de la cellulase et 66,7% produisent de I'amylase.
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Dans ce travail nous avons signalé que, tous les isolats ont été analysés
par SDS-PAGE et analyse numérique. Les résultats ont montré une variation
des niveaux d'expression des protéines entre les isolats. En effet, Les
électrophorégrammes des isolats ont montré plusieurs fractions protéiques,
avec des mobilités relatives variant entre les isolats. Cependant, la différence
dans les profils protéiques de Fusarium sp. ont été signalés par plusieurs
auteurs, qui ont étudié la morphologie du champignon et la diversité génétique
entre les isolats de Fusarium sp. (Arie et al., 1998; Bhuvanendra et al., 2010;
Sumana et Devaki, 2014; Manikandan et al., 2018). De plus, Nawar (2016) a
trouvé une hétérogénéité de protéines des espéces pathogene de Fusarium,

par emplacement et intensité aprés leurs I'analyse par SDS-PAGE.

Tandis Que, Ho et al., (1985) n'ont trouvé aucune variation dans les profils
protéigues solubles entre les isolats pathogenes de Fusarium oxysporum f. sp.
elaeidis isolé en Afriqgue a partir du palmier a huile ainsi que des isolats non
pathogenes de Fusarium oxysporum isolés des sols en Malaisie.

De plus, la comparaison des profils de protéines électrophorétiques a été
considérée comme technique ayant une résolution taxonomique satisfaisante,
qui peut étre applicable au niveau des espéces, des sous-espéces (Boriollo et
al., 2003).

Le genre Trichoderma comprend des champignons filamenteux imparfaits
avec des téléomorphes appartenant a l'ordre hypocreales de la division
Ascomycota (Kredics et al., 2003). T. longibrachiatum pousse rapidement sur
un milieu de culture qui devrait étre bénéfique lors de la confrontation. Nos
résultats ont montré que l'utilisation de T. longibrachiatum réduit la croissance
des trois isolats de Foa testés, avec un taux d'inhibition similaire (63%) et la
formation d'une zone d'inhibition claire entre les deux colonies. Aprés 7 jours
d’incubation, T. longibrachiatum envabhit les colonies de Foa sur lesquelles il
sporule. Si nous comparons nos résultats avec ceux publiés, il est proche de
celui trouvé par Bekkar et al., (2016), qui a démontré un taux d'inhibition allant
de 66% a 86% de 23 isolats de Trichoderma contre Foa. Les mémes résultats
ont été trouvés par Souna et al., (2012) qui ont rapporté que le Foa a été inhibé
avec 65% par T. harzianum. Dans le méme sens, l'efficacité de Trichoderma a

également été déterminée par Suhaida et NurAinlzzati (2013), qui ont montré
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que T. harzianum inhibait F. proliferatum avec un pourcentage d'inhibition de
73% et les zones d'inhibition étaient clairement observées entre les deux
colonies. Cependant, I'envahissement du mycélium du pathogéne par T.
longibrachiatum a également été observé par Hibar et al., (2005) en réalisant
une confrontation directe sur PDA entre T. harzianum et F. oxysporum f. sp.
radicislycopersici et ce au bout de six jours aprés I'inoculation, il ont montré que
I'antagoniste T. harzianum été inhibé la croissance de F. oxysporium avec un
taux d’inhibition supérieure a 65%. Un effet similaire a été enregistré par
Toghueo et al., (2016) lors de I'étude de l'antagoniste Trichoderma sp. qui

pourrait exercer plus de 86% d'inhibition de la croissance de Fusarium solani.

Selon Noveriza et Quimio (2004), lorsque la valeur du pourcentage
d'inhibition était supérieure a 60%, l'antagoniste était considéré comme un
agent de lutte biologique prometteur. Toujours en relation avec la capacité des
especes de Trichoderma a inhibé la croissance de F. oxysporum, Dabir et al.,
(2016), ont été enregistré un taux d'inhibition de 78% pour Trichoderma
(ThTab). A cet effet, plusieurs souches de Trichoderma sp. ont été enregistrés
comme agents de lutte biologique efficaces et utilisés commercialement dans la

protection des végétaux (Nicolas et al., 2014; Sghir et al., 2016).
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CONCLUSION PERSPECTIVES

Les défis de la culture du palmier dattier sont les probléemes
phytosanitaires, qui entravent son développement et son extension.
Considérant les dommages causés par Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
chez les palmiers dattiers (Phoenix dactylifera L.).

