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Introduction

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera 1.) fait partie des premieres especes fruitieres
cultivées dont la culture existe depuis la plus haute antiquité (Munier, 1973; Denis, 2013),
arbre cultivé particulicrement dans les zones arides ou désertiques de I’ Afrique du Nord et du

Moyen Orient.

La culture du palmier dattier est sujette a divers problemes phytosanitaires qui entravent son
développement et son extension. Le Bayoud, fusariose vasculaire du palmier dattier (Phoenix
dactylifera L.) causé par un champignon d’origine tellurique Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis (killian et Maire, 1930), est la maladie la plus destructive et la plus menagante dans
I’ Afrique du nord. Elle est répandue surtout au Maroc et la plus grande partie des palmeraies

du Sud Ouest de I'Algérie (Péreau-Leroy, 1958; Djebri 1982; Brac et Benkhalifa, 1991).

Ce champignon est I’agent d’un flétrissement vasculaire, la maladie est généralement fatale
et I'arbre meurt au bout de 6 mois a 2ans. Les principaux moyens de transmission sont les
rejets destinés a la plantation, les spores, l'irrigation, les ustensiles de jardinage et les articles

artisanaux réalisés avec les produits du palmier.

De prime abord il conviendrait de préciser que pour étudier cette infection tout
particulicrement I’agent causal de la fusariose vasculaire du palmier dattier, nous devons
mettre en exergue le comportement du pathogéne en présence de I’hote, ainsi que sa

caractérisation.

Dans ce contexte notre travail s’inscrit dans le cadre du programme de recherche de la
division de biotechnologie et d’amélioration des plantes de I'INRAA et qui a pour objectif la

lutte contre la fusariose par la voie de la biotechnologie.

A cet effet nous nous proposons de caractériser et d’étudier le degré d’agressivité de 25
souches de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis agent de la fusariose du palmier dattier

(Phoenix dactylifera L.).
Nous avons adopté le plan suivant en abordant :

e En premier lieu, réisolement et purification des isolats,

e Observation macro et microscopique des isolats,



Introduction

Evaluation du degré de I'agressivité des isolats par I'inoculation des feuilles détachées du
palmier dattier, pour cela nous avons utilisé des feuilles saines de 3 cultivars
(Takarboucht, Deglet Nour et Tagaza), le premier résistant et les deux autres sensibles,
Solubilisation des phosphates.

Enfin, nous nous proposons d’évaluer la diversité génétique entre les 25 isolats testés
pour leur agressivité, par I'utilisation de marqueurs ISSR (Inter Simple Sequence Repeat).
Pour cela deux amorces ISSR (ACC)s CC et CCA(TGA)sTG selon Baysal et al (2010)

sont utilisées.

k|
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Chapitre I:Généralités sur le Palmier dattier

1. Origine

Les palmiers les plus anciens remontent au miocene. Le palmier dattier a été cultivé dans les
zones arides et semi-arides de 1’ancien monde situé entre 1'Euphrate et le Nil vers 4500 ans
avant J.-C. De la, sa culture fut introduite en Basse Mésopotamie vers 1'an 2500 ans avant J.C.
Depuis, elle progressa vers le Nord du pays et gagna la région cotiere du plateau Iranien puis

la vallée de I'Indus.

Depuis 1'Egypte, les techniques culturales du dattier gagnerent la Libye puis se propagerent
d'abord vers les autres pays du Maghreb comme la Tunisie, I'Algérie et le Sud Marocain et

arrivérent ensuite dans I'Adrar Mauritanien (Munier, 1973).

L] ' fﬁﬁlr \“
ERIE |“| EYE ib
%T!hﬂl

I}wn et iy 3
n  EGYP]TE ;

Croissont lerlile

B Centres darigine de la culfure du daffier

Figure 1:Propagation de la culture du palmier dattier dans l'ancien continent (D’apres

Munier, 1973).



Chapitre I:Généralités sur le Palmier dattier

2. Répartition géographique
2.1. Répartition géographique dans le monde

L’aire de répartition du palmier dattier dans le monde, couvre les cinq continents. La culture
du palmier dattier s’étend depuis le sud de I'lran a I’Est jusqu’a la cOte Atlantique de
I’ Afrique du Nord a I'Ouest.

Cette culture est concentrée dans les régions arides et semi arides du continent Africain, ot le
palmier dattier forme la végétation caractérisant les oasis. Les limites extrémes de la
distribution géographique sont entre 1’altitude 10° Nord (Somalie) et 39° Nord (Elche en
Espagne ou Turkménistan). Les secteurs les plus favorables pour cette culture sont situés
entre 24° et 34° Nord (Maroc, Algérie, Tunisie, Libye, Egypte, Irak, Arabie Saoudite,
Soudan,...) (Ben Abdellah, 1990; Zaid, 2002).

Le palmier dattier se trouve aussi aux Etats-Unis entre 33° et 35° Nord, d’autres surfaces
négligeables pour la culture du Palmier dattier sont a I’hémisphere sud (Australie, Mexique,

Argentine)

2.2. Répartition géographique en Algérie
Le palmier dattier est cultivé dans plusieurs oasis du sud Algérien, caractérisé par un climat

chaud et sec.

La phoéniciculture par son adaptation sur le plan agronomique, occupe une grande place dans
I"agriculture oasienne. La zone de culture s’étend de la frontiere marocaine a I'Ouest jusqu’ a
la frontiere Tuniso-libyenne a I’Est. Du Nord au Sud du pays, elle s’étend depuis la limite
Sud de I’ Atlas saharien jusqu’ a Reggane a I’ouest, Tamanrasset au centre et Djanet a 1’Est.
Les principes régions productrices de dattes sont concentrées a I’Est au niveau des Zibans,
Oued Right, Oued Souf et la cuvette de Ouargla et le M’Zab. Sa densité diminue en se
dirigeant vers I’Ouest ou les principales oasis sont localisés dans la région de la Saoura, le

Touat, le Gourara, le Tidikelt et El Goléa (Bougueddoura, 1991; Khelafi, 2013).

3. Importance économique du palmier dattier

La production mondiale des dattes est estimée a 7.025.222 tonnes pour I'année 2012, dont
39%soit 2.732.754 tonnes, proviennent du bassin méditerranéen (Tableau 1). L’Egypte est le
17 pays producteur avec 21% et 1’ Algérie classée au 4™ rang mondial avec 11 %, devancée

par I'Iran 15% et I’ Arabie Saoudite 14 % (F.A.O, 2012).
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Aujourd’hui, le potentiel phoénicicole Algérien est €valué a plus de 18 millions de palmiers
dattiers sur une superficie de plus de 150 000 ha, soit une production annuelle dépassant les 7
millions de quintaux. Les produits dérivés du palmier contribuent également au
développement de I'économie (aliment de bétail, brise vent, construction, confection d’objets

artisanaux...etc). BUL d’info N° 34, 2014.

Tableau 1:Production mondiale des dattes selon (F.A.O, 2012).

Egypte 1470000
Iran 1066000
Arabie Saoudite 1050000
Algérie 789357
Irak 650000
Pakistan 600000
Oman 270000
Emirat Arabie Unies 250000
Tunisie 190000
Libye 170000
Chine 150000
Maroc 113397
Autres pays 256468
Total 7025222

4. Taxonomie

Le palmier dattier a été dénommé Phenix dactyliferal. par Linné en 1734. Pheenix dérive de
Pheenix, nom du dattier chez les Grecs de l'antiquité, qui le considéraient comme l'arbre des
phéniciens ; dactylifera vient du latin dactylus dérivant du grec ‘‘dactylos™ signifiant doigt,

en raison de la forme du fruit (Munier, 1973).
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® La classification botanique du palmier dattier d’aprés Munier (1973)
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5. Genre Phoenix

Le palmier du genre Phoenix comprend plusieurs especes reparties dans les régions tropicales
et subtropicales de I’ancien monde (Barrow, 1998 ; Govaert et Dranfield, 2005; Henderson,
2009).
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Gros-Balthazard, d'apres Barrow (1998} et Henderson (2009)
Figure 2:Représentation de la distribution des différentes especes de Phenix dans le
monde (D’apres Barrow, 1998 ; Henderson, 2009).
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Le genre Phoenix renferme quatorze especes (Tableau 2). Les especes sont proches
morphologiquement, parfois difficiles a distinguer (Pintaudetal., 2010). Par exemple, il existe
peu de caracteres permettant de différencier P. dactylifera de P. theophrasti(Barrow, 1998) et
de P. atlantica (Henderson et al., 2006).

Tableau 2 :Les quatorze espaces du genre ‘Phoenix’, ainsi que leurs répartitions,

(Chevalier, 1952).

Poenixacaulis Palmier nain Bengladesh et Inde
Roxb (1820)
Phoenix andamanensis Les Iles Andaman (Bengale)
Barrow (1998)
Phoenix atlatica Palmier dattier des iles | Afrique occidentale et Iles Canaries
Chev (1935) Cap-Vert ou Tamereira
Phoenix canariensisChabaud | Palmier des iles Canaries | Iles Canaries et Cap-Vert
(1882)
Phoenix caespitosa Péninsule arabe et le désert somalien
Chiov (1929)
Phoenix dactylifera L. Pays méditerranéens, I’ Afrique et une
(1753) Palmier dattier partie de 1’Asie.  « introduit en

Amérique du Nord et en Australie »

Phoenix loureiroi Palmier  dattier  des | S’étend de I'Indonésie & I’ Asie du Sud
Kunth (1841) montagnes

Phoenix paludosa Palmier juliana Bengladesh, Tenasserim, Andaman,
Roxb., Ind (1832) Tles Nicobar et Thailand

Phoenix pusilla Palmier dattier du Sri- | Sri-lanka et Sud de I'inde

Gaertn (1788) lanka

Phoenix reclinata
Jacq (1801)

Palmier nain

Afrique tropical (Sénégal et Ouganda)

Asie (Yémen)

Phoenix roebelenii

O'Brien (1889)

Palmier dattier pygmée

Sud-ouest de la chine au nord du

Vietnam et Laos

Phoenix rupicola

Anderson., Linn. Soc.(1869)

Palmier dattier rocheux

Inde

Phoenix sylvestris L.

