République Algérienne Démocratique et Populaire
Al Ada) > Bagal) Ay i) ol Ay 5 gaal)
Ministere de I’Enseignement Supérieure et de la Recherche Scientifique

) Sanl) g Tlad) alaill B ) 9

Ecole Nationale Supérieure Agronomique

D’EL-HARRACH (ALGER)
4adlil) a glall Ldal) A o) Ay jaal)
(—15d) Sl

Mémoire en vue de I’obtention du diplome de magister en sciences agronomiques
Option : Phytopathologie et amélioration de la résistance des plantes aux maladies

Theme

Etude histologique de la pénétration de Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis (Hansen et Snyder)
Gordon a travers les racines de palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.)

Par : Boudeffeur said

Jury
Président : Bouznad Z. Professeur. ENSA
Directeur de these : Khelifi L. Professeur ENSA
Co-directeur de thése Kedad A. Maitre de conférences ENSA
Examinateur : Boutekrabt A. Professeur USD-Blida
Examinateur Guezlane A. Maitre de conférences ENSA

Benchabane M. Majitre de conférences USD-Blida

Année universitaire : 2009-2010



A
Ma mére et mon pere, a mes grands-parents, a ma
femme et mes chers enfants Ahmed et Imadeddine,
d mes freres et soeurs, a toute ma famille et mes
amis, bien faible témoignage daffection



Remerciements

Je remercie plus particulierement mon directeur de theése Monsieur Khelifi
Lakhdar, professeur a I'école nationale supérieure agronomique d’El-Harrach
d’avoir accepté de m’encadrer ainsi que le grand intérét q’il a accordé au sujet
proposé, ses conseils et ses encouragements, m’avoir facilité les procédures ad-
ministratives tout au long de ma formation et durant la réalisation de mon projet.

Je remercie vivement Monsieur Kedad, docteur a I'école nationale supé-
rieure agronomique d’El-Harrach et co-promoteur, d’avoir accepté spontanément
et sans aucune difficulté dans la réalisation de ce travail. Je tiens a le remercier
d’étre toujours de mon c6té depuis ma formation de I'ingéniorat a I'l.N.A jusqu’a
maintenant malgré sa lourde charge au niveau de I'école.

J’adresse tous mes remerciements a Monsieur Bouznad Z. professeur a
'l.LN.A. d’El-Harrach pour avoir accepté de juger ce travail et présidé le déroule-
ment de la soutenance.

J’adresse mes remerciements a Monsieur Boutekrabt A. professeur a USD
de Blida, pour sa participation au jury de cette these et pour l'interét qu’il porte a
ce travalil.

Mes remerciements vont aussi a Monsieur Ghezlane A., maitre de confé-
rences a I'école nationale supérieure agronomique d’El-Harrach d’accepter d’étre
parmi le jury et examiner attentivement ce travalil.

Mes remerciements vont également a Monsieur Benchabane M. maitre de
conférences a USD de Blida d’avoir accepter de juger ce travail et I'intérét qui lui
porte.

Je remercie beaucoup Monsieur Laaboudi A. Attaché de recherche a
I'l.N.R.A d’Adrar d’avoir contribué a la réalisation et la finalisation de ce travalil
malgré sa lourde charge dans la préparation de son doctorat d’état.

Je ne saurais oublier de remercier tous les organismes et personnes de
preés ou de loin ayant contribué a la réalisation de ce travail, que dieu les benisse.



SOMMAIRE

1-INTRODUCTION 12
2- ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE 14
2.1- ORIGINE ET IMPORTANCE ECONOMIQUE DU PALMIER DATTIER 14
2.1.1- Origine géographique du palmier dattier 14
2.1.2- Aire de culture du palmier dattier 14
2.1.3. Importance économique du palmier dattier le monde 15
2.1.4- Importance économique du palmier dattier en Algérie 17
2.2- DONNEES BOTANIQUES SUR LE PALMIER DATTIER 18
2.2.1- Taxonomie du palmier dattier 18
2.2.2- Morphologie des organes aériens du palmier dattier 18
2.2.3- Morphologie et anatomie du systeme racinaire du palmier dattier__ 21
2.3- LA FUSARIOSE DU PALMIER DATTIER 24
2.3.1- Origine et distribution géographique du Bayoud 24
2.3.2- Importance économique du Bayoud 24
2.3.3- Symptomatologie du Bayoud 26
2.3.4- L'agent causal de la fusariose du palmier dattier 26
2.3.4.1- Taxonomie du F.o.a 27
2.3.4.2- Caractéres physiologiques du F.o.a 27
2.3.4.3- Caractéres morphologiques macroscopiques du F.o.a 27
2.3.4.4- Caractéres morphologiques microscopiques du F.o.a 28
a- Microconidies 29
b- Macroconidies 29
c- Chlamydospores 29
2.4 - LES RELATIONS : HOTE-PARASITE 30
2.5 - LES MOYENS DE LUTTE 31
2.5.1- Lutte chimique 31
2.5.2- Mesures prophylactiques 31
2.5.3- Lutte Biologique 31
2.5.4 -Sélection de plantes résistantes 32
2.5.5 - Biotechnologies 33
3. MATERIELS E T METHODES 34
3.1. MATERIELS 34
3.1.1. Matériel végétal 34
3.1.2. Matériel fongique 34
3.1.3. Milieux de culture 34
3.2. METHODES 35
3.2.1. Isolement des isolats de F.o.a 35
3.2.2. Purification des isolats de F.o.a. 35
3.2.3. Conservation des isolats de F.o.a. 36
3.2.4. Caractérisation des isolats du F.o.a 36
3.2.4.1. Croissance radiale 37
3.2.4.2. Production de spores 37
3.2.4.3. Production de biomasse 38
3.2.4.4. Test du pouvoir pathogéne 38
a. Production de plantules de palmier dattier 38
b- Inoculation artificielle des plantules 39




3.2.5- Mise en évidence du parasite dans les racines par études histologiques

3.2.5.1- Coupes fines 39
a- Fixation des organes 39
- Déshydratation 40
- Imprégnation 40
- Inclusion dans la paraffine 40
- Confection et étalement des coupes 40
- Déparaffinage 41
b- Coloration par le bleu trypan au lactophenol 41
- Montage et observations 41
3.2.5.2- Coupes a main levée 42
- Eclaircissage 42
- Coloration 42
- Montage et observations 42
4. RESULTATS 44
4.1-CARACTERISATION DES ISOLATS S DE F.O.A A UTILISER 44
4.1.1- Taux de germination des graines de palmiers utilisées 44
4.1.2- Evaluation et screening in vivo de I'agressivité des isolats 44
4.1.3. Estimation de la croissance in vitro des isolats de Fusarium 45
4.1.3.1 - Croissance radiale 45
4.1.3.2 - Estimation de la sporulation 47
4.1.3.3 — Estimation de la biomasse 49
4.1.4. Conclusion 40
4.2. CARACTERISATION DE L’ANATOMIE RACINAIRE DU PALMIER DATTIER
4.2.1. Description biométrique 51
4.2.2- anatomie de la structure racinaire (racines non infectées) 51
4.2.3. Conclusion 53
4.3. CARACTERISATION DE L'INTERACTION F.O.A x ANATOMIE RACINAIRE
DU PALMIER DATTIER APRES INOCULATION 53
4.3.1. Observations macroscopiques des racines infectées 53
a. Variétés sensible et tolérante 53
b- Variété résistante 53
4.3.2. Observations microscopiques et anatomie des racines infectées 53
a. Variétés sensible et tolérante 54
b - Comportement de la variété résistante " Takerboucht " 59
4.3.3. Installation et ascension du parasite dans la plante 61
4.3.4. Conclusion 61
5- DISCUSSIONS 62
6- CONCLUSION GENERALE 68
7- REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 70
8- ANNEXE 87




ABBREVIATIONS

F.o.a : Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
SB : Subéroide

SC : sclérenchyme

Cyl.C. Cylindre central

Lac : Lacune

PX : Proto-xyleme

MX : Méta-xyléme

My ; Mycélium

INV : Invagination

PCM Parenchyme cortical moyen
PCE : Parenchyme cortical externe :
PCI : Parenchyme cortical interne
P : Péricycle

FF : Faisceau de fibre

Ph ; Phloéme

Rz : Rhizoderme

X : Xyleéeme

End : Endoderme

Tk : Takerboucht

VS : Vaisseaux

A. : Annexe



Liste des tableaux

Tableau 01 : Production, nombre total et S.A.U du palmier dattier dans le monde

Tableau 02 : Caractéristiques et comportement des cultivars utilisés vis-a-vis du
Fusarium oxysporum f.sp.albedinis.

Tableau 03 : Codes, années d’isolement et origines des isolats du F.o.a.
Tableau 04 : Description des dix isolats de Fusarium oxysporum f.sp.albedinis

Tableau 05: Représentation des droite de régression des 10 isolats de F.o.a étudiées

Tableau 06 : Biométrie des systemes racinaires non inoculés agés de 70 et 90 jours des 3 va-
riétés (Sensible, tolérante, résistante).

Tableau 07. Enzymes, produites par les pathogénes, capables de dégrader la pa-
roi cellulaire du palmier dattier



Liste des Figures

® Fig.01 : Répartition géographique du palmier dattier dans le monde
* Fig.02 : Production de dattes au niveau des pays arabes et dans le monde
* Fig.03 : Développement global de la production de datte (Statistiques FAO ; 2004)

* Fig.04 : lllustration des différents organes du palmier dattier

A. Figuration schematique du dattier (MUNIER, 1973)
B. Schéma d’une palme (ZAID et DE WET, 2008
C. Inflorescence et fleurs du dattier
D. Fruits et graines du dattier
Fig. 05 : Représentation schématique de la répartition en profondeur et en largeur des

racines d’un palmier dattier.
Fig.06 : Principaux stades de développement de la plantule de Palmier Dattier

Fig.07 : Coupe histologique transversale dans le cortex et le cylindre

central d’'une jeune racine de Palmier Dattier
Fig.08 : Carte épidémiologique de la répartition de la maladie du Bayoud au niveau de la
Wilaya d’Adrar
Fig.09. symptomes d’une attaque de Bayoud sur
A : couronne moyenne d’un palmier
B : hémiplégie sur une palme

C : nécrose d’un rachis
Fig.10 : Thalle d’une culture pure de Fusarium oxysporum f.sp.albedinis de couleur rose-

saumon

Fig. 11 : Microconidies, macroconidies et chlamydospores de Fusarium oxysporum
f.sp.albedinis

Fig. 12: lllustration des différentes méthodes A : Conservation des implants de F.o.a
dans la solution d’oligo-éléments, B : Prégermination des graines de palmier dattier, C :
Plantules de palmier dattier au stade 2 feuilles avant leur inoculation artificielle sous
serre, D : Inoculation artificielle par trempage des racines sectionnées au niveau de
linoculum, E : Barres de LEUKART, F: Blocs de paraffine étiquetés contenant les
échantillons de racines

Fig 13: Variation de I'agressivité des isolats de F.o.a en fonction des 6 variétés de palmier

Fig.14 : Morphologie des Thalles des 10 isolats de F.o.a (collectées dans les régions
de Touat, Gourara et Tidikelt) cultivés sur milieu P.D.A

Fig. 15 : Cinétique de la sporulation des isolats de F.o.albedinis en milieu PDB

8



Fig. 16 : Cinétique de la production de Biomasse des 10 isolats de F.o.albedinis dans le
milieu Malt enrich

Fig 17 : Coupe transversale au niveau de I'écorce montrant le rhizoderme (RZ), le subé-
roide (SB), le sclérenchyme (SC), le parenchyme cortical de 'endoderme (PCE), le fais-
ceau de fibre, le trait blanc délimite I'écorce, la lacune (Lac), Parenchyme cortical a
méats (PCM), Parenchyme médullaire (PM),

Fig 18 : Coupe transversale au niveau de I'écorce et du cylindre central de la racine d’une
jeune plantule de palmier dattier non infectée. Protoxyléme (Px), Endoderme (EN), Fais-
ceau de fibres (FF), Métaxyleme (Mx)

Fig 19 : Vue générale du cylindre central en coupe transversale,

Fig 20 : Coupe transversale au niveau d’'un cylindre central ; P : Péricycle, En : Endo-
derme,

Px :Protoxyléme, Mx : Metaxyleme, Ph: Phloéme, Pm : Parenchyme médullaire, Gr:
x10.
Fig.21 : Symptémes induits par Fusarium sur une jeune racine de palmier dattier : une

nécrose nette sur le systéme racinaire est visible.

Fig.22 : Présence abondante de mycélium sur la racine d’'une jeune plantule Tinasser.
Début de Germination d’'une microconidie Gr : 25x

Fig.23 : Mycélium cloisonné se rapprochant tangentiellement de la périphérie racinaire.
(TK)

Fig.24 : Début de formation d’une crypte d’invagination fongique a la périphérie de la ra-
cine suivie d’'une réaction racinaire qui consiste a sécréter des polyphénols. (Tegaza)

Fig.25- Formation d'une invagination réelle par des appressoria de mycélium occupant
tous les espaces intercellulaires avec réaction de sécrétion de tannins (Tegaza)

Fig 26: Mycélium traversant I'écorce et occupation des espaces intercellulaires et des
méats. Réaction de défense par les composés phénoliques sur la périphérie racinaire de
la variété Tinasser.

Fig 27 : Présence évidente du mycélium dans les espaces intercellulaires de I'écorce sui-
vie d’une réaction de défense par la sécrétion de polyphénols dans les cellules cernées
(Tinasser)

Fig 28 : Envahissement des différentes couches de I'écorce par des hyphes mycéliens.
Sécrétion des polyphénols pour faire face aux mycéliums. Tinasser.

Fig 29 : Coupe transversale au niveau de I'écorce a 15 mm de I'apex radiculaire. Début
d’insinuation des mycéliums représenté par un point d’infection et mycélium inter et in-
tracellulaire. Tegaza



Fig.30 : Mycélium présent dans les espaces intercellulaires de la couche de I'écorce avec
sécrétion intense de polyphénols exclusivement par les cellules entourées d’hyphes my-
céliens (Tinasser)

Fig. 31 : Coupe transversale au niveau de I'apex radiculaire. Mycélium bien visible occu-
pant les espaces intercellulaires de I'écorce d’une plantule de Tinasser avec sécrétion de
polyphénols actifs

Fig. 32 : Présence du mycélium en abondance dans le parenchyme cortical et des la-
cunes. Etirement et désorganisation totale des cellules parenchymateuses (Tegaza)

Fig. 33 : Présence d'hyphes mycéliens avec conidies dans les méats et espaces intercel-
lulaires. Désorganisation totale du parenchyme causée par les enzymes hydrolytiques
du champignon. (Tegaza)

Fig 34 : Coupe longitudinale montrant la structure des vaisseaux conducteurs Tinasser

Fig 35 :- Mycélium bien visible au niveau d'un vaisseau du xyleme. Brunissement du pa-
renchyme médullaire révélant une concentration fusarique

Fig 36- Envahissement total des tissus du parenchyme cortical et médullaire. Mycélium
avec appressoria occupant les espaces intercellulaires. Désorganisation et étirement
des cellules parenchymateuses. Sécrétion de polyphénols au niveau du parenchyme
cortical et du cylindre central (Tegaza)

Fig 37 : Ramollissement de la racine infectée puis début du détachement du cylindre cen-
tral a partir de I'écorce. Observation nette des polyphénols dans le cylindre central. Pré-
sence de thylle dans le xyleme. Tegaza

Fig 38 : Domination du parenchyme cortical interne, du phloéme et xyleme par des
amas de mycélium. Début de détérioration de 'endoderme. Tinasser

Fig 39 : Colonisation des vaisseaux conducteurs par le Fusarium, format en coupe longi-
tudinale. (Tegaza)

Fig 40 :- Elaboration importante de polyphénols suite & un rapprochement tangentiel du
F.o. albedinis au niveau du subéroide de I'écorce. (TaKerboucht)

Fig 41 :- Un mycélium frélant la surface racinaire. Réponse du métabolisme phénolique a des
infections racinaires. Des mycéliums de F.o. albedinis sont bien distincts chez la variété résis-
tante (Takerboucht) :.

Fig 42 :- Pénétration des hyphes mycéliens au niveau de la racine, sécrétion abondante des Po-

lyphénols stratifiés bien foncés limitant la progression du champignon (Takerboucht)

10



Résumé

Le développement du palmier dattier, dépend de la levée de plusieurs contraintes
entre autres, la maladie du Bayoud causée par un champignon tellurique appelé Fusarium
oxysporum f.sp.albedinis. Dans le cadre de ce travail, nous avons étudié le mode de la
colonisation et le suivi de l'infection des jeunes racines de trois variétés (TEGAZA, TINAS-
SER et TAKERBOUCHT) respectivement sensible, tolérante et résistante. Des coupes his-
tologiques ont été pratiquées sur les jeunes racines préalablement inoculées et infectées,
un mois apres l'inoculation artificielle des jeunes plantules au stade de 2 feuilles. Ces der-
niéres ont été placées dans des petits flacons, puis subi des bains de KOH a 10%. Les
coupes histologiques transversales réalisées sur les jeunes racines infectées des trois va-
riétés ont montré deux zones bien distinctes : I'écorce et le cylindre central. Les racines
des variétés suivantes, TEGAZA et TINASSER (variétés sensible et tolérante) ont révélé
une couleur brune rougeéatre avec la présence de filaments mycéliens a la surface et la
formation d'invaginations ou cryptes. L'installation du parasite au niveau des cellules raci-
naires commence par I'écorce, puis atteint le cylindre central. Le parasite se propage en-

suite dans le xyleme et cause son obstruction en bloquant ainsi le flux de séve.

