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IDENTIFICATION RAPIDE ET PREMIERE
EVALUATION DE LA VARIABILITE DU
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis
PAR LA COMPATIBILITE VEGETATIVE

TANTAOUL A. *

RESUME

Des mutants ne réduisant pas le Nitrate (Nitl et Nit3) de 15 isolats de
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et cing autres formes spéciales ont été
confrontés avec des testeurs NitM représentant quatre groupes de compatibilié
végétative : VCG1 regroupant 9 autres isolats de la forme spéciale albedinis -
VCG2 , VCG3 et VCG4 regroupant des isolats de Fusarium oxysporim
provenant du sol prélevé de fover du Bayoud .

Les guatre testeurs représentant le VCG1 ont formé des hétérocaryons
uniquement avec les 15 isolats de F.o f.sp. albedinis, et pas avec les cing autres
formes spéciales . Ceux des groupes VCG2, VCG3 et VCG4 du Fusarium
oxysporum du sol n'ont formé aucun hétérocaryon avec les Nitl ou Nit3 des 15
isolats de F.¢ .fsp. albedinis et les cinq autres formes spéciales . Ces résultats
prouvent que la compatibilit¢ végétative par simple confrontation entre les Nifl
facilement identifiés et les testeurs NitM, peut servir comme un moyen
d'identification rapide de la forme spéciale albedinis . L'ensemble des 24 isolats
de F. oxysporum f{sp. albedinis étudiés jusqua présent par la compatibilité
végétative forment un groupe unique . Il semble que leur isolement 3 partir de
génotypes sensibles, intermédiaires et résistants du Palmier dattier, leur
coliection sur une période de 12 ans et leurs origines géographiques éloignées
n'ont pas provoqué de variabilité chez cette forme spéciale . Nos résultats ont 68
comparés & ceux obtenus par d'antres auteurs chez plusicurs formes spéciales
attaquant des cultures annuelles et pérennes .
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MOTS CLES : Fusarium oxysporum f.sp.albedinis; compatibilité végétative;
identification rapide ; variabilité .
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SUMMARY

Nitrate nonutilizing mutants (NitI & Nit3) of 15 strains of F. oxysporum
f.sp. albedinis and 5 strains of other special forms have been confronted to
NitM testors of 4 vegetative compatibility- groups (VCG1 ; VCG2; VCG3 &
VCG4) : VCG1 containing 9 other strains of albedinis special form ; VCG2 ;
V(f?G3 & VCG4 containing strains of F. oxysperum originating from Bayoud
infected soil .

Heterocaryons have been formed by 4 VCGI testors, only with 15 strains of
F.oxysporum f.sp. albedinis but not with the other five special forms . Testors
of the VCG2 ; VCG3 & VCG4 groups of soil originating F. oxysperum did not
form any heterocaryon with the Nit1 or Nit3 of the 15 strains of albedinis special
form and the other five special forms .

These results prove that the vegetative compatibility by simple confrontation
between the easily distinguishable Nitl and NitM testors can be a rapid
identification tool of the special form albedinis .

All the 24 strains of F, oxysporum f.sp. albedinis till now studied using the
vegetative compatibility form a special group . It seems that their isolation from
susceptible intermediate and resistant date palm genotypes , their collection aver
12 years period and their separated geografic origines didn't cause any variability
inside this special form . Our results have been compared to those obtained by
other authors working with several special forms of annual and perenial plants .
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INTRODUCTION

Le Fusarium oxysporum fsp albedinis est responsable du Bayoud :
fusariose vasculaire du palmier dattier (Phoenix dactyiifera I.).

Cette maladie a gagné toute la palmeraie marocaine puis progressé vers I'Est
pour atteindre les oasis du sahara occidental et central de 1' Algérie . Elle a détruit
plus de 12 millions d'arbres au Maroc et plus de 3 millions en Algérie (DJERB]
etal, 1985 ; BRAC et BENKHALIFA, 1991) .