Roxb (1832)

Palmier dattier sauvage

ou Palmier sucre

Inde et Pakistan

Phaenix theophrasti
Greuter (1967)

Palmier dattier de Créte

Gréce du sud, chypre et Turquie
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Il n’existe pas ou peu de barrieres reproductives entre les especes, leur intégrité ayant été
maintenue par isolation géographique ou écologique. Le genre Phoenix forme donc un
exemple d’especes qui peuvent s’hybrider entre elles comme c’est souvent le cas chez les

arbres fruitiers le cerisier (Tavaud et al., 2004), amandier (Kester et al., 1991).

En culture, la plupart des hybrides existent. Dans les zones de sympatris, il existe également
des hybrides interspécifiques (Munier, 1973). Le dattier s hybride en effet avec P.
sylvestrisen Inde et au Pakistan, avec P. reclinataau Sénégal (Munier, 1973) et avec P.
canariencis dans les iles canaries (Gonzales-Pérez et al., 2004). Cependant, ces zones de
sympatrie ne sont peut étre pas naturelles, mais plutét anthropiques du fait de la diffusion du
dattier en dehors de son aire de distribution originelle. Ainsi, on ne sait en fait que peu de
choses sur I’hybridation interspécifique dans les zones de sympatrie naturelle (Gros-

Balthazard, 2013).

Enfin, I'espece Phoenix dactylefera L. est cultivée pour ses fruits alors que Phoenix sylvestris
est cultivé pour sa seve transformée en sirop ou en sucre (Chowdhery et al., 2008; Newton et
al., 2013). En revanche, les autres especes (notamment P. canariensis er P. roebelinii) qui
sont cultivées par I’industrie horticole sont exploitées pour 1”alimentation humaine et animale

et la construction (Barrow, 1998).

6. Diversité variétale

En Algérie le patrimoine génétique du palmier dattier est exceptionnel car plus de 940
cultivars ont été inventoriés dont les principaux sont Takerbucht, Feggous, a l'ouest et
DegletNour a I’est (Ben Khalifa et al., 1991). En Tunisie, on compte plus de 300 cultivars et

150 sont comptabilisées au Maroc.

L’inventaire des cultivars de palmier dattier des régions d’OuedRighet d’Oued Souf en
Algérie, a montré que le nombre de cultivars est de 175 pour Oued Righ et de 56 pour oued
Souf. Par ailleurs, I’importance de la diversité génétique varie suivant les types de plantations.
Ainsi, les plantations traditionnelles renferment I'ensemble des cultivars inventoriés. En
revanche, les plantations modernes renferment six cultivars: DegletNour ; Deglet Beida,
MechDegla, Ghars, Tinicine et Tantboucht, qui présentent une importance économique réelle.

(Acourene et a/.,2001).

Les caracteres morphologiques du palmier adulte et des fruits sont les criteres habituellement

utilisés pour distinguer les variét€s. Aujourd'hui, sur la base d'une proposition maghrébine, «
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Bioversity International» a édité les descripteurs du palmier dattier, ce qui permettra de

décrire les variétés selon un standard commun. Il est évidemment possible de facilement

caractériser ces variétés par analyse génétique.

En plus des cultivars identifiés, il existe dans les oasis des palmiers a catégorie intermédiaire,
des palmiers multipliés issus de semis, qui n'ont donc pas les mémes caractéristiques qu'un

arbre greffé ce qui augmente le nombre de cultivars a environ 1 300.

7. Les maladies du palmier dattier

Au niveau mondial, les ennemis de la culture du palmier dattier sont nombreux et diversifiés.
La protection sanitaire de cette ressource phytogénétique est une nécessité pour avoir une
production saine et importante. Les maladies sont causées par des agents pathogenes, des
ravageurs tels que les acariens, les insectes et les nématodes. En plus des oiseaux, des

rongeurs et d’autres petits animaux (Tableau 3).

7.1. Les maladies fongiques

Parmi les différents travaux effectués sur les maladies fongiques du palmier dattier nous

citons celles de Djebri (1994) et Bounaga (1985).

Cette série de travaux a conduit a une meilleure connaissance de ces maladies citons parmi
d’autres : le Khamedj, le Medjnoun, le Kelaat, et enfin le Bayoud sur lequel se base notre

étude (Tableau 3).
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Tableau 3 : Principaux ravageurs et maladie menacant certains pays de I’ Afrique du Nord

cassantes (Britteleleafdisease)

et/ou viroides soupconnés

Ravageurs Rhynchophoresferrugineus | Tous les pays de 1’ Afrique du Nord

Le charancon rouge et autres especes | (présent dans certains pays du golf
dangereuses arabe, Egypte et Espagne)

La cochenille verte Date | Astrolecaniumphenicis. Tous les pays de I’ Afrique du Nord

Green Soft (Scalelnsect) (présent au Soudan)

Le papillon ravageur du | Paysandisiaarchon Tous les pays de I’ Afrique du Nord

palmier (présent en France et en Espagne)

Maladies Fusariumoxsporum f. sp. | Tunisie, Lybie, Algérie (présent en

Le bayoud albedinis Mauritanie)

(Batouddisease )

La maladie des feuilles | Indéterminé Mycoplasmes | Maroc, Libye, Mauritanie (présent

en Algérie et en Tunisie)

Le jaunissement mortel Mycoplasme Tous les pays de I’ Afrique du Nord
(Thal yellowing) (présent en Amérique centrale)
Le dépérissement bactérien Erwiniachrysanthem Tous les pays de I’Afrique du Nord
Mycoplasme (présent en USA  récemment
signalée en Arabie Saoudite)
Faraoun (blanc) Indéterminé Algerie, libye, Maroc et tunisie

(présent en Mauritanie)

Souvent isolé a partir des palmes malades, en association avec d’autres champignons en

Mauritanie (Sedra, 1999; 2001b ; 2003 a, c¢) et rarement au Maroc avec le Diplodia et

AlternariaouChalara.
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7.1.1. La pourriture de I’inflorescence ou Khamedj

Cette maladie est connue dans presque toutes les zones de cultures du dattier. C’est une
maladie trés grave qui sévit dans les régions phoeniciculture les plus humides ou pendant les
années tres humides. Dans ce cas, elle peut prendre des allures épidémiques. Elle est causée
par un champignon imparfait de I’ordre des Hyphales. Le champignon se conserve a I'état de
mycélium latent et les spores sembles n’avoir qu'une faible longévité, ¢’est une maladie

externe qui ne nécessite pas de blessure préalables.

La lutte consiste d’abord a entretenir les palmeraies et les palmiers (apres destruction par le
feu des inflorescences atteintes) et au traitement des palmiers a laide de fongicides. Il semble
que certaines variétés soient plus sensibles au Khamedj que d’autres (Bounaga et Djebri,

2009).

7.1.2. La pourriture du Ceeur (palmier fou)

Appelée aussi Medjnoun (palmier fou), il s’agit d’'un desséchement noir des palmes. Elle a
€té observée dans différentes régions mais sans €tre importante comme au Maghreb, en
Arabie Saoudite, en Irak, en Mouritanie, en Egypte, aux Emirats et au Bahrein ainsi qu’aux
Etats-Unis. Certaines variétés seraient treés sensibles. L’agent causal :est la forme imparfaite
ThielaviopsisparadoxaSacc. Le champignon peut envahir aussi bien les parties aériennes que
les racines du dattier causant: le desséchement noir des feuilles; la pourriture des
inflorescences;la pourriture du cceur et du stipe, la pourriture des bourgeons terminaux. Les
moyens de lutte consistent a détruire les feuilles et les inflorescences malades puis a traiter

avec un fongicide (dichlon, thiram, bouillie bordelaise...)(Bounaga et Djebri, 2009).

7.1.3. La pourriture du bourgeon ou belaat

Ce terme signifie «étouffement» elle est due au Phytophthora sp. C’est une maladie peu
fréquente, qui aété signalée en Algérie pour la premiere fois par Maire et Malencon en 1933.

Elle est lie souvent aux mauvaises conditions de drainage.

Elle est due a un Phycomycete. La maladie se caractérise par un blanchissement des palmes
du cceur et par une pourriture humide a progression rapide. Elle est généralement mortelle.
Comme moyens de lutte (Bounaga et Djerbi, 2009), recommandent le drainage, la destruction
par le feu des sujets malades. Curativement, les traitements cupriques et le manebe ont

donné des résultats intéressants.
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7.1.4. Le Bayoud

Le bayoud est une maladie cryptogamique vasculaire. Le terme bayoud vient du mot arabe el
bayad qui signifie blanc, car cette maladie entraine le blanchissement des palmes. Cette
fusariose cause des dommages considérables chaque année, aussi bien au Maroc que dans le

sud ouest de 1’ Al gérie.

Le bayoud est une fusariose vasculaire causée par un champignon microscopique dénommé
Fusariumoxysporumf. sp. albedinis. Le champignon se trouve dans le sol des palmeraies, a

plus d’un metre de profondeur. Il se conserve plusieurs années grace aux chlamydospores.
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Chapitre II : Fusariose du Palmier dattier (Bayoud)

1. Fusarium oxysporum

Les mycetes du sol appartenant au genre Fusarium provoquent des dégats tres importants
aussi bien sur les cultures annuelles que pérennes. En effet, les formes spéciales de 'espece
Fusarium oxysporum sont a I’origine d’un grand nombre de fusarioses vasculaires de plantes
alimentaires ; Palmier dattier, Bananier, Pois, Tomate, Concombre et Melon. Les cultures

forestieres ne sont pas épargnées.

