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CARACTERISATION MORPHOLOGIQUE ET
CULTURALE DE
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis,
AGENT DE LA FUSARIOSE VASCULAIRE
(BAYOUD) DU PALMIER DATTIER
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RESUME

Aux premiers isolements effectués a partir des palmes atteintes de Bayoud, le
Fusarium oxysporum f.sp.alalbedinis donnc naissance a des colonies typiques
"type sauvage" dans 72,4% des cas . Au 4éme repiquage sur un milien de culture
artificiel, le pourcentage des formes typiques diminue de 52,2% lorsque le
repiquage des cultures se fait par transfert massif du mycélivm . Ce pourcentage
reste relativement élevé lorsque Tes colonies transferées sont obtenues par des
repiguages monospores ou en petits fragments du mycélium . L'obtention des
colonics lypigues peut en outre dépendre de Y'origine des isolats . Par ailleurs |
parmi huit milieux étudiés, le milieu Malt semble Ic plus favorable i la fois 2 la
croissance mycélicnne et la sporulation du parasite . Les résultats présentés et
discutés dans cet article ont permis de déterminer le role de quelques facteurs
dans la variabilité des caractéres morphologiques du parasitc .

MOTS CLES : Fusarium oxysporum f.sp.albedinis. variabilité morphologie,
croissance mycélienne, sporulation .

ABSTRACT

Strains of Fusarium oxysporm {.sp. albedinis have typical characteristics in
72.4% of the cases when they are first isolated from attaked leaves . The 4th
time the are subcultured on an artificial medium, the percentage of typical forms
diminishes by 52.2% when the subculture is made by massive transfers of
mycelium . This percentage remains relatively high when the subculturing is
made by monospores or by small fragments of mycelium . The fact to obrain
typical colonies may depend on the origin of the strains . However, among 8
studied media. the medium Malt appears the most favorable for mycelial growth
and sporulation . The results given an discussed in this article have permitted the
determination of the sole of some factors in the variability of morphological
characteristics of the parasite .
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KEY WORDS : Fusarium oxysporum {.sp. albedinis, variability. morphology
of the strains, mycelial growth and sporalation.
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INTRODUCTION

L'extention géographique de la fusariose vasculaire (Bayoud) sur une large
superficie et I'importance des dégits qu'elle a occasionnés au Maroc et en
Algérie sur divers cultivars de palmier dattier (Perreau-Leroy, 195¢ ; Djerbi,
1982), incite les chercheurs a caractériser les isolats du Fusarium v.ysporum
f.sp. albedinis d'origine différente de prélevement .

Les études précédentes effectudes sur ce parasite ont montré que le
champignon présente souvent, aux premicrs isolements a partir de fragments de
palmier atteint de Bayoud, des cultures typiques appelées "types sauvages "
(Chettab er al.. 1978 ; Sedra, 1982 : 1985 ; Djerbi er al., 1985) . Ces formes
morphologiques sont caractérisées par un mycélium fin, frisé rasant et de couleur
rose-saumon et permettent de difiérencicr le parasite des autres Fusarium isolés
accidentellement du matériel végétal atteint sans recours aux inoculations
expérimentales de plantes de palmier .

Cependant, il est souvent difficile de généraliser ces résultats a la population
naturelle du parasite et de conserver la forme sauvage en laboratoire. Sedra et
Djerbi (1985) ont montré que les cultures monospores permettent non seulement
de conserver lc type sauvage mais aussi de le restituer a partir de cultures
atypiques "dégénérées” . Lorsque les conditions de culture sont défavorables, le
champignon présente un polymorphisme trés marqué (Sedra, 1982) . Plusieurs
auteurs ont rapporté que les crit¢res morphologiques sont instables chez certains
Fusarium (Oswald, 1949 ; Snyder ¢t Hansen, 1954 ; Follin et Laville, 1966 ;
Booth, 1971). )

Il serait trés important d'apprécier la stabilité¢ des caracteres typiques du
champignon d'abord sur un grand nombre d'isolats issus de différentes régions
et lors des repiquages successifs sur des milieux de cultures . Ensuite, il est
intéressant de connaitre s'il existe des variations entre les iolats dans la
croissance mycélienne et la sporulation .

