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Résumé

Le palmier dattier s’expose a des différents types de maladies telles que le Bayoud, qui
est caus¢ par un champignon appelé Fusarium oxysporum f.sp albedinis. La sélection des
palmiers productifs nous a permis d’obtenir une bonne qualité dattiére et une résistance a la
maladie. La voie privilégiée de la sélection nécessite une méthodologie rigoureuse contre la

menace des palmiers dattiers.

L’expérimentation nous a permis de révéler ’effet des toxines de filtrat de culture de
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis (F.o.a) sur les feuilles détachées de vitroplants de
cultivar Deglet-Nour (sensible), étudiée durant un mois, cette expérimentation est réalisée sur
deux souches de F.o.a : une souche de référence (SR) et une souche F5, afin de sélectionner la

souche la plus agressive.

Apres avoir mesuré la surface nécrosées et observer 1’état des feuilles, on est pass¢ a
I’analyse statistique de la comparaison des moyennes et leurs écart-types et ’analyse de la
variance a deux critéres les toxines (F5 - SR) et les doses (0, 10, 20, 30,40, 50 et 60%), qui
nous on montré a la fin une différence trés hautement significative de la nécrose et une
différence hautement significative de desséchement des feuilles due au I’interaction de filtrat

de culture de F.o.a avec les feuilles détachées.
On constate que I’effet le plus important des doses sur la nécrose est celui de la 60 %.

Enfin, les résultats présentés et discutés dans ce travail qui permet de mettre en évidence
que la souche algérienne F5 est la plus agressive. Cette étude ouvre une voie de recherche
intéressante permettant d’une part d’appliquer la dose 60 % de filtrat de culture de F.o.a sur
les mutants de cultivars Deglet Nour pour voir la résistance de ces dernier au Bayoud et
d’autre part d’envisager une application pratique dans la sélection in vifro des variétés

résistantes.

Mots clés : Palmiers dattiers, Fusarium oxysporum f.sp. albedinis, filtrat de culture,

Bayoud, mutants, doses.



Abstract

The date palm is exposed to different types of diseases such as Bayoud, which is caused
by a fungus called Fusarium oxysporum f.sp albedinis. The selection of productive palms has
allowed us to obtain a good date quality and a resistance to the disease. The preferred route of
selection requires a rigorous methodology against the threat of date palms.

The experiment allowed us to reveal the effect of culture filtrate toxins Fusarium
oxysporum f.sp albedinis (F.o.a) on detached leaves of Deglet-Nour cultivar (sensitive),
studied for one month, this experiment is carried out on two strains of /.0.a: a reference strain
(SR) and a strain F5, in order to select the most aggressive strain.

After measuring the necrotic surface and observing the condition of the leaves, we
proceeded to the statistical analysis of the comparison of means and their standard deviations
and analysis of the two-criteria variance toxins (F5 - SR) and the doses (0, 10, 20, 30, 40, 50
and 60%), which we have shown in the end a very highly significant difference in necrosis
and a highly significant difference in leaf dryness due to the interaction of filtrate of F.o.a
culture with loose leaves.

It is found that the most important effect of the doses on the necrosis is that of the 60%.

Finally, the results presented and discussed in this work highlight the fact that the
Algerian strain F5 is the most aggressive. This study opens an interesting line of research
allowing on the one hand to apply the 60% dose of F.o.a culture filtrate on Deglet Nour
cultivars mutants to see the resistance of the latter to Bayoud and on the other hand to

consider a practical application in the in vitro selection of resistant varieties.

Key words: Date palms, Fusarium oxysporum fsp albedinis, culture filtrate, bayoud,

mutants, doses.
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INTRODUCTION

Introduction :

Le palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est une monocotylédone dioique pérenne native
des régions chaudes et arides du monde, il est cultivée principalement au Moyen-Orient et en
Afrique du Nord (Munier 1973).

Depuis des temps immémoriaux, cet arbre majestueux est connu comme “I’arbre de vie” a
cause de son intégration incontournable dans la vie saharienne.

En effet, le palmier dattier constitue I'élément fondamental de I’écosystéme oasien ou il
joue un role économique primordial, grace a la production de dattes et de différents sous-produits
(pate, farine, sirop, vinaigre, levure, alcool, confiserie...) qui sont & la base de l'alimentation
humaine et animale dans les régions sahariennes. En outre, il assure sur le plan social la stabilité

des populations qui vivent dans ces régions (Bouguedoura et al., 2015).

La maladie la plus redoutable dans les palmeraies d’Afrique du Nord est la fusariose
vasculaire du palmier dattier dénommée « Bayoud » causée par le Fusarium oxysporum f.sp.
albedinis (F.o.a). Elle fait partie des maladies d’origine tellurique contre lesquelles, il est difficile
de lutter. La lutte génétique par 1’utilisation des variétés ou cultivars résistants au Bayoud est le
moyen préconis¢ pour lutter contr le bayoud (Perreau-Leroy, 1958 ; Louvet et Toutain, 1973 ;
Saaidi et al., 1981 ; Djerbi et al.,, 1986 ). La sélection pour le caractere de résistance a la
maladie, nécessite la mise au point de tests simples, rapides et complémentaires qui permettent

de trier le matériel génétique résistant ou de confirmer sa résistance au stade plantule.

De nombreux résultats se sont accumulés sans que la maladie du bayoud ne soit éradiquée.

Les quelques variétés supposées résistantes se sont avérées de qualité commerciale peu
intéressante mais elles restent importantes dans le cadre de leur utilisation dans la lutte contre le
Bayoud. C’est pourquoi leur multiplication par voie biotechnologique principalement par
embryogenese somatique se poursuit.

Une autre approche se développe au sein des équipes de recherche ; c’est la création de
variétés alliant la résistance et la bonne qualité dattiere soit par mutagenése soit par fusion de
protoplastes. En effet, cette création n’est pas aisée par les voies classiques de croisements
dirigés, la plante étant dioique et hétérozygote.

C’est dans ce contexte que s'inscrit ce présent travail dans le cadre d’un projet de recherche
de 'INRAA (Institut National de la Recherche Agronomique d’Algéric) en coopération avec I’AIEA

(Agence Internationale de I’Energie Atomique) a eu comme objectif de combiner les cultures in vitro et

les radiomutagenéses pour I’obtention de mutants de la variété Deglet Nour résistants, tout en conservant
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sa qualité dattier. Des mutants sont alors obtenus et sont en voie d’évolution sur le terrain (Abed et al.,
2000).

Afin de développer les tests d”évolution de la résistance, notre étude a pour objectif de déterminer
la dose de filtrat de culture pour la sélection des plantules i vitro tout en utilisant des feuilles détachées.
Cette méthode non destructives et permet de garder les plantules en vie. Elle est composée de deux
parties a savoir:

v Etude de l’effet de différentes doses de filtrat de culture de Fusarium oxysporum f.sp.

albedinis sur les feuilles détachées de vitroplants.

v Etude de I’agressivité de deux souches de Foa sur les feuilles détachées de vitroplants de

cultivars Deglet-Nour sensible. Afin de sélectionner la souche la plus agressive pour les

études ultérieures,



Synthése bibliographique

L. Palmier dattier

I-1- Taxonomie et classification

Le palmier dattier a ét¢ dénommé par Linné en 1734 « Phoenix dactylifera L. », est
appartient & 1'une des plus grandes familles d’angiospermes monocotylédones, celle des
Palmaceae ou Arecaceae, représentée par 200 genres et 2700 especes, répartie en six sous-
familles, qui permet de la placer au 14éme rang apres les graminées, les liliacées et les
orchidées. Le genre Phoenix comprend 14 espéces réparties dans les régions tropicales et
subtropicales de 1’ Ancien Monde (Barrow, 1998; Govaert et Dransfield, 2005; Henderson,
2009). Le dattier est la seule espece de ce genre a étre cultivée pour ses fruits (Chowdhury et
al., 2008; Newton et al., 2013; Littardi, 2015).

La classification phylogénétique APG II (2003) et APG III (2009), rattache Phoenix
dactylifera L. a I’ordre des Arécales inclus dans le clade des Commélinidées. Cet ensemble
comporte environ 21000 especes caractérisées par un marqueur chimique ’acide férulique,
présent au niveau de la paroi pectocellulosique, des vaisseaux parfaits (Dupont, 2007).