La lutte contre ce fléau est axée sur la recherche de cultivars résistants et de
bonne qualité des dattes . L'évaluation de la résistance doit s'effectuer par des
souches connues et valables de I'agent pathogéne . Sa stabilité dans le temps,
reste fonction de I'évolution de l'agressivité et la différenciation de races
physiologiques chez la population du parasite . Ce phénomene est trés fréquent
chez Fusarium oxysporum .

Les tests des souches par les inoculations artificiclles, donnent souvent des
résultats impréeis et parfors difficiles A interpréter . Ces difficultés résulient de
I'hétérogénéité génétique des plantules du paimier dattier ; la longueur des essais
qui durent plusieurs mois ; la maitrise des facteurs de l'environnement et la
technique d'inoculation . Par ailleurs, les formes provenant des porteurs sains et
du sol entrainent une faible mortalité sur les plantules du palmier dattier . Leur
attribution ou non a la forme spéciale albedinis reste un probléme (ELGHORFI,
1987 ; TANTAOUI , 1989) . Le test de Ia virulence sur les rejets des variétés
connues pour leur résistance, parait également difficile, lent et imprécis .

La compatibilité végétative est donc utilisée dans cette Stude comme une
approche indirecte pour l'identification rapide de la forme spéciale albedinis et
T'estimation de sa diversité génétique .

Dans une étude précédente, nous avons classé par la compatibilité
végétalive, 9 isolats provenant de rachis de palmiers malades en un groupe
unmique . Leur morphologie et leur pouvoir pathogeéne attestent leur appartenance
a la forme spéciale albedinis . Trois autres groupes ont 616 identifiés parmi 13
isolats de Fusarium oxysporum de la thizosphere du palmier dattier et du sol de
palmeraies. 11s ont une morphologie atypique et nn pouvoir pathogéne faible ou
nul (TANTAQUI et BOISSON, 1991),

Dans le présent travail ; des testeurs (NitM) représentant les quatre groupes
de compatibilité cités ci dessus sont utilisés pour Etudier leur compatibilité avec
15 isolats de F.o f.sp. albedinis collectés sur une période de 12 ans dans des
régions €loignées et a partir de génotypes différents du palmier dattier . Ils sont
€galement confrontés i cing autres formes spéciales pour vérifier 1a fiabilité de
celte méthode |

METHODE DE LA COMPATIBILITE VEGETATIVE

Deux souches sont végétativement compatibles, si leurs filaments mycéliens
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sont capables de s'anastomoser aux points de leur contact . Il résulte de cette

fusion, des filaments mycéliens qui contiennent dans un cytoplasme commun les

deux noyaux haploides issus de chaque souche . Cest la formation

gg;’:térocaryons . L'observation méme microscopigue de hétérocaryose est
ifficile .

Ftant donné, la complémentation réciproque des déficiences nutritionnelles
portées par chacun des noyaux ; I'hétérocaryose peut étre révélée par l'atilisation
des mutants "Nit" incapables de réduire les nitrates . Ces mutants sont trouveés
sans traitement mutagéne A partir du milieu sélectif contenant le chlorate qui est
un analogue structural du nitrate . Ils donnent des mycéliums minces, rasants de
croissance rapide .

La compatibilité entre deux souches, est testée par la confrontation de deux
mutants complémentaires . Elle se traduit par la formation d'un mycélium aérien
et dense dans la zone de contact des mycéhiums minces .

Deux souches compatibles sont rangées dans le méme groupe de
compatibilité végétative (VCG) et considérées comme ¢tant génétiquement
identiques .

Cette méthode a été utilisée au cours de ces dernitres années comme un
moyen rapide et simple pour distinguer les formes saprophytes, les pathotypes en
fonction de l'agressivité et lorigine géographique ¢t méme les races
physiologiques chez de nombreuses formes spéciales du Fusarium oxysporum .

La méthodologie adoptée dans notre travail est celle qui a été développée par
CORRELL et al, {1987).