Les apex racinaires de TAKERBOUCHT (variété résistante) ont montré dans certains
cas un brunissement localisé et la progression du F.o.albedinis reste treés limitée au point
d’infection. Aucune présence du champignon dans le xyleme ni dans le cylindre central
n'a été observée. Le mycélium du F.o.albedinis n’a pas pu s'insinuer dans les tissus raci-
naires de la TAKERBOUCHT au-dela d’'une certaine limite.

Des invaginations fongiques se sont formées suite a la pression exercée par les ap-
pressoria, pour faciliter la pénétration du mycélium. Une production intense de polyphé-
nols notamment au niveau du sclérenchyme des différentes variétés a été observée. La
variété TAKERBOUCHT semble plus productive de polyphénols qui interviendraient dans la
résistance totale a la fusariose du dattier.

Mots clés : F.o.albedinis, Infection, Palmier dattier, Résistance, Pénétration.
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Summary

The development of date palm depends on the lifting of several constraints, among
others, the Bayoud disease caused by a telluric fungus called: Fusarium oxysporum
f.sp.albedinis. We studied the mode of colonization and the follow-up of the infection of
the young roots of three varieties (TEGAZA, TINASSER and TAKERBOUCHT) respectively
sensitive, tolerant and resistant. One month after the artificial inoculation of the young
seedlings at the stage of two sheets, histological sections were practiced on young in-
fected roots. These last, are placed in small bottles, and then underwent baths of KOH
with 10%. The transverse histological cuts on young infected roots of the three varieties
showed two quite distinct zones: the bark and the central cylinder. The roots of the signifi-
cant and tolerant varieties (TEGAZA and TINASSER) revealed a brown color with reddish
as well as the presence of mycelial filaments on their surface and the formation of invagi-
nations or cryptes. The installation of the parasite in these roots began bark, and then
reached the central cylinder. The parasite was propagated in the xylem and blocked the
conducting vessels.

The root apex of "TAKERBOUCHT" (resistant variety) showed in some cases a brown
spots located in the very first millimetres. The progression of F.o.albedinis remains much
localized at the point of infection. No presence of Fusarium neither in the xylem nor in the
central cylinder was observed. The mycelium of F.o.albedinis could not penetrate in the
root fabrics of TAKERBOUCHT beyond a certain limit.

Fungic invaginations were formed following the pressure exerted by the appressoria
to facilitate the penetration of the mycelium. An intense production of polyphenols in par-
ticular on the level of the sclerenchym of the various varieties was observed. The resistant
variety of TAKERBOUCHT seems more productive of polyphenols, which play certainly an
important part in total resistance to the Fusarium-wilt of the date palm.

Key words:  F.o.albedinis, Infection, date Palm, Resistance, Penetration.

12



odla

(B Clony b Ay M) G gl G W (a Sl ) (e pad) pd) o JAdY ) gl i g1y
. (Fusarium oxysporam f.sp. albedinis ) &% 4
dleaia, dulua Ay Gl i 9 palif | 33U ccilival SO A4 ) gdal) Aila) A%, 4k Ui s A&
Udb (0 o0 Al ya) 480 cliil] (o U (i) (e dny Gl g ui ) e a gl g
M) ek Al Al jedadl o (dpdae) A sl siuns adilia o) by

KOH a2l g8} 3308 538 (o clalaad b ol 3 s il & 5 ) oda caulag

B ul) (yfi jpan (yillaia g g Ao ABUN il ) gdall duda jall adaliall gk ) (10%) S5
Ada)al) ) ghaud) g (sladll)
ootall A Al da gl o agalnall gl 52 g da | pana Lk Ugh ( naliiip 33 ) gliduall ekl
S glad S g

gl (B il g 43S sall Al gha) A3 BRI podall WA sgiwa o Gldhl) gal fay
Sowdlh et 1Y Luwa (xyléme)

il gtaglall B 13 gana g L ga 1) pand VLAY Gl A gl B Cudg )85 Cila g3 aad )
( xyleme) adil) B Y Jhill aga g of Bady ol Alay) Aadi 3 ) geana & Gl gall iy SY)
Jad g R0 el (g o) gaedl) (8 Jladil) adaieay ol pladll o galaad 43S pal) Al ghan) B Y g

datlal) 508l cijh (e ulaall bl sla e bl 8 4 hadl Caygladll o
Balal by zU) Y ce anbig agaliwall Jsda Jiged Ja) (e kil (appressorium )
S o dlly Gagnll ajal A degllall B S3ag age U W AN Jsiddsd)
.(sclérenchyme) Lasdi g i)

Fusarium oxysporum f.sp.albedinis, z=88ll ¢J as dSilf da glial) ;glida Cilals

13



TINTRODUCTION

Le palmier dattier (Phcenix dactylifera L.) fait figure a part parmi les especes végétales
cultivées (FERRY et al. 1998). Sa culture est sans doute parmi I'une des plus anciennes.
En effet, les plus anciens témoignages concernant sa culture se situent entre 3000 et
4000 ans av. J.-C. (FERNANDEZ, 2003). Son aire de répartition géographique s’étend
entre les 10°™ et 34°™ degrés de latitude Nord (Somalie) et le 39°™ degré de longitude
(Elche en Espagne). Les zones les plus favorables & sa culture se trouvent entre le 24°™
et le 34°™ degré de latitude Nord (pays du Maghreb, Irak).

Le palmier dattier dont la diversité génétique est extrémement variée représente par
excellence l'arbre fruitier du Sahara ou il joue a la fois un r6le économique grace a la pro-
duction de dattes qui constituent la base de I'alimentation humaine et animale, et écolo-
gique puisqu’il confére un microclimat de choix a I'oasis favorisant ainsi le développement
de nombreuses cultures sous-jacentes.

Le développement de cet arbre providentiel reste cependant soumis a plusieurs con-
traintes d’ordre biotique et abiotique dont les plus importantes sont : la sécheresse, la sa-
linité, la désertification, le vieillissement des palmeraies, les ravageurs et les maladies.
Ces contraintes entrainent a plus ou moins long terme une érosion génétique du patri-
moine phcenicicole. Le manque d’intérét accordé aux cultivars de qualité moyenne ou
médiocre est 'une des causes indirectes de I'appauvrissement du pool génétique du P.
dactilyfera L. |l faut ajouter a cela la dégradation de la culture du palmier dattier par une
maladie vasculaire dite “Bayoud” dont I'agent causal est un champignon anamorphique
Fusarium oxysporum f.sp albedinis (KILLIAN et MAIRE) W. L. GORDON (= F.o.a.). Les
dégats subis par le palmier dattier suite a l'introduction du “Bayoud” ont engendré une sé-
rie de problémes écologiques et socio-économiques qui, dans le cas ou cette maladie
n'est pas sérieusement prise en considération, peuvent avoir des répercussions désas-
treuses sur I'équilibre déja fragile des oasis aussi bien sur le plan socio-économique
gu’écologique.

Le “Bayoud” représente sans aucun doute le fléau le plus redoutable pour le palmier
dattier dans la région du Maghreb et constitue incontestablement la maladie la plus grave
pour les palmeraies nord-africaines (FREEMAN et MAYMON, 2000 ; EI-HASSNI et al,
2004). En effet, il a déja détruit les 2/3 de la palmeraie marocaine en un siecle (BAAZIZ,
2000) et environ 3 millions d’'individus en Algérie (DJERBI, 1982). En Afrique du Nord, la
progression de cette maladie du sud-ouest vers le sud-est constitue une menace pour les
oasis des Zibans (Biskra, Touggourt) et celles de la frontiére tunisienne (LOUVET et
TOUTAIN, 1973 ; DJERBI ,1988).
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La stratégie de lutte contre le “Bayoud” pourrait s’articuler sur les trois voies complé-
mentaires suivantes : (1) le ralentissement de la propagation de la maladie par la sensibi-
lisation des agriculteurs, (2) la sélection de cultivars et de clones résistants au F.o.a. et de
bonne qualité dattiére, (3) la multiplication rapide du matériel sélectionné par la culture in
vitro. Les mesures prophylactiques accompagnées d’opérations d’éradication par
I'utilisation de fumigants comme le bromure de méthyle et la chloropicrine n'ont pas été
toujours couronnées de succes (Djerbi et al, 1991) étant donné que ces produits sont ex-
trémement polluants et leur efficacité pratique n’est pas tout a fait démontrée. Des mé-
thodes de lutte biologique contre cette maladie telle que I'utilisation de sols suppressifs ou
résistants ont été également proposées. Ces derniers, bien qu’hébergeant I'agent causal,
ne permettent pas a la maladie de s’exprimer (SMITH et SYNDER, 1971 ; LOUVET et al.
1976, STOTZKY et MARTIN, 1983). La seule méthode de lutte retenue depuis une tren-
taine d'années consiste en la sélection de palmiers de haute qualité dattiére et résistants
au “Bayoud” soit parmi les populations naturelles, soit parmi celles issues de croisements
dirigés (SAAIDI, 1981 ; DUERBI, 1990).

Des travaux de recherche récent, ont ouvert de nouvelles perspectives telles que les
relations hotes parasites entre le palmier dattier et le F.o.a. (BELARBI-HALLI, 1991 ; EL
HADRAMI et al, 1998). La diversité génétique du F.o.a sur la base de la compatibilité vé-
gétative et des marqueurs moléculaires (RFLP, RAPD) qui n'ont montré qu'un faible po-
lymorphisme (TANTAOUI & BOISSON, 1991 ; FERNANDEZ & TANTAOUI, 1994 ; TAN-
TAOUI et al. 1996) ainsi que la culture des tissus chez le palmier dattier aussi bien pour
l'organogenése que pour I'embryogenése somatique (BAAZIZ et al. 1994).

Le présent travail a porté, dans une premiére étape, sur la caractérisation par des mé-
thodes classiques d’une collection de dix isolats de F.o.a. collectées lors de différentes
prospections réalisés a travers le Touat, le Gourara et le Tidikelt durant la période 2001-
2002. Cette caractérisation a principalement porté sur la sporulation, la croissance radiale
des colonies et la production de biomasse. Dans une seconde étape, nous nous sommes
intéressés a I'étude histologique concernant le mode de colonisation des racines ainsi
gu’a l'installation et la translocation du F.o.a. dans le systéme vasculaire des plantules de
trois variétés de palmier dattier : Tegaza, Tinasser et Takerboucht qui sont respective-
ment sensible, tolérante et résistante au Bayoud. L’objectif visé par cette étude est de
voir comment ces 3 variétés retenues dans le cadre de ce travail, réagissent du point de
vue anatomique a l'inoculation par une isolat de F.o.a agressive et préalablement sélec-

tionnée par des inoculations artificielles.
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2. ANALYSE BIBLIOGRAPHIQUE

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) constitue I'élément fondamental de
I'écosystéeme oasien. L'importance économique de la production du dattier est loin d’étre
néegligeable ; elle est estimée a plus de deux millions de tonnes (BADJI, 1990). Les pal-
meraies permettent la subsistance d’'une population dont les moyens d’existence repo-
sent entierement sur leur exploitation. La datte est I'aliment de base des populations des
régions sahariennes. Dans ces derniéres, la consommation est tres élevée et peut at-
teindre 150 a 180 kg/personne/an. (O.N.U.A.A., 1990).

2.1. ORIGINE ET IMPORTANCE ECONOMIQUE DU PALMIER DATTIER :
Le palmier dattier est présent dans I'ancien (Moyen-Orient, Afrique du Nord) et le nou-
veau monde (continent américain). Son aire de culture s’étend de la vallée de I'Indus a

I'Est jusqu’a I'océan Atlantique a I'Ouest.

2.1.1. Origine géographique du palmier dattier : MUNIER (1973) pense que la culture
du P. dactilyfera a due étre pratiquée en basse Mésopotamie vers 4000 — 4500 ans av.
J.-C. Par la suite, la culture de cette espéce a progressé vers le nord de la Mésopotamie
puis vers la région cétiere du Plateau iranien pour atteindre finalement la vallée de
I'Indus. Elle s’est étendue ensuite a I'Egypte puis a la Libye et le Fezzan d’ou elle rayon-
na, d’'une part, vers le Maghreb. : Tunisie (Djerid), Algérie (Souf, Oued Rhir, Tidikelt et
Saoura), Maroc (Tafilalet et vallée du Dréaa) et Mauritanie (Adrar mauritanien et Aoudag-
host, et, d’autre part, vers le sud : Tassili N’Ajjer, Hoggar, Adrar des Iforas (Mali), Djado-
Kaouar (Niger) et Borkou-Tibesti (Tchad).

2.1.2. Aire de culture du palmier dattier : Son aire de culture s’étend ainsi du Sud-Est
de I'lran jusqu’au Nord-Ouest de la cbte atlantique de I'Afrique. Il est également cultivé
dans certains pays méditerranéens d’Europe méridionale et plus particulierement en Es-
pagne ol on le trouve dans la célébre palmeraie d’Elche. Au début du 20°™ siécle, le
palmier dattier a été introduit dans certaines zones méridionales des USA ou il croit et
fructifie aussi bien que dans son aire d'origine. Le palmier dattier est rencontré a plus
faible échelle au Mexique, aux Antilles, en Argentine et en Australie (Fig.01)
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REPARTITION GEOGRAPHIGUE
DES PALMIERS DATTIERS DAMS
LE MOMDE

Fig.01 : Répartition géographique du palmier dattier dans le monde

2.1.3. Importance économique du palmier dattier dans le monde : Le nombre de

palmiers dans le monde est d’environ 100 millions, dont prés de 60 millions en Asie, 32.5
millions en Afrique, 600 milles aux USA et Mexique, 32 milles en Espagne et 30 milles en
Australie (ZAID et ARIAS-JIMENEZ, 2002). Le nombre de palmiers dans les pays du
Maghreb est d’environ 25 millions, nombre relativement faible en comparaison avec les
pays du moyen orient tels que I'lrak qui compte a lui seul environ 23 millions, I'lran avec
21 millions et I'Arabie Saoudite avec 12 millions de palmier (ZAID et ARIAS-JIMENEZ,
2002). La palmeraie mondiale s’étend sur superficie d’environ 1.127.440 ha. L’lran est
classé en téte des pays phoenicicoles avec une superficie de 240.000 ha, viennent en-
suite, dans l'ordre, les Emirats Arabes Unis avec 186.000 ha, I'Arabie Saoudite avec
151.000 ha. Ainsi, I'Asie se classe également a la téte des continents du point de vue de
la superficie réservée a la culture du dattier avec 768.250 ha bien avant I'Afrique qui ne
dispose que 355.251 ha, dont 293.772 ha dans les pays du Maghreb. L’Amérique ne
compte qu’environ 3000 ha et I'Europe (Espagne) environ 950 ha (FAOSTAT, 2007).
La production mondiale de dattes est située principalement au Moyen Orient et I'Afrique
du Nord (Tableau 01) (Fig.02); alors que 93 % de cette récolte est consommée locale-
ment. Cette production est passée en 2001 de 5,4 millions de tonnes (BOTES et ZAID,
2002) a 6,7 millions de tonnes en 2003 (ERSKINE et al, 2003) (Fig.03). Le rendement
moyen mondial serait de 20 Kg/palmier (MUNIER, 1973). Cependant, certains cultivars
produisent plus de 100 Kg de dattes par palmier.

17



Autres pays : 33%

Pays arabe : 67%

Fig.02 : Production de dattes au niveau des pays arabes et dans le monde
(ERSKINE et al, 2003)
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Annual Production
rAillior Ton
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Fig.03 : Développement global de la production de datte (Statistiques FAO ; 2004)
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Tableau 01 : Production, nombre total et S.A.U du palmier dattier dans le monde
(ERSKINE et al, 2003)

Pays (*) Production (**) Nombre de palmier (**) SAU (x1000)
_(x1000)

Monde 6.749,356 100.000 785
Egypte 1.115.000 7.000 45
Iran 875.000 21.000 180
Arabie saoudite 830,000 12.000 45
UAE 760.000 359 3,44
Pakistan 650.000 4.375 -
Algérie *** 526.921 17.600 110
Irak 400.000 22.300 125
Soudan 330.000 1.333 -
Oman 238.611 1.000 -
Libye 140.000 7.000 27,5
Chine 120.000 -

Tunisie 115.000 3.000 22,5
Maroc 54.000 4.250 84,5
Yémen 32.500 800 6,4
Mauritanie 24.000 1.000 -
Tchad 18.000 - -
USA 17.600 - -
Bahrayn 16.508 200 3,70
Qatar 16.500 - -
Kuwait 10.400 38 -
Turquie 9.400 - -
Niger 7.700 - -
Palestine 5.500 60 0,25
Espagne 3.732 - -
Mexique 3.600 - -
Autres 536.305

*SourceStatistique FAO 2003** DJERBI, 1995. Options Méditerranéennes, 1996 ***MADR 2007

2.1.4. Importance économique du palmier dattier en Algérie : En Algérie, le palmier
dattier trouve un climat saharien favorable pour son développement et pour la maturation
de ses fruits. La culture du palmier dattier occupe toutes les régions situées sous I'Atlas
saharien soit environ 160.000 ha depuis la frontiere Algéro-Marocaine a I'Ouest jusqu’a la
frontiere Algéro-Tuniso-Libyenne a I'Est. La densité moyenne de plantation par ha est
d’environ 110 palmiers, ce qui correspond a un nombre total d’environ 17.6 millions de
palmiers dont 10.9 millions en pleine production. Le rendement moyen par arbre est de
47 kg (MADR, 2007). L’Algérie avec sa production annuelle d’environ 526.921 tonnes de
dattes en 2007 occupe le 6°™ rang parmi les pays producteurs de dattes a I'échelle mon-
diale et enregistre un excédent de l'ordre de 100.000 tonnes annuellement (SOU-
CHEYRE, 2006, FAOSTAT, 2007 et MADR, 2007).