I-2- Caractéristiques botaniques

I.2.1. Systéme racinaire

Le systéme 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
volumineux et émerge en partie au-dessus du niveau du sol. Le systéme racinaire du palmier
dattier (Figure 1/ annexe 1) présente quatre zones d’enracinement (Munier, 1973 ; Djerbi,
1994).

- Racines respiratoires (zone I) : ne dépassent pas 0.2 a0.25 m de profondeur. Elles ont
un role respiratoire.

- Racines de nutrition (zone II) : représentant la plus forte proportion des racines du
systeme. Elles se situent entre 0.3 et 1.2 m de profondeur.

- Racines d’absorption (zone III) : elles sont plus moins importantes selon le mode de
culture et la profondeur du niveau de la nappe phréatique.

- Racines absorption de profondeur (zone 1V) : elles peuvent étre importantes ou non,
selon que le niveau de nappe est €levé ou non.

L.2.2. Stipe (tronc)

Au-dessus de sa partie basale, il est généralement de forme cylindrique pouvant

atteindre ou dépasser une hauteur de 20 metres. Son élongation se fait a partir de la partie

coronaire par le bourgeon terminal ou phyllophore (Munier, 1973) (Figure 1/ annexe 1).
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L.2.3. Palmes
Les palmes du palmier dattier sont composées, pennées et longues de 4 a 7 metres, dont
les folioles sont réguliérement disposées en position oblique le long du rachis (Figure 2/
annexe 1). Au cours de sa vie, le palmier dattier produit trois types de feuilles: les feuilles
juvéniles, les feuilles semi-juvéniles et les feuilles adultes. Les palmes adultes demeurent
actives durant trois a sept ans selon la variété et le mode de culture (Bouguedoura, 1991;
Peyron, 2000).
1.2.4. Organes floraux
Les inflorescences du dattier sont issues du développement des bourgeons axillaires
situés a 1’aisselle des palmes de la région coronaire (Figure 3/ annexe 1). A son apparition,
I’inflorescence est un spadice (sac conique), formé d’une enveloppe fibreuse et rigide de
couleur marron claire (Gasmi, 2012).
Les fleurs du dattier sont portées par des pédicelles et selon le sexe, on peut distinguer
deux types de fleurs (Munier, 1973; Sedra, 2003) (Figure 4/ annexe 1):
-Fleurs femelles : de forme globulaire avec un calice légerement bordé en vert et une
corolle de couleur blanc ivoire. La formule florale est comme suit : (3S) + 3P + 6E +3C.
-Fleurs males : de forme légerement allongée avec un calice et une corolle de couleur
blanc ivoire. La formule florale est comme suit : (3S) + 3P + 6E.
En moyenne, un pied femelle peut produire une douzaine de spathes (Munier, 1973).
L.2.5. Le Fruit
Communément appelé 7’mar. 1l provient du développement d’un des carpelles apres
fécondation de I’ovule. Les fruits sont des drupes qui forment de longues grappes ou régimes.
La datte est constituée d’une partie charnue, la chair ou pulpe et d’une graine (Gasmi, 2012).
Selon le type de datte, on peut distinguer des variétés a dattes molles, demi-molles ou
seéches (Munier, 1973).
1.2.6. Graines
Comme le fruit, les dimentions ainsi que le poids de la graine varient en fonction de la
variété, des conditions environnementales et culturales du pied mére (Zaid et al., 2002).
La graine est de forme allongée de 2 a 3 cm de longueur, plus au moins volumineuse,
lisse ou pourvue de protubérances latérales en aréte ou en ailette, avec un sillon ventral. Sa
consistance est dure, I’embryon est circulaire et I’albumen corné est formé de matiere

cellulosique (Figure 5/ annexe 1) (Munier, 1973).
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I-3-Exigences écologiques du palmier dattier

Le palmier dattier est cultivé comme arbre fruitier dans les régions chaudes arides et
semi-arides. Cet arbre s'adapte a de nombreuses conditions grace a sa grande variabilité
(Gilles, 2000).

Le palmier dattier offre de larges possibilités d’adaptation, c’est une espece
thermophile qui exige un climat chaud. C’est un arbre qui s’adapte a tous les sols. Il est
sensible a I’humidité pendant la période de pollinisation et au cours de la maturation (Munier,
1973 ; Ozenda, 2004).

I-4-Répartition géographique et Importance économique

1.4.1. Dans le monde

Le palmier dattier est localisé¢ dans I’hémisphere nord, 1a ou les conditions climatiques
le permettent. Un adage arabe évoque ces conditions climatiques et écologiques que la culture
du dattier requiert: «le palmier dattier vit les pieds dans ’eau et la téte au soleil». Il nécessite
en effet des températures élevées, une faible hygrométrie mais une humidité édaphique
constante (Zohary et al., 2012).

L’aire de répartition du palmier dans le monde, couvre les cinq continents. La culture du
palmier dattier s’étend depuis le sud de I’Iran a I’Est, jusqu’a la cote Atlantique de I’ Afrique
du Nord a I’Ouest. Cette culture est concentrée dans les régions arides et semi arides du
continent Africain, ou le palmier dattier forme la végétation caractéristique des oasis.

Les limites extrémes de la distribution géographique sont entre les altitudes 10° Sud
(Somalie) et 39° Nord (Espagne ou Turkménistan). Les secteurs les plus favorables pour cette
culture sont situés entre 24° et 34° Nord (Maroc, Algérie, Tunisie, Libye, Egypte, Irak, Iran,
Arabie Saoudite, Soudan,... etc.). Le palmier dattier se trouve aussi aux Etats-Unis entre 33°
et 35° Nord, d’autres surfaces négligeables pour la culture du palmier dattier sont a
I’hémisphere sud (Australie, Mexique, Argentine, ... etc.) (Zaid, 2002; Zohary et al., 2012).

1.4.2. En Algérie

L’ Algérie est un pays phoenicicole classé au sixiéme rang mondial et au premier rang
dans le Maghreb pour ses grandes étendues de culture avec 165 378 ha et plus de 2 millions
de kilometres carrés et sa production annuelle moyenne de dattes fines exportables est de 500
000 tonnes (Bouguedoura ef al., 2010 ; Madr, 2014).

En Algérie, le palmier dattier constitue la principale culture au Sahara algérien entre 25°

et 35° latitude Nord. Elle s’étend du versant saharien de I’Atlas saharien au Nord, jusqu’a
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Tamanrasset au Sud, depuis la frontiere marocaine a I’Ouest jusqu’a la frontiére tuniso-
libyenne a 1'Est.

Pres d’un millier de cultivars a été inventorié en Algérie ce qui représente une diversité
génétique assez importante. A ces cultivars, il faut ajouter un grand nombre de pieds francs ou
« Khalts » qui poussent au hasard dans les oasis et qui représentent une source appréciable
pour de nouvelles sélections de cultivars appréciables pour leurs dattes et pour leur résistance
au bayoud (Bouguedoura ef al., 2010 ; Bouguedoura ef al., 2015).

1.4.3. La production mondiale de dattes

L’Egypte est le premier producteur mondial de dattes avec 1 465 030 T suivis de I'Iran
et de L’ Algérie. Malgré que la superficie du palmier dattier en Egypte est inférieure a celle de
I’ Algérie (44 037 ha Vs 165 348 ha en 2014). L’Egypte arrive a réaliser une production tres
importante par rapport a celle de 1’ Algérie (Figure 1).

L’Egypte est marquée par ces rendements exceptionnels, son rendement a atteint plus de
33 tonnes/ha en 2014, tandis que 1I’Algérie est classée parmi les pays a faibles rendements
avec 5.6 tonnes/ha.