MATERIEL ET METHODES

Etude des caractéres morphologiques du parasite en fonction de
I'origine des isolats

Cette ¢étude a été réalisée sur 36 isolats prélevés de dix variétés et de cinq
clones de palmiers situés dans différentes régions phoénicicoles (Tableau I) .
Douze fragments de palmes atteintes par isolat ont été incubés a 25° C sur milieu
PDA acidifié (soit 432 isolements au total) . Les cultures sont exposées a la
lumiere fluorescente continue et décrites aprés six jours d'incubation . pour
simplifier les notations nous distinguons deux formes morphologiques : une
forme typique des colonies caractérisée par un mycélium fin, frisé ras et couleur
rose-saumon avec de nombreuses sporodochies produites le long des hyphes
mycéliennes et une forme dite atypique qui ne présente pas au moins un de ces
caracteres définis .
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Etude de I'effet du nombre est de mode de repiquage sur Ia
morphologie du parasite

Dans cette étude, trente six cultures typiques et atypiques du champignon
sont comparées pendant quatre repiquages successifs sur le méme milieu et avec
trois modes de repiquage : transfert massif des cellules, transfert en petits
fragments du mycélium (>1mm) et transfert des cellules isolées par repiquages
monospores . 30 cultures par type de transfert ont €€ repiquées quatre fois
successives (Figure 1) . Le taux de maintien des cultures typiques exprimé en
pourcentage a été évalué en fonction du nombre et du mode de transfert des
cultures .

Tableau I : Morphologie de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis en fonction
de 'origine des isolats.

Nombre de Situation Nombre Pourcentage
Cultivar palmiers Géographique d’isolement des colonies
d’isolement par typiques
cultivar

Boufeggous 2 Draa 24 66,6 b
7 Tafilalet 84 34 c
Ahardane 6 Zagora(INRA) 72 60 b
Jihel 4 Draa 48 10,8 d
Iklane 2 Zagora(INRA) 24 66,6 b
Azigzao 2 Zagora(INRA) - 24 50 b
Bouslikhéne 1 Zagora(INRA) 12 100 a
1 Tafilalet 12 66,6 b

Ftimi 2 Zagora(INRA) 24 50 b |
Mekt 2 zagora(INRA) 24 100 a
Aguelid 1 Zagora(INRA) 12 16,6 d
Outoukdime 1 Zagora(INRA) 12 100 a
Clone A 1 Zagora(INRA) 12 100 a
Clone B 1 Draa 12 100 a
Clone C 1 Bani 12 100 a
Clone D 1 Draa 12 100 a
Clone E 1 Tafilalet 12 100 a
Moyenne 72,4 a

Colonie typique du parasite = colonies de couleur rose-saumon du
mycélium fin et frisé avec de nombreuses sporodochies produites le long
des hypes mycéliennes.

clones A, B, C, D et E : Palmiers issus de semis naturel dénommés
"Kkhalts" et sélectionnés pour leur qualité dattiere. Les chiffres suivis d'une
méme lettre ne sont pas significativement différents pour p = 0,05 (test de
Newman et Keuls). le nombre d'isolats du parasite par cultivar correspond
a celui de palmiers par ce méme cultivar.
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Fig 1 : Schéma général du protocole expérimental pour I'étude de I'effet

du type de repiquage sur les caractéres morphologiques du F. o. f.sp.

albedinis .
36 isolats du F. o. f.sp. albedinis isolés
des palmes atteintes
Observation des formes typiques et
atypigques sur 432 isolements.
.I.
Repiquages
Transfert Transfert Repiquages
massif de en petits monospores
cellules fragments
Repiquage ;?) (B) (c)
. \ \
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Etude de la croissance mycélienne et de la sporulation du parasite
sur différents milieux .

- étude de la croissance mycélienne

La croissance mycélienne de douze isolats du F.o. f.sp.albedinis d'origines
différentes (Tableau II ) a été comparée sur huit milieux : a base d'extrait de
pomme de terre (4 types PDA), de légumes (V8) (Rouxel et Bouhot, 1971) , de
malt et 2 sont des milicux minéraux (Czapek et Komada (1975)). Pour chaque
isolat et chaque milieu, dix boites de Petri sont ensemencées avec des pastilles (¢
= 8mm) prélevées sur un mycélium frontal d'une culture du parasite agée de sept
jours . Les boites sont incubées a 23-25°C sous éclairage fluorescent continu . Le
diametre moyen des colonies est mesuré tous les deux jours pendant dix jours .

Tablcau II : Origine des isolats de F. o. f. sp. albedinis étudiés pour leurs
croissance mycélienne et sporulation sur différents milieux .