Foa responsable de la fusariose vasculaire de cette essence, localement
appelée Bayoud. Cette affection constitue un véritable fléau pour les zones
phoenicicoles du Maroc, de I'Algérie, plus récemment de la Mauritanie ou les
pertes enregistrées sont considérables et ne cessent d’augmenter; elle menace
sérieusement les palmeraies tunisiennes qui sont encore indemnes, et entraine
la disparition de 20 millions de palmiers, dont trois millions de palmiers
algériens, depuis s’apparition en 1870.

Au cours de cette étude, nous avons effectué des isolements a partir des
rachis de palmiers infecté par la maladie de Bayoud au niveau de trois régions
Bechar, Adrar et Ghardaia et de la rhizosphére pres de ces palmiers. Les vingt
isolats de Foa ont été isolés a partir des rachis, tandis que, les trois isolats de
Fusarium sp. ont été isolés de sol.

L’identification morphologique est nécessaire et trés importante, car elle
est utilisée pour trier les isolats de Fusarium en petits groupes avant
d'appliquer dautres  méthodes  d'identification. Nos  observations
microscopiques caractérisent les 23 isolats morphologiquement, selon Leslie et
Summerell, (2006) et Brown et Proctor, (2013). En complément a cette étude
morphologique, nous avons procédé a l'étude de la pathogénicité pour
confirmer I'appartenance de nous isolats a la forme spéciale albedinis.

Notre étude de pathogénicité était basée sur l'inoculation des plantules de
palmiers dattiers avec une suspension de spores de Fusarium sp. nous a
permis de constater en premier que les vingt isolats isolés du rachis appartient
a la forme spéciale albedinis, aprés I'apparition des symptéme de Bayoud sur
les plantule et la morte de ces plantules avec un taux de mortalité variable entre
les 20 isolats. De plus, les trois isolats isolés du sol ne montrent aucune
agressivité envers les plantules.

L'analyse de la variance (ANOVA) des ratios des plantules mortes, nous avons
montré qu'il n'y avait pas d'effet significatif d'origine géographique sur la pathogénicité

des isolats testés. Les résultats obtenus n’ont fourni aucune corrélation entre la
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pathogénicité des isolats et I'origine géographique de lisolat ou du cultivar a partir
duquel cet isolat a été isolé.

La classification hiérarchique ascendante des deux systemes isoenzymatiges
(Estérase et I'acide phosphatase), et des protéines totales a fourni un polymorphisme
phénotypique des isolats, et ceci apres I'analyse des phonogrammes construits par le
logiciel IMP.

Dans le bute de lutter contre Foa, nous avons testé in vitro l'agent
antagoniste Trichoderma longibrachiatum. En effet, les essais de confrontations
entre Foa et T. longibrachiatum d’'une fagon directe sur le milieu PSA, ont
révélé une inhibition de la croissance mycélienne du Foa avec un pourcentage
d’inhibition de 63% apreés six jours d’incubation, ainsi T. longibrachiatum envabhit
complétement la colonie de Foa.

Les résultats obtenus lors de ce travail sont fort intéressants et mériteraient d’'etre
complété par une étude in vivo afin de lutter contre Foa.

Les caractérisations phénotypique a repérer des groupes d'isolats aprés la
réalisation de différent testes, et cela nécessite une caractérisation moléculaire de Foa,
pour mieux connaitre la diversité de notre pathogéne.

Les agriculteurs doivent compter sur les bonnes pratiques de lutte culturale et

aussi d’'une sensibilisation sur les symptémes et les dégats de cette maladie.
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Annexes

Annexe 1: Milieux de culture utilisé
- Milieux de culture PSA

PSA (Potato Sucrose Agar) (Sghir et al., 2015).

Pomme de terre 200g
Sucrose 209
Agar 15g

Le milieu est autoclave pendant 20 min a 12 1°C.
- Milieux de culture SNA

SNA (SyntheticherNahrstof Agar) (Leslie et Summerell, 2006).