L’ Arabie Saoudite a connu une chute considérable de sa production de dattes en 2014
par rapport a 2013 ce qui I’a classé derriere 1’ Algérie, en 4¢éme position. La production de
dattes, du Maroc, d’Iraq et du Qatar a aussi baissé¢ en 2014 par rapport & 2013. (Anonyme,
2017)

Production en tonnes. Chiffres 2015 Qatar
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m—|rak 676 111| 9%
= Soudan
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Pakistan
B Oman 260000 4%
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== Libye 174040 2% I
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Bl Chine 150 000| 2%
Egypte
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Figure 1: La production mondiale de dattes en tonnes (FAO)
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1.4.4. La production en Algérie

Malgré que la production totale de dattes en Algérie ait constamment augmenté ces
dernieres années, 1’exportation par contre a connu une importante fluctuation. C’est le constat
établi dans le dernier rapport de I’Observatoire National des Filieres Agricoles et
Agroalimentaires (Onfaa) sur le commerce extérieur des dattes. » Apres une hausse de 2009 a
2011, les exportations ont chuté pour connaitre a nouveau une hausse a partir de 2013 afin
d’atteindre les 31048,184 tonnes en 2016 », indique le rapport. (Imene, 2017).

La Deglet Nour a représenté 53% de la production totale de dattes en 2015. Avec 51% a
Biskra, 31% a El-Oued et 13% a Ouargla.

Ces trois wilayas représentent, a elles seules, plus de la moiti¢ de la production totale de
datte en Algérie.

La production totale de dattes connait un essor remarquable en Algérie, elle ne cesse
d’augmenter depuis 2012 dont elle est passée de 600 096 de tonnes a presque 1 millions de

tonnes en 2015. (Anonyme, 2017) (Figure 2).
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Figure 2: Evolution de la production totale de datte de I'Algérie en Qx

I-5- Cycle de développement
Le développement du palmier dattier se caractérise par trois phases distinctes :
a- Une phase juvénile : durant ses 2 premieres années, la plante porte des feuilles juvéniles
sans produire des bourgeons axillaires.
b- Une phase végétative : de la 3°™ année jusqu’a 1’apparition de la premiére floraison. Chez

un plant issu de semis, la premiére floraison peut survenir entre la 5™ et la 8™ année de
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plantation alors que, chez un vitroplant, elle est plus précoce et se produit dés la 4°™ année,
aprés émission d’une dizaine de palmes actives. Les palmiers portent des feuilles adultes a
I’extérieur et des feuilles juvéniles au niveau de I’apex. Les feuilles adultes portent a leur
aisselle une production trés hétérogéne de bourgeons axillaires de type stérile et de type
végétatif a 1’origine des rejets et des gourmands. (Bouguedoura, 1991)

c- Une phase reproductive : elle s’étend de la premiere floraison jusqu’a la fin de la vie de la
plante. La majorit¢ des palmes photosynthétiques portent des bourgeons axillaires
inflorescentiels. Quelques rares bourgeons végétatifs fonctionnels (rejets ou gourmands)
peuvent étre produits. (Ferry, 2003).

I-6- Mode de multiplication chez le palmier dattier
1.6.1. Voies classiques de multiplication

La propagation du palmier dattier est réalisée traditionnellement soit par semis de
graines (multiplication sexuée) ou par plantation des rejets (multiplication végétative)
(Abahmane, 2011).

1.6.1.1. Multiplication Sexuée (par semis)

La multiplication sexuée par semis de graines issues de croisement (fécondation libre ou
controlée) est la méthode la plus ancienne de propagation du dattier. Son avantage principal
est qu'elle est simple dans la pratique et qu’elle agrandit la diversité génétique de I’espéce.
Cette technique offre I'intérét de maintenir un certain brassage génétique qui peut étre a
I’origine de génotypes de qualité et/ou adaptés a certains contextes écologiques particuliers.
Elle est donc tres utile dans les programmes d’amélioration classiques (Munier, 1973 ;
Aberlenc-Bertossi ef al., 2010 ; Al-Khalifah et Shanavaskhan, 2012).

Cependant le palmier dattier étant une espece dioique tres largement hétérozygote, sa
multiplication sexuée engendre des descendants possédant des caractéristiques fonciérement
différentes de celles du parent femelle (a multiplier), donc elle ne peut pas étre utilisée pour
propager des individus sélectionnés ou améliorés. De plus, les plantes issues de semis sont
composées pour moiti¢ de plantes males sans intérét pour la production de dattes. En outre,
I’absence de moyens pour déterminer le sexe avant 1’dge adulte peut entrainer le
développement de plantations désordonnées et hétérogénes (Aberlenc-Bertossi ef al., 2010 ;
Rajmohan, 2011 ; Al-Khalifah et Shanavaskhan, 2012).

1.6.1.2. Multiplication Asexuée (plantation des rejets)

La multiplication végétative se fait par transplantation de rejets. Ces derniers se

développent lentement a la base des palmiers, et sont produits en nombre limité, ainsi un
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palmier ne produit durant toute sa vie que quelques dizaines de rejets (selon le cultivar) aptes
a une bonne reprise (Munier, 1973 ; Rajmohan, 2011).

Les rejets appelés «djebbars», sont prélevés de la base du tronc et doivent avoir un
diamétre d’au moins 30 cm avec un poids de 12 a 25 Kg (Mezouane, 2012). La séparation du
rejet de son pied mere est une opération qui conditionne la reprise.

Cette technique de multiplication est donc considérée comme la plus stable et la plus
efficace par les phoeniciculteurs (Cirad et Gret, 2002).

1.6.2. Voies modernes de multiplication

Les voies modernes de multiplication reposent sur les cultures in vitro végétales (ou
micropropagation) qui peuvent étre définies comme suit : c’est la culture d’explants de
plantes, sur milieu synthétique (liquide ou solide) dans des conditions stériles, un
environnement contrélé (température et photopériode) et un espace réduit (Al-Ghamdi ef al.,
2002). La micropropagation comprend trois étapes distinctes ayant chacune des conditions
spécifiques (Al-Khalifah et Shanavaskhan, 2012):

- Etablissement d’une culture aseptique.
- Multiplication de la propagule.
- Durcissement et acclimatation des plantules.

Ces techniques reposent sur le fait que les cellules végétales sont totipotentes. Cette
propriété¢ fondamentale signifie que des cellules dun tissu déja spécialisées, donc
différenciées, peuvent d’abord perdre cette spécialisation en revenant a un état
méristématique, observé au niveau d’un cal (amas de cellules dédifférenciées) puis se
différencier de nouveau pour redonner des cellules spécialisées d’un autre tissu (Cornu et
Boulay, 1986 ; Margara, 1989 ; Fehér, 2005).

Par ailleurs, la multiplication in vifro du palmier dattier s’est faite pour la premiere fois
par Ammar en 1977. La propagation in vifro du palmier dattier se fait essentiellement par
deux techniques : l'organogenese et I'embryogenese somatique (Al-Ghamdi ef al., 2002 ;
Sedra, 2003 ; Anjarne ef al., 2005 ; Bekheet, 2013a).

L.6.2.1. L’organogenése

L’organogenese est la formation de pousses adventives & partir d’un explant de plante
(Al-Khalifah et Shanavaskhan, 2012) en utilisant un milieu de culture spécifique qui
favorise I’initiation et la multiplication des bourgeons a partir de zones méristématiques
préexistantes a la base des jeunes feuilles de rejets, jeunes inflorescences et bourgeons

axillaires indifférenciés de palmiers dattiers adultes. Ces bourgeons évoluent en plantules
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completes qui sont transférées au champ apres leur acclimatation (Sedra, 2003 ; Ait-Chitt,
2005 ; Anjarne ef al., 2005 ; FKki ef al., 2011).

L’organogenese comprend quatre phases (Anjarne ef al., 2005 ; Khierallah et Bader,
2007 ; Bekheet, 2013b) :

- Initiation des bourgeons végétatifs.
- Multiplication des bourgeons.
- Elongation et enracinement des pousses.

- Acclimatation des jeunes plantules.

1.6.2.2. L’embryogenése somatique

Cette technique est considérée comme le processus de régénération le plus efficace pour
la micropropagation du palmier dattier (AL-Khayri, 2011). Un apport important de la
technique des cultures in vitro a la biologie a montré que des cellules somatiques (a 2n
chromosomes) pouvaient produire des structures comparables a des embryons, méritant
I’appellation d’embryons somatiques (Margara, 1989; John et Smith, 2004). Les explants,
provenant de la base de jeunes feuilles de coeurs de rejets ainsi que les inflorescences, sont
cependant les plus utilisés (El Hadrami et al., 1997).
Il existe deux voies d’embryogenése somatique :

» L’embryogenese somatique directe: elle s’opére a partir de cellules embryogenes

individualisées au sein de I’explant primaire sans passage par le stade cal.