Le genre Fusarium a été décrit par Link en 1809 (Booth, 1985) et sa délimitation actuelle a
été faite par Appel et Wollenweber en 1910 et depuis cette année, de nombreux travaux ont
été consacrés pour sa taxonomie (Wollenweberet et Reinking, 1935 ; Synder et Hansen,1940;
Raillo,1950; Gordon,1952; Mesiaen et Cassini, 1968; Booth, 1971; Joffe, 1974; Nelson et al.,
1983).

Le nom du genre Fusarium est tiré du latin «fusus », vu qu’il a des spores en forme de fuseau.
Il comporte 9 especes phytopathogeénes. Fusarium oxysporum se présente sous deux formes:

pathogenes et non pathogenes.

Dans le genre Fusarium, 1’espéce oxysporum, constitue 50 % a 70% des populations
«fusariennes» des sols (Guillemat et Montegut, 1958; Gorden , 1965; Joffe, 1974, Mc Mullen
et Stack, 1983). Elle est considérée comme colonisatrice primaire du rhizoplan et du cortex

racinaire.

L’espece oxysporum peut vivre en saprophyte ou en parasites de vertébrés ou de plantes
(Nelson et al, 1981; Rebell, 1981; Bounaga, 1991 ). La forme pathogéne semble plus

importante dans la rhizosphere des variétés sensibles (Tantaoui, 1993).

Les souches de F. oxysporum isolées du sol et incapables de provoquer la fusariose sur des
plantes hotes sont dites non pathogenes ou saprophytes. Ces isolats sont bien représentés dans
la rhizosphere (Amir et al., 1985). Grace a leur capacité de colonisation du sol et de la
rhizosphere, les saprophytes sont préconisés et utilisés dans les essais de lutte biologique

(Amir, 1981; Alabouvette, 1983; Amir et Sabaou, 1983; Amir et Amir, 1988).
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2. La forme spéciale Fusarium oxysporum f. sp .albedinis

Il y a plus de 120 formes spéciales chez Fusarium oxysporum, chacune inféodée a une plante
hote particuliere (Di Pietro et al., 2003 ). La reconnaissance de ces formes spéciales, ne fait
appel a aucun critere morphologique mais seulement a la pathogéneicité du champignon,
dont la détermination doit se faire par la réinoculation du pathogene dans la plante hote
(Bounaga, 1991). Parmi ces formes spéciales, on distingue albedinis, qui est responsable de

la fusariose vasculaire du Palmier dattier (Le Bayoud) (Bounaga, 1991).

Tableau 4 : Quelques exemples des souches de Fusarium oxysporum {f. sp et leurs
plantes hotes. (Armstrong et Armstrong, 1981; Mac hardy et Beckman 1981; Lamprecht et
al., 1986; Summerell et al., 2001; Alves -Santos et a/., 2007) (In haminio, 2010).

F. oxysporum f. sp. lycopersic Tomate

F. oxysporum f. sp. cucumerincum Concombre
F. oxysporum f. sp. betae Betterave
F. oxysporum f. sp. lentis Lentille

F. oxysporum f. sp. fabae Feve

F. oxysporum f. sp. pisi Poids

F. oxysporum f. sp. ciseri Poischiche
F. oxysporum f. sp. melonis Melon

F. oxysporum f. sp. Phaseoli Haricot

F. oxysporum f. sp. cubens Banane

F. oxysporum f. sp. coffeae Café

F. oxysporum f. sp. asparagi Asperge

F. oxysporum f. sp. canariensis Palmier des canaries
F. oxysporum . sp. albedinis Palmier dattier
F. oxysporum f. sp. raphani Radis

F. oxysporum f. sp. cepae Oignon

F. oxysporum f. sp. niveum Pasteque

F. oxysporum f. sp. batats Patate douce
F. oxysporum f. sp. lini Lin
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3. Position systématique
Selon le Bulletin de I'OEPP (Organisation Européenne et Méditerranéenne pour la Protection

des Plantes) la classification actuelle de Fusarium oxysporum f.sp. albedinis est :

Regne : Fungi imperfecti

Phylum : Ascomycota

Classe : Sordariomycota

Ordre : Hypocréales

Genre et espece : Fusarium oxysporum

4. Caracteres physiologiques du Fusarium oxysporum f. sp. albedinis

Le milieu favorable au développement de Fusarium est a base de pomme de terre (PDA)
(Bouhot et Billote, 1964). Sa croissance s’arréte a 37 °C, et est faible entre pH 8,5 et 9.5 et
rapide entre pH 5 et 6. Ainsi, les sources de carbone les mieux métabolisées sont la pectine, le

mannose, et le glucose.

5. Caracteres morphologiques du Fusarium oxysporum f. sp. albedinis

5.1. Caractéres macroscopiques

Le Fusarium oxysporum f. sp. albedinis est un champignon avec un mycélium aérien qui a
une pigmentation variable (Blanchatre, rosatre, violette, mauve, orange ou beige) qui est due a
la formation d’une multitude de spores en surface par des organes fructiféres, ainsi qu’aux

variations de la lumiere et du milieu de culture (Messaoudi et al., 1989).

En effet, a la lumiere, le mycélium peut devenir rose saumon péle, alors qu’a [’ obscurité, il

peut étre violet foncé (Bounaga, 1970).
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(b)

Figure 3: Fusarium oxysporum f. sp. albedinis en milicu PDA (potato-dextrose agar)
(a): Foa agé d’une semaine.

(b): Foa agé de deux semaines.

5.2. Caracteres microscopiques

Ce champignon posséde un mycélium cloisonné, fin et régulier en culture jeune. Ce mycélium
présente des cellules hypertrophiées en chaine, d’aspect globuleux en cultures dgées ayant une
grande ressemblance avec les chlamydospores, mais sans épaississement de la paroi
(Ghomari, 2009).
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Microphialides

 {Macroph

ialides

Chlamydospores

Figure 4: Aspect microscopique du Fusarium oxysporum f.sp. albidinis (Djerbi, 1983).

6. Cycle de vie

L’agent pathogéne en absence de conditions favorables forme des chlamydospores au niveau
des sols libérés par des débris de tissus de 1’arbre mort. Ces structures de résistance survivent
pendant de longues périodes (Djerbi, 1988; Sedra, 2003). En présence de conditions

favorables au niveau du sol, les chlamydospores germent et meénent une vie saprophyte.

Les chlamydospores rentrent en phase de parasitisme en présence de racines, au niveau de
blessures et colonisent la plante (Figure 5). Dans cette phase se détermine l'infection ou

I'échec de 1'agent pathogene a envahir les vaisseaux vasculaires (Djerbi, 2003).
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(Agrios, 2005 et Sedra, 2006 ; Modifié)

Figure S : Cycle infectieux du Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, agent causal de la
maladie du Bayoud (modification apportée depuis Agrios, 2005; Sedra, 2006).
(Chl: chlamydospore. V: vaisseaux vasculaires. F:feuilles ou fronde du dattier.

Xyleme I: xyleme primaire).

(A): Infestation des racines par le champignon

(B): Pénétration et envahissement du champignon des vaisseaux vasculaires de racine

(C): Mycélium et conidies dans les vaisseaux du xyleme

(D): Apparition des symptomes caractéristiques de la maladie

(E): Etat avancé de la maladie ol le champignon bouche les vaisseaux vasculaires de part sa
propagation et la formation de gommes (thyllose)

(F): Palmier dattier a un état avancé de I’infection

(G): Mort du palmier dattier

(H): Détérioration des parties infectées de I’arbre et dissémination du champignon, dans le sol
(I): Cycle saprophyte du champignon dans le sol
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7. Historique et progression du bayoud

Plusieurs auteurs s’accordent sur I’origine Marocaine de la maladie (pays endémique), ot elle
a été observé pour la premiere fois dans la vallée du Draa ; au Nord de Zagora avant 1870. A
cette époque, toutes les palmeraies qui bordaient I’Oued du Draa ont été ravagées (Malengon,

1934; Perreau Leroy, 1958; Toutain, 1965; Bulit et al., 1967; Djerbi, 1982).

Par la suite, le «Bayoud» progresse vers 1I'Ouest et atteint Foum EI Hassan en 1860. Des 1898,

ce fléau atteint les palmeraies de Figuig et Beni Ounif situées a la frontiere Algéro-Marocaine

(Pereau-Leroy 1958).

Enfin, et plus récemment, les palmeraies de Ghardaia et d’El Goléa, sont contaminées a leur
tour en 1965 et 1978 (Djebri, 1982; Brac De La Perriere et Benkhalifa, 1991). Parallelement,
certaines palmeraies algériennes sont indemnes, notamment les palmeraies de Kerzaz, de

Timimoune et de la Station de Recherche de I'LN.R.A. d’Adrar (Brac De La Perriere et

Benkhalifa, 1991).
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Figure 6: Distribution du bayoud en Afrique du nord (Tirichine, 2002)

19



Chapitre II : Fusariose du Palmier dattier (Bayoud)

7.1. Symptéomes de la maladie

Les premiers symptomes externes du bayoud se manifestent par le dessechement d’une ou
plusieurs feuilles de la couronne moyenne (Figure 7). Le desséchement est tres
caractéristique: les folioles d’un coté se dessechent I'une apres I'autre de bas en haut en se
repliant sur le rachis et prennent une teinte blanchatre, puis le desséchement gagne les folioles

du coté€ opposé. Une nécrose longitudinale, brune, parcourt la nervure principale de la palme.

Figure 7: Symptomes externes du bayoud (Bessedik, 2006)

7.1.1. Symptomes externes

Le bayoud attaque aussi bien les palmiers jeunes qu’adultes. Les premiers symptomes de la
maladie, visibles par un ceil averti, font leur apparition sur une ou plusieurs feuilles de la
couronne moyenne. Les feuilles affectées prennent une teinte plombée (gris cendré) et se
fanent d’une facon particuliere (Figure 8): les pennes situées d’'un coté de la feuille
commencent a blanchir, et la maladie progresse de la base vers I"apex. Le flétrissement
commence de I’autre coté, de I’extrémité de la feuille vers sa base, jusqu'a la mort de la feuille

(Djerbi, 1983; Imi, 1994).