KH2PO4 19
KNO3 1g
MgS04-7H20 0,59
KCI 0,59
Glucose 0,29
Saccharose 0,29
Agar 15g

Composants pour 1L

Les composants sont mélangés puis le milieu est autoclavé pendant 20 min a 12
1°C.

- Milieux de culture GYP (modifié)
GYP (Glucose Yeast Peptone)

Glucose 2%
Extrait de levure 0.5%
Peptone 0.5%

Pour l'utilisation de GYP solide on ajoute 20g d’Agar avec ces composants.
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Milieu WA (Agar 2%)

Agar 20g

Eau distillée 1000ml

Annexe 2: Mise en évidence de Foa dans les racines par études histologiques

a- Fixation

Aprés 20 jours d'inoculation des fragments racinaires sont prélevés puis
trempés dans le F.A.A (Formol — Acide acétique - Alcool) pendant 48 h (Fig. 1), pour
permettre leurs fixation et faciliter la réalisation des coupes au microtome. lls sont
ensuite conservés dans de I'éthanol a 70°.
Le F.A.A est composé de:
- 8 volumes d'éthanol & 70°

- 1 volume d'aldéhyde formique
- 1 volume d'acide acétique glacial

Figure 1: Fixation des fragments racinaires dans le F.A.A.
- Déshydratation

Elle est obtenue par le passage des échantillons dans des bains d’éthanol a
des concentrations croissantes (95° - 95° - 100° - 100° - 100°) a intervalles de temps
réguliers, une heure entre deux bains. Puis un passage dans du butanol pendant une

nuit pour permet le ramollissement des organes.
- Imprégnation

Elle a pour bute d'‘éliminer tout trace d'éthanol et permet une meilleure
pénétration de la paraffine dans les tissus (Fig. 2). Par les étapes suivantes:

. Toluéne + Ethanol 100° (1/1) pendant 60 mn
. Toluéne pur pendant 60 mn

. Toluéne pur pendant 60 mn

. Toluéne + Paraffine pendant 60 mn a 56 °C
. Paraffine pendant 60 mn a 56°C
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. Paraffine toute la nuit.
Figure 2: L'imprégnation des fragments racinaires dans la paraffine

- Inclusion dans la paraffine

La mis en blocs se fait dans des cassettes associées a des moules métalliques
(Figure 3). La paraffine est coulée a chaud, aprés un léger refroidissement de la
paraffine au fond du moule, les fragments racinaires (0.5 cm de longueur) sont
plongés selon le plan des coupes souhaité a l'aide d'une pince. Chaque organe est
étiqueté, les blocs de paraffine sont ensuite séchés a température ambiante et
démoulés (Figure 4).

Figure 4: Blocs de paraffine démoulés

- Confection et étalement des coupes
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Les coupes sont effectuées a l'aide d'un microtome a une épaisseur de 7 a
11um. Aprés avoir réalisé les coupes, les rubans de paraffine obtenus, sont collés
sur des lames avec de l'eau gélatineuse a 1% sur une plaque chauffante a 45°C, ce

gui permet la fixation des échantillons.

- Déparaffinage
Avant leur coloration les coupes doivent étre débarrassées de la paraffine pour
permettre la pénétration, des colorants dans les échantillons. Le déparaffinage se fait

selon les étapes suivantes:

Toluéne pur pendant 10 mn 3 fois
Alcool 100° pendant 10 mn 3 fois
Alcool 100° + formol (4/1) 05 mn 5mn

Ringcage a I'eau courante
- Coloration et observation

Les coupes sur lames sont colorées au bleu de Cotton sur une plaque
chauffante a 45°C, puis passager a l'observation microscopique (Gabe, 1968;
Boudeffeur, 2010; Kadiri, 2011).

Annexe 3: Dosage des protéines par la méthode de Bradford
Tableau 1: La courbe de la gamme d’étalonnage du dosage de Bradford

Tubes 1 2 3 4 5 6
SBA (ul) 200 200 200 200 200 200
E.D (uL) 100 100 200 300 400 500
R.B (ml) 1 1 1 1 1 1

BSA: Sérum albumine bovine; E.D: Eau distillée; R.B: Réactif de Bradford.