,cultivar nombre d’isolats situation géographique
d’isoclement

Boufeggous 5 Draa, Bani et Tafilalet
Jihel 2 Draa

Bouslikhéne 1 Zagora (INRA)

Bouskri 1 Dréaa

- étude de I'influence du milieu de culture sur la sporulation du
parasite.

Apres 8, 12, 30, ct 45 jours de culture du champignon selon la méthode
précitée. cing rondelles (¢ = 8mm) sont prélévées sur la diagonale d'une colonie
et mises en suspension dans une solution (50 ml) d'acide acétique N/10 . La
solution est chauffée pendant quelques minutes pour hydrolyser la gélosc
permettant ainsi la libération des spores (mélange de microconidies,
macroconidies et chlamydospores) . Aprés l'agitation de la suspension et
l'estimation de la concentration sur la cellule de Malassez, les résultats obtenus
sont ramenés au nombre de spores produites par cm? de la colonie .

RESULTATS

Caractéristiques morphologiques des isolats du parasite en
fonction de leur origine .

Les résultats présentés dans le tableau 1 montrent qu'aux premiers
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isolements, le pourcentage des colonies typiques semble li€ a l'origine des
isolats. Les isolats issus des variétés Bouslikhéne du Tafilalet ; Azigzao, Ftimi,
Ahardane et Iklane (Zagora (INRA)) et enfin Boufeggous de Dria présentent
50% a 66,6% des colonies typiques contre seulement 16,6% a 34% pour lgs
variétés Aguelid et Jihel (Zagora (INRA) et Boufeggous du Tafilalet .

Ce pourcentage atteint 100% pour le reste des isolats prélevés d'autres
variétés et clones . .

Tablcau 111 : Effet du mode de repiquage des colonies sur la variabilité
morphologique des cultures du Fusaruim oxysporum f. sp.

albedinis .

Nombre de

Repiquage par
transferts
massifs de
cellules (A)

Repiquage par
transferts en
fragments (B)

Repiquages

monospores (C)

repiquages
NT %CT NT %CT NT %CT
ler 432 A 56,17 360 A 24,2 372 A 79,5
repiquage 186 B 64,5 186 B 86,0 156 B 93,0
186 C 96,7 186 C 94,6 186 C 97,8
2é&me 216 A 33,8 216 A 20,3 252 A 44,0
repiquage 186 B 49,4 186 B 87,0 156 B 88,4
186 C 88,4 186 C 91,3 186 C 96,2
3éme 216 A 5 216 A 14,8 432 A 59,2
repiquage 180 B 34,9 180 B 85,5 156 B 82,0
168 C 59,5 168 C 88,8 156 C 97,4
4éme 78 A 2,6 - A - 87 A 60,0
repiquage 108 B 24,2 108 B 61,1 108 B 71,7
108 C 55,5 108 C 69,1 108 C 96,3

typiques .

Colonies initialement prélevées des cultures obtenues au premier
isolement du parasite de palines atteintes de Bayoud (A), au ler

NT : nombre de transferts des colonies; % CT : pourcentage des colonies

repiquage en petits fragments (B) ou ler repiquage par isolements
monospores (C) .

50 % de colonies typiques et 50 % des colonies atypiques .

Les colonies typiques du parasite sont décrites dans le tableau IT.

Au cours des repiquages successifs nous avons transféré a chaque fois
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Effet du nombre et de mode de repiquage des cultures in vitro
sur la morphologie du champignon .

Le Tableau I indique qu'aux premiers isolements a partir de palmes atteintes
de Bayoud. les colonies typiques et atypiques représentent respectivement 72.4%
et 27,6% en moyenne sur un total de 432 isolements . Les différents groupes
morphologiques des colonies ont été decrits et suivis au cours des repiquages
successifs .

Le tableau Il montre que le taux de maintien des formes typiques des
colonies est d'autant plus élevé que la taille des prélévements du mycélium est
plus petite (Planche 1. Photos 1 et 2) . Lorsque les repiquages des cultures sont
réalisés par transferts massifs. lc pourcentage des cultures typiques du parasite
diminue de 56.7% au lere repiquage a 2.6% au 4eme repiquage . 11 demeure par
contre relativement élevé lorsque les colonies transtérées sont initialement
obtenues par repiquages monospores ou en petits fragments . Lorsque les
transferts des colonies sont cffectués dés le départ en petits fragments ou en
cellules isolées, le pourcentage des colonies typiques se maintient au 4eme
repiquage & un niveau ¢levé allant de 60% a 97.8% .