Vu sa superficie, I'Algérie recele une énorme diversité génétique du palmier dattier avec
environ 940 cultivars recensés, dont les plus importants sur le plan économique sont dans
I'ordre décroissant : Deglet nour, Degla beida et Ghars. La plus grande partie des palme-
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raies algériennes abrite plus de 8,2 millions de palmiers a dattes seches (Degla Beida et
analogues), 6,8 millions de palmiers a dattes fines (Deglet nour), 3 millions de palmiers a
dattes molles (Ghars et analogues) (MADR, 2007).

2.2. DONNEES BOTANIQUES SUR LE PALMIER DATTIER :

Le palmier dattier a été dénommé Phoenix dactylifera par LINNE en 1734. Le mot
Phoenix dérive du grec Phoinix qui signifie arbre des Phéniciens (DJERBI, 1995) ; dactyli-
fera vient du grec daktulos qui signifie doigt, en raison de la forme du fruit (MUNIER,
1973, DJERBI, 1992).

2.2.1. Taxonomie du palmier dattier : Le genre Phoenix comporte douze espéces dont
Phoenix dactylifera L. (CHEVALIER, 1952). Cette derniére est une monocotylédone ap-
partenant aux angiospermes. C’est une plante dioique qui fait partie de la famille des Are-
caceae (anciennement appelées Palmaceae), de la sous famille Coryphoidées, de la
classe Coryphoideae (anciennement dénommées Phoenicoideae), de la sous classe Are-
cideae, de l'ordre des Arecales (=Palmales) et du regne Plantae (UHL et DRANSFILD,
1987). D’une maniére générale, les especes appartenant au genre Phoenix possédent un
nombre chromosomique 2n = 36 et présentent une grande aptitude a s’hybrider entre eux
ce qui entraine une grande diversité génétique (BEAL, 1937 in CHABANE, 2007). Plus
récemment, le nombre 2n = 26 chromosomes a été observé chez de nombreux cultivars
marocains issus de la culture in vitro (LOUTFI et EIl HADRAMI, 2004). EI SALIH et El
JARRAH (1987) rapportent des cas de polyploidie chez des cultivars iraniens (2n = 64) en
plus de différents niveaux d’aneuploidie (2n = 32, 34 et 36). Les observations cytogéné-
tiques chez le palmier dattier sont particulierement difficiles vu I'absence de zones méris-
tématiques mitotiquement actives en plus de la taille trés petite des chromosomes du dat-
tier (LOUTFI et EI HADRAMI, 2005). Ainsi, chez Phoenix dactylifera L. des variations du
nombre chromosomique entre variétés mais aussi au sein d'une méme variété ont été
rapportées par (ZAID et ARIAS-JIMENEZ, 2002).

2.2.2. Morphologie des organes aériens du palmier dattier : Le palmier dattier est
une plante arborescente, a tronc monopodique qui peut atteindre une hauteur de 30
metres et qui porte une couronne de feuilles appelées palmes et désignées sous le nom
arabe “Djerid”. Ces derniéres sont insérées au niveau du stipe selon des hélices foliaires
bien déterminées (BOUGUEDOURA, 1979) (Fig. 04A).

Les palmes dont la longueur varie 2 a 6 métres de long selon les cultivars, sont des
feuilles composées, pennées dont les folioles isolées et pliées longitudinalement en gout-
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tiere sont disposées le long du rachis qui a une forme semi cylindrique et qui montre des
épines vers sa base (Fig.04B). Les palmes sont insérées sur le stipe par l'intermédiaire
d’'une gaine pétiolaire bien développée que I'on désigne communément sous le nom
arabe de “cornaf’. La gaine pétiolaire est enfouie dans un fibrillium qui est constituée par
un feutrage filamenteux appelé “lif”. Le tronc porte un bourgeon terminal qui assure sa
croissance en hauteur (BOUNAGA, 1991).

Le dattier forme généralement des rejets ou “djebars” a la base du stipe. Chaque rejet
planté donne naissance aprés sa plantation a des palmiers ayant les mémes caractéris-

tiques que le pied meére, contrairement a ce qu'on I'on peut obtenir par semis.

Les inflorescences du dattier prennent naissance a partir des bourgeons axillaires qui
sont situées a l'aisselle des palmes dans la région coronaire. Etant donné que la palmier
est une plante dioique, les pieds males portent des inflorescences males et les pieds fe-
melles qui sont producteurs de dattes porte les inflorescences femelles Les fleurs prati-
guement sessiles sont portées par des pédicelles rassemblés en épis composés ou spa-
dice qui est enveloppé dans sa phase juvénile par une spathe. Celle-ci s'ouvre d’elle-
méme par une ligne médiane (MUNIER, 1973). Le calice et la corolle des fleurs méles et
femelles ont une couleur blanc-ivoire. La pollinisation se réalise généralement d’'une ma-

niere artificielle (Fig. 04C).

Le fruit qui provient du développement de 'un des trois carpelles aprés fécondation de
'ovule est une baie contenant une seule graine que I'on appelle vulgairement noyau. |l est
composé d’un mésocarpe charnu protégé par un fin péricarpe. La graine est de forme
oblongue, lisse ou pourvue de protubérances latérales en arétes ou ailettes, avec un sillon
ventral assez profond (Fig.04D).
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Fig.04 : lllustration des différents organes du palmier dattier
A. Figuration schématique du dattier (MUNIER, 1973)
B. Schéma d’'une palme (ZAID et DE WET, 2008

C. Inflorescence et fleurs du dattier
D. Fruits et graines du dattier
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2.2.3. Morphologie et anatomie du systeme racinaire du palmier dattier : Le sys-
teme racinaire du palmier dattier est fasciculé c'est-a-dire qu’il est disposé en faisceaux
de racines plus ou moins riches en radicelles. Le bulbe ou plateau racinaire est volumi-
neux et émerge en partie au dessus du niveau du sol. Le systeme racinaire du palmier
dattier présente quatre zones d’enracinement (Fig.05) (MUNIER, 1973 ; PEYRON, 2000).

—Zone | : Comporte de nombreuses racines adventives aériennes qui se développent a
la base du stipe. Ces racines qui montrent trés peu de radicelles jouent un réle
dans la respiration grace a la présence dans leur cortex de méats aériferes qui
permettent les échanges gazeux avec l'air de I'atmosphére du sol. Elles sont
longues, obliques ou horizontales et leur nombre est estimé a plus d’un millier
(SAAIDI, 1979).

—Zone |l : Représentée par la proportion de racines la plus importante du systéme raci-
naire. Ces derniéres pourvues de nombreuses radicelles jouent un réle dans la nutri-
tion de plante.

—Zone Il : Elle est plus ou moins importante selon le mode de culture et la profondeur
de la nappe phréatique. Les racines de cette zone qui jouent un rble dans
I'absorption de I'eau s’étendent plus ou moins en profondeur.

—Zone |V : La profondeur des racines de cette zone varie avec le niveau de la nappe
phréatique. Si celui-ci n’est pas profond, la longueur des racines de cette zone est
trés réduite a telle point qu’ils se confondent avec celles de la zone précédente. Si
par contre, le niveau de la nappe phréatique est profond, les racines de cette zone
peuvent atteindre de grandes longueurs, pouvant aller jusqu’a 17 metres.

Fig. 05 : Représentation schématique de la répartition en profondeur
et en largeur des racines d’un palmier dattier (MUNIER, 1973)
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Du point de vue anatomique, chez les jeunes plantules de palmier dattier, les racines sont
adventives et fasciculées (Fig.06) et limitées par un rhizoderme. La racine présente une
extrémité recouverte par une coiffe, ce qui est un phénomene bien connu chez les
plantes vasculaires. Les cellules superficielles de la racine présentent une paroi externe
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Fig.06 : Principaux stades de développement de la plantule de Palmier Dattier
(DUBOST et KADA, 1974)
La présence de pneumatodes sur les racines est un caractére génétique. Son organisa-
tion anatomique traduit sirement un réle dans les échanges gazeux, mais constitue ainsi
de bonnes voies de pénétration au F.0.a (BOUGUEDOURA, 1991).
Les structures morphologique et anatomique de la racine ont été largement étudiées par
divers auteurs dont SAAIDI (1979) et BELARBI-HALLI (1986). Cette structure est celle
des monocotylédones, cependant, elle est caractérisée par I'existence de cellules ayant
de grandes lacunes dans le parenchyme cortical et d’'un endoderme en fer a cheval dont
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les parois radiales et tangentielles internes sont trés épaisses et lignifiées. L'écorce est

constituée de trois régions différentes par le type tissulaire (Fig.07) :

o Un parenchyme a grandes cellules non amyliféres occupe tout le reste du cortex
qui se termine vers lintérieur par un parenchyme interne délimité par 'endoderme.

o Le cylindre central débute par une assise péricyclique. Des pbéles de protoxylémes
sont alternés avec autant de phloémes.

o Enfin, un parenchyme médullaire avec autant de faisceaux conducteurs.

Fig.07 : Coupe histologique transversale dans le cortex et le cylindre
central d’'une jeune racine de Palmier Dattier (Photo BOUDEFFEUR)
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2.3. LA FUSARIOSE DU PALMIER DATTIER OU “BAYOUD”:

Le “Bayoud” est la maladie fongique la plus grave du palmier dattier. L’agent causal
de cette maladie est Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (KILLIAN et MAIRE) W. L.
GORDON (= F.o0.a.).

2.3.1. Origine et distribution géographique du Bayoud : Le Bayoud est trés répan-
du sur le palmier dattier au Maroc et en Algérie. Il est apparu au Maroc dans la vallée du
Dréa au nord de Zagora vers 1870, puis il s’est introduit en Algérie par les oasis fronta-
lieres de Béni Ounif en 1898, Béchar et Béni Abbés en 1908 pour atteindre les régions du
Touat, du Gourara et du Tidikelt. En Algérie, le Bayoud qui est actuellement présent dans
les oasis centrales et occidentales (TOUTAIN, 1965 ; BENZAZA et al. 1970 ; BRO-
CHARD et DUBOST, 1970a, DUBOST, 1972) a atteint Metlili en 1950, Ghardaia en 1965
et EI-Goléa en 1978 ou il a été éradiqué (DUBOST et KADA, 1975 ; DJERBI, 1982)
(Fig.08). La progression du Bayoud du Sud-Ouest vers le Sud-Est constitue une menace
pour les Oasis des Zibans (Biskra, Touggourt) et celle de la frontiére tunisienne.

2.3.2. Importance économique du Bayoud : En Algérie, le Bayoud a détruit plus de
3 millions de palmiers dattiers dans les régions de la Saoura, du Tidikelt, du Touat et du
M'Zab (BROCHARD et DUBOST, 1970b ; DUBOST et KADA, 1974). Dans la plupart des
oasis infestées, le Bayoud a fait disparaitre les meilleures variétés comme par exemple
Boufeggous, Medjhoul au Maroc et Deglet Nour dans certaines Oasis du sud algérien au
profit de cultivars peu productifs et de mauvaise qualité (SAAIDI, 1979 ; DJERBI et al.
1986). Le Bayoud a, de ce fait, provoqué la perte d’'une source de revenus non négli-
geables. En outre, il a réduit considérablement I'étendue des plantes annuelles qui étaient
protégées par les palmeraies et a ainsi accéléré le processus de désertification.
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Fig.08 : Carte épidémiologique de la répartition de la maladie du Bayoud au niveau de la Wilaya d’Adrar
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2.3.3. Symptomatologie du Bayoud : Les premiers symptdmes de la maladie appa-
raissent sur une ou plusieurs palmes de la couronne moyenne (Fig.09A). Leurs folioles
prennent un aspect plombé, se desséchent progressivement de bas en haut et se replient
vers le rachis (aspect de plume mouillée). Le desséchement se poursuit de I'autre céte,
en progressant cette fois de haut en bas en sens inverse (Fig.09B); la palme compléete-
ment desséchée prend alors une couleur blanchéatre d’ou le nom arabe de “Bayoud” don-
né a la maladie (du mot arabe “abiad” qui signifie blanc et qui se référe au blanchiment
des palmes des arbres malades) (DJERBI, 1990). Une longue nécrose brune longitudi-
nale parcoure le rachis de la palme atteinte (Fig.09C). Elle correspond au passage du
mycélium dans les vaisseaux du rachis. Rapidement, d’autres palmes, souvent proches
des premiéres présentent a leur tour les mémes symptémes. A un stade avancé de la
maladie, les palmes atteintes meurent et restent pendantes le long du stipe. La maladie
progresse vers les palmes du centre pour atteindre le coeur de I'arbre qui meurt quand le
mycélium atteint le bourgeon terminal. Une coupe longitudinale du stipe d’un palmier ma-
lade montre une coloration brun-rougeétre des tissus conducteurs. (EL MODAFAR et al,
2008)

Fig.09. symptomes d’une attaque de Bayoud sur (Photo BOUDEFFEUR) :
A : couronne moyenne d’un palmier
B : hémiplégie sur une palme
C : nécrose d’'un rachis

2.3.4. L’agent causal de la fusariose du palmier dattier : Les premiéres descriptions
de l'agent causal du Bayoud ont été réalisées par MALENCON (1934, 1936), PEREAU-
LEROY (1958), Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (= F.o.a.), agent causal de la fusa-
riose du palmier dattier est un champignon tellurique qui est connu seulement sous sa

forme anamorphique.
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2.3.4.1. Taxonomie du F.o.a. : Le genre Fusarium a été décrit en 1809 par LINK qui
s’est basé sur les caractéres morphologiques notamment les spores asexuées dont cer-
taines sont arquées et pluricellulaires. Ce genre comporte plusieurs espéces dont F. oxy-
porum Schlechtendahl emend. Snyder et Hansen, qui a été subdivisé sur la base de la
spécialisation parasitaire en plusieurs formae speciales (sing. forma specialis que I'on
écrit en abrégé f.sp.) (LESLIE et SUMMEREL, 2006).

L’espece F.o.a. est rattachée au genre téléomorphique Gibberella Sacc. Celui-ci ap-
partient a la famille Nectriaceae, a I'ordre Hypocreales, a la classe Sordariomycetes [=
“Pyrenomycetes” sensu LUTTRELL (1955)], au phylum Ascomycota et au regne Fungi.
(ERIKSSON et WINKA, 1997 ; ERIKSSON, 2006). L’'anamorphe F.o.a. est classé dans le
groupe artificiel des deutéromycétes parmi la famille des tuberculariaceae et I'ordre des
moniliales.

2.3.4.2. Caracteres physiologiques du F.o.a. : C'est MALENCON (1947) qui a effec-
tué les premiers travaux sur ses exigences thermiques. La température optimale pour sa
croissance se situe entre 27 et 28°C. Les températures inférieures a 5°C et supérieures a
40°C l'inhibent (BOUNAGA, 1970). Par ailleurs, Fusarium oxysporum f.sp. albedinis se
développe bien sur les milieux a base de pomme de terre. Il posséde les caractéristiques
propres au Fusarium oxysporum (BOUHOT et BILLOTE, 1964, LOUVET et BULIT, 1964).
Dans la nutrition carbonée les diholosides permettent une croissance meilleure que les
sucres simples, alors que les polyholosides sont tous utilisés par le Fusarium. Les
sources de carbone les mieux métabolisées par le Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
sont la pectine, le mannose et le glucose (KARAOUZENE, 1999). En outre, ce champi-
gnon peut croitre a des pH variant de 2,15 a 10, et le chlorure de sodium (NaCl) ne limite
sa croissance que lorsque sa concentration excéde 100 g/I.
Malgré les recherches poussées, menées jusqu’a nos jours, beaucoup d’aspects demeu-
rent encore mal connus. Ainsi, la caractérisation des souches du parasite pose encore
des problemes néanmoins, l'utilisation de diverses techniques d’analyses telles que : la
compatibilité végétative, ’ADN mitochondrial et les empreintes génétiques ont abouti a
I'identification rapide d’isolats de la forme spéciale albedinis (TANTAOUI et BOISSON,
1991 ; KISTLER, 1997 ; TANTAOUI, 1998).

2.3.4.3. Caracteres morphologiques macroscopiques du F.o.a : Sur un milieu P.D.A,
(milieu d’extrait de jus de pomme de terre), le Fusarium oxysporum se développe en for-
mant un mycélium aérien blanc (BOUNAGA, 1970). Aprés quelques jours d’incubation

sous la lumiere fluorescente, les colonies du champignon présentent en général une
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teinte rose-saumon, trés pale (localisée au niveau du mycélium), par contre a 'obscurité,

elles présentent des teintes violacées (Fig : 10).

Fig.10 : Thalle d’une culture pure de Fusarium oxysporum
f.sp.albedinis de couleur rose-saumon (Photo BOU-
DEFFEUR).

Boisson (1991) souligne que des repiquages successifs forcent la forme sauvage de se
dégrader et perdre ses caracteres typiques. Les types morphologiques peuvent étre ob-
servés selon WAITE et STOVER (1960) comme suit :

. « Type cotonneux » : le mycélium aérien est vigoureux et dense.

. « Type corde » : le mycélium s’agglutine en méche

. « Type sclérotique» : de nombreux sclérotes bien formés apparaissent.

. « Type pionnetal visqueux » : la surface de la colonie devient grasse.

. « Type sporodochial » : le mycélium est rasant.