Sélection des mutants résistants aux chlorate

Les souches initialement cultivées sur le milieu P.D.A. sont transférées par
repiquage de quatre boutures de 2 mm par boite de Petri (9 cm de diamitre)
contenant un milien de sélection (MMC) & base du chlorate (clo_3) qui est un
analogue structurdl du nitrate (No.3) . La présence de la nitrate réductase chez
ces champignons entraine la réduction du chlorate en chiorite (Clo.3), élément
toxique pour la plupart des cellules . '

Dés le 52me jour d'incubation & une température proche de 25°C et 2
I'obscurité, des secteurs commencent 3 se développer . Ce sont des résistants aw
clorate qui ont subi une mutation altérant la nitrate réductase dans sa structure, sa
régulation ou son activité . {Is perdent leur capacité & assimiler et cataboliser le
nitrate .

Caractérisation des résistants au chlorate
Les sites de mutation chez les résistants au chlorate peuvent étre caractérisés

par leur capacité de pousser ou non sur le milieu minimum (MM), contenant une
des trois sources d'azote : nitrate ; nitrite ou 'hypoxanthine .
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De chaque résistant au chlorate, trois petites boutures de 1mm sont prélevées
chte a cOte et déposées séparément sur les trois sources d'azote .

Des le 5eme jour d'incubation i 25°C et a l'obscurité, les mutants sont
caractérisés selon la nature du mycélium développé sur les différentes sources
d'azote et dénommés : Crun ; Nitl ; Nit3 et NitM comme indiqués dans la
figure 1,

Ia conservation des différents mutants se fait sur le milieu minimum (MM),
additionné de 1,6g / 1 d'Asparagine (MOLNAR et al. 1990) .

Test de Ia compatibilité végétative

Le NitM est considéré comme testeur, avec lequel toute confrontation avec
Nit1 ou Nit3 s'avere efficace (CORRELL et al. 1987) .

La confrontation se fait par emplacement des boutures (2mm) de chaque
mutant Nitl ou Nit3 & une distance de 1,5 cm du tesieur de référence NitM, an
centre des boites de Petri de 9 cm  de diamétre conienant le milieu minimum
(MM) . Aprés incubation dans les conditions habituelles, Ia formation cu non
d'hétérocaryons se fait entre le 5eme et le 152me jour (figure 2) .

MATERIEL FONGIQUE
Le tableau I résume l'origine et 1a nature des testeurs et isolats étudiés :

Testeurs NitM :

proviennent des quatre groupes de compatibilité végétative identifiés par
TANTAOUI et BOISSON (1991) .

Le V.C.G 1 est représenté par les souches BFGM2 ; BSL1 : BSL2 : et 133
dont leur aspect cultural typique et leur pouvoir pathogéne élevé attestent leur
appartenance  la forme spéciale albedinis .

les VCG 2 ET VCG 3 sont représentés respectivement par les souches 12197
et H3 ayant un aspect mycélien duvetenx et un pouvoir pathogéne faible ou nul.

Le VCG 4 est représenté par la souche ZC15 dont le mycélium est duveteux
et le pouvoir pathogéne est nul .

Isolats i identifier

Quinze isolals de Fusarium oxysporum collectés sur une période de 12 ans 3
partir des rachis de génotypes différents de palmier dattier atteint du Bayoud et
représentant des origines géographiques trés éloignées . Cinq autres formes
spéciales : F.o f.sp lycopersici ; F.o f.sp asparagi ; F.o f.sp lini ; F.o fsp
elaedis et F.o f.5p vasinfectum, ont été étudiées pour vérifier la fiabilité de cette
méthode . Les différents isolats ont été conservés sur le sable stérile et récupérés
sur le milieu P.D.A juste avant I'expérimentation .
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Fig 1 : Caractérisation des mutants résistants au chlorate aprés transfer de trois
boutures cte a cote sur le milien minimum (MM) contenant comme source
d'Azote, soit le nitrate (1) ; le nitrite (2) ou I'hypoxanthine (3) .

a : type "Crun", mycélium dense, aérien sur les trois sources d'Azote . Clest un mutant capable de
conserver l'intégrité fonctionnelle de la nitrate réductase .