B = 00483070
r = 0.BB42 2038

(1K1} 18.E 2.0 48.E [ ] 282 B BB
meg/ul

Courbe étalon pour le dosage des protéines
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Annexe 4: Matrice des données pour I'estérase

Appellation 10 | 11 | 12 | Années Cultivars Localités Régions
M15A1 P1 0 0 1 2015 Adala Metlili Ghardaia
M15G P2 0 0 1 2015 Ghares Metlili Ghardaia
M15D1 P3 0 0 1 2015 Dagla Metlili Ghardaia
El P4 0 1 1 2015 Rhizosphére Metlili Ghardaia
B15H P5 0 0 1 2015 Hmira Beni Abbes Bechar
M15H P6 oo 1] 205 Hmira Mansor Touat
T15H1 P7 0 0 1 2015 Hmira Tillilene Touat
A15T P8 0 0 0 2015 Tegaza Adgha Touat
E3 P9 1 0 0 2015 Rhizosphére Metlili Ghardaia
T15H P10 0 0 1 2015 Hmira Timmi Touat
M15T P11 oo o] 205 Timliha Mansor Touat
M15T1 P12 0 0 0 2015 Tazerzait Metlili Ghardaia
B15F P13 0 0 1 2015 Feggous Beni Abbes Bechar
T15D P14 0 0 1 2015 Dagla Tillilene Touat
M15D P15 0 0 1 2015 Dagla Metlili Ghardaia
15T P16 oo 1] 205 Tilimsou outed Touat
108G P17 0 0 1 2008 Ghars INPV Ghardaia
M15A2 P18 0 0 1 2015 Adala Metlili Ghardaia
E2 P19 0| 1| 0| 2015 |Rhizosphere | ~ansor Touat
M15A P20 0| o] o] 205 Aghamou Mansor Touat
O15H P21 0 0 1 2015 Hmira Ouled Ali Touat
015D P22 oo | 1] 2015 Dagla A;gfgs . Touat
M15D2 P23 0 0 1 2015 Dagla Metlili Ghardaia
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Annexe 4: Matrice des données pour I'acide phosphatase

Appellation 10 | Années Cultivars Localités Régions
M15A1 P1 1 2015 Adala Metlili Ghardaia
M15G P2 0 2015 Ghares Metlili Ghardaia
M15D1 P3 0 2015 Dagla Metlili Ghardaia
E1l P4 0 2015 Rhizosphere Metlili Ghardaia
B15H P5 0 2015 Hmira Beni Abbes Bechar
M15H P6 0 2015 Hmira Mansor Bouda Touat
T15H1 P7 1 2015 Hmira Tilliléne Touat
A15T P8 0 2015 Tegaza Adgha Touat
E3 P9 0 2015 Rhizosphere Metlili Ghardaia
T15H P10 0 2015 Hmira Timmi Touat
M15T P11 0 2015 Timliha Mansor Bouda Touat
M15T1 P12 0 2015 Tazerzait Metlili Ghardaia
B15F P13 0 2015 Feggous Beni Abbes Bechar
T15D P14 1 2015 Dagla Tilliléne Touat
M15D P15 0 2015 Dagla Metlili Ghardaia
015T P16 0 2015 Tilimsou Aggluesdsa Touat
108G P17 0 2008 Ghars INPV Ghardaia
M15A2 P18 0 2015 Adala Metlili Ghardaia
E2 P19 0 2015 Rhizosphére | Mansor Bouda Touat
M15A P20 0 2015 Aghamou Mansor Bouda Touat
O15H P21 0 2015 Hmira Ouled Al Touat
015D P22 o | 2015 Dagla Aaorgluesdsa Touat
M15D2 P23 0 2015 Dagla Metlili Ghardaia
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Annexe 6: Matrice des données pour Protéines totales
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Abstract— The characteristics of Fusarium oxysporium f.sp. albedinis (F.0.a) isolates were investigated using electrophoretic studies of
isozymes systems (esterase and phosphatase). The morphological characteristics of the isolates were very variable to each other. The
isoenzymes profiles revealed polymorphic bands or the data were subjected to analysis with the JMP method. The isolates were grouped
into 2 main groups A and B, those last were divided into sub-groups. Nineteen (19) isolates creates the group A and four isolates (E1, E2,
E3 and M15A) formed the group B. analysis of isozyme banding patterns were found to be a reliable marker technology, efficient and effec-
tive tools to find the genetic variability among isolates isolated in different geographical areas.