Effet du milieu de culture sur la croissance mycélienne et la
sporulation du parasite

L'analyse statistique des résultats n'a pas révélé de différences significatives
au seuil p=0,05 entre les isolats du parasite pour leur croissance mycélienne sur
chaque milieu (résultats non présentés) . Par contre, la figure 2 montre que la
croissance du parasite est significativement différente en fonction des milicux de
culture (Planche I, Photo 3) . Les milieux les plus favorables sont globalement a
base d'extrajt de pomme de terre et de malt. Le milicu de Komada apparait le
moins favorable . Par ailleurs. les milieux Czapek et malt suivi de celui de
Komada ct du V8 se sont révelés les meilleurs pour la production des spores du
champignon (moyenne des isolats) (Figure 3) . D'autre part, sur le milieu
Komada, une différence significative de sporulation a été observée entre les
isolats (Figure 4) . 1l est aussi remarquable que la moyenne optinale de
sporulation est globalement atteinte a la 3éme semaine de culture .

DISCUSSION

Les résultats obtenus sur la caractérisation morphologique de 36 isolats
confirment ceux que nous avons trouvés dans les travaux antéricurs (Sedra,
1982: 1985 ; Djerbi er «l., 1985) . Cependant, il a €€ constaté que l'origine des
isolats est un facteur non négligeable dans la variabilité¢ de la morphologie des
cultures . Au moins dans le cas des isolats étudiés, des différences ont été
observées entre isolats issus de la méme variété mais provenant de régions
différentes . Il a été aussi constaté que, contrairement a obscurité, la lumiere
fluorescente continue, favorise le développement de colonies typiques du
champignon (résultats non publiés) .

Indépendamment des isolats, il apparait que plus le nombre de repiquages par
transfert massif du mycélium augmente et plus la perte de la forme typique des
colonies s'accentue .
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Planche I :  Croissance
mycélienne et caractéristiques
morphologiques du Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis .

Photo 1 et 2 : Cultures typiques
du F. o. fsp. albedinis (T),
atypiques (AT) et intermédiaires
(D) sur le milicu PDA. P. Les
cultures typiques sont
caractérisées par des colonies de
couleur rose-saumaon, un
mycélium fin et fris¢ avec de
nombreuses sporodochies
produites Ie long des hyphes
mycéliennes .

Photo 3 : Effet du milieu de
culture sur la  croissance
mycélienne du F. o. f. sp.
albedinis . Cultures fdgées de 6
Jjours développées sur 8 milieux :
a base d'extrait de pomme de
terre (PDA. P, PDA. O, PDA.
M, PDA. B) . de légumes V8,
Czapeck (CZP. M), Malt
{MALT. O) et Komada (KOM) .
PDA préparé au laboratoire
PDA. P, industriel : marques
oxoid (PDA. O), BBL (PDA. B),
Merk (PDA. M) .
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En revanche, a l'aide des transferts monospores, le pourcentage des colonies
typiques évalué a 79.5% au ler repiquage n'a diminué que de 19,5% au 4eme
repiquage . Ce type de transfert peut étre intéressant dans les opérations de
purification et de détermination . Dans le cas du F.o. f.sp. cubense, Follin et
Laville (1966) ont montré qu'il est possible de passer d'un type morphologique a
un autre soit par mutation des cultures soit au cours de leurs repiquages
successifs . IIs ont ajouté que les microconidies et les extrémités d'hyphes jeunes
du mycélium permettent de conserver le type initial de la culture.

Les résultats présentés ont montré aussi que le milieu n'influe pas
énormément sur la morphologic du champignon . Par contre, sa croissance
mycélienne et sa sporulation sont plus ou moins affectées selon les milieux . Le
milicu Malt semble le meilleur pour la croissance et la sporulation ; alors que les
milicux tels que Czapek et Komada sont plus favorables a la sporulation qu'a la
croissance mycélicnne . Compte tenu de ces résultats, il serait trés important de
voir si les quelques variations observées dans la morphologie dues a un tel
facteur s'accompagnent d'une variabilité dans le pouvoir pathogéne . D'autre
part. la caractérisation morphologique des souches du F.o. f.sp. albedinis isolées
a partir du sol s'impose pour connaitre cette fraction de la population du parasite
qui est soumise éventuellement a des variations ou mutations dans le milieu
complexe comme le sol ou des tissus des plantes connus comme porteurs sains
du champignon .
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