Une coloration brune se manifeste dans le sens de la longueur sur le ¢6té dorsal du rachis au
cours de ce processus de coloration et de dépérissement des pennes, elle correspond au
passage du mycélium dans les faisceaux vasculaires du rachis. En suite, la feuille va prendre
une forme arquée, similaire a une feuille humide, et prend le long du tronc. Ce processus peut

durer de quelques jours a plusieurs semaines (Djerbi, 1983; Imi, 1994).
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Dans tous les cas, la maladie avance toujours vers le cceur de I'arbre et I’arbre meurt quand le
mycélium atteint le bourgeon terminal.  Finalement, les rejets a la base de I'arbre sont

attaqués (Djerbi, 1983; Imi, 1994).

Figure 8 : Symptomes unilatéraux sur une palme (Bessedik, 2006).

7.1.2. Symptomes internes

Le déracinement d’un palmier dattier malade permet d’observer un nombre réduit de racines
malades rougedtres, elles représentent la porte pour la pénétration du champignon (Rahmania,
1988). De plus, des coupes transversales au niveau du tronc ou des rachis (Figure 9), mettent
en évidence une coloration brune rougeétre des vaisseaux conducteurs, témoignant le passage

du champignon le long du stipe (OEPP, 1994).

Figure 9: Symptomes internes du bayoud (flétrissement latéral) (Bessedik, 2006).

7.2. Moyens de lutte

Plusieurs axes de recherches sont menés dans plusieurs pays du monde pour lutter contre ce
fléau qui menace le secteur phoenicicole, notamment sur terrain et au laboratoire.

Les différents volets de lutte sont:
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7.2.1. Mesures Prophylactiques (Législation et Police Phytosanitaire)

Il s’agit essentiellement d’empécher le transport de matériel végétal contaminé d’une

palmeraie atteinte a une autre saine.

7.2.2. Eradication Des Foyers de Bayoud

Les mesures prophylactiques constituent un moyen de lutte préventive ayant pour but de
limiter la dissémination du Bayoud par I'interdiction d’échange de matériel végétal entre les
palmeraies infectées et celles indemnes (Louvet et al., 1976). Par ailleurs, et dans une
palmeraie atteinte et aprés délimitation du foyer, les arbres sont arrachés et incinérés sur

place. Le sol est par la suite stérilisé a la chloropicrine.

7.2.3. Lutte Culturale

Elle consiste a placer 1’agent pathogene dans de mauvaises conditions. Malheureusement, les

meilleurs conditions de culture sont les mémes pour la prolifération du pathogene.

En effet, la maladie est moins présente en conditions d’irrigation réduites, ainsi que dans les

sols pauvres en phosphore et magnésium (Woltz et Johnes, 1981).

Dans les parcelles contaminées, il faut éviter les culture du henné et de la luzerne qui
nécessitent une irrigation abondante favorable a la maladie et qui sont porteurs sains de

I’agent pathogene (Bulit et al., 1967).

En outre, le contact souterrain entre arbres voisins doit étre €vité par des méthodes modernes

d’irrigation et de plantations de palmiers dattiers (Louvet, 1991).

7.2.4. Lutte chimique

Ce moyen de lutte fait appel a l'utilisation de fongicides a réaction systémique. La
chloropicrine, le bromure de méthyle et le vapam et surtout le mélange chloropicrine/bromure

de méthyle ont été expérimentés sur le terrain (Chikh Aissa A, 1991).

Si I"application de ces fongicides a donné des résultats encourageants pour la lutte contre ce
pathogene (Fusarium oxysporum f. sp. albedinis), I’utilisation répétée de ces produits de
synthése entraine malheureusement souvent la pollution de I’environnement et 1’apparition

chez le parasite de nouvelles souches résistantes et plus virulentes (Ozbay et Newman, 2004).
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Cependant, la désinfection du sol est tres couteuse et difficile, ainsi, la lutte chimique n’est
envisageable que pour les foyers primaires (point de départ d’une nouvelle infection dans une

région saine).

Les effets toxiques de ces produits sont souvent signalés pour I'homme et I’animal

(Messiaen et Lafon, 1970) et pour le déséquilibre biologique du sol.

7.2.5. Lutte Génétique

En vue de reconstituer les palmeraies détruites par le Bayoud la lutte génétique a pour but de

sélectionner et de créer de nouvelles variétés résistantes et de bonne qualité datticre.

Actuellement le moyen le plus préconisé est I'utilisation des variétés résistantes tels que :

Tekerboucht et Agharas.

Cependant, ce moyen de lutte présente des inconvénients. En effet, en plus de la rareté des
cultivars résistants, Il faut attendre 10 ans pour s’assurer de leur résistance (Saaidi, 1979).
Ainsi, la culture in vitro par la multiplication et ou ’'amélioration de la qualité du palmier
pourrait palier a cette contrainte. En effet, ce moyen de biotechnologie permet d’une part une
reproduction conforme des cultivars et d’une autre part une création de nouveau cultivars
résistant et de bonne qualité dattiere grace a I’hybridation somatique (Yakoub-Bougdal, 1987;
Yakoub-Bougdal, 2005).

7.2.6. Lutte Biologique

La lutte biologique contre le bayoud consiste en I'utilisation de microorganismes antagonistes
au pathogene et la recherche de sols résistants. Cette voie reste au stade de I’expérimentation,
elle a €t€ développ€e au Maroc et En Algérie mais les cas d’utilisation a une grande échelle

sont trés rares (Amir, 1991).

Malgré I’apparence séduisante de ['utilisation de I'antagonisme microbien pour la lutte
biologique contre la fusariose, ce procédé se révele tres difficile a mettre en pratique

particulierement lorsqu’il s’agit d’un «arbre» comme le palmier dattier (Amir et Amir, 1988).

7.2.7. Lutte physique

Pour lutter contre ce pathogene, on procede a la taille des palmes fortement attaquées et leur
incinération, surtout chez les jeunes palmiers ce qui permet de réduire notablement le niveau

de pullulation du ravageur (Djerbi, 1994). En cas de forte attaque dans les jeunes plantations,
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il est conseillé d’incinérer les arbres sans risque de les tuer; ce procédé a donné d’excellents

résultats (Munier, 1973).

7.2.8. Lutte préventive

La lutte préventive consiste a entretenir convenablement la palmeraie et la débarrasser de tous
les éléments susceptibles d’héberger 1’acarien (mauvaises herbes, déchets divers, ...) et ce
grace a la sensibilisation et laide des phoeniciculteurs d’une part pour mieux connaitre la
maladie (sa progression et sa surveillance) et d’autre part, pour veiller a n’utiliser que des
rejets sains pour la plantation et d’interdire les échanges de matériel végétal entre les

palmeraies.
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1. Cadre de I’étude :
L’étude a ét€ menée a I'INRAA (Institut Nationale de la Recherche Agronomique d'Algérie),

a la station expérimentale « Mehdi Boualem » de Baraki. Elle rentre dans le cadre du

programme de recherche de la division.

2. Déroulement de I’étude :

L'étude a €té€ faite a la division de biotechnologie et d’amélioration des plantes de 'INRA
d’Algérie (INRAA).

3. Période et type d’étude :

C’est une étude perspective qui s’est déroulée sur une période de 7 mois (mars — septembre
2015). Elle inclut, d’'une part, I'étude du degré d'agressivité du champignon Fusarium
oxysporum f. sp. albedinis, agent de la fusariose du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.),
par l'inoculation de feuilles détachées du palmier dattier et d’autre part, la caractérisation

moléculaire du champignon.

4. Matériel biologique :

Le matériel biologique utilis€ dans notre étude est représenté par des feuilles du palmier
dattier (Phoenix dactylifera L.). 11 s'agit de 3 cultivars (Deglet Nour , Takarboucht et Tagaza).

Nous avons également utilisé 25 souches de Foa.

4.1. Matériel fongique :

Les souches de Foa utilisées appartiennent a la mycotheéque de la division. Elles ont été
isolées a partir de rachis du palmier dattier. Elles sont conservées a 4°C sur milieu de culture a
base de pomme de terre (PDA). Les souches de Foa seront utilisées pour inoculer des feuilles
du palmier dattier. Des codes ont été attribués aux souches Foa et le lieu de leur isolement

(Tableau 5).
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Tableau 5 : Codes des souches Foa et le lieu de leur isolement

N | NSouche | iement
1 1 In salah
2 5 In salah
2 14 In salah
4 23 Ghardaia
5 24 In Salah
6 27 In Salah
i 28 Ghardaia
8 31 Ghardaia
9 38 Ghardaia
10 40 Ghardaia
11 43 Ghardaia
12 45 Ghardaia
13 48 Ghardaia
14 50 Ghardaia
15 65 Adrar
16 68 Adrar
17 70 Adrar
18 75 Adrar
19 76 Adrar
20 91 Ghardaia
21 93 Ghardaia
22 94 Adrar
23 96 In Salah
24 105 Adrar
25 113 Adrar

4.2. Matériel végétal:

Pour évaluer I’agressivité des souches de Foa, nous avons utilisé des feuilles détachées saines
du palmier dattier de 3 cultivars (Dégelet Nour , Takerbucht et Tagaza).

Les deux cultivars Deglet Nour et Tagaza sont utilisés pour leur sensibilité au bayoud.

Le cultivar Takerbucht est utilisé comme témoin en raison de sa résistance pour le bayoud.
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5. Milieux de culture

Les milieux de culture utilisés contiennent les éléments nécessaires au développement des

champignons du genre Fusarium.

5.1. Milieu PDA solide :

Le milieu de culture PDA (Potato-Dextrose-Agar) est favorable pour la croissance des
champignons. 1l est a base d’extrait de pomme de terre, de sucre sous forme de dextrose et de
la gélose (Agar) (Annexe 5).