Keywords— Electrophoresis, Fusarium oxysporium f.sp. albedinis, genetic diversity, isozyme analysis.

1 INTRODUCTION

he Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (F.o0.a) is a vascular

pathogen that causes a vascular wilt of date palm (Phoe-
nix dactylifera L.) Or Bayoud, it represents the most serious
problem for the cultivation of the date palm, particularly in
North Africa, which leads to the deterioration of the crop and
the lack of quality and this will reflect negatively on the eco-
nomic and social life of the population of the region [1], [2]. In
order to have a better understanding of genetic diversity at
Fusarium sp., we felt it necessary to explore other characteri-
zation tools that are the morphological study and pathogenici-
ty test. In addition, we chose to study the isoenzyme poly-
morphism of two systems (esterase and acid phosphatase).
Enzymes, encoded by different alleles, often have electropho-
retic mobility in polyacrylamide gels. This is due to variations
in the amino acid composition of the molecules, which depend
on the nucleotide sequence of the DNA [3], [4]. The isoenzyme
electrophoresis is used to detect and identify a particular fun-
gus, and the discrepancy in the isoenzymtiques profiles is
used to solve problems located at the species [3].
The aim of this work is the study of the pathogenicity and iso-
zyme polymorphism to determine variability among various
isolates of F. oxysporium f.sp albedinis collected from differ-
ent regions of Southern Algeria.

2 MATERIALS AND METHODS

A total of 23 isolates of Fusarium collected from three different
regions (Adrar, Ghardaia and Bechar) of the Southern Algeria
were used in this study. Isolation of the pathogen was per-
formed from the date palm rachis presenting the symptoms of
bayoud and also from the rhizosphere around infected palms.

2.1 Morphological study

The study of the macroscopic characters of the isolates is
based on the morphological description and on the pigmenta-
tion of the colony. The isolates were grown on potatos sucros
agar (PSA) medium at 25 + 2 ° C for 7 days °. The microscopic
study is carried out from the margin of older colony of seven
days on the PSA medium. For best microscopic identification
of the isolates, the culture on the blade was used to maintain
the shape and mycelium structure.

2.2 Preparation of the sample extract

The isolates of Fusarium were grown on Glucose Yeast Pep-
tone (GYP) medium liquid at 25 + 2° C in 250 ml Erlenmeyer
flasks on a shaker at 100 rpm for 10 days. Mycelia were recov-
ered by filtration through gauze and washed with sterile dis-
tilled water, dried with paper towels. Then it is ground into
fine paste using phosphate buffer (100 mM - pH 7.1), in a cold
mortar and pestle kept in ice, in the presence of sterile sand.
The mixture was transferred to centrifuge tubes and centri-
fuged at 10 000 g for 20 minutes at 4 ° C. The supernatant is
rapidly distributed into Eppendorf tubes for each 100 ul and
stored at -20 ° C until use.

2.3 Electrophoresis

A total of 23 isolates were then selected to form a collection for
electrophoresis on polyacrylamide gel on the basis of the geo-
graphical origin.

The electrophoretic profile of the isoenzymes is representative
of the structure of the genome of an organism may be used to
differentiate between fungal species [5] or subspecies level [6].
The isozyme diversity is-related to the expression of genes

1IJSER © 2017
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encoding these enzymes are more or less independent of the
environment; this approach provides a relatively neutral
means for determining genetic variation [7]. Polyacrylamide
gel electrophoresis was used for the separation of proteins and
isozymes (estérase) band to identify some isolates of Fusarium
[8]. The electrophoresis in polyacrylamide gel to separate pro-
teins has been widely used for identification and classification
of strains and species [6].