» L’embryogeneése somatique indirecte: elle est induite aprés une étape de
multiplication cellulaire sous forme de cals embryogenes.
I-7- Pathologie du palmier dattier
Le palmier dattier, comme toute espece végétale, se trouve sous la menace de diverses
pathologies dues a des ravageurs (insectes ou acariens) ou a des parasites (champignons,
bactérie, ou mycoplasmes). Parmi ces pathologies, on peut citer: la maladie de «Boufarouay,
la maladie du «Djreb» et la pourriture de I’inflorescence mais la maladie la plus dévastatrice
reste celle de la fusariose vasculaire appelée «Bayoud». Elle est causée par le champignon
imparfait appartenant a I’espece Fusarium oxsysporum f.sp. albedinis (Djerbi, 1990).
Le bayoud est apparu dans la vallée du Draa au Maroc vers 1870 et s’est propagé dans
tout le territoire en détruisant 10 a 12 millions d’arbres en un siécle. Cette maladie a continué
de progresser jusqu’en Algérie ou elle a atteint les palmeraies des régions Metlili en 1950,

Ghardaia, en 1965 et El Goléa en 1978 en suivant un axe nord-sud ou elle aurait décimé 3
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millions d’arbres (Djerbi, 1988; El Hadrami et al, 2005). Actuellement les palmerais de
I’est de I’Algérie et de Tunisie sont menacées, d’autant plus que ce sont le centre de
production de la variété Deglet Nour (tres sensible au Bayoud). Cependant certains cultivars
présentent une résistance au F.o.a tel que le cultivar Takerboucht (Saadi, 1979).

Diftérentes méthodes ont été préconisées, en vue de lutter contre le Bayoud, tel que la
lutte culturale (Tirichine, 2007) et la lutte chimique (Roger, 1990), mais elles n’ont pas
abouti a des résultats. Les mesures prophylactiques ont permis de ralentir la progression de la
maladie sans DParréter définitivement. Enfin la lutte génétique (sélection des cultivars

résistants) semble étre la plus prometteuse (Mahdi, 2011).

II. La maladie du Bayoud

II-1-Historique et progression de la maladie

C’est vraiment difficile d’établir exactement la date, le lieu et les conditions dans
lesquelles est apparue la maladie du « Bayoud ». Cependant, plusieurs auteurs, s’accordent
sur I’origine Marocaine de la maladie (pays endémique), ou elle a été observée pour la
premiére fois dans la Vallée du Draa, au nord du Zagora avant 1870, A cette époque, toutes
les palmeraies qui bordaient ’Oued du Draa ont été ravagées (Malencon, 1934 ; Perreau

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

Depuis lors, le « Bayoud » progresse vers 1’Ouest et atteint Foum El Hasan en 1960.
Des 1898, la maladie atteint les palmeraies de Figuig au Maroc et de Béni Ouenif en Algérie,
puis Béchar en 1940, par la localisation de quelques foyers. Les palmeraies proches de ces

centres sont atteintes a leur tour tel que Béni Abbés en 1908 et Taghit en 1923.

Entre 1940 et 1950, deux contamination sont particulierement importantes, la région
d’In Salah et celle d’Adrar, respectivement vers 1943et 1950 (Brac De La Perriere et
Benkhalifa, 1991).

Enfin, et plus récemment, les palmeraies de Ghardaia et d’El Goléa, sont contaminées a
leur tour en 1965 et 1978 (Djerbi, 1982 ; Brac De La Perriere et Benkhalifa, 1991).
Parallélement, certaines palmeraies algériennes sont indemnes, notamment les palmiers de
Kerzaz, de Timimoun et de la Station de Recherche de 'LN.R.A. d’Adrar (Brac De La
Perriere et Benkhalifa, 1991).
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I1I-2- L’agent pathogéne

L’agent pathogene (Fusarium oxysporum f.sp.albedinis), peut étre isolé d’un palmier
dattier infecté, a partir des rachis de palmes présentant les symptomes typiques du
« Bayoud », en déposant, dans des conditions aseptiques, des petits fragments sur un milieu
de culture a base de Pomme de terre ou sur un milieu sélectif (milieu Komada). Le Fusarium
oxysprum f.sp. albedinis peut étre isolé a partir de stipe ou de racine mais jamais de fruits
(Malencon, 1950 ; Bulit et al., 1967 ; Ouinten, 1996) .

L’espéce Fusarium oxysporum peut infecter un grand nombre de plantes, souvent de
fagon tres spécifique. Plus de 120 formes spéciales et races ont €té ainsi identifiées, basées sur
leur spécificité d’hotes (O'Donnell ef al., 2015), parmi lesquelles les formes spéciales
albedinis, lycopersici et ciceris qui sont responsables, respectivement, de la fusariose
vasculaire du palmier dattier, de la tomate et du pois chiche (Benzohra ef al., 2015; El Komy

et al., 2015; Jiménez-Diaz et al.,2015) (Figure 3).

Position systématique

La nouvelle classification taxonomique basée sur la phylogénie moléculaire selon
(Debourgogne, 2013) est la suivante :

Régne : Fungi

Division : Ascomycota

Classe : Sordariomycetes

Sous-classe : Hypocreomycetidae

Ordre : Hypocreales

Famille : Nectriaceae

Genre : Fusarium
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Figure 3: Symptomes de la fusariose vasculaire du palmier dattier causée par Fusarium
oxysporum t. sp. Albedinis.
(A)sur I’arbre ; (B) sur folioles. Photos prises a Béchar, Algérie. (Benzohra et al., 2015).

I1-3- Symptomes de la maladie

IL 3.1. Symptomes externes
En général, les premiers signes de la maladie se manifestent par un dépérissement
progressif, de la base vers ’extrémité, d’une ou plusieurs palmes au niveau de la couronne
moyenne. Les folioles ou les épines situés sur le méme c6té de la palme se dessechent et se
replient contre la nervure principale (rachis), c’est 1’attaque hémiplégique typique de la
fusariose. Lorsque tout ce coté est atteint, le dépérissement commence sur ’autre coté, de

I’extrémité jusqu’a la base (Bulletin OEPP/ EPPO, 2003).

En se desséchant, la palme fini par mourir et prend ’aspect d’une plume mouillée, avec
une couleur blanchatre, d’ou le nom du « Bayoud », qui dérive du mot arabe « abyed » et qui

veut dire blanc (Djerbi, 1990 ; Quinten, 1996).

L’évolution du desséchement sur les folioles s’accompagne par 1’apparition d’une
rayure brune longitudinale sur le rachis. Depuis, 1’attaque se généralise sur la totalité des

palmes du bourgeon terminal, entrainant ainsi la mort de I’arbre.
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Le palmier dattier atteint, meurt 06 mois a 12 ans, aprés 1’attaque par le Fusarium
oxysporum f.sp. albedinis et 1’apparition des premiers symptdmes de la maladie (Bulletin

OEPP/ EPPO, 2003)
I1.3.2. Symptomes internes

Le déracinement d’un palmier dattier malade permet d’observer un nombre réduit de
racines malades rougeatres, elles représentent la porte pour la pénétration du champignon. De
plus, des coupes transversales au niveau du tronc, mettent en évidence une coloration brune
rougeatre des vaisseaux conducteurs, témoignant le passage du champignon le long du stipe

(OEPP, 1994).
I1-4- Pénétration dans le palmier dattier et progression du champignon

La pénétration du Fusarium oxysporum f.sp. albedinis se fait au niveau du systeme
racinaire, a travers les tissus tres jeunes des radicelles proches de la coiffe ou bien a travers

des ouvertures provoquées par diverses causes biologiques ou mécaniques (Malencon, 1950).

Le champignon traverse les parenchymes par voie inter puis intra cellulaire jusqu’a
atteindre le cylindre central. Une fois arrivé dans les vaisseaux conducteurs du palmier dattier,

le champignon s’installe et la progression est ascendante.