Apres avoir fait sortir le milieu de 'autoclave, nous le faisons couler dans des boites de Pétri
sous la hotte a flux laminaire, afin de limiter au mieux la contamination.

Nous avons en suite additionné la streptomycine a une dose 100 mg/L (Annexe 5).

5.2. Milieu de Pikovskaya (1948)

Le milieu PVK solide Ca; (POy), a ét€ effectué pour le test de solubilisation du phosphate. 11
est composé d’extrait de levure, phosphate bicalcique, KCl, MgSQy, 7 H,0, Glucose, Agar,
MnSOgen trace, FeSOgen trace (Annexe 5).

Apres autoclavage, nous avons additionné la streptomycine a une dose de 100 mg/L.

Figure 10 : Milieu de culture Pikovskaya sur agitateur thermique
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6. Méthodologie
6.1. Lancement des cultures

6.1.1. Isolement et purification des souches

Pour certaines souches, en raison de leur infection, nous avons procédé a leur ré-isolement a
partir du méme matériel végétal infecté (rachis), réalisé par dépdt sur milieu de culture PDA
de fragments de rachis préalablement désinfectés par trempage dans I'hypochlorite de sodium
(eau de javel) a 12% (Annexe 4) pendant 5 mn. L’ objectif est d'éliminer les saprophytes et les
bactéries. Nous avons ensuite rincé abondamment a l'eau distillée stérile (au moins 3 ringcage
successifs) et séché les rachis. Les boites d'isolement sont incubées dans I'étuve a 28°C apres

les avoir paraffinées (Figure 11).

(@

@

Figure 11: Les étapes d’isolement de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis a partir des

rachis.

(a) : Trempage dans de I'hypochlorite de sodium et rincage a l'eau distillée stérile
(b) : Séchage des fragments de rachis

(c) : dépbts des rachis sur le milieu PDA
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6.1.2. Purification
Les cultures isolées ont été purifiées par des repiquages successifs sur milieu PDA jusqu'a
I’obtention d'une culture pure pour chaque souche. Les boites de Pétri sont incubées a 28C°

dans I'étuve. Les nouvelles cultures obtenues sont conservées a 4C°.
Les isolats de la collection sont conservés jusqu’alors par repiquages successifs.

Pour notre étude, et dans des conditions stériles sous la hotte et un rayon de 30 cm autour de
la flamme d’un bec benzene, nous avons prélevé un bout du milieu contenant le champignon
(a partir des souches conservées) sur un nouveau milieu PDA. Aprés une semaine

d’incubation, des filaments mycéliens apparaissent autour des petits fragments de culture.

7. La culture monospore :

La technique de la culture monospore permet d'obtenir une culture pure a partir des spores

fongiques par étalement sur milieu gélosé.

Les souches repiquées sur le milieu PDA solide et laissées se développer sur la totalité de la

surface de la boite pendant 10 jours ont été utilisées pour I'isolement et la culture monospore.

Nous avons versé 2 ml d'eau distillée stérile sur les cultures dgées de 10 jours en agitant la
boite de Pétri pour suspendre les spores. Nous avons obtenu une suspension sporale de chaque
souche récupérée dans des eppendorfs, pour réaliser des suspensions dilutions. A partir de la
dilution (107, nous avons prélevé 100 ul que nous étalons a 1’aide d’une pipette Pasteur

stérile sur milieu gélosé.

Apres 24h d’incubation a 28 °C et a I'aide d’un stéréo-microscope (Annexe 3), nous avons
procédé au repérage et a la délimitation des spores en germination. Pour chaque souche, 3
spores sont prélevées délicatement et déposées dans une boite de Pétri contenant le milieu

PDA, et incubées a 28C°.

7.1. Identification

L'identification des isolats s'est reposée sur une observation globale intégrant a la fois la
morphologie des cultures et principalement l'observation microscopique des spores apres 8

jours d’incubation.
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7.1.1. Etude macroscopique

Cette étude c’est basée sur I’observation des cultures a I’ceil nu précisément I’aspect et la

couleur.

7.1.2. Etude microscopique :

L’ étude microscopique est précédée d’une étape de coloration avec le bleu coton (bleu de
méthyle) qui permet de voir 'aspect morpho-tinctoriale du mycélium et/ou des spores.
L’observation des hyphes mycéliens et/ou des spores du champignon Foa s’est effectuée

sous grossissement x40.

8. Comptage des spores sur cellule Malassez

La cellule Malassez est un hématimetre qui permet de compter le nombre de cellules en
suspension dans une solution (Annexe 2). Il s’agit d’une lame en verre sur laquelle un
quadrillage de 25 rectangles contenant eux méme 20 petits carrés. Le volume correspondant

au quadrillage total est égal 2 1mm3=10"%dm?.

10 rectangles

[ 3
r

v

Rectangle non quadrillé

Rectangle quadrillé verticalement

lt/

Rectangle quadrillé horizontalement 10 rectangles

Rectangle subdivisé
en 20 petits carrés Y

Figure 12 : Schéma du quadrillage de I’hématimetre de Malassez.
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8.1. Préparation de I’inoculum

Apres préparation des cultures dans un milieu PDA incubé a 28°C pendant 7 jours, nous
avons versé 2 ml d'eau distillé stérile sur chaque souche, en agitant la boite de Pétri pour
suspendre les spores. Les solutions obtenues sont des solutions meres que nous avons diluées

a 1/10, lorsque I'une d’elle a un nombre de spores tres élevé.

Pour le dénombrement, une goutte de la suspension sporale est placée entre lamelle et la
cellule de Malassez. Apres avoir attendu quelques minutes, pour que les cellules sédimentent,
nous avons pu compter le nombre de cellules dans 10 rectangles (quadrill€s), le volume d'un

rectangle quadrillé étant de 0,01pl.

Figure 13 : Préparation de la suspension sporale de chaque isolat pour le comptage sur

cellule Malassez.

9. Inoculation des feuilles détachées par Foa

Apres avoir dénombré les solutions sporales sur cellule Malassez, nous avons préparé
I'inoculum en ajustant les solutions obtenues avec de L’eau distillée stérile puis étudié les
relations hote-parasite sur trois cultivars de palmier-dattier : 1'un sensible et les deux autres
résistants.
Les feuilles des 3 cultivars utilisés ont été€ coupées, de sorte que I'on puisse les placer dans
des eppendorfs apres leur stérilisation par un bain d'hypochlorite de calcium et ringage au
moins 3 fois a l'eau distillée stérile, puis séchées (Figure 14 a).

® 50 eppendorfs contiennent 100 ml d’eau distillée stérile et une feuille du cultivar
Takarboucht chacun, ce sont les témoins (Figure 14 b et ¢).

e 25 eppendorfs contiennent 100 ml de la solution ajustée propre a chaque souche et
une feuille du cultivar Tagaza (Figure 14 b et ¢).

e 25 eppendorfs contiennent 100 ml de la solution ajustée propre a chaque souche et

une feuille du cultivar Deglet Nour (figure 14 b et c).
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(b) (c)

Figure 14 : Préparation des feuilles détachées pour I'inoculation avec les ajustements
de la solution sporale des souches.
(a): Stérilisation des feuilles détachées coupées

(b) et (c): Feuilles détachées inoculées dans des eppendorfs

10. Solubilisation du phosphate :

Le phosphore (P) est un macronutriment essentiel pour la croissance et le développement des
plantes mais aussi un important élément nutritif limitant cette croissance.

A partir des souches conservées nous avons prélevé un bout de milieu contenant le
champignon sur milieu PDA puis le déposé sur milieu PVK, chaque de Pétri contient une
souche répétée 4 fois. La lecture des résultats se fait aprés 72h d’incubation.

Les résultats sont exprimés par la mesure du diamétre de la zone transparente autour de la
colonie (diametre total moins le diametre de la colonie) permettant ainsi d’évaluer I'intensité

de la solubilisation Cas; (POy),.
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Figure 15 : Inoculation du milieu Pikovskaya par Foa

¢ Indice de solubilisation de phosphate

Diamétre de ’halo X 100
Diamétre de la colonie

IS (Indice de Solubilisation) =

Lecture :

* La présence d’'un halo autour du champignon indique que les phosphates ont été
solubilisés par celui-ci (phosphore +).

e L’absence d’un halo transparent autour du champignon indique que les phosphates

n’ont pas €t€ solubilisés par celui-ci (phosphore -).

11. Extraction d’ADN génomique

11.1. Préparation du matériel vivant

Les isolements ont été faits a partir de cultures sur milieu PDA. Les boites de Pétri contenant
les différentes souches de Fusarium ont été placées dans I'étuve a 28°C (Annexe 1). Apres
une semaine d'incubation, le mycélium s'est suffisamment développé et envahit toute la
surface du milieu. Il est récupéré par grattage de la surface du milieu PDA a l'aide d'une lame

de scalpel, la quantité de mycélium obtenue est mise dans des tubes eppendorfs (Figure 16).

33



Chapitre I11: Matériels et Méthodes

Figurel6 : Obtention du matériel fongique pour I’extraction d’ADN.

(a): Grattage du Foa de la surface du milieu PDA.
(b): Mise du matériel fongique récupéré dans des eppendorfs.

11.2. Extraction de ’ADN

La méthode d’extraction au phénol/chloroforme a été utilisée pour I’extraction de I’ADN
génomique. Le mycélium de chaque souche est broyé dans des tubes eppendorfs de 2 ml
contenant 50 pl de tampon de lyse TES, a l'aide d’une tige en plastique stérile (une tige en

plastique pour chaque souche).
Apres broyage, 70 pl de la solution CTAB et 140 pl de NaCl 5M sont ajoutés.

Figure 17 : Extraction d’ADN avec le CTAB et NaCl.
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Figure 18 : Broyage du matériel fongique avec le tampon de lyse au CTAB.

