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RESUME

Les tests de confirmation de la résistance des clones du palmier, représentés
par un seul & quelques individus, ne peut se faire que sur un nombre suffisant de
vitroplants conformes au stade plantule; d'ol I'intérét de mettre au point une
méthode faible d'inoculation expérimentale adaptée 2 ce type de matériel. Les
résultats obtenus ont permis d'abord de sélectionner un isolat de Fusarium
oxysporum £. sp. albedinis trés agressif sur les descendants de deux croisements
différents. Ensuite, il a été constaté que la concentration d'inoculum présente un
effet significatif sur le comportement vis-a-vis du parasite des vitroplants
appartenant a trois cultivars de palmier. Les deux concentrations d'inoculum 10%
et 10° conidies par ml se sont révélées discriminantes entre les génotypes
résistants et sensibles a la maladie. Enfin, la comparaison de cing méthodes
d'inoculation des vitroplants a fait apparaitre des différences significatives dans
leur fiabilit€. La méthode (1) consiste 2 apporter 20 ml par plant d'inoculum
liquide sur les racines de vitroplants plantés dans des sachets de polyéthylene,
dégagées jusqu'a une profondeur de 5 cm.

MOTS CLES : Palmier, Fusariose (Bayoud), Sélection, Résistance, Vitroplant.

ABSTRACT

The confirmation test of the resistance of the clones, wich are represented
only by one or few individuals, requires a sufficient number of the identical in
vitro plantlets in early stage. Consequently, it is important to develop an
appropriate method for the experimental inoculation of these plantlets. The
results obtained allowed to select one isolate of the Fusarium oxysporum f. sp.
albedinis wich is very agressive on the progeny of two different crosses. The
inoculum concentration shows a significative effect on the behaviour of plantlet
of three genotypes obtained in vitro towards the pathogen. The two inoculum
concentrations 10* and 10° conidia per ml allowed to distinguish between the
resistant and susceptible genotypes. Five inoculation methods were tested; the
best of them was to apply 20 m! per plant of liquid inoculum on the roots of the
plantlets at 5 cm of depth.

KEY WORDS : Palm-tree, Fusarium-wilt, Selection, Resistance, in vitro
plantlets.
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INTRODUCTION

La fusariose vasculaire du palmier dattier (Phoenix dactylifera 1) dénommée
Bayoud et causée par le Fusarium oxysporum f£. sp. albedinis a fait des ravages
considérables dans les palmeraies de I'Afrique du Nord. En effet, en I'espace d'un
siecle, elle a détruit plus de dix millions de palmiers au Maroc (Pereau-Leroy,
1958) et de trois millions d'arbres en Algérie (Djerbi, 1988). Ce fléau constitue
actuellement une menace potentielle pour les palmeraies limitrophes et les autres
pays producteurs de dattes. Les cultivars résistants de palmier sélectionnés
(Pereau-Leroy. 1958 ; Louvet et Toutain, 1973 ; Saaidi e al., 1981 ; Saaidi,
1992) possédent malheureusement des qualités de fruit trés médiocres. Ceci a
freiné leur diffusion.

Dans le programme de sélection mené par I'Institut National de la Recherche
Agronomique, les clones de palmier choisis et issus de la sélection massale en
palmeraie ou par croisements contrOlés ne sont représentés que par un seul 2
quelques individus. Les tests de confirmation de leur résistance a la maladie ne
peuvent se faire que sur un nombre suffisant de vitroplants conformes au stade
plantule (Sedra, 1989 a, 1990). La fiabilité de ces tests peut dépendre de la
méthode d'inoculation, de l'inoculum et des conditions d'inoculation de jeunes
plantules de palmier obtenues par des croisements contrdlés ont 6té rapportées
(Pereau-Leroy, 1957 ; Laville, 1962 ; Bulit et al., 1967 , Renard et al., 1972 ;
Louvet et Toutain, 1973 : Dubost et Kada, 1974 ; Saaidi et al., 1981). A notre
connaissance, aucune étude n'a été entreprise jusqu'ici sur la résistance des
vitroplants de palmier dattier vis-a-vis du Bayoud.