Par la suite, le champignon fructifie et libére des conidies qui sont entrainées par la seve
montante. Arrivées et bloquées par les cloisons transversales des vaisseaux, les conidies sont
arrétées, elles germent et donnent naissance a des filaments mycéliens qui traversent la
cloison. Le mycélium poursuit son développement et forme de nouvelles microconidies ; ce

phénomene se poursuit jusqu’au sommet du palmier entrainant ainsi sa mort (OEPP,1994).
I1-5- Epidémiologie

Le champignon est distribué inégalement dans le sol, présent entre 0 et 30 cm parfois
jusqu’a plus de 1m de profondeur (Tantaoui, 1989). Il peut étre alternativement saprophyte
ou parasite (Bounaga, 1985). Il peut aussi se conserver pendant plusieurs années sous forme
de chlamydospores, dans le sol, en absence de la plante héte ou dans les tissus d’un palmier

dattier infecté (Louvet, 1977).
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La contamination s’effectue d’une maniere réguliere par le contact entre les racines
malades et les racines saines entre les palmiers dattiers, ainsi, 1’irrigation importante favorise
I’expansion de la maladie.

La propagation de la maladie du « Bayoud » entre les palmeraies contaminées et celles
indemnes, peut étre assurée par la dispersion des conidies (Laville, 1973), principalement par
I’échange du matériel végétal (rejets), du sol, d’outils ou de machines agricoles, ..., etc.
(Bulletin OEPP/ EPPO, 2003). L’étendue de cette dispersion dépend aussi des pratiques
culturales (fertilisation, irrigation,...) et des conditions climatiques (température, vent,...)

(OEPP, 1994).
I1-6- Moyens de luttes contre la maladie du « Bayoud »

I1.6.1. Les mesures prophylactiques

Cette méthode est basée sur la protection des zones encore saines par l’interdiction
d'importation du matériel en provenance des pays infectés (rejets, feuilles, etc.) (Louvet,
1991), ou par la mise en quarantaine de régions infectées (Bulit et al, 1967).

I1.6.2. Les techniques culturales

Les techniques culturales contre les fusarioses vasculaires, consistent a éviter les
conditions favorisant la croissance de 1’agent pathogéne. La maladie est moins présente en
conditions d’irrigation réduites, ainsi que dans les sols a pH alcalin, riches en calcium et
potassium, pauvres en phosphore et magnésium et dont ’azote est sous forme nitrique plutét
qu’ammoniacal (Waltz et Johens, 1981 ; Ollaguier et Renard, 1976).

Dans les parcelles contaminées, il faut €viter les cultures du henné et de la luzerne qui
nécessitent une irrigation abondante favorable a la maladie, et qui sont des porteurs sains de
I’agent pathogene, Fusarium oxysporum f.sp.albedinis (Bulit et al., 1967).

11.6.3. La lutte chimique

C’est l'utilisation des fongicides a action systémique ou endothérapique. L’application
de ces fongicides a donné des résultats encourageants pour la lutte contre ce pathogene
(Fusarium oxysporum f. sp. albedinis), 'utilisation répétée de ces produits de synthese
entraine souvent la pollution de ’environnement et I’apparition chez le parasite de nouvelles
souches résistantes et plus virulentes (Ozbaz et Newman, 2004). De plus, leurs effets
toxiques sont souvent signalés pour I’homme et I’animal (Messiaen et Lafon, 1970) et pour

le déséquilibre biologique du sol.
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11.6.4. La lutte biologique

Une autre alternative pour protéger les plantes contre les agents pathogeénes est
I’application des méthodes de bio-contrdle (Azco’ n-Aguilar et Bare, 1997), par I’utilisation
de différents micro-organismes doués d’activité antagoniste, conduisant a des phénoménes
d’antibiose et d’hyperparasitisme.

Plusieurs chercheurs se sont intéressés aux micro-organismes antagonistes tels que les
bactéries, les champignons et les actinomycetes, dans I’espoir de mettre au point un procédé
de lutte efficace capable de limiter la gravité des fusariose (Alabouvette et al., 1986).

Parmi les bactéries utilisées en lutte biologique, on peut citer les Pseudomonas
Sfluorescens et Serratia marcescens, et parmi les champignons, il existe les Fusarium non
pathogenes et le Trichoderma harziamum.

Amir (1991 a) et Amir et Mahdi (1993), ont sélectionné des souches de Fusarium solani
et Fusarium oxysporum non pathogéne, pour leur pouvoir compétitif élevé et inhibiteur de
deux formes spéciales : Fusarium oxsporum f.sp. lini et Fusarium oxysporum f.sp. albedinis.

Hibar et ses collaborateurs (2005), ont montré qu’il est d’intérét primordial d’utiliser le
Trichoderma harziamum en tant qu’agent de lutte biologique contre la fusariose vasculaire.

I1.6.5. La lutte génétique

Elle est basée sur la recherche de génotypes a la fois résistants et de bonne qualité
fruitiére a partir des hybrides naturels (Khalts) ou a partir de croisements dirigés entre des
males résistants et des femelles de bonne qualité. Des travaux de recherche sur les
croisements dirigés ont fait 1’objet de nombreux programmes de sélection (Toutain et
Louvet, 1974 ; Djerbi et al, 1985 ; Louvet et Toutain, 1973 ; Saadi, 1979, Jain, 2011,
Abed, 2012). Actuellement, les biotechnologies sont utilisées chez le palmier dattier comme
étant une voie privilégiée pour établir une stratégie de préservation et d’amélioration de ce
patrimoine phoenicicole telle que I’hybridation somatique et la radiomutagenése (Yatta et al,
2014).

III.  La sélection in vitro
III-1- La Technologie de culture in vitro

La culture in vitro est basée sur la mise en culture d’explant en milieu artificiel contrdlé,

a I’abri de toutes contaminations.

Les premiers résultats intéressants de culture de tissus végétaux furent obtenus par

Gautheret et White (1934). Elles se font hors sol en conditions stériles et treés controles, dans
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des flacons ou tubes fermés, sur des milieux synthétiques solides ou liquides. Ces derniers

contiennent des sels minéraux, une source énergétique et des adjuvants (Zryd, 1988).

Quelle que soit la technique utilisée, les cultures in vitro requierent des conditions tres
précises de milieux et d’environnement. Les conditions peuvent changer au cours de la

culture, ce qui rend la maitrise de la technique plus délicate (Auge, 1989).

Selon Auge (1989), toute cellule végétale vivante, quelle que soit sa spécialisation, est
capable de reproduire la plante entiere dont elle est issue. C’est grace a cette totipotent alité

que la culture in vitro d’organe ou de tissus provoque la reprise des mitoses.
I1.1.1. Conditions et composition des milieux

La réussite de la culture de tissus végétaux dépend de la composition chimique des

milieux de culture utilisés ainsi que d’autres facteurs ambiants :
HIL.1.1.1. Sel minéraux

e Macroéléments : Il s’agit de six €léments minéraux présents a des concentrations
¢levées tel que ’azote (N), le calcium (Ca), soufre (S), phosphore (P), magnésium
(Mg), et le potassium (K).

e Micro-éléments : Ce sont les oligoéléments, principalement : le fer (Fe), le cuivre
(CU), le zinc (Zn), le manganeése (Mn), le molybdene (Mo), le bore (B), le chlore
(CL), le cobalt (Co), et le nickel (Ni). Sont nécessaire a la plante qu’en faible

concentration.
III.1.1. 2. Le sucre

Dans le cas des tissus végétaux placés en culture in vitro, 1’assimilation
chlorophyllienne est nulle ou insuffisante pour assurer la survie et le développement de
I’explant. L’adjonction des sucres (le plus souvent du saccharose) dans le milieu de culture

est nécessaire pour fournir a I’explant une source de carbone (Gauthert, 1959).
I11.1.1.3. Vitamines

L’emploi de diverses vitamines favorise fréquemment le développement des cultures in
vitro, elle appartient surtout au groupe B, les plus courante sont : la vitamine B1 (la thiamine-
HCI), la vitamine B6 (la pyridoxine), la biotine, la pantothénate de calcium et le myo-inositol

(Gauthert, 1959).
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II1.1.1.4. Les compléments

e Les acides aminés : aucun acide aminé n’est essentiel a la croissance des tissus in
vitro, méme si plusieurs sont utilisés dans les expérimentations. Ces acides aminés procurent
aux tissus une source immeédiate d’azote a assimilation plus rapide que ’azote inorganique
fourni par le milieu. Par ailleurs les acides aminés peuvent intervenir en tant qu’agents
chélates. Les principaux acides aminés dans les systemes in vifro ont les fonctions suivantes :

- La glutamine stimule les racines,

- La L-arginine stimule les racines,

- La L-sérine est employée dans la culture de microspore,

- La L-cystéine est un agent réducteur (Margara et piollat, 1982).

o Les régulateurs de croissance : les régulateurs naturels de croissances des végétaux,
appelés souvent hormones de croissance, se repartissent actuellement en cinq groupes :

auxines, cytokinines gibbérellines, acides abscissiques, éthylenes (Margara, 1989).