Cette étape sert a réduire les liaisons disulfures (S-S), a dénaturer les protéines et a isoler
I’ARN pour éliminer la ribonucléase libérée lors de la lyse. Les échantillons sont incubés
pendant 30 mn 65°C au bain Marie.
500 pl de Chloroforme-isoamyle alcool (24 :1) sont ajoutés dans chaque Eppendorf puis
mixés et centrifugés a 10000 rpm (Annexe 3) pendant 10 mn. Le surnageant est récupéré dans
un nouveau tube Eppendorf de 2 ml.

Figure 19 : Récupération de I’ ADN par le Chloroforme-isoamyle.

11.3. Précipitation d’ADN

A la phase aqueuse récupérée, 1000 ul d’éthanol 95% (Annexe 4) et 80 pl NaCl sont ajoutés
pour la précipitation de I’ADN. Aprés 10mn d’incubation a -20°C les échantillons sont

centrifugés a 10000 rpm pendant 10 mn puis le surnageant est soigneusement jeté (Figure 19).

11.4. Purification d’ADN

10000 pl d’éthanol 80 % (Annexe 4) sont rajoutés a chaque tube puis centrifugés a 10000 rpm
a4°C pendant 5mn. On répete 1’ opération 2 a 3 fois (Figure 20).
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L'éthanol est élimin€ soigneusement avec une micropipette sans décoller le culot d’ADN. Les
culots obtenus sont séchés sous la hotte. Apres séchage, I’ADN est suspendu dans 50 pl d’eau

ultra pure. 5 pl d’RNase sont rajoutés. L’ADN est conservé a 4°C.

Figure 20 : Centrifugation du surnageant a 10000 rpm a 4°C.

12. Quantification d>’ADN

La quantification de I’ADN ainsi que les tests de qualité ont été réalisés sur gel d’agarose a

0.5 % (Annexe 5) puis par spectrophotométrie.

12.1. Qualité d’extraction sur gel d’agarose

Pour s’assurer de la qualité et de la spécificité de I’amplification, le test a été réalisé sur un gel
d’agarose a 0,5%, en présence d’un marqueur de taille 1 Kb dans une solution 0,5X TBE
(Annexe 4). Le gel est prét pour le dép6t des échantillons, a savoir 3pul d’ADN et 3l de bleu
d'agarose dans chaque puit. La migration se fait sous une tension de 110 volts.

La révélation des bandes a été réalisée avec le BET (Bromide Ethidium) puis visualisée sur

une lampe UV Trans-illuminateur (Annexe 2).

Figure 21: Migration d”ADN sur gel d’agarose sous une tension de 110 volts.
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12.2. Quantification par spectrophotométrie « Biophotometre »

Apres étalonnage du spectrophotometre, une dilution de 1/9 eéme de I’ADN a été réalisée pour
effectuer une lecture de la concentration & une longueur d’onde de A = 260/280 nm.
L’ absorbance est ainsi mesurée. Suite a cette lecture, des dilutions ont été effectuées pour

obtenir une concentration finale de 10 ng/pl nécessaire pour un bon déroulement de la PCR.

Figure 22 : Quantification par spectrophotométrie

13. La réaction de polymérisation en chaine PCR/ISSR
La technique ISSR, basée sur la réaction PCR, utilise des amorces a simple séquence répétée

pour amplifier les régions ou nucléotides présents dans les espaces inter-microsatellites
(Zietkiewicz et al., 1994; Kahl, 2001).

Pour notre étude nous avons utilisé deux amorces ISSR (Tableau 6).

La PCR permet l'amplification spécifique d’un fragment d’ADN cible en présence
d’oligonucleotides, le principe consiste en la répétition d’un cycle triphasique.
L’ amplification a été réalisée selon le programme du Tableau 8, dans un systeéme 96 puits
PCR GeneAmp 9700 thermocycler (AppliedBiosystems).

Tableau 6 : Séquence ISSR utilisées

Locus Séquence
H290 21-2667-1/2 ACC ACCACCACCACCACC CC
H290 21-2667-2/2 CCA TGA TGATGATGATGA TG
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La réaction PCR est réalisée dans un volume de 25 pl. Pour chaque amplifia la réaction est
composé de : tampon 2X, dNTPs et MgCl,. A ce mix on ajoute I’amorce ISSRI, ’ADN
matrice et la Tag DNA polymérase, le volume final est ajusté a 25 pu par I’eau ultra pure selon

le tableau (7) suivant:

Tableau 7 : Composition du mélange réactionnel de la PCR/ISSR

Réaction PCR (25 pl) Volume de prise en pl
(1X) PCR buffer 5

MgCl, o)

dNTPs 2

Primer (Amorce) 1.25

Taq polymérase 0.2

Tableau 8: Programme PCR

Etapes Temps (mn) Températures (°C)
Pré-dénaturation 1 cycle 4 mn 94°C
Dénaturation : 30s 94°C
Hybridation d’amorce 45s 56°C
Elongation 2 mn 12%C
Finalisation d’élongation 7 mn 12°C
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Figure 23: Mélange réactionnel de la PCR/ISSR dans la plaque 96 puits

13.1. Analyse des produits de PCR:

5 pl de bleu d’acrylamide ont été ajoutés aux produits de la PCR, puis déposés sur un gel
d’acrylamide a 0,1 % (Annex 5) pour une meilleure résolution des bandes. Cette étape initiée
par le traitement des plaques de verre, qui doivent étre bien propres en les lavant avec le
détergeant et en les rincant avec I’eau de robinet, ensuite elles subissent un traitement avec le
NaOH IN pendant 2 mn suivi d’un ringage. Le coulage du gel est effectué apres avoir bien
serré les plaques. Une fois le gel polymérisé, le peigne est 6té et les échantillons sont déposés.
La migration s’est déroulée sous une tension de 200 Volts pendant 2 heures.

La visualisation des bandes a été réalisée dans des bains de BET ( Bromide d’éthidium)
L’appareil Trans-illuminateur « Bio Rad » a été utilisé pour la visualisation des amplifias
ISSRs.
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Chapitre IV : Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Isolement du Foa

Apres la période d’incubation, nous avons procédé a I’isolement de nouvelles souches a partir

des rachis. L aspect des souches est ras pour I’ensemble des cultures (Figure 24).

Figure 24 : Isolement du champignon a partir des rachis infectés

1.2. Caractérisation des isolats
Apres le rajeunissement des cultures par I'isolement de la monospore et plusieurs étapes de
repiquage et de purification sur milieu PDA, I'identification du Foa s’est faite a I"aide de

deux méthodes :

1.2.1. Identification macroscopique :
Les 25 isolats ont montré une apparence et une morphologie variables. L’observation des
isolats issus de la culture monospore, a montré que ’aspect du mycélien a I'eeil nu est de 3

types morphologiques :

-Type cotonneux, mycélium aérien épais et dense
-Type duveteux, mycélium aérien peu épais et relativement peu dense.

-Type ras muqueux, pas de mycélium aérien et aspect muqueux.

Nous avons observé que chaque isolat cultivé sur milieu PDA pouvait apparaitre avec

différentes couleurs : blanchitre a créme, jaune, brunitre, rose, rouge, violet ou lilas.
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Figure 25 : Variabilité des aspects morphologique observée chez nos isolats Foa sur
milieu PDA

1.2.2. Identification microscopique

Les caracteres microscopiques recherchés sont les différents types de spores et leurs aspects.
L’ observation microscopique, sous grossissement 40X, a révél€é la présence d’un thalle
cloisonné avec de courtes monophialides sur lesquelles se trouvent des microconidies, ainsi
que la présence de macroconidies et de chlamydospores. Ces caractéristiques confirment

I’isolement de I'espece Fusarium oxysporum f. sp. albedinis a partir de rachis infectés.

Figure 26 : Observation microscopique de Foa sous grossissement X40

1.3. Test du pouvoir pathogeéne par I'inoculation des feuilles
Apres le comptage par 1’utilisation de la cellule de Malassez comme décrite précédemment,
pour chaque isolat, nous avons préparé un inoculum a une concentration de loﬁspfml (les

solutions de spores trés concentrées ont fait I’objet de dilutions a 1/10).

Les résultats obtenus (Tableau 9) ont montré et confirmé que toutes les souches reisolées a

partir des rachis infectés sont agressives.
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Tableau 9 : Observation des feuilles détachées apres 50 jours

~
>
~
&
~
w

+

T
+++++++II$+++1+++'++$+$++Et

+

+
i++++++++¢¢+++++$++$+$+++

+++++++ii$+++

+ |+ +]

+
+

+++-++$¢1—++

+++++1'1'1I'+++

o+
+

| £ 4| £ H| B|+| £ B £ p| £ B B 2| B #| = #] 3| =] ] & ] 2

I R I I I I B I I B I

+

F feuilles.

- Pas de symptomes.

+ Apparition du Jaunissement
++ Jaunissement

+++ Flétrissement

42



Chapitre IV : Résultats et discussion

(a) (b)

Figure 27 : Flétrissement des feuilles détachées
(a) : Flétrissement de la feuille pour la souche 23 chez le cultivar TG

(b) : Flétrissement de la feuille pour la souche 45 chez le cultivar DN

Selon une €chelle que nous avons €tablie (- Pas de symptomes; + Apparition du
Jaunissement ; ++ Jaunissement ; +++ Flétrissement), les résultats du tableau 9 laissent
apparaitre 1’existence de 3 observations principales des feuilles, selon leur comportement en
présence de I'inoculum. Les effets varient en fonction de I'isolat et du temps d’inoculation.
Les feuilles témoins ne présentent aucun symptdme visible pendant toute la durée de

I’expérience.