Ceci justifie que nous avons cherché & mettre au point une méthode
d'inoculation fiable et adaptée a ce type de matériel. Pour cela, nous nous
sommes fix¢ trois étapes. Dans un premier temps, nous allons comparer les
niveaux d'agressivité de quelques isolats de F.o. f.sp. albedinis et sélectionner
l'isolat le plus agressif pour I'utiliser dans nos essais. Ensuite nous définirons les
concentrations d'inoculum du parasite permettant la discrimination entre le
matériel sensible et résistant. Enfin, nous comparerons la fiabilité de quelques
méthodes d'inoculation.

MATERIEL ET METHODES

Comparaison des niveaux d'agressivité de quelques isolats
de F.o.f.sp. albedinis

L'agressivité de cing isolats du parasite issus des palmes atteintes prélevées
sur différents cultivars plantés dans des régions éloignées (tableau I) a été
comparée. Pour chaque isolat, le niveau d'agressivité est apprécié sur deux lots
de plantules de palmier issues de deux croisements réalisés entre parents
sensibles (cv. Jihel x males Sl) et résistants (cv Bousthami noire x male NP3).La
méthode d'inoculation des plantules consiste 4 apporter 10 ml par plant d'une
suspension de conidies du parasite (106 conidies/ml) sur quelques racines 2
travers une perforation de la paroi du sachet en polyéthylene, le semis préalable
des graines prégermées a la périphérie de chaque sachet facilitant ainsi
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I'inoculation des plantes et les observations ultérieures. Quatre répétitions de 20
plantules ayant 2 a 3 feuilles ont été utilisées par isolat et par croisement. L'essai
a été conduit sous serre vitrée (température 22-33°C, Humidité 70-80%). Les
niveaux d'agressivité des isolats sont appréciés apres six mois de culture par
l'incidence de la maladie exprimée en pourcentage des plantes ataquées par le
parasite.

Etude de I'effet de la concentration d'inoculum

Cette éude a été réalisée sur les vitroplants de trois cultivars sensibles
(Boufeggous, Bouskri et Jihel), un cultivar résistant (Sairlayalate, disponible aun
moment de I'essai) et un clone CH-1 présumé résistant au champ. Ces vitroplants
élevés séparément dans des sachets individuels contenant un mélange terreux,
ont été inoculés au stade végétatif deux 2 trois feuilles avec six concentrations
d'inoculum de l'isolats Foa 133 (tableau I) : 0, 102, 103, 104, 105 et 106 spores
par ml (essentiellement des microconidies). La méthode d'inoculation consiste a
apporter 20 ml d'inoculum liquide par plant sur les racines dégagées jusqu'a une
profondeur de 5 cm. L'incidence de la maladie sur les vitroplants a €t€ estimée
aprés six mois de culture sous serre sur quatre répétitions de quatre plants
chacune par génotype et par concentration d'inoculum.

Etude de la fiabilité de quelques méthodes d'inoculation
Cing méthodes ont été comparées :

- Inoculum (105 spores/ml) apporté sur les racines dans les conditions
décrites ci-dessus : (méthode I).

- Incolum liquide injecté a laide d'une seringue fine au niveau de deux
racines principales par plant (méthode II) : ou au niveau du collet (méthode
III). Chaque plant regoit 0,2 ml de 'incculum (5000 spores/ml).

- Trempage des racines dans l'inoculum : aprés découpage du fond du sachet,
les racines développées et enchevétrées sont trempées (méthodes IV) au quart de
la hauteur du sachet dans une suspension de spores ( 105 spores/ml ) pendant
15 mn. Les plants sont enfin placés dans des bacs contenant un substrat infesté
avec le parasite (105 cfu/g). Dans le cas de la méthode V, les plantes ne sont pas
trempées mais inoculées seulement par le substrat infecté des bacs. le "cfu”
("colony forming unit") est exprimé en nombre d'unités formant des colonies sur
un milieu nutritif artificiel et traduit le nombre de propagules par g de substrat.
Celui-ci préparé au laboratoire est composé d'un mélange du sable et de tourbe
(1v/2v). T a été sélectionné parmi 12 autres pour sa grande réceptivité au
Bayoud et sa bonne capacité d'accueil pour l'inoculum (Résultats non publiés).

Selon les méthodes, les plants témoins regoivent de 1'eau ou sont cultivés sur
le substrat non infesté.