Ces variations portant sur la pigmentation, I'aspect du mycélium aérien et la formation
d’organes tels que sporodochies et sclérotes, permettent de définir trois types de cul-
tures : Sauvage, sénescente, et intermédiaire. Le champignon du Bayoud peut former en
cultures agées, des sclérotes de couleur bleu foncée, ces derniéres naissent parfois sur le
milieu de culture et sont disséminées dans les mycéliums ou parfois groupées, et ayant 1
a 3 mm de diametre (BOUNAGA, 1985). Les pionnotes constituent un revétement continu
gras sur la culture, alors que les sporodochies apparaissent sous forme de coussinets
humides. Néanmoins, il est aisé d’obtenir des cultures de F.o.a a partir de fragments de
rachis de palmes montrant des symptoémes vasculaires, mais il est trés difficile de conser-
ver le type original des colonies appelées encore le « type sauvage », ce dernier est ins-
table et donne rapidement des mutants (DJERBI et al, 1984 ; SEDRA et DJERBI, 1984).

2.3.4.4. Caracteres morphologiques microscopiques du F.o.a: Le Fusarium oxyspo-
rum f.sp. albedinis possede un mycélium hyalin cloisonné et ramifié. Ses hyphes sont
fines et régulieres dans les cultures jeunes. En vieillissant, ils s’hypertrophient et les cel-
lules présentent une paroi 2 a 3 fois plus épaisse que celle du mycélium jeune. Lorsque le
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milieu se desseche, leur contenu cytoplasmique se lyse progressivement (RAHMANIA,
1982). La reproduction de Fusarium est asexuée. Elle est assurée par des microphialides
et macrophialides, produisant respectivement des microconidies et des macroconidies
(Fig.11).

Sur le mycélium, on peut observer deux types de ramifications implantées perpendiculai-
rement. Au sommet des ramifications en forme de bouteille, généralement isolées, parfois
groupées en arbuscules de 2 a 4 branches. A I'extrémité apicale, il existe un renflement
annulaire percé d’un canal étroit ; formation endogene et continue des microconidies, ce
sont des microphialides.

Les macrophialides sont plus larges que les microphialides, plus cylindriques, groupées
en arbuscules, constituant des sporodochies ou parfois des pionnotes. Ce sont les ma-
crophialides productrices de macroconidies.

a- Les microconidies :

Les microconidies prennent naissance a partir de I'extrémité terminale des microphia-
lides. Elles sont trés nombreuses, hyalines, de formes globuleuses, allongées et parfois
courbées de dimensions variables de 3 a 15 ym de long et de 3 a 5ym de diametre. Elles
sont souvent unicellulaires et parfois bicellulaires et posseédent rarement des cloisons.

b - Les macroconidies

Elles sont formées a partir de I'extrémité des macrophialides. Les macrophialides sont
peu nombreuses dans les cultures jeunes. Elles sont plus larges que les microphialides,
se regroupant pour former les sporodochies. Elles ont une base pédiforme a I'extrémité
pointue et courte, elles sont courbées et cloisonnées, généralement de 1 a 3 cloisons et
rarement 4 a 5 cloisons. La taille varie de 20 a 25 ym de longueur et 3 a 5ym de diameétre,
selon les conditions de culture.

c- Les chlamydospores :

Elles apparaissent dans les cultures agées et en conditions défavorables de
'environnement tel que le manque d’'oxygéne et/ou d’éléments nutritifs, pH acide, ou en
présence d'un rapport C/N bas. Les chlamydospores peuvent se conserver pendant
presque une décennie (DJERBI, 1988). Elles peuvent persister a la suite
d’épaississement des parois des cellules du mycélium ou des macroconidies. Elles sont
de forme sphériques de 6 a 20 ym de diameétre, de paroi lisse, épaisse de 0,6 ym compo-
sée de 3 couches (RAHMANIA, 1982). Leur hyaloplasme comporte une accumulation im-
portante de liquide. Les chlamydospores doivent nécessairement germer et donner nais-

sance a un filament mycélium et conidies pour envahir le systeme vasculaire de I'arbre.
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Fig. 11 : Microconidies, macroconidies et chlamydospores de
Fusarium oxysporum f.sp.albedinis (PEREAU-LEROY, 1958)

2.4— Relations : héte Parasite

Différentes expériences ont montré que le Fusarium oxysporum f .sp. albedinis pénétre
dans son hbéte par les racines pour que puissent s’établir des relations parasitaires
(RAHMANIA, 1982). Cependant, 'identification et la responsabilité du F.o.a dans la patho-
logie, ainsi que le mode de pénétration dans les tissus de I'héte ont suscité beaucoup de
controverses.
Pour KILLIAN et MAIRE (1930), la pénétration du parasite s’effectue par les blessures au
niveau des palmes. MALENCON (1949) soupconne son entrée au niveau des inflores-
cences, mais suite a 'examen de certaines plantules atteintes de Bayoud, il a pu tirer une
conclusion selon laquelle la phase initiale de la maladie se déroulerait au niveau du sol et
que les autres modes d’introduction de I'agent pathogéne ne seraient qu’accidentels. LA-
VILLE (1962) a précisé que la pénétration s’effectue a travers les radicelles et ceci suite a
la réalisation de nombreuses infections expérimentales. Ce résultat a été confirmé par
ceux de BULIT et al. (1967). L'utilisation des techniques d’inoculation artificielle adoptées
par ces chercheurs a permis a DUBOST et KADA (1974) de déterminer le stade de déve-
loppement ou les plantules deviennent les plus réceptives au parasite. Le stade de 2
feuilles correspond a la maturité et a la différentiation des vaisseaux conducteurs. Ces ré-
sultats ont été également confirmés par les travaux de SAAIDI (1979).
BELARBI (1986) a décrit le pneumatode et a affirmé qu’il constitue la porte essentielle
d’entrée du parasite. OIHABI (1991) a montré, grace a I'utilisation du microscope électro-
nique a transmission, que la pénétration du parasite s’effectue au niveau de la pointe ra-
cinaire. MATHERON et BENBADIS (1995) affirment que la microconidie du parasite déve-
loppe un hyphe qui se plaque contre la surface de la racine et la perfore. La pénétration
des hyphes devient ensuite possible a tous les niveaux de la racine proportionnellement a

la densité mycélienne.
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2.5- Moyens de Lutte

La particularité du caractére épidémiologique infectieux et vasculaire du Bayoud rend
difficile tout programme de lutte. De ce fait, les services de la protection des végétaux vi-
sent a atténuer, voire stopper la progression du Bayoud vers les régions indemnes en Al-
gérie notamment les régions de Touggourt, Biskra et El-oued ou sont concentrées les 2/3
des palmeraies nationales avec une prédominance trés nette de la variété Deglet Nour,
reconnue tres sensible au F.o.a. Différentes tentatives de lutte ont été entreprises :

2.5.1- Lutte chimique

L'utilisation de fongicides a action systémique ou endothérapique sur un palmier at-
teint de Bayoud est vouée a priori a I'échec. Ce mode de lutte peut étre envisagé en cas
de détection précoce d’un foyer primaire dans une zone indemne. SAAIDI et RODET
(1975), SURICO (1976), puis BOUNAGA (1980) ont testé divers fongicides a action sys-
témique, mais aucun résultat probant n’a vu le jour. La chloropicrine, le bromure de mé-
thyle et le Metam Sodium et plus particulierement le mélange chloropicrine/bromure de
méthyle ont été expérimentés sur le terrain & Ghardaia (CHEIKH AISSA, 1991 ; DJERBI,
1991). Cette technique a été améliorée par I'utilisation d’'un mélange de bromure de mé-
thyle et de chloropicrine (50-50%). Le bromure de méthyle, a I'inverse de la chloropicrine
posséde une forte valeur de diffusion dans le sol et le mélange assure une bonne stérili-
sation de ce dernier (DUBOST et HETHENER, 1968 ; LOUVET et TOUTAIN, 1973 ; KEL-
LOU et DUBOST, 1974). Ce type de traitement réduit considérablement le taux
d’'inoculum dans le substrat utilisé (DJERBI, 1991). Il est bien établi a partir de nombreux
essais effectués, qu’une recolonisation des sols traités par diverses espéces de Fusarium
a lieu mais que I'équilibre microbiologique des parcelles testées se trouve modifié (RAH-
MANIA, 2000). Cette méthode d’éradication présente néanmoins des inconvénients.
L’arrachage, l'incinération des arbres et le traitement du sol représentent une lourde deé-
pense. L’application de cette technique est d’'un codt exorbitant, d’autant plus que son ef-
ficacité n’est pas tout a fait garantie ; surtout si les propagules se trouvent a plus d’'un
meétre de profondeur.

2.5.2 - Mesures prophylactiques

Les mesures prophylactiques émanant des textes gouvernementaux sont réguliére-
ment appliquées au Maroc et en Algérie (MAIRE, 1935; MALENCON, 1947 ; PEREAU-
LERQY, 1958 ; LOUVET, 1974). Ces mesures préconisent de cerner en urgence tout
foyer primaire déclaré dans une région réputée par I'arrachage et la destruction par le feu
des arbres sur place avec éventuellement une désinfection par des fumigants, et la mise

en quarantaine du foyer (interdiction de pénétrer et de cultiver). L'efficacité d'une telle
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opération n’est malheureusement pas toujours couronnée de succes (LOUVET et BULIT,
1972) car le Fusarium oxysporum f.sp. albedinis peut se conserver longtemps dans le sol
ou dans les fragments de palmier sous forme de chlamydospores, et ce, selon DJERBI
(1988), durant huit ans et plus.

2.5.3 - Lutte Biologique

Le concept de l'utilisation des sols résistants (suppressifs) a ouvert un autre aspect re-
levant de la lutte intégrée. Ce concept suscite un intérét particulier dans la lutte contre les
fusarioses vasculaires. Les sols suppressifs empéchent I'établissement du champignon
dans le sol et/ou I'expression de son pouvoir pathogéne. Tels sont les sols des palme-
raies Marocaines de Marrakech et Ouarzazate (SEDRA 1995). Les travaux de SABAOU
et al. (1980) et de AMIR et AMIR (1988) ont montré aussi I'existence, aprés une étude in
vitro, d’antagonistes vis-a-vis de I'agent causal du Bayoud. OIHABI (1991) a développé
I'idée de I'utilisation de mycorhizes a vésicules et arbuscules dans I'organe souterrain du
palmier dattier. Ce type de symbiose manifeste un antagonisme vis-a-vis de I'agent cau-
sal du Bayoud et améliore I'absorption d’éléments minéraux tels que le phosphore et le
potassium par la plante-héte. BENCHABANE et al. (2007) a pu obtenir une inhibition su-
périeure a 70% de la croissance mycélienne de F.o.a en utilisant Pseudomonas fluore-
cent. Cette action a abouti aussi a la réduction du taux d'infection et la gravité des symp-
tébmes sur plantules de palmier dattier.

2.5.4 - Sélection de plantes résistantes

La sélection de cultivars résistants au Bayoud et présentant, par ailleurs, des carac-
teres d’intérét agronomique est une voie prometteuse. En effet, la sélection d'individus
femelles issus de graines, se développant au sein de foyers Bayoudés et/ou a partir de
descendants issus de croisements dirigés entre géniteurs de résistance confirmée et gé-
niteurs de qualité constitue une méthode séduisante de lutte génétique.
MAIRE et KILLIAN (1930) et MAIRE et al (1933) remarquérent I'existence de variétés ré-
sistantes au Maroc. A cet effet, depuis 1967, des tests de résistance par plantation en
pleins champs naturellement infestés ont été entrepris au Maroc, puis plus tard par des
inoculations artificielles en Algérie. Ces essais ont permis de sélectionner cinq variétés
résistantes au Maroc dont Boustammi noire et une en Algérie Takerboucht, ayant une
qualité dattiere moyenne. Cependant, le type de résistance (monogénique et/ou polygé-
nique) développée par le palmier n'est pas encore clairement établi.
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2.5.5 —Biotechnologies

Parmi les solutions proposées contre la maladie du Bayoud, la multiplication du palmier
dattier par les techniques de cultures de tissus in vitro des variétés résistantes (DJERBI,
1988). En effet, il a été possible a partir de tissus de méristeme, d’initier la production de
jeunes plantules. Ainsi, le programme Marocain parait trés ambitieux selon le bilan de
I'l.N.R.A (2004).
Les objectifs escomptés visent un gain de temps grace au marquage des cals nodulaires
embryogénes par des marqueurs biochimiques de type isoenzymes (BAAZIZ et EL-
HADRAMI, 1995 ; EI-HADRAMI et BAAZIZ, 1995).
La culture in vitro permettrait ainsi de rajeunir le patrimoine phoenicicole, de produire des
plants sains et de sélectionner des cultivars résistants, méthode préconisée depuis long-
temps par PERREAU-LEROY (1954, 1957); TOUTAIN (1965, 1968) et SAAIDI et al.
(1981). Les fusions de protoplastes, la création variétale par les croisements dirigés,
I'induction de variations somaclonales sous pressions sélectives (toxine du F.o.a), le gé-
nie génétique ainsi que la sélection assistée par les marqueurs moléculaires sont autant
de méthodes modernes susceptibles de contribuer d’'une maniére substantielle a la créa-
tion de variétés tolérantes voire résistantes au Bayoud.
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3.MATERIELS ET METHODES

3.1. MATERIELS

3.1.1. Matériel végétal : Pour la sélection des souches agressives du F.o.a. nous
avons utilisé des graines des 6 cultivars de palmier dattier dont leur comportement vis-a-
vis du F.o.a. ainsi que certaines de leurs caractéristiques (qualité de la datte, précocité, ...
etc.) sont indiqués dans le tableau 02. Ces noyaux ont été prélevés a partir de dattes pro-
venant d’'un programme de croisements dirigés (héritabilité) réalisé a la station de re-
cherche de I'Institut National de la Recherche agronomique d’Algérie (INRAA) d’Adrar. Les
plantules provenant de la germination des noyaux de ces différents cultivars constituent un
matériel biologique hétérogene. L'étude histologique au niveau des racines infectées par
le F.o.a. a été réalisée uniquement sur les cultivars suivants : Tegaza, Tinasser et Taker-

boucht qui sont respectivement sensible, tolérante et résistante

TABLEAU 02 : Caractéristiques et comportement des cultivars utilisés vis-a-vis du F.o.a.

CULTIVARS COMPORTEMENT CARACTERISTIQUES
Tegaza Sensible Dattes molles, précoces

Timokor Sensible Dattes demi molles, tardives
Tinasser Tolérant Dattes demi molles, semi tardives
Tilemsou Tolérant Dattes demi molles, semi tardives
Takerboucht Résistant Dattes demi molles, tardives
Aghares Résistant Dattes demi molles, tardives

3.1.2. Matériel fongique : Les isolats de F.o.a. ont été obtenus a partir de rachis infec-
tés collectés lors de prospections réalisées en 2001 et 2002 dans le cadre du Programme
National de Recherche sur I'évaluation de la résistance des cultivars de palmiers dattier
(BOUDEFFEUR et REFFIS, 2000) au niveau des palmeraies de différentes régions de la
wilaya d’Adrar : Touat, Gourara et Tidikelt. Les rachis ont été prélevés au niveau de la
couronne moyenne des palmiers infectés. Les isolats ont été ensuite sélectionnés selon le
test du pouvoir pathogéne, parmi les nombreuses souches dépistées dans la région pour
leur agressivité. Ces isolats ont été conservés a la mycotheque du Laboratoire de Phytopa-
thologie de la station expérimentale de 'INRA d’Adrar. Les codifications utilisées pour la dé-
signation des différents isolats comportent une ou deux lettres suivies de deux nombres et
d’'une lettre. Les 2 premiéres lettres correspondent a I'abréviation de la localité, les deux
chiffres correspondent a 'année d’isolement alors que la derniére lettre indique le cultivar
(Tableau 03).
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TABLEAU 03 : Codes, années d’isolement et origines des isolats du F.o.a.

CODES ANNEES D’ISOLEMENT CULTIVARS LOCALITES REGIONS
TAO2H 2002 Hmira Talmine Gourara
T01Z 2001 Tegaza Timmi Touat
T02G1* 2002 Tegaza Timmi Touat
BO1G 2001 Tegaza Bouda Touat
OA02T 2002 Tinasser Ouled Aissa Touat
T™MO02T 2002 Tinasser Timogten Tidikelt
TMO01G 2001 Tegaza Timogten Tidikelt
TO1G 2001 Tegaza Timmi Touat
T02G2* 2002 Tegaza Timmi Touat
TO1Tk 2001 Tk x 55.100.8 Timmi Touat

*

T02G1 et T02G2 ont été isolées la méme année dans deux sites différents d’ou I'ajout des chiffres 1 et 2 pour
les différencier.

3.1.3. Milieux de culture : L'isolement, la conservation, le test du pouvoir pathogene
et la croissance radiale des isolats du F.o.a ont été réalisés sur le milieu de culture PDA.
(= Potato, Dextrose, Agar). La production de spores et de biomasse ont été respective-
ment effectuées sur les milieux PDB (= Potato, Dextrose, Broth) et malt enrichi. La com-
position de tous les milieux cités ci-dessus est indiquée dans I’Annexe 01.

3.2. METHODES

3.2.1. Isolement des souches de F.o.a. : Les rachis présentant les symptomes ty-
piques du Bayoud sont défoliés, désinfectés avec du coton imbibé d’alcool éthylique a 90°
et passés rapidement a la flamme afin d’éliminer les parasites de faiblesse et les sapro-
phytes. lls sont ensuite découpés en petits fragments de 3 a 4 mm de longueur a l'aide
d’un sécateur flambé puis déposés dans des boites de Pétri contenant un milieu de cul-
ture PDA additionné de 100 mg de streptomycine par litre de milieu afin d’éliminer les
bactéries. Quatre petits fragments sont déposés au niveau de chaque boite de Pétri con-

tenant le milieu PDA.