Les facteurs de croissance suivants les auxines (AIA, AIB, AIP) et les cytokinines (la
kinétine et la benzylamenopurine) sont des régulateurs de croissance indispensables au bon

démarrage et a I’entretien des cultures de tissus végétaux in vitro (Mazliak, 1999).

Les cytokinines y sont impliquées en augmentant le nombre de cellules ; ceci fait en

fonction de I’€quilibre auxines /cytokinines qui détermine I’organogenese (Margara, 1989).

e Agent solidifiant : ’agar-agar (gélose) est communément employé comme support
gélosé pour la préparation des milieux solides et semi solides. Les avantages de 1’agar-agar
sont :

- Il forme avec I’eau un gel stable,

- Il n’est pas altéré par les enzymes végétales,

- Il ne réagit pas avec les constituants du milieu,

- Et il n’interfére pas avec la mobilisation des constituants du milieu (Margara et

Piollat, 1982).

II1.1.2. Facteurs de milieu
II1.1.2.1.Stérilisation du milieu

Les conditions stériles sont obtenues par une désinfection des explants, une stérilisation
du milieu de culture et des flacons ou tubes de culture. Les différentes opérations de mise en

culture sont réalisées dans un environnement stérile obtenu par une hotte a flux laminaire
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horizontal : cette technique consiste a propulser de Iair stérile vers les vitro plantes. Les
conditions stériles sont primordiales a obtenir afin qu’aucun champignon ou bactérie ne
vienne coloniser les milieux de culture, trés favorables a leur prolifération, sous peine de

nécrose de I’explant.
I1.1.2.2. La température

L’analyse de la plupart des travaux de culture in vitro du palmier dattier indique que les
températures idéales, sont 27° le jour et 22° la nuit, des températures supérieures

augmenteraient le brunissement des explants en culture in vitro (Ait Chith, 1989).
I11.1.2.3. L’éclairement

La qualit¢ et l'intensité de la lumiere jouent un rdle clé dans le phénomene
morphogénétique. La lumiere joue un rdle important dans ’embryogenése somatique.

(Armstrong et Green, 1986).
I11.1.2.4.L’eau

L’eau est I’'une des composantes chimiques du milieu de culture la plus importante,

I’eau distillée est recommandée afin d’éviter ’apport d’impureté.
I1-2- Les méthodes utilisées dans la sélection variétale :
I1.2.1.Méthodes classiques :

o Sélection massale : Consiste a une épuration permettant de la population d’origine
des individus indésirables et I’isoler de types intéressants présentant une homogénéité
suffisante pour les cultivateurs (Rapusudant, 2002).

o Sélection généalogique : Consiste a faire une succession de fécondations dirigées
suivies chaque fois d’une sélection. L’opération étant conduite jusqu’a 1’obtention du
caractére désirable. Cette méthode présente cependant I’inconvénient d’étre longue et d’exiger

’analyse détaillée d’un tres grand nombre des plantes (Christophe et Frederic, 2009).

IT1.2.2. Les nouvelles méthodes : L’amélioration d’une variété peut demander des
dizaines d’années par les méthodes classiques, mais avec l'introduction des méthodes
biotechnologiques, il est possible d’obtenir des variétés dans un laps de temps tres court (de 2

a 3 ans) (Labbani, 2007).
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e La transgénése : Ou transfert de genes, est 1’addition d’un gene de virulence, appelé
transgene. Mais aussi dans d’autre cas le remplacement d’un geéne par son recombinaison
homologue, et de le faire fonctionner dans un étre vivant. L’organisme ou la cellule, qui regoit
alors I’ADN étranger, est susceptible de réagir en fonction de I'information génétique qui lui

est transmise.

La cellule végétale est 1'unité fondamentale dans le processus de la création d’une
lignée des végétaux transgénique. Sa propriété de totipotence lui confere la capacité de
régénérer une plante entiére. En revanche, la paroi pectocellulosique, constitue un obstacle au
transfert de geéne, qui est contourné par 1’utilisation des bactéries du genre Agrobactéruim
(transfert indirect) possédant un systeme naturel de transfert de génes aux cellules végétales

(Vincent, 2001).

¢ L’haplodiploidisation : Technique nouvelle permet la création de lignées haploides,
ces lignées dont les genes sont fixés, c’est-a-dire a I’état homozygote sont immédiatement
disponibles pour la sélection. A partir des cellules gamétophytes males ou femelles, cette
méthode permet donc d’accélérer la phase de fixation des produits de la recombinaison
génétique. En effet en une année, on obtient une lignée pure équivalente a 10 années
d’autofécondation (Picard et De Buyser, 2004).

e Mutagénése : des facteurs physiques et des agents chimiques peuvent étre utilisés en
vue de créer des mutants résistants a partir de variétés sensibles. Ce sont des mutations
aléatoires qui peuvent aboutir a des plantes résistantes de bonne qualité dattiere et

productives. Peu de travaux existent chez le palmier dattier.

Les agents mutagenes physiques les plus utilisés sont des rayons X, des rayons
Gamma et des rayons UV. Au laboratoire de physiologie végétale et d’amélioration des
plantes de 'INRAA, les rayons Gamma sont utilisés pour I’obtention de mutations afin de
sélectionner des variétés résistantes et de qualité. D’aprés Abed et Saka (1999), des cals
embryogenes de variétés Deglet Nour ont été exposés a des rayons Gamma émis par le Cobalt
60. Cette ¢tude a permis de déterminer que 20 Gy était la dose optimale utilisée pour
I’irradiation du palmier dattier. Des plantes sont obtenues et son en voie de sélection.

ITI-3- L’intérét pratique des mutations provoquées par les radiations, dans

I’amélioration des plantes cultivées :

Pour de nombreuses especes cultivées il existe des variétés présentant beaucoup de

caracteres intéressants mais qui présentent un défaut (sensibilité aux maladies...). La méthode



Synthése bibliographique

d’amélioration classique consiste a faire une succession de croisement. Dans le cas ou le
caractere désirable est récessif, la méthode classique est longue et laborieuse, donc la
production artificielle de mutation peut alors étre plus rapide ; en effet, les mutations se
produisant de fagon indépendante, si la bonne se produit, le reste du génome est conservé

(Buscarlet, 1967).

Les mutations induites par les rayons gamma, les rayons X, les neutrons ou les
substances chimique ont permis d’obtenir quelque grands succés dans le domaine de
I’amélioration des plantes. Des mutants bénéfiques sont sélectionnés et utilisés par les
phytogénéticiens depuis plus de 50 ans. A ce jour, la base de données (FAO /IAE/Mutant
Variety Database) sur les variétés de mutants comprend prés de 2500 variétés officiellement
enregistrées de mutants de plus de 160 espéces végétales du monde entier (FAO /IAEA,
2006).

IT1-4- Sélection in vitro des plantes

Cependant, dans la nature, les parasites ne se manifestant pas chaque année de la méme
intensité dans un site donné. Afin de pouvoir assurer en permanence le criblage des individus
résistants au sein des populations végétales, des méthodes ont été développées pour évaluer
d’une maniere reproductibles en serre des différences de résistance d’un génotype vis-a-vis
d’un agent pathogene (El Hadrami et al., 2005)

Pour le repeuplement des palmeraies dévastées par la fusariose du palmier dattier, il est
indispensable d’utiliser que des cultivars ou clones présentant le maximum de garantie de
résistance. Le recours a la production en masse des plants par culture in vitro et a la sélection
des cultivars résistants a ét¢ préconisé depuis longtemps par plusieurs auteurs (Pereau-Leroy,
1957,1958 ; Toutain, 1965 ,1973 ; Bulit et al., 1967 ; Louvet et Toutain , 1973 ; Saadi et
al., 1981).