La plupart des feuilles des deux cultivars Tagaza et Deglet Nour présentent un jaunissement.
Par contre la manifestation des flétrissements s observe chez quelques feuilles seulement de

ces deux cultivars (Figure 27).
1.4. Solubilisation du phosphate

Cette étape consiste a la mise en évidence du degré de solubilisation du phosphate par le

champignon qui s’illustre par I’apparition d’un halo transparent autour de chaque souche

La sélection s’est faite par la différence du niveau de I’activité de solubilisation du phosphate.
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(c) (d)

Figure 28 : Halos de transparence autour des souches de Foa

(Solubilisation du phosphate par Foa)
(a) : Halo autour de la souche 113
(b) : Halo autour de la souche 50
(c) : Halo autour de la souche 40

(d) : Halo autour de la souche 76

Nous avons observé que toutes les souches présentent un halo transparent autour du
champignon révélé aprés 72 h d’incubation a 28°C. Sur l'ensemble des isolats, plusieurs
champignons montrent une zone importante du phosphate solubilis€. Une zone d’halo clair a

ét€ formée autour de la culture apres 72 h d'incubation sur milieu Pikovskaya solide.
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Tableau 10 : Indice de solubilisation du phosphate

Souches Diametre du Diameétre des IS (Indice de
halo (mm) | champignons(mm) | Solubilisation)
1 1.5 1,8 83,33
5 2 155 133.33
14 1.5 1,3 115,38
23 2 2 100
24 1.1 17 64,70
27 2.2 1:7 12941
28 1,7 1.4 121,42
31 1,7 1,6 106,25
38 1.2 0,3 400
40 1 1.8 55,55
43 2,5 1,8 138,88
45 25 2 125
48 2.5 1.8 138,88
50 3 2,5 120
65 2,2 1.6 135,5
68 2.1 1,8 116 ,66
70 1.4 2 70
75 1.8 1,4 128,57
76 1.8 13 138,46
91 1 1,2 83,33
93 2.8 1 47 164,70
94 2,3 2,1 109,52
96 2,5 2 125
105 2 1,8 111,11
113 2.2 2 110

La capacité de solubilisation des phosphates par nos souches est significative selon I'analyse

de I'indice de solubilisation (Tableau 10).

1.5. Extraction de I’ADN génomique

Apres les différentes étapes d’extraction de I’ADN génomique des 25 isolats purifiés, nous
avons procédé a la vérification de sa qualité sur gel d’agarose et par spectrophotometrie.

[ ADN est par la suite quantifié avant son utilisation pour la caractérisation moléculaire.

1.5.1. Contrdle et confirmation de la qualité d’ADN sur gel d’agarose

Pour confirmer les résultats de la spectrophotométrie, nous avons réalisé un gel d’agarose a

0.5%. Apres une heure de migration a 110 volts, la visualisation du gel a révélé des bandes
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intenses, ce qui confirme la quantit€ suffisante. Par ailleurs, nous n’avons pas observé de

smear et de bandes supplémentaires. Ces observations confirment également la bonne qualité

de I’ADN extrait (Figure 29).

Figure 29 : Visualisation du gel sur la lampe UV Trans-illuminateur.

1.5.2. Qualité et quantification de ’ADN par spectrophotométrie (biophotomeétre) :
Apres extraction de I’ADN de tous nos isolats, nous avons effectué¢ des mesures d’absorbance
de la longueur d’onde 260/280 nm pour vérifier la pureté d’ ADN.

D’apres le 11, I’ADN extrait est de bonne qualité. En effet, le rapport 260/280 nm est
nettement inferieur a 1.8 pour tous les échantillons, ce qui signifie I’absence de protéines.
Donc ils ne sont en aucun cas contaminés.

Les quantités d’ADN obtenues apres extraction sont comprises entre 36,3 ng/ul et 1001.4

ng/ul. Notre extraction est de bonne qualité et nous avons une quantité suffisante d’ADN

pour effectuer la PCR.
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Tableau 11 : Quantification d’ADN du rapport 260/280 au spectrophotometre

|Le code des ?;.l;?;;:e Absorbance | Absorbance Rapport
souches 260 280 260/280
ng/pl
01 37.6 0.751 0478 1.57
05d 185 0.370 0.334 1.11
14 2555 0,511 0,353 1,45
23 ST 1.728 1.155 0.773
24 327.6 0.655 0546 1.20
27 39.2 0.078 0.064 1.22
28 41 0.820 0.488 1.68
31 425.3 0.851 0.760 0.524
38 366.5 0.733 0.448 1.63
40 460.1 0.920 0.556 1.62
43 782.9 1.566 1.150 1.36
45d 290,7 0,581 0,503 1,16
48d 418,7 0,837 0,745 112
50d 215.7 0,431 0429 1.01
65d 234.8 0,470 0,285 1,22
68 460.9 0,922 0,578 1,60
70 10014 2,003 1,144 1,75
75 363 0,726 0491 1.48
76 39.3 0.786 0.597 1.32
91d 135.7 0,271 0,239 1.14
93 471,1 0,942 0,625 1,51
94d 129,1 0,258 0,231 1,12
96 527.5 1,055 0,831 1,27
105 785 1,570 1,408 1512
113d 428.6 0,857 0,639 1,34
d : dilution

1.6. La réaction de la PCR/ISSR

L’amplification de I’ADN de toutes les souches est réalisée sur gel d’acrylamide 0.1% et sur
gel d’agarose a 0,5%.

La visualisation des bandes sur les deux gels n’a donné aucun résultat d’amplification d’ADN
pour les deux marqueurs ISSR utilisés

Afin de confirmer ce résultat, une optimisation de la réaction PCR est réalisée. En effet, pour
le méme volume réactionnel, nous avons modifié la concentration en MgCl,, la quantité
d’ADN, ainsi que la tag polymérase. Pour I’ensemble des parameétres vérifiés, nous avons

obtenu le méme résultat.
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2. Discussion

L’étude morphologique de nos isolats a fait apparaitre 3 morphotypes différents: I’aspect
cotonneux, I’aspect duveteux et I’aspect ras muqueux. En effet, Bounaga (1970a), Sedra et
Djebri (1985) ont montré que le parasite Foa présente un aspect cultural, dans plus de 80%
des cas, appelé forme sauvage ou forme typique , celle-ci est caractérisée par un mycélium fin
fris€, ras, arbustif et d’aspect graisseux, de couleur rose saumon pale et de croissance lente. A
I’obscurité, sur des cultures vieilles, suivant le repiquage successif et/ou sur des supports
synthétiques par des transferts de masse, Foa peut émettre un pigment violet foncé. La

coloration devient péche, rose, mauve ou violette, ou pourpre.

L’étude microscopique des souches nous a montré que le mycélium est cloisonné avec
I'apparition des 3 sortes de spores: les microconidies, les macroconodies et les
chlamydospores. Ces résultats sont concordants avec ceux auxquels ont abouti Armstrong et

Armstrong (1981) et Toshiaki et Takashi (2004).

Cette diversité morphologique du genre Fusarium obtenue est identique a celle observée dans
les travaux deOuinten (1996) sur la méme espece, Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, ainsi
que ceux menés par Guessas (1993), Henni (1998) et Hamini (2002) sur Fusarium

oxysporum f. sp. lycopersici.

Dans le but d’étudier le dégré d’agressivité des 25 isolats de Foa, nous avons procédé a
I'inoculation des feuilles détachées du palmier dattier par 'utilisation de suspension sporale
propre a chaque souche. En parallele, nous avons également testé 1’ aptitude de ces isolats a

solubiliser le phosphate.

Nos résultats d’inoculation des feuilles détachées ont montré, qu’en fonction des isolats,
I"agressivité des souches de Foa testées est différente. Notre choix de I'hote s’est porté sur le
cultivar Deglet Nour réputé trés sensible (Péreau-Leroy, 1958; Louvet et Built, 1972;
Saaidi, 1979) ainsi que Tagaza. Le cultivar Takarboucht est présumé résistant car il forme des

lots d’arbres apparemment sains en zone contaminée.

Les 25 souches utilisées n’interagissent pas de la méme intensité avec 1’hote. En effet,
I'intensité des symptémes observés n’est pas identique pour I’ensemble des souches et ce

méme en fonction du cultivar comme le montre la figure 27.
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Apres inoculation de feuilles détachées, nous avons observé que celles-ci apparaissent tres
sensibles, les résultats montrent que les effets varient en fonction du type du traitement
('inoculum) et du temps d’inoculation. Les témoins ne présentent aucun symptoéme visible

pendant toute la durée de I’expérience.

Chez les deux cultivars, nous avons décelé un jaunissement des feuilles apres une semaine de
I'inoculation. Aprés 3 semaines, on observe un jaunissement flagrant de quelques feuilles.
Les feuilles inoculées avec les souches 24, 45, 68, chez Deglet Nour, et 23,27 chez Tagaza
(Tableau 9) ont montré un flétrissement significatif qui s’exprime apres 50 jours, ceci
s’explique par une agressivité élevée des souches 24, 45, 68 pour Deglet Nour, qui ne le
sont pas pour Tagaza. Par contre, les souches 23 et 27 montrent une agressivité plus
expressive chez Tagaza. Le flétrissement de ces feuilles a montré que les symptomes de la
maladie sont caractérisés par une nécrose provoquant I’enroulement des feuilles puis un
dessechement total, ces résultats concordent avec ceux obtenus par Khelafi et al. (2006) et

Sedra (2000).

Le phosphore (P) est un facteur limitant pour la croissance des plantes. Il n’est pas disponible
sous forme soluble dans le sol, il est absorbé soit par le calcium, présent sur le complexe
d’échange, soit par les formes libres de fer ou d’aluminium. Les microorganismes jouent un

role important dans la solubilisation et le rendent disponible.

Plusieurs propriétés des microorganismes contribuent au pouvoir colonisateur au niveau de la
rhizosphere. En effet, leur vitesse de croissance et leur pouvoir de solubilisation des minéraux
sont des propriété€s qui permettraient une bonne compétition, une durabilité et par conséquent
une bonne prolifération, une colonisation et une infection de la plante dans le cas des

microorganismes pathogenes (Lugtenberg et al., 2001, Van Den Broek et al., 2003).