3.2.2. Purification des souches de F.o.a. : A partir de cultures agées issus des frag-
ments de rachis infectés, on préléve des extrémités d’hyphe que I'on repique aseptique-
ment dans des boites de Pétri contenant un milieu de culture PDA acidifié (pH 5,4), a
I'aide d’une solution d’acide phosphorique a 1% et additionné de 100 mg d’oxytétracycline
par litre de milieu afin d’éliminer les contaminations bactériennes éventuelles. La purifica-

tion des souches a été ensuite réalisée par des repiquages successifs.
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Etant donné la grande variabilité du pouvoir pathogéne et des caractéristiques cultu-
rales des souches sauvages de F.o.a., nous avons eu recours a leur régénération par la
culture monospore (SNYDER et HANSEN, 1954 ; CHETTAB et al. 1978 ; SEDRA et
DJERBI, 1985). Pour cela, on préléve a partir d’'une culture dgée un implant de 2 a 3 mm
de diametre. Celui-ci est ensuite placé dans un tube a essai contenant 10 ml d’eau distil-
lée stérile. Afin de libérer les conidies, le tube est ensuite agité a I'aide d'un vortex. La
suspension ainsi obtenue est diluée jusqu'a obtenir une concentration de 1 a 10
spores/ml. Un demi millilitre de cette derniere est ensemencé en stries dans des boites de
Pétri contenant un milieu a base d’eau gélosée a 2%. Les cultures sont incubées pendant
48 heures a la température de 27°C et sous une lumiére artificielle continue. Les spores
germées sont repérées a 'aide d’'un stéréomicroscope ; puis prélevées avec une aiguille
fine et repiquées aseptiguement dans des boites de Pétri contenant un milieu de culture
PDA. Les cultures monospores sont ensuite mises a incuber pendant 7 jours a la tempé-

rature ambiante et sous une lumiére artificielle continue.

3.2.3. Conservation des souches de F.o.a. : Les isolats de F.o.a. issus de cultures
monospores passent inévitablement par une phase de pleine croissance, puis ils devien-
nent sénescents. Durant leur sénescence, ces isolats peuvent perdre partiellement ou to-
talement leur pouvoir pathogéne et subir des variations morphologiques plus ou moins
importantes. Afin d’éviter ces dernieres, lors de la conservation de nos isolats, on préleve
a l'aide d’'un emporte piéce et sous des conditions aseptiques un implant de 0,5 milli-
métres de la culture monospore que I'on place dans un tube a essai contenant une solu-
tion d’oligoéléments (RAPILLY, 1968) dont la composition est indiquée en Annexe 01. La
solution d'oligoéléments est ensuite recouverte d'une couche, de 1 centimétre
d’épaisseur, d’huile de vaseline préalablement autoclavée a 120°C pendant 20 mn. Les
tubes a essai contenant les implants des cultures monospores sont ensuite conservés
dans un réfrigérateur réglé a une température de — 4°C jusqu’a leur utilisation ultérieure
(Fig.12 A).

3.2.4. Caractérisation des isolats du F.o.a. : La caractérisation des isolats du F.o.a.
a porté essentiellement sur les caractéristiques de la croissance radiale en culture, sur la
production de spores (micro et macroconidies) et de biomasse ainsi que sur le test du
pouvoir pathogéne.

3.2.4.1. Croissance radiale : Au niveau de chaque isolat cultivé sur le milieu mal,
nous avons prélevé a I'aide d’'un emporte piece et a la périphérie de chaque colonie un
implant de 0,5 mm de diameétre que I'on place au centre d’une boite de Pétri contenant le
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milieu de culture PDA. Pour chaque isolat, quatre répétitions sont réalisées. Les boites de
Pétri sont mises a incuber dans une étuve réglée a 27,5°C sous une lumiere artificielle
continue. Des mesures du diamétre moyen de la culture mycélienne a des intervalles de
temps réguliers (24, 30, 36, 42, 46, 50, 54, 66, 70, 74 puis 106 heures) sont réalisées.
Elles permettent de déterminer la croissance radiale des colonies selon la formule sui-
vante (RAPILLY, 1968) :

L=(D-d)/2 Ou

L = croissance linéaire.
D = diamétre de la culture.
d = diametre de I'explant.

La vitesse moyenne de croissance linéaire peut étre calculée selon la formule sui-
vante :

Vin=(C; + Co + ... + C,)/N.

Ou

Vn, = vitesse moyenne.

C, a G, = croissances mycéliennes journaliéres.

N = nombre de jours.

3.2.4.2. Production de spores : Dix ErlennMeyers contenant chacun 50 ml du milieu
PDB sont préparés et autoclavés. A partir de chaque boite de Pétri, renfermant une
souche pure et agée, on procede a l'isolement et au repiquage d’'une seule conidie par la
méthode des suspensions - dilutions dans des ErlennMeyers préalablement préparés, a
raison de 4 répétitions par traitement. L'ensemble est soumis a une agitation sur ‘un sha-
ker’ a la température ambiante du laboratoire (30 £ 2°C). L’objectif de cette manipulation
est d’avoir une idée sur I'aptitude de chaque souche a sporuler aux intervalles de temps
suivants : 20 — 24 — 30 — 44 — 48 — 54 — 68 — 72 — 80 heures. Pendant chaque intervalle
de temps, on préléve au hasard 1 ml de la suspension conidienne agitée et on I'étale sur
une cellule de Malassez.

L’estimation de la sporulation est effectuée par la méthode de comptage direct du
nombre de conidies de plusieurs carrées. La profondeur de la cuvette est de 0,2 mm et
chaque carré du réseau est de 0,0025 mm? de surface. On compte le nombre de conidies
de plusieurs carrés et on fait la moyenne qui exprime le nombre de conidies dans un car-

ré, si le nombre est élevé, on procéde a la dilution de la suspension.

3.2.4.3. Production de biomasse : Quatre vingt dix ErlennMeyers contenant chacun
100 ml du milieu Malt liquide a 1% enrichi avec de la peptone sont préalablement prépa-
rés et inoculés respectivement avec les 10 différentes souches de Fusarium oxysporum
f.sp. albedinis titrant 1.10° conidies/ml. Pour chaque souche, 2 répétitions ont été utilisées.

39



L’ensemble est mis en agitation a 250 rpm et a une température de 27 + 2°C et sous une
lumiére fluorescente. Aprés 20 heures d’agitation, deux Erlenns de chaque souche de Fu-
sarium sont prélevés au hasard. La suspension conidienne agitée est filtrée sur un filtre
Pra-Dumas N°3 préalablement taré. Le filtre et la biomasse sont pesés aprés dessiccation
a I'étuve a 110°C pendant 24 heures. La matiére seche est déduite par calcul de la diffé-
rence de poids du filtre avant et aprés filtration et dessiccation. L'opération est répétée
aux intervalles de temps suivants : 20 — 24 - 30 — 44 — 48 — 54 — 68 — 72 — 80 heures.

3.2.4.4. Test du pouvoir pathogéne : Le test du pouvoir pathogéne des 10 souches :
TAO2H, T01Z, T02G1*, BO1G, T0O1Tk, TM02T, TMO1G, T01G, T02G2*, OA02T a été réalisé sur
les plantules des cultivars : Tegaza et Timokor, Tinasser et Tilemsou , Takerboucht et Ag-
hares, obtenues a partir de semis de graines (Fig.12B). Les isolats ont été choisis sur la
base de leur vitesse de croissance mycélienne.

a. Production de plantules de palmier dattier : Les graines de palmier dattier
des différentes variétés sont trempées pendant 24 heures dans de I'eau courante ; en-
suite a l'aide d’un scalpel, les graines sont soigneusement nettoyées par grattage pour les
débarrasser des épluchures qui leur sont adhérentes, et ce, afin de stimuler leur germina-
tion. Celles—ci sont mises une seconde fois dans de I'eau bouillante additionnée
d’hypochlorite de sodium (eau de javel) a une concentration de 2°, puis refroidies. Cette
procédure permet de désinfecter I'endocarpe des graines qui véhicule les agents de pour-
riture en particulier : Les Rhizopus, Pénicillium, Aspergillus, etc. ...

Les graines sont disposées en ligne, dans des bacs préalablement préparés, tout en
orientant leurs pores germinatifs vers le haut, puis elles sont recouvertes d’'une couche de
tourbe. Les bacs sont maintenus dans une chambre obscure pendant une semaine a
38°C et 2 autres semaines a 28 °C sous un radiateur électrique. L’humidité de la chambre
de culture est de 35%. Les graines sont régulierement arrosées avec de I'eau distillée. En
cas d’apparition accidentelle de parasites de faiblesse, une pulvérisation d’'un fongicide
systémique (Méthylthiophanate) est réalisée pour les éliminer. Les graines ayant germé et
dont la longueur des radicules a atteint 2 a 3 cm sont repiquées aussitét dans des sa-
chets en polyéthyléne transparent dont le diamétre est de 8,5 cm et de 18,5 cm de pro-
fondeur contenant de la tourbe caractérisée par une rétention de I'eau = 300%, un
pH=6,5, une résistivité électrique = 1200 mMhos/cm, un pourcentage de matiere séche =
30% et un pourcentage de matiere organique = 20%. La tourbe utilisée est un mélange de
tourbe blanche, tourbe brune et de I'écorce décomposée. Ce substrat est autoclavé pen-
dant 20 minutes a une température de 120°C avant d'étre utilisé. Les graines ayant ger-
mé sont repiquées a raison de 2 a la périphérie de chaque sachet (Fig.12C).
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b- Inoculation artificielle des plantules : L’inoculation artificielle sous serre est effectuée
au stade une feuille et demi (DUBOST et KADA, 1974 ; SAAIDI, 1979 ; DJERBI, 1990).
Ce stade correspondant a la phase réceptive de la plantule car les tissus conducteurs
sont différenciés. Les tests rapides de virulence sont réalisés avec des plantules cultivées
en conditions non aseptiques, dans des sachets en plastique contenant un mélange équi-
libré de tourbe et de sable grossier. A ce stade, la racine principale sort du sachet par le
trou de drainage. La racine est alors sectionnée a environ 1 cm a partir de I'apex et la
plantule est ainsi inoculée par trempage de I'extrémité sectionnée de la racine dans une
suspension conidienne de Fusarium (1.10° propagules/ml) pendant 10 minutes (Fig.12D).
Ce mode d'inoculation est commode et permet également une installation rapide du F.o.a
au niveau des racines (RAHMANIA, 2000).

La lecture des résultats débute a partir de la

3°™ semaine d'inoculation. Les symp-
tdbmes sur plantules se manifestent par un desséchement, un enroulement des folioles pe-
tit a petit sur elles mémes en hélice qui finissent par un flétrissement total. Les témoins de

chaque variété recoivent un traitement similaire a I'eau de robinet.

3.2.5- Mise en évidence du pathogéne dans les racines par études histologiques
3.2.5.1- Coupes fines
L'étude histologique de la pénétration du F.o.a a travers les jeunes racines de

palmier dattier, aprés une inoculation artificielle est effectuée au microscope photonique,
elle a pour but de maintenir les organes dans un état proche du vivant. L'observation des
coupes histologiques au microtome nécessite au préalable l'inclusion des petits fragments
racinaires dans la paraffine pure. La préparation du matériel végétal se fait en trois étapes
essentielles :

a- Fixation des organes : Elle consiste a immobiliser les structures cellulaires dans
un état proche de I'état vivant (Gabe, 1968). Le fixateur utilisé est le F.A.A (Formol - Acide
acétique - Alcool). Les organes fixés par ce mélange sont par la suite inclus dans la paraf-
fine. Le F.A.A est composé de :

8 volumes d'éthanol a 70°
1 volume d'aldéhyde formique
1 volume d'acide acétique glacial

Les fragments racinaires sont trempés dans le F.A.A pendant 48 h. Un passage sous vide
pendant au moins 20mn permet la décantation des organes en bas des piluliers. Cette
observation confirme la bonne pénétration du fixateur dans les tissus cellulaires. Les or-
ganes sont ensuite conservés dans de I'éthanol a 70° dilué selon le tableau de Gay-
Lussac (Annexe 02) (LANGERON, 1949).
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- Déshydratation :

Elle se fait par passage dans de I'éthanol a des concentrations croissantes (70° -
95° - 95° - 100° - 100° - 100°) a intervalles de temps réguliers, une heure entre deux
bains. Du fait de I'état dur des fragments de racines du palmier dattier, un passage dans
du butanol pendant une période d’au moins une nuit est souhaité. Le butanol permet le
ramollissement des organes.

- Imprégnation

Les fragments racinaires ainsi déshydratés sont placés dans du toluéne qui per-
met d'éliminer des quantités infinitésimales d'éthanol restantes, et pour permettre aussi
une meilleure pénétration de la paraffine dans les tissus. Cette étape consiste a mettre les
organes dans les bains successifs suivants :

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

. Toluéne pur pendant 60 mn

. Toluéne + Paraffine pendant 60 mn a 55 °C
. Paraffine pendant 60 mn a 55°C

. Paraffine pendant 60 mn a 55°C

. Paraffine toute la nuit.

- Inclusion dans la paraffine
La paraffine est coulée a chaud dans un moule, constitué par deux barres de
LEUKART (Fig.12E) et placées sur une plaque de verre selon la disposition indiquée en
figure N°12E. Aprés un Iéger refroidissement de la paraffine au fond du moule, les frag-
ments racinaires (1 cm de longueur) sont plongés transversalement a Il'aide d'une pince.
Chaque organe est étiquetés, les blocs de paraffine sont ensuite séchés a la température
ambiante pendant 72 h. puis conservés au réfrigérateur a 4°C.

- Confection et étalement des coupes

Les blocs de paraffine obtenus contenant les fragments racinaires sont taillés
transversalement au préalable a l'aide d'un bistouri de chaque c6té jusqu'a l'apparition du
tissu fixé. Les coupes sont effectuées a l'aide d'un microtome a une épaisseur de 7 a
10um. Cette étape de travail a été réalisée au laboratoire de physiologie végétale de
I'URZA d'Alger.

Apres avoir réalisé les coupes, les rubans de paraffine ainsi obtenus, sont étalés
sur des lames bien ressuyées a I'éthanol puis au papier essuie-tout. Un ressuyage au fur
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et a mesure au toluéne est aussi nécessaire pour faciliter le décollement des bandes et
éviter d'éventuels plissements.

Les bandes de paraffine sont recouvertes d'une eau gélatineuse a 1% sur une plaque
chauffante a 45°C. afin que les bandes de paraffine contenant les fragments racinaires
puissent adhérer correctement sur les lames de verre. Elles sont ensuite égouttées puis

séchées au fur et a mesure a la température ambiante et enfin étiquetées (Fig.12F).

- Déparaffinage :
Le déparaffinage est une opération obligatoire pour éliminer la paraffine des tissus
et faciliter la pénétration des colorants. Pour ce faire, les lames sont soumises aux bains

successifs suivants :

Toluéne pur pendant 10 mn
Toluéne pur pendant 10 mn
Toluéne pur pendant 10 mn

Alcool 100° pendant 10 mn
Alcool 100° pendant 10 mn
Alcool 100° pendant 10 mn
Alcool 100° + formol (4/1) 05 mn
Rincage a I'eau courante

b- Coloration par le bleu trypan au lactophenol
La coloration est effectuée au bleu trypan au lactophénol selon le protocole suivant.
Les coupes sur lames sont colorées sur une plaque chauffante a 55°C a I'aide d'un mé-
lange a base de bleu trypan a 0,1 du lactophénol. Le colorant utilisé est composé de :

. 207 ml d'acide acétique Lactophénol

. 250 g de phénol 1g. Acide lactique
. 1 g bleu trypan 1g9. Phénol

. 407 ml de glycérol 29. Glycérine

. QSP 1000 ml avec I'eau distillée. 1g.Eau bidistillée

- Montage et observations : Un apport de glycérol sur les lames est nécessaire avant
gu'elles ne soient recouvertes d'une lamelle de grand format, puis passage a l'observation
sous microscope photonique muni d'un appareil photographique.

3.2.5.2- Coupes a main levée

- Eclaircissage : Les coupes a main levée de jeunes racines infectées de type R;
et R, sont réalisées a l'aide de lames de rasoirs neuves. Les coupes récupérées dans des
microplines sont passées dans une solution du KOH a 10%. Les flacons sont retirés et
placés dans une étuve réglée a 90°C pendant 60 mn et ce, jusqu'au changement de la
couleur des coupes. Un rincage a froid s’en suit avec du KOH a 10%. Cette étape con-
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siste a vider les matrices cellulaires de leurs contenus pour qu’il ne reste que les parois
cellulaires et le matériel fongique recherché. Un second bain au KOH 10% a 90°C est réa-
lisé, par la suite un bain a I'acide lactique a 10% pendant 4 mn appliqué sur les rondelles
de racines infectées est nécessaire pour neutraliser I'effet du KOH.

- Coloration : Les coupes sont colorées avec le bleu trypan au Lactophénol (décrit
ci-dessus) qui confére une teinte bleue aux filaments mycéliens, hyphes et aux conidies
du parasite, ce qui facilite le repérage, a I'aide du microscope photonique, de la matiere
fongique dans les tissus racinaires du palmier.