Dans cette étude, nous avons utilisé des vitroplants au stade deux feuilles
appartenant 2 deux génotypes sensibles (Boufeggous et Bouskri) ainsi qu'au
cultivar résistant Sairlayalate. Pour chaque méthode, trois répétitions de quatre
vitroplants chacune par génotype ont ét€ utilisées.
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L'incidence de la maladie sur les vitroplants exprimée en pourcentage
d'attaque. a ét¢ notée aprds six mois de culture sous serre pour chaque méthode
d'inocutation et chague génotype.

Pour tons les essais. les notations sur le développement de la maladie ont été
faites tous les 15 jours par comptage des plants atteints de Bayoud. L'attaque des
plantes due au Fo.fsp. albedinis a ét€ confirmée par des réisolements du
parasite effectués a partir du végétal atteint.

Les résultats expérimentaux présentés sous forme de pourcentage de plants
atteints par le parasite, ont été comparés par analyse de la variance aprés
transformation angulaire, suivie du test de Newman et Keuls.

RESULTATS

Sélection d'isolats agressifs sur les plantes du palmier

Le tableau I indique que l'isolat Foa 133 est significativement plus agressif
que les autres isolats sur les plantules issues des deux croisements avec des
pourcentages d'attaque trés ¢levés atteignant 92%. L'isolat Foa 16TB attaque
plus les plantules issus du croisement effectué entre les parents sensibles qu'entre
parents résistants. Par contre, Tisolat Foa 145, isolé du cultivar résistant
Sairlayalate est significativement le moins agressif que les autres isolats mais
avec un niveau dagressivité comparable sur les descendants des deux
croisements.

Effet de la concentration d'inoculum sur 1'évaluation de la résistance des
vitroplants.

Les résultats présentés dans le tableau II montrent qu'a la plus forte
concentration d'inoculum (106 spores par ml), les pourcentages d'attaque des
vitroplants par le F.o.f.sp. albedinis sont tres élevés sur les cultivars sensibles
Boufeggous (BFG), Bouskri (BSK) et Jihel (JHL) et moyens sur le cultivar
résistant Sairlayalate (SLY) et le clone CH-1 présumé résistant. Ces
pourcentages dépassent 50% pour les deux derniers génoypes.

Cependant. il apparait que les concentrations : 104 et 103 spores par ml, sont
globalement les plus discriminantes entre les cultivars sensibles et les autres
génotypes..

Comparaison de la fiabilité de différentes méthodes d'inoculation
des vitroplants

Le tableau III montre, qua l'exception de la méthode III (injection de
linoculum au niveau du collet des plantes), toutes les autres méthodes
d'inoculation se sont révélées fiables puisquelles permettent d'obtenir, apres six
mois de culture, des pourcentages d'attaque trés €levés (60% en moyenne) sur le
matériel génétique sensible mais relativement faibles sur le cultivar résistant
Sairlayalate SLY (exceptées les méthodes Il et IV). D'autre part, les méthodes 1
et V en plus de leur fiabilité, permettent de fagon significative la discrimination
entre les cultivars sensibles et résistants. Les plants témoins utilisés pour chaque
méthode n'ont manifesté aucun signe de flétrissement.
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Par ailleurs, fa figure 1 montre que le développement de la maladie sur les

vitroplants du cultivar résistant SLY est significativement différent que sur les
cultivars sensibles BFG et BSK. En effet, le pourcentage d'attaque sur ces
cultivars sensibles dépasse 30% seulement un mois aprés l'inoculation et atteint
60% au troisitme mois, date a laquelle les premiers symptomes sur le cultivar
résistant ont été observés.

Tableau III : Influence de la méthode d'inoculation avec Fusarium

oxysporum f.sp. albedinis sur 1'incidence de la maladie.

génotypes
méthodes
d'inoculation Boufeggous Bouskri Sairlayalate
1y 75Y a? 83,3 a 25 ¢
I 625 a 75 a 50 a
m 333 ¢ 417 b 333 ¢
v 833 a 91,7 a 583 a
\Y% 75 a 833 a 333 ¢

L

: Incidence de la maladie exprimée en pourcentage moyen de vitroplants atteints de la

maladie, calculée a partir de 3 répétitions de 4 plants chacune aprés 6 mois de culture
sous serre. Les plants témoins utilisés pour chaque méthode ne présentent aucun
signe du flétrissement.