La solubilisation de phosphate in vitro est exprimée par la formation d’un halo autour de la
colonie, ceci est du a la libération des métabolites dans le milieu tels que le bio-acide, (Sagoe
et al., 1998). Au niveau du sol, les microorganismes solubilisant les phosphates libérent des
molécules d’acides organiques de faible poids moléculaire et réduisent le pH de la rhizosphere
(Goldstein, 1995; Deubel et al., 2000). Nos résultats obtenus ont montré que toutes les 25
souches ont solubilisé le phosphate. Une zone d’halo transparente a été formée autour de
chacune des souches apres 72h d'incubation sur le milieu Pikovskaya solidifiée. La lecture des
résultats est faite par la mesure du diametre de solubilisation (halo) et le diametre de la

culture du champignon. L’indice de solubilisation est ensuite calculé. Ces résultats peuvent
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étre soutenus en les rapprochant des travaux réalisés de Whitelaw (2000), qui a conclu que

les micro-organismes solubilisent le phosphate.

Parmi les 25 isolats testés, seule la souche 38 a solubilisé une quantité élevée de phosphate, le
tableau 10 indique 400 pour I'indice de solubilisation calculé ce qui signifie que cette souche

a la capacité de solubiliser le phosphate en quantité élevée et en un temps tres court.

La capacité de solubilisation des phosphates par nos souches est significative selon 1’analyse
de I'indice de solubilisation. Le tableau 10 montre que les souches 5, 14, 23, 27, 28, 31,43,
45,48, 65,68, 75,76, 93, 94, 96, 105 et 113 présentent une solubilisation moyennement €levée,
comparée a la souche 38, le taux est situé entre 100 et 164.

Par contre, I'indice de solubilisation est faible pour les souches suivantes 24, 40, 70, 91, les
résultats sont moins concluants par rapport aux reste des souches, le taux est moins de 100

(Tableau 10). 23 7600

Enfin, notre démarche dans le cadre de cette étude est d’€lucider le niveau d’agressivité des
25 isolats, a travers "inoculation de feuilles de cultivars sensibles et leur aptitude a solubiliser
les phosphates, et nous avons introduit un essai de caractérisation moléculaire a travers les
marqueurs ISSR, afin de rechercher un éventuel polymorphisme. Les marqueurs ISSR sont
tres fiables pour I'étude de la diversité chez les eucaryotes. La technique ISSR (Inter Simple
Sequence Repeat) permet I’amplification des régions entre les microsatellites (Zietkiewicz et

al., 1994; Gupta et al., 2002).

Les résultats ont montré que le protocole d’extraction utilisé est adopté en raison de la qualité
d’ADN obtenue. Cependant, les deux amorces ISSR utilisées pour notre étude semblent étre
non fiables pour I'étude de la diversité dans le cas de notre pathogéne. En effet, malgré 1’assai
d’optimisation de plusieurs parametres, aucune amplification n’est obtenue. Il serait plus
judicieux d’augmenter et de multiplier le nombre de marqueurs a tester mais également le

nombre d’isolats.
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Conclusion et perspectives

Le bayoud est un véritable fléau menagant la phoéniciculture. En effet, les meilleurs cultivars
destinés a I’exportation sont les plus sensibles.

Parmi les moyens de lutte contre cette maladie, la sélection de cultivars résistants reste
incontournable. Afin de bien évaluer la résistance, il est indispensable d’utiliser des souches
agressives comme moyen de sélection.

Dans le présent travail, et dans le cadre du programme de recherche de la division de
Biotechnologie et d’Amélioration des Plantes, notre objectif est la sélection de souches

agressives de Fusarium oxysporum f.sp. albedinis a travers :

e Inoculation de jeunes feuilles issus de deux cultivars sensible Deglet Nour et Tagaza et le
cultivar résistant Takarboucht comme témoin positif.

e Solubilisation des phosphates sur milieu de culture PVK.

Enfin, nous avons abordé une caractérisation moléculaire des souches par I'utilisation des

marqueurs ISSR.

Notre démarche a été abordée dans un premier temps par I'isolement et la purification des
isolats par le rajeunissement des cultures par I'isolement de la monospore et plusieurs étapes
de repiquage et de purification sur milieu PDA. Une étude morphologique (macro et

microscopique) est par la suite réalisée.

Les résultats obtenus ont montré que I'aspect des souches issues de rachis est ras de couleur
saumon clair. L’observation de I’aspect morphologique des 25 isolats qui ont fait I’objet de
notre étude a montré une variabilité de couleur et d’aspect. En effet, la flore fusarienne est

caractérisée par son polymorphisme morphologique.

L’ agressivité des 25 isolats est variable. En effet, le test du pouvoir pathogéne a montré qu’au
bout de 2 mois d’expérimentation, les souches (24, 45, 68) ont induit un flétrissement accru
des feuilles détachées du cultivar Deglet Nour. Pour le cultivar Tagaza, seule la souche 23 a

induit le méme flétrissement.

Toutefois, le test de solubilisation des phosphates n’a montré aucune différence entre les
souches. L’indice de solubilisation est élevé (plus de 100) pour la plupart a I’exception de la
souche 38 dont I'indice est de 400.

Enfin, la caractérisation moléculaire pour I’étude du polymorphisme des 25 souches a travers

I’amplification de deux amorces ISSR (ACC); CC et CCA(TGA)s, n'a révélé aucune
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amplification. Le méme résultat est observé apres optimisation de la réaction PCR et deux

répétitions.

Au terme de notre étude et vu les résultats obtenus, notre programme de recherche se

poursuivra en tenant compte de :

e Répétition du test d’évaluation d’agressivité afin de confirmer le comportement des
souches utilisées.

e Augmentation du nombre d’isolats.

e Poursuivre I'étude de I’activité physiologique des souches a savoir la solubilisation des
phosphates et autres parametres,

e Enfin, et concernant la diversité génétique a travers les marqueurs ISSR, il serait plus

judicieux d’utiliser au moins 30 ISSR et probablement d’autres marqueurs.
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Annexe 1

Figure 1 : Etuve Figure 2 : compteur de cellules (Spores)

Figure 3 : Hotte a UV



Annexe 2

Figure 4 : Autoclave Figure 5 : Lampe UV trams-illuminateur

Figure 6 : Cellule de Malassez Figure 7 : Stérilisateur a billes



Annexe 3

Figure 8 : Microscope Figure 9 : Stéréo-microscope

Figure 10 : PCR Figure 11 : Centrifugeuse



Annexe 4

Préparation de I’alcool Ethanol 70%, 80 %, 95% a partir de 96% :

1. Préparation de I’alcool 70 %
® 40,85ml H,O distillé stérile
e 100ml Alcool 96%

2. Préparation de I’alcool 80 %
e 22.45ml H,O distillé stérile
e 100ml Alcool 96%

3. Préparation de I’alcool 95 %
e 1.25ml H,O distillé stérile
e [00ml Alcool 96%

4. Préparation I'hypochlorite de calcium 12° a partir de 13°
e  740ml H,O distillé
e 260ml I'hypochlorite de calcium 13°

5. Préparation du TBE 5 X
Pour 2L du TBE on a besoin de:

e 80ml EDTA

e 56g Acide Borique

e Eau distillé 21

e  Ajustement du pH (pH=8)

8. Préparation de la dilution du TBE 0.5 X a partir de 5 X

e 900ml H»O distillé stérile
e 100ml



Annexe 5

6. Préparation des gels
Milieu gélosé

e 2000ml H,O distill€ stérile
e 30g Agar

Milieu PDA

e 1000ml H,O distillé stérile
e 39gde poudre de pomme de terre.

e 20ml streptomycine
Milieu PVK (Pikovskaya, 1948) pour 1000ml H,O distillé stérile
Le pH=6

e 0.5g (NH2),SO4

* (.5g Extrait de levure

e 5g Phosphate bicalcique
e 0.2g KCI

e 0.1g MgSO4,7H20

e 10g Glucose

e 15g Agar

e trace MnSQO,

e trace FeSQ,

Préparation du gel d’agarose 0.5 %

e 300ml TBE 0,5%
e 45g Agarose
e 14ul BET

Préparation du gel d’acrylamide

e 1125ml H,0
e 15ml TBE



e 22 5ml Acrylamide
e 420pul APS
e 112,5ul TEMED

Préparation de la streptomycine

e 500mg de streptomycine
e 100ml H,O



Résumé

L’ évaluation du dégrée d’agressivité de 25 souches de Fusarium oxysporum f. sp
albedinis par 1’observation de symptomes induits sur des feuilles inoculées de deux
cultivars sensible (Deglet Nour et Tagaza) et un cultivar résistant (Takarboucht) , a
montré que seules 3 souches (24, 45, 68) ont induits un flétrissement accru comparé
aux symptomes induits pars le reste des souches testées. L’ensemble des souches a
montré une bonne aptitude de solubilisation des phosphates in vitro. La souche 38

semble étre la plus active étant donné que son indice de solubilisation est de 400.

Les deux marqueurs ISSR testés (ACC)s CC et CCA (TGA)s pour I'étude de la

diversité, n’ont montré aucune amplification et ce pour I’ensemble les 25 souches.

Mots clés : Palmier dattier (Phoenis dactylifera L.), Fusairum oxysporum f. sp.

albedinis, flétrissement agressivité, solubilisation, ISSR.

Abstract

The evaluation of the aggressiveness level of 25 strains of Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis, by observing induced symptoms on the inoculated leaves of two sensitive
cultivars (Deglet Noor and Tagaza) and a resistant cultivar (Takarboucht), showed
that only 3 strains (24, 45, 68) have induced an increased wilting symptoms compared
to the remains strains tested. The in vitro phosphate solubilization showed that all
strains have a good ability. However the strain (38) appears to be more active as its

solubilization index is 400.

The diversity study by using two ISSR markers (ACC)s CC et CCA (TGA)s showed

no amplification for all 25 strains.

Keywords: Date palm (phoenis dactylifera L.), Fusarium oxysporum f. sp. albedinis,
aggressiveness, phosphates solubilization, ISSR.