- Montage et observations : Les observations sont faites au microscope photo-
nique de type Leitz au laboratoire de Physiologie végétale de 'URZA. Des pellicules cou-
leur de marque Kodak Gold de format 135/36 et d'une sensibilité de 100 ASA ont été utili-
sées pour les prises de vues.
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Fig. 12 : lllustration des différentes méthodes A : Conservation des implants de F.o.a
dans la solution d’oligo-éléments, B : Prégermination des graines de palmier dat-
tier, C : Plantules de palmier dattier au stade 2 feuilles avant leur inoculation ar-
tificielle sous serre, D : Inoculation artificielle par trempage des racines section-
nées au niveau de I'inoculum, E: Barres de LEUKART, F : Blocs de paraffine
étiquetés contenant les échantillons de racines
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4. RESULTATS

4.1- CARACTERISATION DES SOUCHES DE F.O.A UTILISEES

4.1.1- Taux de germination des graines de palmiers utilisées

Le taux moyen de germination des graines, pour lI'ensemble des variétés, est de 95%.
Ce taux élevé est le fruit de I'utilisation d'un substrat favorable dont les caractéristiques
sont déja citées préalablement. Il est autoclavé avant d'étre utilisé.

4.1.2- Evaluation et screening in vivo de I'agressivité des souches

D'apres les résultats obtenus, toutes les souches ont reproduit les symptémes de la
maladie sur les jeunes plantules, et le taux de mortalité a atteint 97%. Néanmoins, une
variation nette de la réaction des plantules a été observée, accompagnée d’une fluctua-
tion de I'aptitude des 10 souches a reproduire les symptomes.
La mortalité des plantules est échelonnée dans le temps. Elle est nulle durant les 15 pre-
miers jours de l'inoculation, puis atteint & la 9 *™ semaine 79 a 97% pour les variétés
sensibles (Tegaza et Timokor), 55 a 71% pour les variétés tolérantes (Tinasser et Tilem-
sou) et enfin 0 & 3% pour les variétés résistantes (Takerboucht et Aghares) (Annexe 03).
Les symptomes de flétrissement aprés I'inoculation artificielle apparaissent dés la 3°™ et
la 4°™ semaine respectivement pour les variétés (Tegaza et Timokor) puis (Tinasser et
Tilemsou). Des symptdmes occasionnels sont aussi observés sur les variétés Taker-
boucht et Aghares, car il s’agit d’'un matériel génétiquement hétérogene (Khalt): (plantules

issues de graines). Cette notion d’hétérogénéité est valable pour tous les cultivars utilisés.

L'examen du systéme racinaire, montre que les racines des plantules des cultivars de Te-
gaza et Tilemsou présentent les symptdmes classiques du Bayoud aprés 9 semaines de
l'inoculation (tdches nécrotiques de quelqgues mm?2 de diamétre, flétrissement). Les
coupes histologiques effectuées au niveau de ces zones montrent que la coloration bru-
natre s'enfonce vers l'intérieur des tissus racinaires, d'une fagon horizontale puis verticale

ascendante des le contact de I'agent pathogéne avec le xyleme.

Les dix souches se sont révélées toutes pathogenes (Fig.13) mais a des niveaux
d’agressivité variables. Les taux les plus élevés de mortalité ont été enregistrés avec les
variétés Tegaza et Timokor suivies par Tinasser et Tilemsou. Nous notons que les
souches ayant plus d'aptitude a reproduire les symptdmes sur des plantules au stade de
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2 feuilles sont : la souche T02G2* et la souche T02G1*.avec des taux de mortalité respec-
tivement de 55,58 et 55,08 (Annexe 03).

L’analyse de la variance révele un effet souche trés hautement significatif sur la repro-
duction des symptédmes (Annexe 04A). Les résultats du test de la PPDS (la plus petite dif-
férence significative) met en évidence I'existence de trois groupes homogeénes distincts et
confirme par ailleurs, que les souches TO2G2* et T02G1* constituent le groupe le plus vi-

rulent.
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Fig 13 : Variation de I'agressivité des isolats de F.o.a en fonction des 6 variétés de palmier
testées

4.1.3. Estimation de la croissance in vitro des souches de Fusarium
4.1.3.1 - Croissance radiale

La croissance mycélienne est un paramétre indicatif du pouvoir d'un champignon a co-
loniser un milieu donné. Les valeurs moyennes de la croissance mycélienne des 10 iso-
lats étudiés évoluent de la méme fagon et graduellement dans le temps. L’aspect général
des isolats différe sensiblement d’'une souche a une autre (Fig.14). Certaines paraissent
avec un mycélium frisé d’autre compact (Tableau 04). Les résultats obtenus montrent que
les souches utilisées se comportent presque de la méme maniere sur le milieu PDA.
L’analyse de la variance au seuil de 5% (Annexe 04B), effectuée pour les intervalles de
temps de 24 h, 84h h et 144 h, confirme qu’il n y a pas d’effet significatif souche sur la
fructification des mycéliums.
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Les valeurs du coefficient de détermination [R2=99 %] indiquent que I'équation de la
régression explique environ 99% du phénomene sur chacun des isolats du F.o.a. Ainsi,
pour comparer le développement des souches, nous pourrons comparer directement les
coefficients directeurs des pentes obtenues avec ces souches (Tableau 05). Ces coeffi-
cients correspondent réellement aux diametres des colonies pour un intervalle de temps

donné. lls avoisinent 0,02. La vitesse de I'extension mycélienne est donc de l'ordre de

0,02 mm/h pour 'ensemble des souches (Annexe 05).

Fig.14 : Morphologie des Thalles des 10 isolats de F.o.a (collectées
dans les régions de Touat, Gourara et Tidikelt) cultivés
sur milieu P.D.A
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Tableau 04 : Description des dix isolats de Fusarium oxysporum f.sp.albedinis

Souches Couleur Type de Mycélium sclérotes Observations
TAO2H Légérement rose  Mycélium trés fin superficiel, enchevétré, Type muté
saumon aspect cotonneux
TO1Z Typiquement Thalle boursouflé a I'apex, mycélium com- Type muté
Rose saumon pact
T02G1*  Rose saumon Mycélium superficiel trés fin arbuscule, frisé o Type sauvage
BO1G Rose saumon Mycélium compact dense moins dense ° Plus ou moins muté
O
OA02T Rose saumon a Amas de mycélium bien distinct, extension © Type muté
hyalin étoilée o
TMO2T Typiquement Mycélium compact, plus ou moins boursou- Q Typiquement sau-
Rose saumon flé et dichotomique a I'apex ° vage
TMOIG  Rose saumon a Mycélium trés fin, rasant g Type muté
hyalin >
TO1G Typiquement Mycélium trés dense, compact, frisé o Plus ou moins sau-
Rose saumon < vage
T02G2*  Rose saumon Extension de mycélium en amas, mycélium Plus ou moins sau-
plus ou moins rectiligne vage
TO1TK Typiquement Mycélium dense, superficiel, ramification Typiguement sau-
Rose saumon arbusculaire a I'apex vage

Tableau 05 : Représentation des droites de régression linéaire des 10 souches de
F.o.a étudiées.

Souche droite de régression coefficient de détermination
TAO2H 0,0201x + 0,6605 0,9974
TO1Z 0,0207x + 0,5991 0,9963
T02G1* 0,0222x + 0,5795 0,9047
BO1G 0,0220x +5241 0,9936
OA02T 0,0201x + 0,5764 0,9927
TMO02T 0,0219x + 0,5214 0,9945
TMO1G 0,0214x + 0,5523 0,9932
TO1G 0,0200x + 0,7141 0,9818
T02G2* 0,0204x + 0,6577 0,9882
TOITK 0,0196x + 0,7564 0,9746

4.1.3.2 - Estimation de la sporulation

La sporulation est estimée en nombre de propagules par ml. Les résultats obtenus
montent que la sporulation suit pour 'ensemble des souches une courbe sigmoide. Elle
est caractérisée par 3 phases bien distinctes : phase de latence, phase exponentielle de
sporulation, phase stationnaire correspondant au plateau (Fig. 15).
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*

* Phase de latence : Cette phase vient juste apres le dépdt de l'isolat dans le milieu

de culture. Elle correspond a la période d'adaptation de la microconidie a son

nouveau milieu. Dans notre cas, cette phase s'étale sur environ 50 heures.

* Phase exponentielle : correspond a la phase de pleine croissance du Fusarium

(Fig.15). Elle débute juste aprés la phase de latence. Pour les besoins de simpli-
fication de l'interprétation des résultats, les données de cette phase exponen-
tielle ont subi une transformation logarithmique. Ceci permet d'avoir une idée sur
la vitesse de croissance des souches qui correspond a la droite de régression li-
néaire de microconidies multipliées par unité de temps. Les valeurs du coeffi-
cient de détermination R2 sont proches de 0,82, ceci indique que 82% de cette
régression sont expliqués par les équations de la droite de régression pour les
différentes souches étudiées. Les coefficients directeurs (pentes) varient de
5152 jusqu'a 8163, soit une vitesse de sporulation moyenne de I'ordre de 6657
propagules/h. La faculté de sporulation des différentes souches par unité de
temps est sensiblement identique (Fig.15). (Annexe 06)

Phase stationnaire "plateau": commence vers la 70°™ heure de culture. Les différents

isolats atteignent la phase plateau d'une maniere concomitante.

La faculté de production de spores pendant toutes les phases de production de conidies

est identi

que pour I'ensemble des souches. Ceci est confirmé par I'analyse de la variance

qui indiqgue qu’il n y a aucun effet significatif de la souche sur ce paramétre (An-

nexe 04C.).
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Fig. 15 : Cinétique de la sporulation des isolats de F.o.albedinis en milieu PDB
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4.1.3.3 — Estimation de la biomasse :
La formation de la biomasse fongique totale suit presque la méme évolution croissance
myceélienne que la sporulation (en sigmoide), et comporte les mémes phases (Fig. 16) :

* Phase de latence: correspond a la phase d'adaptation et d’acclimatation ou
d’accoutumance du parasite a leur environnement. Elle s'étend sur 35 h.

* Phase exponentielle : Cette phase exponentielle de croissance vient aussitot apres la phase
de latence. C'est une phase appelée aussi consommation de luxe. Elle dure environ 24 h.
Durant cette période, la vitesse de formation de la biomasse augmente proportionnelle-
ment au temps d’agitation. Cette phase a été linéarisée a l'aide d'une transformation loga-
rithmique (Fig.19). La pente de la régression linéaire correspond a la quantité de matiere
séche produite en fonction du temps. Les valeurs des coefficients de détermination [R?]
sont proches de 0,96 pour I'ensemble des souches, ce qui veut dire que 96% de cette ré-
gression est expliqué par les équations de la droite de régression. Les pentes varient de
0,16 a 0,20, soit une vitesse de production de la biomasse variant de 16 a 20 mg/h. Les
différentes souches évoluent de la méme maniere pour la production de la biomasse (ma-
tiere séche). (Annexe 07).

* La phase stationnaire « Plateau » : C'est une période stationnaire et d’épuisement de nutri-
ments ou toutes les souches atteignent simultanément la biomasse maximale dans le mi-
lieu de culture.

L’analyse de variance de la production de biomasse montre un effet significatif de la
souche sur ce paramétre (Annexe 04D). Il y a donc une certaine différence entre les

souches étudiées pour la production de la biomasse.
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Fig. 16 : Cinétique de production de biomasse des 10 isolats de F.o.a sur milieu Malt enrichi
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4.1.4. Conclusion

L'étude des 10 isolats de F.o.a sur la base de I'inoculation artificielle a montré un taux
d’agressivité important. Les isolats, semblent appartenir, tous, a un seul groupe
d’agressivité. La croissance radiale des souches a progressé avec le méme rythme. In vi-
tro, les souches ont un comportement trés proche les unes des autres. Ceci se refléte par
I'allure des courbes de sporulation et de biomasse pour les différentes étapes de latence,
exponentielle et stationnaire qui sont identiques. Ces résultats nous incitent a penser que
les différentes souches sont d’origine monoclonale.

4.2. CARACTERISATION DE L’ANATOMIE RACINAIRE DU PALMIER
DATTIER
4.2.1. Description biométrique

Une étude biométrique préalable des racines non inoculées des 3 variétés a été réali-
sée. Les résultats ne montrent pas de différences significatives entre les trois variétés (ta-
bleau 06). Un bon développement des systemes racinaires des trois variétés a été ob-

servé.

Tableau 06 : Biométrie des systémes racinaires non inoculés agés de 70 et 90 jours des 3 variétés
(Sensible, tolérante, résistante).

Age
Variétés
70 Jours 90 Jours
Longueur (cm) Diametre (mm) Longueur (cm) Diametre (mm)
Tegaza 15 1.2 25 1.5
Tinasser 16 1.9 18 2.3
Takerboucht 15.8 2.4 17.3 2.7

4.2.2. Anatomie de la structure racinaire (racines non infectées)

Nous avons noté la présence des différentes racines (auxirhyzes, mésorhyzes, brachyr-
hizes). Les coupes ont été faites a 15 mm de I'apex racinaire pour les trois variétés : Te-
gaza, Tinasser et Takerboucht. L’objectif est d’étudier la différentiation des tissus et
d’avoir une idée sur les étapes de l'installation et de la progression du Fusarium dans les
tissus racinaires.

Les coupes transversales ont été réalisées sur les racines principales appartenant aux
3 variétés (Tegaza, Tinasser et Takerboucht). Deux zones racinaires distinctes sont parti-

culierement prises en considération : L’écorce et le cylindre central.
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L’écorce :
Les coupes réalisées montrent de I'extérieur vers l'intérieur (Fig. 17 ; 18 ; 20).

- Un rhizoderme: C’est une couche de cellules superficielles dont les parois sont
minces et cellulosiques.

- Un subéroide: C'est un tissu protecteur d'origine primaire, formé de 3 assises
cellulaires dont les parois sont Iégerement épaisses. Un début de subérification
de la premiére assise a été constaté.

- Un sclérenchyme : C'est un tissu de soutien d'origine primaire formé de plusieurs
couches cellulaires. La taille des cellules augmente de la périphérie vers le
centre.

Au niveau de I'écorce, on constate deux zones bien distinctes :

» zone externe formée de 3 a 4 assises de cellules dont les parois sont épaisses
et lignifiées.

» zone interne formée de 3 assises de cellules a parois plus ou moins fines. La li-
gnification dans ce cas est moins importante.

Le parenchyme : C'est un tissu d'origine primaire dont lequel on distingue : il se divise en
3 niveaux :

* Une zone externe qui est composée de plusieurs assises cellulaires a parois
minces et cellulosiques. L'augmentation du nombre des cellules est centripéte.

* Une zone moyenne formée de cellules dont les parois sont similaires a celles de
la zone externe. Cette zone est caractérisée par la présence de nombreuses la-
cunes dont les dimensions sont importantes. Elle contient des amas arrondis de
fibres a paroi lignifiée et parenchyme profond a petites cellules.

* Une zone interne : C'est le parenchyme cortical le plus interne. La nature de ces
parois est cellulosique et épaisse. Cette zone ne contient pas de lacunes.

Le cylindre central

Il est réduit par rapport a I'écorce, il est caractérisé par la présence des tissus sui-
vants :

* Le péricycle : c'est une assise de cellules a parois minces de nature pectocellulo-
sique situé directement sous I'endoderme limitant le cylindre central vers I'exté-

rieur (Fig 19).
* Les tissus conducteurs : lls sont bien différenciés et groupés en faisceaux de xy-
léme et phloéme. Les tissus conducteurs du phloéme sont alternés avec les fais-
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ceaux du xyleme et dont la différentiation est centripete. La nature des parois des
faisceaux est pectocellulosique.

Le parenchyme médullaire : Ce sont des cellules a parois peu épaisses et cellulo-
siques. Au cours de nos observations, nous constatons que les racines du 1*
ordre (R;), celles du 2°™ ordre (R,) ont la méme structure.

Un endoderme : C'est un tissu d'origine primaire, formé d'une seule assise de cel-
lules ; il constitue I'assise la plus interne de I'écorce et dont les parois cellulaires
sont lignifiées.

Fig 17 : Coupe transversale au niveau de I'écorce montrant le rhizoderme (RZ), le subé-
roide (SB), le sclérenchyme (SC), le parenchyme cortical de 'endoderme (PCE), le fais-
ceau de fibre, le trait blanc délimite I'écorce, la lacune (Lac), Parenchyme cortical a méats
(PCM), Parenchyme médullaire (PM), Gr: x10.

Fig 18 : Coupe transversale au niveau de I'écorce et du cylindre central de la racine d’une
jeune plantule de palmier dattier non infectée. Protoxyleme (Px), Endoderme (EN), Fais-
ceau de fibres (FF), Métaxyleme (Mx) Gr : X 10

Fig 19 : Vue générale du cylindre central en coupe transversale, Gr : x 10

Fig 20 : Coupe transversale au niveau d’un cylindre central ; P : Péricycle, En : Endo-

derme, Px :Protoxyleme, Mx : Metaxyleme, Ph : Phloéme, Pm : Parenchyme médullaire,
Gr: x10.
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4.2. 3. Conclusion

Le systeme radical du palmier dattier est fasciculé. La longueur et le diameétre des ra-
cines de Tegaza, Tinasser et Takerboucht différent sensiblement d’'une variété a une
autre. L’anatomie des racines confirme celle d’'une monocotylédone. Les coupes anato-
miques ont montré I'existence d’'une écorce et un cylindre central. L'écorce contient des
cellules parenchymateuses avec de grosses lacunes, ce qui caractérise le palmier dattier.
Le cylindre central est réduit par rapport a I'écorce.