Proteins were separated on polyacrylamide gels according to
the method of Laemmli [9].Using dual vertical slab gel elec-
trophoresis apparatus. The dimensions of the gels were 17.5 x
15 cm and 1.0 mm thick. The gel consisted of 10% for separat-
ing gel and 5% for stacking gel. The migration of protein is
made in a cold room at 4 °© C under a 75 mA amperage and
voltage of 180 V. We performed two isozymes systems: Este-
rase (EST) and acid phosphatase (CAP) (Table I).

2.3.1 Data Analysis

For the collection of isolates converged into one group, we
need to collect all the data of each isoenzyme profile in a bi-
nary matrix where the number 1 indicates the existence of
band and 0 means the absence of the latter [7]. For each en-
zyme system, All isoenzymes positions of all isolates is listed;
these positions are numbered from 1 to n where position 1
corresponding to the band whose migration is the fastest, and
n, the lowest. All the data provided by the two enzymatic sys-
tems is the "phenotypic profile" characteristic of each isolate.

TABLE |
The staining solution of isozymes
Enzyme Ingredients Quantity
Esterase Fast bleu RR 100 mg
(EC.3.1.1.1) 100 Mm Na-phosphate buffer Ph 7.1 100ml
EST o - Naphtyl Acetate 2% (Acetone) 1.5ml
Acidphosphatase B- Naphtyl acide phosphate 50mg
(EC.3.1.3.2) Fast Garnet GBC 50 mg
PAC 0.2 M Acetate buffer pH = 5 100 ml

Mm = millimolar; M = molar; mg = milligram; ml = milli Liter

Strains with the same phenotype belong to the same zymo-
deme [10]. The dendrogram based on phenotypic estimated

similarity coefficients were built JMP software.
3 RESULTS
3.1 Morphological study

The study of the macroscopic and microscopic aspect of
isolates of Fusarium oxysporum f.sp albedinis, it was based on
the aspect and color of the mycelium, the macroscopic
observation of isolates showing morphological variability
about the appearance of colony in Petri dish. Different
morphological aspects of our isolates were observed. These
types are the cottony mycelium majority, with 43%, the
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mucous ras type that represents 26%, the downy type that has
17% other isolates have a mucous mycelium having 13% of the
collection. Different morphological aspects of the color of the
mycelium of our isolates were observed. This is the White
(39%), Whitish (21%), Salmon (21%), and Red (4%) [(Fig. 1) ;
(Table II)], and fast growing for most isolates (3.5 to 6.4 cm
after 5 days). The isolates were also macrocondia which are
few, pediforme at the sharp end, they are curved and septate,
usually 2 to 3 septates and rarely 5 (Fig. 1). Microconidia were
abundant, generally single celled, globular shapes, elongated,
produced only in false heads on short monophialides ported
perpendicular to the filaments, finally the chlamydospores one
terminall or intermediate|position (Fig. 2).

015D El B15F
Fig. 1 Different morphological aspects and the color of mycelium of
Fusarium sp. isolates cultured on culture medium PSA.

E3: Colony cottony and Mycelium Orange; M15T: Colony downy and Myce-
lium Salmon; M15A: Colony downy and Mycelium Whitish; B15F: Colony
Mucous ras and Mycelium Salmon pink; E1: Colony cottony and Mycelium

Dark vink and O15D: Colony cottony and Mucelium Whitish.

A B C
R

-

Fig. 2 Different forms of spores of F. sp:

A: Microconodia; B: Chlamydospore; C and D: Macroconidia; D:
Macro and microconidia of Fusarium sp. isolated from soil.

IJSER © 2017
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TABLE Il
Description of twenty three isolates of Fusarium.sp.