: Méthodes I: inoculum (105 conidies/ml) apporté aprés dégagement des racines.
P p 8

II : inoculum injecté (5000 conidies/ml) a I'aide d'une seringue fine au niveau de deux

racines principales par plant ou III au niveau du collet; IV: racines développées au

fond du sachet sont trempées dans une suspension de conidies (15mn) (105
conidies/ml) et placées dans des bacs contenant un substrat infesté avec le parasite
(105 cfu/g), V : idem. de la méthode IV mais sans trempage des racines dans la
suspension des conidies.

: Les chiffres moyens sutvis de la méme lettre ne sont pas significativement différents

pour p = 0,05 (test de Newman et Keuls).
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Fig. 1 : Incidence de la maladie due au Fusarium oxysporum f. sp. albedinis
sur les vitroplants des cultivars sensibles (Boufeggous BFG, Bouskri
BSK) et résistant (Sairlayalate SLY) en fonction du temps.

Pourcentage de plantes mortes

100 T
LA
80 A £] a
-®-@a
70 -
& BFG
60
80 - £ BSK
40 & SLY
%0
W b
20

t—+— Mois
2 3 4 6 o

Fa AV & 1
> % {
1

METHODE 1

Chaque point correspond au pourcentage moyen de vitroplants (inoculés avec la méthode I)
atteints de la maladie, calculée a partir de 3 répétitions de 4 plants chacune. Aprés 6 mois de
culture, les points affectés d'une méme lettre ne sont pas significativement différents pour p =
0,05 (test de Newman et Keuls).

DISCUSSION

Dans le premier essai, nous avons utilisé les plantules issues de semis faute
des vitroplants. La méthode d'inoculation, qui s'est révélée bonne et que nous
avons appliquée seulement sur les descendants de croisements contdlés pour
apprécier les niveaux d'agressivité des isolats du parasite, peut &tre aussi
envisagée pour tester les vitroplants. Mais jusqu'a présent, nous ne disposons pas
de vitroplants préalablement repiqués a la périphérie du sachet pour envisager
'application de cette méthode sur ce matériel.
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La comparaison de l'agressivité des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis étudiés a fait apparaitre une différence significative dans l'aptitude des
isolats a attaquer des plants descendant des deux croisements. L'isolat Foa 133 a
été choisi pour la suite des expérimentations.

Les résultats obtenus sur les vitroplants montrent en outre que la
concentration de l'inoculum de F.o.fsp. albedinis a un effet important sur
l'incidence de la maladie dans les conditions expérimentales. Les concentrations
discriminantes (104 et 105 spores/ml) permettent de différencier les cultivars
sensibles (Boufeggous et Bouskri) du cultivar résistant Sairlayalate. Dans une
étude précédente utilisant les descendants issus de plusicurs croisements
différents de palmier dattier, nous avons déja démontré l'effet significatif de la
concentration d'inoculum sur la résistance apparente des plantules (Sedra,
1989b). Cet effet a été également démontré dans le cas d'autres plantes par
Douglas (1970) et Martyn et Mc Laughlin (1983). A Ia forte concentration
d'inoculum (106 spores/ml), les pourcentages d'attaque observés chez le cultivar
résistant SLY et le clone CH-1 présumé résistant sont relativement élevés. A
cette concentration, il apparait que le matériel résistant testé est prédisposé, au
stade plantule, a l'attaque du Bayoud. Ceci nous a conduit a déterminer les
concentrations discriminantes permettant de mettre en évidence une corrélation
positive entre les comportements a I'égard du Bayoud d'un matériel génétique
donné aux stades adulte et jeune. A une concentration d'inoculum discriminante,
le pourcentage d'attaque observé sur un matériel résistant peut varier de 0 4 20%.
Ceci est conforme aux observations de Martyn et Mc Laughlin (1983) dans le
cas d'autres plantes. Des recherches en perspective devraient permettre de définir
le stade végétal des vitroplants au cours duquel le comportement a I'égard du
Bayoud est identique 2 celui des palmiers adultes.

La comparaison de la fiabilité des méthodes d'inoculation a révélé des
différences : la méthode 1 apparait comme la mieux adaptée puisqu'en plus de
son efficacité, elle présente l'avantage d'abimer peu de racines au moment de
linoculation et de provoquer précocement I'expression du maximum de
symptdmes sur les plants (résultas non présentés). La méthode IV présentant
aussi une grande fiabilité, mérite d'étre améliorée dans l'avanir.
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