4.3. CARACTERISATION DE L’ INTERACTION F.O0.A x ANATOMIE RACINAIRE
DU PALMIER DATTIER APRES INOCULATION
4.3. 1. Observations macroscopiques des racines infectées

a. Variétés sensible et tolérante

Un mois aprés l'inoculation artificielle des plantules de Tegaza et Tinasser par une
suspension conidienne de la souche préalablement sélectionnée : T02G2*, nous avons
observé une couleur brune a rougeétre sur les racines. Ceci caractérise la présence du
parasite a l'intérieur des cellules. Cette couleur prend naissance a partir de I'apex raci-
naire et des tissus jeunes puis progresse en direction du collet engendrant des nécroses
caractérisées par leur couleur noire (BOUDEFFEUR, 1989) (Fig 21). Ceci expliquerait la
progression du Fusarium d'une maniére ascendante au niveau des plantules pour at-
teindre en dernier ressort le limbe et la partie épiphytique de la plantule. Ces symptomes
sont accompagnés d’un rétrécissement de la surface foliaire, un enroulement ou un blan-
chiment des folioles. La plantule subit enfin un desséchement des limbes puis finit par le
dépérissement total.

b- Variété résistante

L'observation macroscopique des racines des plantules de la variété Takerboucht
montre dans certains cas un brunissement sur les plus jeunes racines notamment au ni-
veau de leurs apex. Ce brunissement reste cependant, localisé sans progression vers le
collet, contrairement aux variétés Tegaza et Tinasser. Aucun symptéme foliaire sur les
limbes et les autres parties de la plante n’a été observé. Les plantules de Takerboucht
sont restées vivantes jusqu’a la fin de notre expérimentation sauf pour quelques rares ex-

ceptions.
4.3. 2. Observations microscopiques et anatomie des racines infectées

L'inoculation artificielle des variétés sensible, tolérante et résistante nous a permis de
suivre le mode de colonisation des racines par le F.o.a, son déplacement a l'intérieur des
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tissus conducteurs, son comportement ainsi que les modifications histologiques qui peu-
vent en découler.
a. Variétés sensible et tolérante

Apres 10 jours de l'inoculation artificielle des plantules, les observations faites sur les
coupes a main levée montrent que le champignon est présent dans les racines des deux
variétés (Tegaza et Tinasser) a des niveaux sensiblement différents. Ces observations
permettent de noter que :

Apres 24 heures de l'inoculation artificielle, un début de germination des microconidies a
la surface des racines, a été observée sur certaines racines [Fig. 22,)] et sur d’autres la
présence de filaments mycéliens sur la partie externe des racines [Fig. 23].

Des modifications structurales ont été observées au niveau de la racine attaquée entrai-
nant ainsi un ramollissement puis un brunissement suivi d’'un détachement du cylindre

central de 'écorce.

Au dixiéme jour, des filaments mycéliens enchevétrés sur certains sites d'infection ont été
observes, confirmant la formation d'une crypte ou d’'une invagination microcellulaire [Fig.
24 et 25].

Nous avons constaté, apres un mois de contact de I'inoculum avec les racines, la pré-
sence du mycélium dans I'écorce au niveau du parenchyme cortical ainsi que les lacunes
[Fig. 26, 27, 28,29]. La pénétration serait induite par les appressoria exer¢ant une pres-
sion mécanique qui facilite leur insinuation dans I'écorce principalement par la voie inter-
cellulaire notamment dans les méats et entre les cellules au niveau de la lamelle
moyenne (Fig : 30, 31). C’est a ce moment que le champignon commence a envabhir le
parenchyme cortical ou s’installe le mycélium [Fig. 32, 33].

Le parasite ne cesse alors de s’étendre dans les tissus touchés pour atteindre enfin le
cylindre central, et plus particulierement, les vaisseaux du xyléme [Fig. 34, 35]. Ainsi, au
bout d'un mois de contact avec le Fusarium oxysporum f.sp.albedinis [Fig. 36, 37], on
note la formation de thylles, qui finissent par obstruer et coloniser les vaisseaux conduc-

teurs du xyleme [Fig.38 ; 39].
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Nécrose

Fig.21 : Symptomes induits par Fusarium sur une jeune racine de palmier dattier : une nécrose nette sur le
systéme racinaire est visible.

Fig.22 : Présence abondante de mycélium sur la racine d’'une jeune plantule Tinasser. Début de Germination
d’'une microconidie Gr : 25x

Fig.23 : Mycélium cloisonné se rapprochant tangentiellement de la périphérie racinaire. (TK) Gr : 25x

Fig.24 : Début de formation d’'une crypte d’invagination fongique a la périphérie de la racine suivie d’une
réaction racinaire qui consiste a sécréter des polyphénols. (Tegaza) Gr.:25 x

Fig.25- Formation d'une invagination réelle par des appressoria de mycélium occupant tous les espaces
intercellulaires avec réaction de sécrétion de tannins (Tegaza). Gr. 25x.
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Fig 26: Mycélium traversant I'écorce et occupation des espaces intercellulaires et des méats.
Réaction de défense par les composés phénoliques sur la périphérie racinaire de la va-
riété Tinasser. Gr : 25X

Fig 27 : Présence évidente du mycélium dans les espaces intercellulaires de I'écorce suivie d’'une
réaction de défense par la sécrétion de polyphénols dans les cellules cernées (Tinasser)
Gr : 25x.

Fig 28 : Envahissement des différentes couches de I'écorce par des hyphes mycéliens. Sécrétion
des polyphénols pour faire face aux mycéliums. Tinasser. Gr : 25X

Fig 29 : Coupe transversale au niveau de l'écorce a 15 mm de l'apex radiculaire. Début
d’insinuation des mycéliums représenté par un point d’infection et mycélium inter et intra-
cellulaire. Tegaza Gr : 25X
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Fig.30 : Mycélium présent dans les espaces intercellulaires de la couche de I'’écorce avec sécré-

tion intense de polyphénols exclusivement par les cellules entourées d’hyphes mycéliens
(Tinasser) Gr : 25x

Fig. 31 : Coupe transversale au niveau de I'apex radiculaire. Mycélium bien visible occupant les
espaces intercellulaires de I'écorce d’'une plantule de Tinasser avec sécrétion de poly-
phénols actifs. Gr : 25x

Fig. 32 : Présence du mycélium en abondance dans le parenchyme cortical et des lacunes. Etire-
ment et désorganisation totale des cellules parenchymateuses (Tegaza) (Gr : 40x)

Fig. 33 : Présence d'hyphes mycéliens avec conidies dans les méats et espaces intercellulaires.
Désorganisation totale du parenchyme causée par les enzymes hydrolytiques du cham-
pignon. (Tegaza) Gr : 40x.
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Fig 34 : Coupe longitudinale montrant la structure des vaisseaux conducteurs Tinasser Gr : 40x

Fig 35 :- Mycélium bien visible au niveau d'un vaisseau du xyleme. Brunissement du parenchyme
médullaire révélant une concentration fusarique Gr : 40x

Fig 36- Envahissement total des tissus du parenchyme cortical et médullaire. Mycélium avec ap-
pressoria occupant les espaces intercellulaires. Désorganisation et étirement des cellules pa-
renchymateuses. Sécrétion de polyphénols au niveau du parenchyme cortical et du cylindre
central (Tegaza) Gr : 40x

Fig 37 : Ramollissement de la racine infectée puis début du détachement du cylindre central a
partir de I'’écorce. Observation nette des polyphénols dans le cylindre central. Présence de
thylle dans le xyleme. Tegaza Gr : 40x

Fig 38 : Domination du parenchyme cortical interne, du phloéme et xyleme par des amas de
mycélium. Début de détérioration de I'endoderme. Tinasser Gr : 40x

Fig 39 : Colonisation des vaisseaux conducteurs par le Fusarium, format en coupe longitudinale.
(Tegaza) Gr :25x
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b - Comportement de la variété résistante " Takerboucht "

Un mois apres l'inoculation de la variété résistante de Takerboucht, les plantules res-
tent vertes sauf pour quelques trés rares exceptions vu a la disjonction des caractéres.
L'observation sous microscope des coupes transversales de celle-ci a permis de montrer
que la pénétration éventuelle du parasite a travers les tissus de I'écorce (Fig. 40 ; 41)
s’effectue tardivement par rapport aux deux autres variétés (Tegaza et Tinasser). La pro-
gression du F.o.albedinis reste trés localisée aux niveaux des tous premiers millimétres
de la racine (Fig. 42), pas loin du point de l'inoculation, c'est-a-dire dans les zones
proches de I'apex racinaire.

L’attaque parasitaire La colonisation parasitaire reste trés limitée au sclérenchyme et
au parenchyme cortical. Elle se traduit par un brunissement localisé au niveau des parties
attaquées. Ce brunissement (nécrose) peut étre assimilé a une réaction d’hypersensibilité
tissulaire (hypersensitive reaction-like) confirmant la présence de I'agent pathogéne dans

une zone réduite de la racine infectée.

Nous n'avons pas pu observer le Fusarium mycélium dans les vaisseaux du xyléme ni
dans le cylindre central. Nous avons constaté au niveau de certains apex racinaires des
cellules parenchymateuses de couleur altérée. Ces cellules peuvent subir éventuellement
un étirement suivi d’'un cloisonnement et finissent par une hypertrophie des cellules [Fig.

42]. En fait, il s’agit d’'un matériel hétérogéne car il est issu de noyau.

Enfin, nous avons observé une production abondante de tannins et de gommes (poly-
phénols) surtout au niveau du sclérenchyme racinaire des variétés inoculées [Fig.40 ; 41 ;
42]. Cependant, la variété résistante Takerboucht semble produire le plus de polyphénols
par rapport aux deux autres variétés. Cette abondante production n’a pas été observée
dans les jeunes plantules témoins, ce qui témoigne une réaction de défense mise en

ceuvre par la plante infectée pour limiter, voire stopper la progression du champignon.
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Fig : 40- Elaboration importante de polyphénols suite a un rapprochement tangentiel du F.o.
albedinis au niveau du subéroide de I'écorce. (TaKerboucht) Gr : 25x.

Fig : 41- Un mycélium frolant la surface racinaire. Réponse du métabolisme phénolique a des

infections racinaires. Des mycéliums de F.o. albedinis sont bien distincts chez la variété résistante
(Takerboucht) : Gr : 25x.

Fig 42- Pénétration des hyphes mycéliens au niveau de la racine, sécrétion abondante des
Polyphénols stratifiés bien foncés limitant la progression du champignon (Takerboucht) Gr : 40x
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4.3.3. Installation et ascension du parasite dans la plante

La technique des coupes sériées nous a permis de suivre de pres l'installation et I'as-
cension et la progression du parasite dans les vaisseaux conducteurs des jeunes plan-
tules des trois variétés (sensible, tolérante et résistante). Le dépistage du F.o.a dans les
plantules au stade une feuille montre que l'ascension du parasite est trés lente et reste lo-
calisée aux alentours des points d’infection. Sa progression effective n’apparait qu’a partir
de la formation de la 2°™ feuille.

Le parasite peut étre isolé apres seulement vingt quatre heures aprés l'inoculation des
variétés par trempage des racines sectionnées dans une solution d'inoculum titrant 1.10°
conidies/ml. Les fréquences des plantules ayant permis l'isolement du champignon dans
les tous premiers centimétres racinaires inoculés sont de 50% pour Tegaza, 45% pour
Timokor, 20% pour Tinasser puis 23% pour Tilemsou. Les racines inoculées des variétés
Takerboucht et Aghares réputées résistantes n'ont pas permis d’isoler le champignon.

Quatre jours apres, le champignon est présent dans toutes les racines de Tegaza et
Timokor. Sa présence est discontinue dans les dix premiers jours sur une longueur de 10
cm pour les variétés tolérantes (Tinasser et Tilemsou). Cependant, pour les 2 variétés ré-
sistantes (Takerboucht et Aghares), aucune présence du parasite n’a été décelée dans
les dix premiers centimeétres, et ce, pendant 10 jours.

4.3.4. Conclusion
L’infection des plantules de palmier dattier au stade de deux feuilles par une suspen-

sion conidienne de F.o.a favorise une germination rapide des microcinidies autour des ra-
cines. Le mycélium perce la paroi de I'épiderme racinaire et pénétre dans le parenchyme
cortical de la variété Tegaza et Tinasser. |l progresse vers le cylindre central et les vais-
seaux de xyleme pour atteindre finalement les feuilles. Un brunissement tissulaire est par-
fois observé sur I'apex racinaire de la variété résistante Takerboucht, sans que le mycé-

lium parvienne au cylindre central de la racine.
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5- DISCUSSION

L’étude anatomique des racines montre que les résultats obtenus sont conformes
a ceux obtenus par CHALLAM (1986) et BOUGUEDOURA (1991). La seule différence
anatomique réside dans le nombre des faisceaux conducteurs et I'épaisseur de racines
qui peuvent changer.

- Culture des souches de F.o.a in vitro

Grace aux techniques classiques, une souche agressive a été sélectionnée. Il
s’agit de la souche T02G qui a été utilisée dans les tests ultérieurs. En effet, 'analyse de
la variance met en évidence un effet significatif (seuil de 5%) de la souche sur le niveau
d’agressivité. Ceci serait di éventuellement a une mutation de certaines souches. En ef-
fet, les travaux récents ayant porté sur la caractérisation génétique basée sur les outils
moléculaires de nombreuses souches de F.o.a, mettent en évidence une homogénéité
génétique de ce matériel (AMZELLOUG, 1999). Ces travaux confirment I'existence d'une
seule lignée génétique du parasite. Par ailleurs, les études menées sur le pouvoir patho-
géne n'ont pas permis de révéler l'existence de races dans les différentes populations
étudiées de ce parasite (FERNANDEZ et al, 1995). Ainsi, la mise en évidence d’'une telle
homogénéité génétique du parasite fournit de bons espoirs pour le succés d'une stratégie
de lutte contre cette maladie notamment par le développement de variétés de palmier dat-
tier résistantes. Dans notre cas, la différence entre les agressivités des souches sur les
variétés étudiées est hautement significative, ce qui explique que ce matériel végétal est
génétiquement hétérogéne.

Le comportement in vitro des souches de F.o.a étudiées indique que celles-ci pré-
sentent les mémes aptitudes a se multiplier, a se développer et a produire la biomasse
sur le milieu de culture. Elles obéissent toutes a un développement selon des courbes de
type sigmoide qui possedent tous un point maximum pour la sporulation, la production de
microconidies, de macroconidies et de biomasse, puis s'en suit une phase stationnaire qui
correspond a la colonisation du milieu de culture pour atteindre enfin la capacité biotique
du milieu. Ceci suggére que la phase d'épuisement du milieu en éléments nutritifs limi-
tants, conduit au phénomeéne de fongistase (LOCKWOOD, 1981).

Ces parameétres sont toujours testés dans ce type d’étude car les Fusarium coloni-
sent leur milieu par allongement des hyphes mycéliens (DIX et WEBSTER, 1995). En ef-
fet, nous avons remarqué une accentuation de la pente au niveau de la courbe de produc-
tion des microconidies, ceci concorde avec les résultats obtenus par BOUNAGA (1975) et
ALABOUVETTE (1986) qui ont démontré que I'état nutritionnel d'un substrat conditionne
de facon importante le développement des microorganismes. La multiplication du F.o.a

est favorisée par des éléments nutritifs du milieu, ainsi que I'hydrolyse des Fusarium
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morts qui ont libéré leur contenu en éléments nutritifs (DAVIS, 1975 ; LENSI et al, 1991).
GRIFFIN (1981) suggére que le carbone est I'élément essentiel pour la multiplication des
spores.

Pendant la phase plateau, une stabilisation de la courbe a été remarquée. Nous
pouvons suggérer que le mycélium et/ou les conidies peuvent élaborer un métabolite in-
hibiteur de la germination ou éventuellement le milieu de culture a atteint sa capacité bio-

tique par I'épuisement des éléments nutritifs ainsi que le vieillissement des souches.

- Comportement des racines inoculées par la souche de F.o.a

Nous avons observé, aprés inoculation, que l'insinuation du Fusarium est plus ac-
centuée au niveau des zones proches de l'apex radiculaire. Dans cette zone, les tissus
sont encore plus jeunes et la nature de leurs parois cellulaires est essentiellement consti-
tuée de pectine et de cellulose qui peut étre aisément lysées par le champignon. BOU-
NAGA (1975) a confirmé l'existence chez le F.o.a d’enzymes telles que les cellulases et
les pectinases capables de dégrader la paroi pectocellulosique du palmier dattier. Dans le
méme ordre d’idées, WALTON (1994) note la présence de plusieurs systéemes enzyma-
tiques (tableau 07) chez tous les microorganismes, qu'ils soient saprophytes ou patho-
geénes, contribuant a la dégradation des parois des plantes supérieurs.

Tableau°® 07. Enzymes, produites par les pathogénes, capables de dégrader la paroi cellu-
laire du palmier dattier, (WALTON, 1994)

Cellulase EndoPG Glucosidase
Endo-b-1,4-glucanase ExoPG 1.3-Glucanase (laminarinase)
Cellobiohydrolase PME 1.3-b-1.4-Glucanase
b-Glucosidase 1,4-xylanase Galactosidase

Pectinase xylosidase 1.4-Galactanase

Endol’l Arabinofuranisidase Protease
ExoPl(exopolygalactutonallyase)  Arabinase Phospholipase

Nos résultats montrent par ailleurs, que les microconidies pouvaient se déplacer et
reproduire des symptdmes chez les plantules agées de 3 feuilles avant celles agées de 2
feuilles. En effet, ces dernieres disposent de plus de cloisons transversales considérées
comme des barrieres histologiques situées dans les vaisseaux conducteurs du xyleme en
voie de différentiation (BOUNAGA et BOUNAGA, 1973). MALENCON (1949) suggére que
la progression du Fusarium découle de la nature de la maladie, cette derniére se fait de
bas en haut, a travers les vaisseaux du xyleme qui, au contact du parasite, s'obstruent
plus ou moins par des thylles et de gommes. Dans notre cas, Nous avons fait les mémes
observations histologiques grace a la technique des coupes a main levée. L’étude a révé-
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lé, chez les variétés sensible et tolérante une concentration fusarique particulierement im-
portante dans le cylindre central par comparaison a |'écorce.