Designation ~ Years Cultivars Localities Regions  Morphotype Color
M15A1 2015 Adala Metlil Ghardaia cottony White
M15G 2015 Ghares Metlil Ghardaia cottony White
M15D1 2015 Dagla Metlili Ghardaia cottony White

E2 2015 Rhizosphére Metlil Ghardaia cottony White
B15H 2015 Hmira Beni Abbes Bechar downy White
M15H 2015 Hmira Mansor Bouda Touat Mucous Salmon
T15H1 2015 Hmira Tillilene Touat Mucous ras  Salmon pink
AL5T 2015 Tegaza Adgha Touat downy White

E3 2015  Rhizospheére Metlil Ghardaia cottony Orange
T15H 2015 Hmira Timmi Touat Mucous ras White
M15T 2015 Timliha Mansor Bouda Touat downy Salmon
M15T1 2015 Tazerzait Metlili Ghardaia Mucous Salmon
BI15F 2015 Feggous Beni Abbes Bechar ~ Mucousras  Salmon pink
T15D 2015 Dagla Tillléne Touat Mucous ras Salmon
M15D 2015 Dagla Metlil Ghardaia cottony Whitish
015T 2015 Tilimsou Ouled Aaroussa ~ Touat Mucous ras Salmon
108G 2008 Ghars INPV Ghardaia ~ Mucous ras Whitish
M15A2 2015 Adala Metlil Ghardaia cottony Whitish

El 2015  Rhizosphere  Mansor Bouda Touat cottony Dark pink
M15A 2015 Aghamou Mansor Bouda Touat downy Whitish
015H 2015 Hmira Ouled Al Touat Mucous White
015D 2015 Dagla Ouled Aaroussa ~ Touat cottony Whitish
M15D2 2015 Dagla Metlil Ghardaia cottony White

3.2 Electrophoresis

3.2.1 Esterase

After migration, electrophoresis shows the revelation of ten
bands named B1 to B10 light pink or dark pink color appear
on the gel, the esterase reacting with beta naphthyl acetate
produces dark pink band and the reaction of alpha naphthyl
acetate produces a clear band (Fig. 3(A)). A representative di-
agram of this result is elaborated to facilitate the processing of
data (Fig. 3(B)).The Band migration is distributed almost on all
different levels. The band went back migration on almost all
levels. They show the relative mobility between 0.06 and 0.93.
The heterogeneity of esterase zymogram gives a fairly good
representation of the genetic complexity [11].

3.2.2 Acid phosphatases

Acid phosphatases (ACP, EC 3.1.3.2) are enzymes that catalys-
ing the cleavage of phosphoric monoester bonds in organo-
phosphorus compounds. ACPs are important for the absorp-
tion of phosphate in microorganisms and plants [12] .Many
Fusarium species studied has been found to produce at least
one or two ACPs: two ACPs in F. moniliforme [13].In our iso-
lates, the zymogram revealed a polymorphism (Fig. 4(A)) and
the relative mobility ~ values ranged from 0.02 to 0.96. De-
tected bands are well separated and exhibits polymorphism a
very wearing for phosphatase acid to the population con-
cerned. The total migration of twelve active polymorphic iso-
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zyme systems could serve as an indicator of genetic variabili-
ty, identification and characterization of the pathogen [10].
The electrophoretic profile of acid phosphatase is represented
by a diagram for a best interpretation of this result (Fig. 4(B)).

-
()
F1FI PO P4 PS BE BT FROPY PDPILFFIR P BY
Bio - - -
no - - -
L] =" ——

" =

= Dark band
“~._ ' Clear band

=

Fig. 3 Esterase isozymes profiles of F.sp. (A); Diagrammatic
representations (B); (P1-P23: isolates; B1-B10: Band).

(B)

AN = Dark band

. Clear band
.

Fig. 4 Phosphatase acid isozymes profiles of F.sp. (A); Dia-
grammatic representations (B); (P1-P23: isolates; B1-B13: Band).
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3.2.3 Isozyme Cluster analysis

Cluster analysis with the JMP method using genetic distances
showed that all 23 isolates formed two main groups, A and B
(Fig. 5). The subgroup I closed two isolates (M15A1 and
M15D1) with a rate of 94.11% similarity, while fifteen isolates
formed the subgroup II who is subdivided into fourteen sub-
cluster with a rate of similarity ranged from 94.3% to 100%
between Fusarium isolates of origin from the three regions
(isolate B15H, M15H, B15F, M15D, O15T, M15A2, O15H,
015D, M15D2, T15H1, A15T, 108G, T15H, M15T and M15T1),
two isolates (M15G and T15D) formed the sub-cluster A2 with
a rate of similarity 98%. Isolates in the cluster B was further
divided into B1 and B2. Two isolates (E1 and E2) formed the
sub-cluster Bl with a rate of similarity 94.9%, these last from
two regions and isolated from soil, when B2 trained by two
isolates (E3 and M15A) with a rate of similarity 93.27%.