b : Type Nitl, mycélium mince, rasant sur le nitrete dense sur le nitrite et I'hypoxanthine . C'est une
mutation pour fe géne de structure de la nitrate réductase .,

¢ : Type Nit 3, mycélium mince ef rasant sur le nitrate et le nitrite, dense sur 'nypoxanthine. C'est une
mutation pour un géne de régulation de la nitrate et la nitrite réductase .

d : Type NitM, mycélium mince et rasant sur le nitrate et I'hypoxanthine, dense sur le nitrite . Clest
une mutation pour les génes codant pour la production d'un cofacteur & molybdéne agissant dans le
fonctionnement de la nitrate réductase et de la xanthine - déshydrogénase .
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Fig 2 : Test de complémentation sur le milieu minimum (MM) .

- en haut, 4 gauche : pas de compiémentarité d'un Niti et Nit3 avec
un NitM au centre ; a droite : complémentation au 5éme jour
d'incubation entre un NitM au centre et un Nitl et Nit3 d'un autre

| clone,
| - en bas, aspect des hétérocaryons au 10éme jour d'incubation .
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Tableau II : Résultat du test de la compatibilité végétative entre les testeurs
NitM des groupes : VCG1, VCG2, VCG3 et VCG4, et les Nitl ou
Nit3 des isolats de F. o. f. sp. albedinis et autres formes spéciales .

Groupe de compatibilité VCGl1 VCG2 VCG3 VCG4
végétative

Testeur NitM BSL1 BSL2 BFM2 133 | 1z197 H4 ZCI15

Nitl ou Nit3

8

9

67

87

129

132

134

136

144

158

159

160

BFG90

MIJH90

BSN90

LIIf3

Fol

FLMF R - - -

FOAS - - - . - - -

Fov - - - - - - -

+ + + + + 4+ 4+ o+ F o+ + o+ o+
Y b+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
+ + + + + + + o+ o+ o+ o+ o+
+ + + + 4+ 4+ o+ o+ + o+ o+

\

'

.

(+) : Complémentation apparaissant sous forme de mycélium aérien dense et
épa;s dans la zone de confrontation des thalles du testeur NitM et du Nitl ou
Nit3.

(-) : Pas de complémentation; le mycélium reste ras méme dans la zone de
rencotre entre les thalles des testeurs NitM et les Nitl ou Nit3 .
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Pour chaque isolat ; des mutants Nitl ou Nit3 ont été recherchés selon la
méthode présentée ci-dessus pour servir dans le test de la compatibilité
végétative avec les testeurs NitM.

RESULTATS

Le tableau 1I illustre les résultats de la compatibilité végétative entre les
testeurs NitM des quatre groupes de compatibilité végérative et les Nitl ou Nit3
des 15 isolats de F.o f.sp albenidis et les cing autres formes spéciales .

Les 15 isolats de F.o f.sp albedinis, sont tous compatibles avec les quatre
testeurs NitM du VCG 1 dont les caractéristiques morphologiques et du pouvoir
pathogene attestent leur appartenance a la forme spéciale albedinis .

Les cing autres formes spéciales ne sont pas compatibles avec les testeurs
NitM du F.o f.sp. albedinis .

Aucune compatibilité végétative n'est obsevée entre les testeurs NitM
représentant les groupes de compatibilité végétative VCG 2 , VCG 3et VCG 4
avec les 15 isolats de F.o f.sp albedinis et les cinq autres formes spéciales .

DISCUSSION ET CONCLUSION

Dans le cas de la fusariose vasculaire du palmier dattier, la détermination de
la forme spéciale albedinis quand il s'agit de souches provenant du sol ou de
porteurs sains et 'étude de la structure de ses populations par les tests de leur
pouvoir pathogéne se heurtent a plusieurs obstacles bien connus par les
chercheurs travaillant sur le Bayoud .