La maitrise de technique de micropropagation a permis la production d’un grand
nombre de vitroplants appartenant a différentes variétés de palmier dattier ( Deglet Nour,
Tinacer, Taquerboucht et Tazerzait ) qui sont actuellement dans leur site de culture et les
premiéres fructifications de ces vitroplants se sont produites en 1995.

Afin de sélectionner des cultivars et des clones de palmier dattier résistants a la maladie
du Bayoud, la sélection par culture in vitro permettrait d’évaluer leurs résistances par la
maitrise d’une technique utilisant le champignon, le filtrat de culture, ou bien la toxine de
Fusarium oxysporum f.sp. albedinis et permettrait par la suite la multiplication rapide des

plants résistants en grand nombre en un temps record.
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¢ Sélection in vitro en utilisant le pathogéne

L’utilisation des spores du pathogéne comme agent sélectif, est une technique souvent
utilisée particulierement dans le cas ou la production de toxine chez certains pathogenes n’est
pas connue.

Plusieurs tentatives de sélection ont été faites en utilisant les pathogénes comme des
agents sélectifs (Harrison et al., 1983 ; Murakishi et al., 1984). Holliday et a/ (1979) ont
rapporté une réduction de la croissance du pathogéne sur des cals résistants, en comparaison
avec des cals sensibles, et une corrélation entre le niveau de résistance au pathogeéne des
tissus, et ceux de la plante adulte.

% Sélection in vitro par I’ utilisation du filtrat de culture

C’est une sélection qui est basée sur 'utilisation de filtrat de culture du pathogene
comme un agent sélectif. Cette méthode a été décrite par Behnk (1979), qui a utilisé, le filtrat
de culture du pathogene Phytophthra infestans. Certains travaux ont montré un transfert de
résistance des plantes a leurs descendances (Sacristam, 1982 ; Sacristam, 1985 ; Thanutong
et al., 1983), ou une corrélation significative entre la résistance des cals filtarts de culture et la
résistance du génotype au pathogene ( Tayoda et al., 1984 ; Wilmot et al, 1989)

L’utilisation des filtrats de culture des pathogenes dans la sélection in vitro est beaucoup
plus pratique que I’utilisation du pathogene. Cependant, les filtrats de culture contiennent des
toxines non-déterminées et la résistance ciblée pourrait étre pour des composés phytotoxiques
secondaires, des filtrats, ou pour des enzymes, ou la combinaison des deux. Les résultats
devraient étre comparés avec ceux utilisant des toxines purifiées, pour renoncer a la sélection
pour les composants qui ne sont pas essentiels (El Hadrami et al., 2005).

¢ Sélection in vitro en utilisant les toxines du pathogéne

Une phytotoxine est une substance chimiquement efficace a faible concentration
provoquant des désordres physiologiques. D’apres Agrios (1978), une maladie est le résultat
d’une toxine secrétée par le pathogeéne. Selon Bender (1997), une toxine est le produit d’une
interaction héte — pathogeéne. Cependant la présence ou la quantité d’une toxine n’est pas

toujours indicatrice de la capacité du pathogene a causer la maladie.
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L’étude a été réalisée au niveau de la Division Biotechnologie et Amélioration des
Plantes de I’Institut National de la Recherche Agronomique d’Algérie (INRAA). Station
expérimentale Mehdi Boualem (Baraki), pour des activités de recherches de 1I’équipe Palmier

dattier qui s’est étalée du mois de Février au mois de Juillet 2017.

L’objectif de ce travail est la détermination de la dose de filtrat de culture de Fusarium

oxysporum f.sp albedinis (I.0.a).

On a testé ’effet des toxines de filtrat de culture de (F.0.a) des deux souches, la souche
SR (souche référence) et la souche GHI/F5 sur des feuilles détachées de cultivars Deglet
Nour (DN) témoin sensible au Bayoud. Selon différentes doses (0,10, 20, 30, 40, 50 et 60%),
qui consiste a tremper ces feuilles dans des tubes contenant les solutions des deux filtrats de
culture séparément. Une feuille par tube et cinq répétitions par dose ont été testées. Dans le
cas du témoin, les feuilles sont trempées dans de 1’eau stérilisée. Les tubes portant les feuilles

ont été placés dans la chambre de culture.

Des observations ont été effectuées pour controler I’apparition des nécroses sur les
feuilles détachées de cultivar DN. Elles se manifestent généralement dans les 72 heures qui

suivent I’expérience. Les résultats des parametres durant la mise en culture sont :

» L’apparition des nécroses,
» L’enroulement de la feuille,

» Le desséchement total de la feuille (mort).
I- Matériel
I.1. Matériel biologique

L.1.1.Matériel végétal

Pour notre travail, on a utilisés des feuilles détachées des plantules de palmier dattier
(Phoenix dactylifera L.) appartenant au cultivar Deglet-Nour (DN).
Ce témoin sensible au Bayoud et d’une excellente qualité de dattes, qui sont issues a

partir de cals embryogenes non irradiés (figure 4).
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Les vitroplants sont mis en culture dans le milieu GMP, apres le repiquage de ces

derniers, on préleve des feuilles détachées qui sont en bons états.

Figure 4 : Vitroplants de cultivars Deglet-Nour
I.1.2.Matériel fongique

Ce matériel fongique utilis€¢ concerne le filtrat de culture du champignon Fusarium

oxysprum f.sp. albedinis. Pour une suspension du champignon F.o.a autoclaver et filtrer.
Il est préparé préalablement au niveau du laboratoire de phytopathologie de 'INRAA.

Il s’agit de deux souches : la souche Algérienne dénommée (GH1/F5) provenant d’un
palmier de la wilaya de Ghardaia, et la souche de référence (SR) provenant des Etats-Unis.

(figure 5).

Fournis par I'USTHB (Université des Sciences et de la Technologie Houari

Boumediene), et mise a la disposition du laboratoire de culture in vitro de 'INRAA.

Figure S : Filtrat de culture de Fusarium oxysporum f.sp. albedinis.
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L.2. Matériel non biologique

Le matériel utilisé au laboratoire (I’appareillage, la verrerie ...etc.) est illustré en

(Annexe 2).
II- Méthodes
II.1. Stérilisation du matériel de laboratoire

Le lavage de la verrerie (tubes a essai, bocaux, flacons,...), est effectué avec le
détergent commercial (Isis) et le ringage avec de 1’eau courante (robinet), ensuite a 1’eau
distillée. Ce matériel est stérilisé¢ a ’autoclave a 120°C pendant 20 minutes. Les instruments
utilisés dans le repiquage (scalpels, pinces...) sont stérilisés dans des boites de stérilisation a
I’étuve a 180°C pendant 24 heures, puis dans le stérilisateur a billes avant chaque utilisation.

Le papier sur lequel les cultures sont préparées pour le repiquage est enveloppé dans du

rrrrr

I1.2. Stérilisation des milieux de cultures
Le milieu de culture préparé est distribué dans des bocaux (70 ml par bocal de 250ml) a

I’aide d’un distributeur automatique. Le pH du milieu est ajusté a 5.85 avec du NaOH (0.1N)

rrrrr

I1.3. Préparation du milieu de culture solide

Le milieu utilisé lors de I’expérimentation, est mis au point par I’équipe du laboratoire
de physiologie végétale de 'INRAA). C’est le milieu GMP pour les vitroplants (milieu de
germination et de prolifération, solide) (Annexe 6). 1l contient des éléments essentiels au
développement des tissus végétaux qui sont : les ¢léments minéraux, les substances
organiques, et le charbon actif. (Annexe 3).

Le saccharose et les autres additifs sont pesés sur une balance de précision. Les
Macroéléments MS Modifi¢ (40 mg/l), les Microéléments MS (10 mg/l) et le Fer (10 mg/l)
sont prélevés a partir de solutions méres préalablement préparées (Annexe 3) et ajoutées aux
autres additifs avec le sucre dans un récipient. La moitié du volume de milieu de culture a
préparer est ajouté a la composition par de I'eau distillée. Le milieu est chauffé jusqu’a
¢ébullition (90°C). Le volume qui reste du milieu est complété pour refroidir le milieu préparé.

La vitamine Ms est ajoutée en dernier (tableau 1).
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Tableau 1 : Les composants du milieu de germination du GMP pour 1L.