Dans nos conditions expérimentales, nous nous sommes rendus compte que les
symptdmes réelles du Bayoud apparaissent a partir de la 4°™ semaine aprés I'inoculation
des plantules, alors que les microconidies ont pu étre détectées au niveau de certaines
racines par la technique des coupes sériées, apres seulement 24 heures pour Tegaza et
Tinasser; ce qui corroborent les résultats obtenus par RAHMANIA (2000). Aussi, il en ré-
sulte de linfection des jeunes racines des modifications structurales qui présentent un
ramollissement alors que le cylindre central se détache de I'écorce suivie de I'apparition
d’un brunissement tissulaire. L'installation du F.o.a dans les racines du palmier com-
mence au préalable au niveau des tissus de I'écorce, avant d’atteindre les parties cen-
trales puis les organes aériens. Le parasite se multiplie rapidement dans le xyleme et ar-
rive a obturer les vaisseaux pour ralentir le flux de la séve (RAHMANIA, 1982).

Selon BELARBI et MANGENOT (1986), aprés 15 jours de l'inoculation artificielle
d’une racine principale, dépourvue de pneumatodes et d’autres racines latérales portant
des pneumatodes; l'infection a été constatée seulement dans le second cas. Le champi-
gnon est présent dans l'aérenchyme ou il est étroitement appliqué sur les parois cellu-
laires. Le champignon traverse le cortex a la fois entre et dans des cellules. Les hyphes
forment une couche épaisse au voisinage de I'endoderme subérisé ou elles traversent
souvent la paroi des cellules par les ponctuations pour arriver au cylindre central. Il enva-
hit, par la suite, le systéme vasculaire, pour atteindre enfin les organes aériens du palmier
dattier (RAHMANIA, 1982).

En effet, nous avons remarqué que la vitesse de colonisation des racines est plus
accentuée en direction de la tige que vers I'apex racinaire, ceci concorde avec les obser-
vations de BELARBI et MANGENOT, (1986), MATHERON et BENBADIS (1994). Ces
derniers auteurs ont constaté, en outre, que la pénétration s'effectue d'abord d'une fagon
horizontale puis verticale ascendante dés son arrivée dans le xyleme. Dans notre cas,
nous avons constaté que la progression horizontale du parasite est plus lente au fur et a
mesure qu'on s'éloigne de I'apex radiculaire. Ceci serait d0 a la lignification et la subérifi-
cation des parois. Par ailleurs, le parenchyme cortical riche en lacunes ainsi que sa na-
ture pectocellulosique et I'épaisseur réduite de ses parois serait la cause de son envahis-
sement par le F.o.a.
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L'age de la plantule présente aussi un effet sur la progression du champignon
dans les tissus. Ainsi, nous avons remarqué que l'ascension du parasite dans les vais-
seaux trés jeunes des plantules au stade une feuille est plus difficile que chez les plan-
tules au stade 2 feuilles et plus. En effet, DUBOST et KADA (1974) ont révélé I'existence
de trachéides qui constituent une barriére de nature histologique a la progression verticale
du champignon chez les plantules au stade 1 feuille, alors qu’au dela du stade 2 feuilles,
le systéeme conducteur se différencie de plus en plus, les cloisons transversales tendent a
disparaitre et la circulation de la séve devient plus aisée, ce qui faciliterait 'ascension du
champignon vers les parties supérieures de la plante.

Le F.o. albedinis séjourne plusieurs heures dans I'écorce ou il provoque une alté-
ration et une désorganisation totale des tissus du parenchyme cortical et gagne par la
suite I'endoderme qu'il traverse par la lyse de la lamelle moyenne. L'endoderme n'est pas
considéré comme une barriere, le parasite se retrouve alors dans le cylindre central ou il
va proliférer dans les tissus du parenchyme médullaire. Bien que le champignon ait pu co-
loniser facilement la variété Tegaza (sensible) et avec un degré moindre la variété Tinas-
ser (tolérante), les mémes réactions de défense se produisent au contact de l'agent pa-
thogéne. De ce fait, la réaction la plus importante observée au cours de cette expérimen-
tation demeure celle de la production de substances polyphénoliques. Cette production
est induite par le F.o.a et aurait une relation avec la sensibilité ou la résistance d'une
plante donnée vis-a-vis des fusarioses vasculaires (BENSALEM, 1991). Néanmoins, chez
les variétés Tegaza et Tinasser, nous avons constaté que la progression du parasite ne
semblait pas étre génée par les polyphénols de plus en plus abondants apres la contami-
nation. Chez la variété Takerboucht, nous avons remarqué une forte sécrétion de poly-
phénols aprés I'inoculation concomitante avec un blocage du champignon au niveau des
tissus de I'écorce. Il reste a savoir, d’une part si la présence de ces polyphénols est réel-
lement a l'origine de ce blocage, et d’autre part si la nature des polyphénols differe d’une
variété de palmier a une autre ? LEVIN confirma en 1971 que la qualité des polyphénols
differe d'une espéce a une autre et une différence variétale peut exister au sein d'une
méme espéece. Si de telles affirmations se vérifient chez le palmier dattier, elles ouvriront
trés certainement de nouvelles perspectives dans le domaine de la création variétale chez
le palmier dattier visant a mettre en place des programmes de lutte génétique contre ce
pathogéne. Enfin, OUAFI-HARCHAQUI (2007) a confirmé une différence en polyphénols
entre les différents cultivars de palmier dattier.
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Le mécanisme de résistance aux fusarioses vasculaires est un phénoméne com-
plexe, il peut étre résumé selon les résultats de nombreux auteurs :

BOUNAGA (1973) relie la résistance d'une variété a la fréquence des cloisons
transversales qui s’opposera certainement au parasite lors d'éventuelles ascensions.
BROCHARD (1974) affirme que les exsudats racinaires des jeunes plantules peuvent in-
hiber in vitro la multiplication du F.o.albedinis. Ceci a été confirmé par BENNACEUR
(1981) lorsqu'elle a inhibé la germination des microconidies par les exsudats racinaires is-
sus d'une variété résistante. La résistance serait également stimulée par les sécrétions de
phytoalexines (ALBERSHEIM et VALENT, 1978 ; ASSEF, 1987), substances dont la pro-
duction est induite aprés inoculation chez les variétés sensibles et résistantes ; et les phy-
toncides, substances qui existent chez la variété résistante.

EI-HADRAMI et al. (1998) en comparant les cultivars inoculés, a révélé une accu-
mulation plus rapide et importante des composées phénolamidiques induits dans les tis-
sus des cultivars résistants par rapport aux cultivars sensibles. L'arrét de la progression
du parasite dans les tissus ou l'inhibition de ses enzymes lytiques par ces composés a été
mise en évidence in situ et in vitro. Ce résultat parait d'une importance majeure dans le
mécanisme de résistance du palmier dattier vis-a-vis du F.o.albedinis.

ZIOUTI et al (1998) ont mis en évidence le role de I'acide caféoylshikimique (ACS)
qui est un composé phénolique du palmier dattier dans la défense contre le Bayoud. Ce
composé (ACS) est représenté par les acides p-coumarique (APC), p-hydroxybenzoique
(APHB), férulique (AFE) et sinapique (ASI) constituant I'essentiel des phénols liés aux dif-
férents constituants des parois cellulaires. L'ACS génererait des produits qui inhibent
I'activité des enzymes protéolytiques, cellulolytiques et pectinolytiques produites par le
F.o.albedinis. Ceci concorde avec les résultats obtenus par EI-MODAFAR et al. (1998) qui
ont montré que les variétés résistantes accumulent des teneurs élevées en acides ca-
feoylshikimiques qui interviennent dans la défense du palmier dattier en inhibant la pro-
duction d’enzymes hydrolytiques de F.o.a.

EI-MODAFAR et al. (1999), ont impliqué aussi les phytoalexines dans la résistance
du palmier dattier a la fusariose en reliant la rapidité et l'intensité de leur accumulation a
des doses fongitoxiques dans les premiers stades de l'infection, suggérant ainsi que les
phytoalexines pourraient ainsi étre utilisées comme marqueurs biochimiques de la résis-
tance du palmier dattier au F.o.a. De méme, EI-MODAFAR et al (2000) suggére que
'ACS génére des produits d’hydrolyse (notamment l'acide caféique) et des produits
d’oxydation (quinones) qui inhibent I'activité des enzymes protéolytiques, cellulolytiques et
pectinolytiques produites par le F.o.a dans le milieu de culture. Par ailleurs, RAHMANIA
(2000) suggere que la formation de thylles est généralement considérée comme un
moyen par lequel les plantes résistent a une invasion fongique. Cependant, EI-MODAFAR
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et al. (2001) ont révélé une activité et une induction différentielle plus importante et plus
rapide de 'ammonia-lyase phenylalanine des radicules chez la variété résistante de pal-
mier dattier Boustami noire que chez la variété sensible Jihel.
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6- CONCLUSION GENERALE

Cette étude a consisté a approfondir nos connaissances sur le processus infectieux de
Fusarium oxysporum f.sp.albedinis lorsqu’il est en contact avec des jeunes racines de
trois variétés de palmier dattier : une variété sensible ‘Tegaza’, une variété tolérante ‘Ti-
nasser’ et une variété résistante ‘Takerboucht’.

A la lumiére des résultats obtenus, suite a l'inoculation artificielle de jeunes racines
des variétés Tegaza, Tinasser et Takerboucht, on peut confirmer que les relations "pal-
mier dattier - F.o0.a " sont assez complexes. Cependant, le développement du F.o.a sur le
palmier, peut étre caractérisé globalement par les points suivants :

Apreés 24 h. d’inoculation, on observe une germination intense de microconidies
autour des racines.

Quatre jours aprés l'inoculation artificielle, des amas de mycélium sous forme de
feutrage recouvrent la surface racinaire.

Des invaginations fongiques ou cryptes sont réellement formés suite a la pression
active exercée par les appressoria afin de faciliter la pénétration des hyphes mycéliums
dans les tissus racinaires.

L'étude histologique a permis de constater dans un premier temps que le champi-
gnon a bien pu pénétrer et s'est installé dans les racines de Tegaza et Tinasser.

Le trajet du champignon a été suivi dans les différents tissus depuis I'écorce jus-
gu’au xyleme dans le cylindre central. Ainsi, les filaments mycéliens munis de leurs mi-
croconidies ont été observés au bout de 2 semaines pour les 2 variétés Tegaza et Tinas-
ser

A la fin de la 3°™ semaine, les mycélia ont pu cerner et envahir tout le paren-
chyme cortical des racines.

Enfin, le champignon finit par envahir tout le cylindre central aprés 30 jours d'ino-
culation pour la variété sensible Tegaza et 33 jours pour la variété tolérante ‘Tinasser’

Sur la variété résistante ‘Takerboucht’, le mycélium du F.o.a n’a pas pu s'insinuer
au-dela d’une certaine limite des extrémités racinaires. De ce fait, 'invasion de cette va-
riété est restée limitée au niveau des premiers millimétres de la racine atteinte, a fortiori
au niveau des premiéres couches du sclérenchyme.

Des modifications structurales ainsi que des altérations histologiques et cytolo-
giques profondes ont été observées sur les tissus des racines entourés par les mycéliums
au sein des variétés tolérante et sensible. Ceci a conduit a une désorganisation totale
suite a I'étirement des tissus depuis I'écorce et le parenchyme cortical, jusqu’au cylindre

central.
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A ce stade, une accumulation de composés phénoliques dans les cellules du pa-
renchyme cortical et médullaire a été observée. ils s'étendent progressivement dans les
deux directions, horizontale puis verticale.

Chez la variété résistante ‘Takerboucht’, la structure des racines conserve leur
agencement tissulaire, notamment les cellules parenchymateuses bien stratifiées. En
outre, une importante accumulation de composés phénoliques a été observée, suivie
d’une légére hypertrophie cellulaire par allongement perpendiculaire pour faire barriere a
I'attaque mycélienne.

La réponse induite suite a l'infection par le F.o.a se traduit toujours par un brunisse-
ment des racines a la sécrétion des polyphénols, et ce, pour 'ensemble des variétés étu-
diées. De méme, l'inoculation artificielle réalisée sur les jeunes plantules a toujours mani-
festé la présence de I'agent fongique au niveau des pneumatodes des 3 variétés sensible,
tolérante et résistante. Cependant, pour la variété résistante, I'infection est restée bloquée
au niveau du sclérenchyme, et n’a été aucunement observée dans les tissus sous-
jacents contrairement aux deux autres variétés sensible et tolérante. On pourrait alors
conclure que la variété ‘Takerboucht’ s’oppose d’une maniere dynamique a toute pénétra-
tion de I'agent pathogéne. On se pose alors la question, de savoir si ces sécrétions ac-
compagnées de 'apparition d’'un nombre important de cellules a polyphénols jouent réel-
lement un réle dans la résistance de la variété ‘Takerboucht’” a la fusariose du palmier dat-
tier ? Si 'hypothése se confirme, on serait alors tenté de proposer [l'utilisation d’autres
agents inducteurs (non pathogénes) pour déclencher ce type de réactions (réaction in-
duite) afin de limiter, voire stopper I'infection par le F.o.a (bio-contrdle).
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8-Annexe

Annexe 01 : Milieux de culture
(Rapilly, 1968)

» P.D.A (Potato-Dextrose-Agar)
. Pomme de terre : 200 g.
. Glucose : 20 g.
. Agar : 20 g.
. Eau distillée 1000 ml

» P.D.B (Potato-Dextrose-Brooth)
. Pomme de terre : 200 g.
. Glucose : 20 g.
. Eau distillée 1000 ml

+ Malt enrichi

. Malt 20 g.
. Glucose : 209
. Peptone 2049

. Gélose 20 g.

. Eau distillée/ 1000 ml

» Solution d’oligo-éléments
. Molybdate de potassium 0,05 g.

.Borate de sodium 0,05¢
. Perchlorure de fer 1 goutte
. Nitrate de cobalt 0,05¢
.Sulfate de cadmium 0,05¢
.Sulfate de zinc 0,059
.Sulfate de cuivre 0,059
.Sulfate de manganése 0,05¢
. Eau distillée/ 1000 ml
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Annexe 02 : Quantité d’eau en centimetres cubes a ajouter a 100 centimétres cubes
d’alcool a diluer

Alcool Alcool a diluer
a obte-
nir 97 96 95
95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25
20
15
10

Alcool a diluer
70 65

9.47
20.47 10.35
3446 [22.90
51.43 38.46
73.08 58.41
101.71 |84.54
141.65 |121.16
20143 [175.96
301.07 |267.29
500.50 |450.19

(D’apres Langeron M. 1949) Gay-Lussac L.J
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Annexe 03 : Test d'agressivité des souches sur plantules

Isolats Tegaza Timokor Tinasser Tilem- Taker- Aghares Moyenne
sou  boucht
TAO2H 80 81 67 66 2 2 49,67
T01Z 81 79 55 61 1 2 46,50
T02G1* 96 91,5 68 71 2 2 55,08
B0O1G 91,5 89,5 66 69 1 3 53,33
OA02T 89,5 82 70 66,5 1 1 51,67
TMO2T 90 89,5 67 67 2 1 52,75
TMO1G 89 91 57 65 2 2 51,00
TO1G 86 81 58 59 0 1 47,50
T02G2* 97 93,5 71 68 2 2 55,58
TO1TK 89 92 62 65 1 1 51,67
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Annexe 04 Analyse de variances
A : Agressivité des isolats

Source Valeur cri-
des varia- Somme  Degré de  Moyenne tique pour
tions des carrés liberté des carrés F Probabilité F
Isolats 474,59 9 52,73 4,81 0,0001609 2,10
1,3461E-
Variétés 80108,79 5 16021,76 1462,91 48 2,42
Erreur 492,84 45 10,95
Total 81076,21 59

PPDS 5% Isolats = 2,97.
PPDS 5% Variétés = 3,84

B : La croissance radiale

Source des varia- Somme  Degré de Moyenne Valeur cri-
tions des carrés  liberté  des carrés F Probabilité  tique pour F
Isolats 0,06 9 0,012 1,17 0,36 2,39
Temps 15,50 1 15,50 2952,43 3,36E-23 4,35
Interaction 0,15 9 0,02 3,12 0,016 2,39
Erreur 0,11 20 0,01
Total 15,81 39

Fobservé<Fcritique donc non significatif

C : La sporulation

Source Valeur cri-
des varia- Somme  Degré de  Moyenne tique pour
tions des carrés liberté des carrés F Probabilité F

Isolats  197,450202 9 21,9389113 0,84954794 0,57558688 2,09575509
Temps 971582,304 5 194316,461 7524,58258 1,5031E-64 2,42208546
Erreur  1162,08981 45 25,824218

Total 972941,844 59

D : La biomasse

Source des Somme Degré de li- Moyenne F Probabilité¢ ~ Valeur cri-
variations  des car- berté des carrés tique pour F
rés
Temps 0,9136 11 0,083 1878,55 1,24E-109 1,886
Isolats 0,0010 9 0,000113 2,57 0,0104 1,975
Erreur 0,0043 99 4,45E-05
Total 0,9190 119
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Evolution de la croissance radiale en fonction de temps des 10 souches de F.o.albedinis cultivées

sur le milieu P.D.A
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Estimation de la vitesse de sporulation de la phase exponentielle par linéarisation des souches
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Estimation de la vitesse de production de la biomasse des 10 souches de F.o.albedinis par
linéarisation de la phase exponentielle
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