Distance~~ Primers Jaigneur

0000000000  BISH  MISD
0000000000 BISH  MLSA2
13956180 MIST  MIET)
LET6E36845  MISH  BISF
L7e4ls4  BISH 018D
20545878 M6 TS0
A LTSN LS MIEDZ
2123087687 BISH  MISH
2816664 TISHD 0BG
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Fig. 5 Dendrogram of 23 isolates of Fusarium revealed by JMP
cluster analysis of distance similarities based on esterase and
phosphatase acid data.

4 DISCUSSION

The shape of microconidia produced on short phialides is one
of the main characteristics defining the species of Fusarium
oxysporum and is preferred in identification purpose. Mor-
phological study of isolates has shown morphological and
pigmentation variability, Similar studies were also reported by
Karkachi et al., (2014) [14] for F.o.a with a difference in the
result of pigmentation. Concerning the speed growth of iso-
lates (3.5 to 6.4 cm after 5 days). he is different of which re-
ported by Bonde et al., (2014) in the Fusarium equiseti or they
find that All the isolates exhibited similar growth rate of about
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7.1-9 cm after 6 days incubation at 25 + 2° C. The clusters of
isozyme analysis of data placed the Fusarium species into two
main groups (A and B) and each one consists of several sub -
groups. The similarity between the twenty-three isolates of
Fusarium varies from 90.55 to 100%. With the formation of a
phenotypic tree (constellation diagram) consists of five groups
phylogenetic contains each isolates whose distance is close.
These results suggested that esterase and phosphatase acid
patterns data clearly separated our isolates with a few excep-
tions. These results of esterase, similar to those obtained by
Aly et al.,, (2003) [7] and Ye and Wu (1985) [15]. Also, a clear
cut result was detected by Peroxidase and Protease isozymes
in discriminating between Fusarium oxysporum f. sp. Nico-
tianae (Sumana et al., 2014) [16]. However, no relationship was
observed between isozyme patterns and geographic origin or
pathogenicity of isolates. Similar studies were also reported by
Bosland and Williams, (1987) [17]. While Sumana et al., (2014)
[16].recorded a genetic variability in isolates of Fusarium
oxysporum f. sp. nicotianae isolated in the same geographic
and environmental conditions.

5 CONCLUSION

Our results suggest a phenotypic variation among the isolates of
F.o.a. with the use of two isozymes systems. The polymorphic
isozyme systems could serve as an indicator of genetic variability
in F.o.a and in identifying and characterizing F.o.a. isolates. As
we have observed no correlation between the geographical origin
and classification of isolates by isoenzymes.
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Résumé

La fusariose vasculaire du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) causée par Fusarium oxysporum
f. sp. albedenis (Foa) est considérée comme I’une des maladies les plus graves, qui présente une
menace permanente pour les palmeraies de I’ Afriqgue du Nord, et entraine la disparition de 20
millions de pamiers, dont trois millions de palmiers agériens, depuis sa parution en 1870. Pour
I’ensemble des isolats, différents aspects morphologiques ont été observés, il sagit de type:
duveteux, cotonneux, duveteux frise et ras frisé, avec une variabilité dansla pigmentation entre les
isolats. Le résultat du test de pathogénicité a révélé que les 20 isolats de Foa étaient pathogenes et
capables dinduire des symptébmes de Bayoud, chez les plantules de palmiers dattiers, avec des
pourcentages de mortalité variables. Tous les isolats ont été analysés pour éudier la variabilité
isoenzymatique dans deux systémes. l'estérase (EST) et I'acide phosphatase, ainsi que le
polymorphisme des proténes totales, en utilisant I'électrophorése sur gel de polyacrylamide. Le
Polymorphisme phénotypique a été observe a la fois dans les deux systemes isoenzymatiques et les
protéines totales. L’ évaluation de I’ effet antagoniste de Trichoderma longibrachiatum, indique que
la croissance du Foa a été inhibée par cet antagoniste a plus de 60%.
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