Les résultats obtenus dans cette étude prouvent que la méthode de
compatibilité végétative peut servir comme un moyen didentification rapide et
fiable de la forme spéciale albedinis . Ce test peut s'effectuer en une période de
25 2 30 jours par simple confrontation entre des testeurs NitM conservés et des
Nit1 des souches 2 identifier.

L'efficacité de cette méthode a été rapportée par plusieurs auteurs chez
'autres formes spéciales . PUHALLA (1985) a identifié 16 groupes de
compatibilité végétative sur 21 souches de F. oxysporum . 11 a conclu qu'il peut
y avoir une corrélation entre le groupe de compatibilité végétative et la forme
spéciale et pourrait étre un moyen rapide et fiable pour distinguer les pathotypes
de F. oxysporum . CORRELL et al., (1986a), ont classé 110 souches de F.
oxysporum provenant des racines de céleri , en 14 groupes de compatibilité
végétative . Ils ont jugé que cette technique peut servir comme un moyen
d'identification et de caractérisation des souches non pathogénes de
F.oxysporum . La méme année , CORRELL et al., (1986b), ont rapporté que la
compatibilité végétative associée au test de virulence donne des résultats surs
pour la caractérisation et l'identification de 1a race 2 de F.o f.sp apii . Sur un
ensemble de 199 isolats testés, les 82 isolats virulents sont compatibles avec la
race 2 . Parmi les 117 isolats avirulents seuls quatre se sont montrés compatibles
avec larace 2.
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Sur 631 isolats de F. oxysporum, provenant de tissus et la rhizosphere du
cotonnier ; KATAN et KATAN (1988), ont rangé les 374 isolats appartenant 2 la
race 3 en un groupe unique de compatibilité végétative avec deux testeurs de
cette race . Aucun des 257 isolats non pathogenes n'est montré compatible avec
les deux testeurs .

Dans notre étude, les quatre testeurs représentant un groupe de compatibilité
végétative de 9 isolats de la forme spéciale albedinis se sont montrés
compatibles avec I'ensemble des 15 isolats étudiés . Ces 24 isolats de la forme
spéciale albedinis analysés jusqu'a présent , constituent un groupe de
compatibilit¢ végétative unique . Il semble que les isolements a partir de
génotypes différents de palmier dattier (sensibles , intermédiaires et résistants),
leurs origines géographiques éloignées et leur collection sur une période de 12
ans, n'ont pas provoqué de variabilité chez la forme spéciale albedinis .

II est connu que le phénomene de la variabilité est trés fréquent chez le F.
oxysporum . Une grande diversité a été révélée avec plus de précision par la
compatibilité végétative chez de nombreuses formes spéciales au cours de ces
derniéres années . En effet, BOSLAND et WILLIAMS (1987) ont identifié trois
groupes de compatibilité & partir de 103 isolats de F. oxysporum provenant des
cruciferes . Il ont lié ces trois groupes a des pathotypes différents . Chez F.o
Jf.sp. cubense, sept groupes de compatibilité ont été décrits parmi 96 isolats
provenant du monde entier appartenant a trois (1, 2 et 4) des quatre races
connues (PLOETZ et CORRELL (1988) . ELMER et al. (1989) ont classé 97
isolats de F. oxysporum provenant de l'asperge et autres cultures par la
compatibilité végétative . Sur les 27 isolats de F.o f.sp. asparagi et un isolat non
pathogéne, ils ont identifié huit groupes de compatibilité .

Récemment, KATAN et al. (1991) ont trouvé sur 141 isolats du F.o f.sp.
radicis - lycopersici provenant de différents pays ; six groupes de compatibilité .
Ils ont li€s ces résultats au degré élevé de la variation chez ce parasite.

Les relations entre la forme spéciale ; races physiologiques et la compatibilité
végétative chez F. oxysporum ont été rapportées par CORRELL (1991) puis
JACOBSON et GORDON (1991) dans le cas particulier du F.o f.sp. melonis .

_ Ce travail est actuellement en cours sur un grand nombre dfisolats pour
mieux connaitre la structure des populations de la forme spéciale albedinis et
confirmer I'existence ou non d'un seul groupe de compatibilité .
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