Eléments Dose

Saccharose 60g
Partie organique

Phytagel 2g

Charbon actif 200mg

Macro Ms modifié 40ml
Partie minérale Micro Ms Loml
(Solution mére)

Fer Ms 10ml

Vitamine Vitamine Ms 1ml

e Les éléments minéraux
Ils correspondent a ceux de Muraschig et Skoog (1962), ils sont absorbés sous forme
ionique.

-Les macroéléments: comme 1’azote (N), et le phosphore (P) entrent dans la composition
des protéines et des acides nucléiques. Le potassium (K), le magnésium (Mg), et le calcium
(Ca) interviennent dans le maintien de 1’équilibre ionique. L’ion K+ regle la pression
osmotique. Le Mg2+ entre dans la composition de la chlorophylle. Le Ca2+ est un antagoniste
des ions K+ et Fe2+ (Annexe 3).

-Les microéléments: appelés aussi oligo-éléments, jouent un réle important dans les
mécanismes enzymatiques. Les principaux d’entre eux sont le fer (Fe), le cuivre (Cu), le zinc
(Zn), le cobalt (Co), le nickel (Ni1), le bore (B). (Annexe 3).

e Les éléments organiques

-Source de carbone: le saccharose est ajouté a tous les milieux a des concentrations allant
de 45 a 60 g/l. Ces sucres utilisés a des concentrations élevées, ont une forte action sur
I’embryogenéese somatique de méme que sur la rhizogenése.

-Acides aminés et autres additifs : la glutamine et I’adénine sont ajoutées au milieu. Ils
ont un effet sur la prolifération des cals et la germination des embryons somatiques.

-Les vitamines : il s’agit de la vitamine Ms pour le milieu GMP fournit & 1 mg/l dont

I’effet a un apport suffisant sur la prolifération tissulaire.
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-Le charbon actif: il permet d’absorber les composants phénoliques excrétés par I’explant
et diffusés dans le milieu et qui provoquent le brunissement et I’inhibition de la croissance.
e Agents gélifiants
Ils permettent la solidification des milieux de cultures. La quantité de ’agent gélifiant
tel que 1’agar ou le phytagel, ajouté dans le milieu, joue un réle dans 1’évolution de culture.

I1.4. Repiquage

Les repiquages sont effectués tous les deux mois, dans le but de renouvellement du
milieu de culture solide, pour les embryons somatiques et les vitroplants. Nous devons vérifier
d’abord s’il n’y a pas d’infection dans le bocal contenant les embryons somatiques ou bien
les vitroplants a repiquer. Ensuite on fait sortir les embryons ou les vitroplants a 1’aide d’une
pince longue et les mettre dans un papier stérile (Papier peleur) a ’intérieur de la hotte. Puis,
on élimine et on coupe tous les tissus ou feuilles nécrosés a 1’aide d’un scalpel.

Les bocaux sont recouverts avec du papier aluminium stérile, scellés avec du parafilm
pour assurer une protection contre les contaminations. Et on les place dans une chambre de
culture ou la température est de 28°C le jour et 22°C la nuit, avec une photopériode de 16h.

IL.5. Obtention des feuilles détachées de vitroplants

Les vitroplants du cultivar Deglet-Nour ont été cultivé dans des bocaux contenant le

milieu GMP pendant 2 mois puis repiqués pour obtenir les feuilles.

On coupe les feuilles a 1’aide du scalpel, puis on submerge la partie coupée dans la
solution de selection en tube qui est préparée préalablement. On a sélectionné les feuilles qui

sont en bonne état (figure 6).
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Figure 6 : Obtention des feuilles détachées.
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I1.6. Préparation de filtrat de culture

Les souches de F.o.a croissent dans le milieu PDA en obscurité pendant 7 jours a une
température de 27°C. Plusieurs pieces de mycélium sont transférées dans des erlenmeyers de
250 ml contenant 150 ml du milieu Czapeck stérile (tableau 2).

Le milieu Czapeck qui s’est révélé comme étant le plus favorable a la sporulation de

F.o.a et aux synthéses et excrétion de toxines.

On ajuste le pH a 4 et on ajoute une toute petite quantité du champignon Foa.

Tableau 2 : les composants et leurs concentrations du milieu Czapeck

Elément Concentration en g/L

KH; Pos 1

Na Nos 2
Mg Sos, 7H,0 0.5
Kcl 0.5
Fe So4, 7TH,0 0.1
Saccharose 30
Eau distillée 1000 ml

Les cultures sont mises sur un agitateur a 200 rpm (rotation par min), pendant 8 a 10
jours, a une température de 27°C.

Apres 10 jours, les cultures contenant le mycélium et des spores sont filtrés a travers du
papier filtre Whatman (Simple filtration consiste a éliminer les macromolécules), ensuite une
une microfiltration est réalisée a I'aide d’un microfiltre « nalgene » avec un diameétre de

porosité 0.22pm (figure 7).
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Le but de cette microfiltration est d’obtentir un filtrat stérile qui contiendra des toxines

de F.o.a avec I’élimination totale des spores.

Figure 7: Microfiltration avec le microfiltre nalgene.

A l’aide d’une pompe sous-vide sous la hotte, on effectue une stérilisation de la

solution de filtrat de culture qui contient les toxines (figure 8).

Figure 8 : Stérilisation de solution de filtrat de culture a ’aide de la pompe sous-vide.

I1.7. Conditions de culture

Les tubes qui contiennent les feuilles détachées avec les différentes doses de filtrats de
culture de /.0.a des deux souches SR et F5 sont mises en culture dans des tubes a essai
contenant le milieu de sélection de filtrats de culture de /".0.a, pendant un mois (a I’intérieur

de la chambre de culture a une température de 24°C £2). Deux expériences sont réalisées, la
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premiere est pour les doses 0,10.20 et 30% tandis que la deuxiéme est une suite de la
premiere expérience pour les doses 40,50 et 60%.

I1.8. Protocole d’expérimentation

L’expérimentation est prise en considération pour le but de déterminer la dose de filtrat
de culture de F.o.a (SR et FS). Ensuite on compare entre les deux types de souches pour avoir
I’agressivité de ’'un des deux SR ou F5, pour la sélection des mutants de palmier dattier.
L’expérimentation se déroule sous la hotte a flux laminaire (figure 9) pour éviter tous types de
contaminations, puis la mise en culture dans la chambre de culture pendant un mois. A

s’avoir :

- Cinq feuilles détachées par dose,
- Sept doses (0, 10, 20, 30, 40, 50 et 60%),

- Deux souches utilisées SR et F5.
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Figure 9 : Disposition de matériels nécessaires pour 1’expérimentation sous la hotte

a flux laminaire.

+ Sous la hotte on prépare le volume de filtrat qui est préalablement stérilisé pour
les doses 10, 20, 30, 40, 50 et 60 %, puis on ajoute de I’eau distillée (le volume de mélange
pour chaque dose est €gal a 25 ml). On le distribue dans cinq tubes uniformément (Sml par

tube) sauf le témoin qui contient seulement de I’eau distillée, selon le tableau 3 :
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Tableau 3 : les volumes utilisés pour chaque dose en (ml).

Les doses

Le mélange 0% 10% | 20% |30% |40% |50% | 60%

Volume de filtrat de

culture Foa en (ml) / 2.5 5 7.5 10 12.5 15
Volume de I’eau distillée
en (ml) 25 22.5 20 17.5 15 12.5 10

+ Repiquage des vitroplants de cultivar Deglet Nour sensible au Bayoud, et

prélevement des feuilles détachées, puis mise en place de ces derniers dans les tubes qui

contiennent le milieu de sélection, et le déposé sur des portoirs, chaque souche a part.

+ Mettre le dépdt des portoirs et la mise en culture dans la chambre de culture
durant un mois. Des observations sont nécessaires pour controler 1’apparition des nécroses qui
se manifestent généralement dans les 72 heures qui suivent I’expérience. Ainsi que les

caractéres observés comme ’enroulement et le dessechement total des feuilles.

* Le test de phytotoxicité a été déterminé par le calcul de surface nécrosée et
les observations, apres un mois a l'aide de papier millimétré, apres ringage des feuilles avec de

l'eau du robinet et dessiccation a l'aide du papier absorbant. (Annexe 4).
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~
» Mésure du volume d'eau stérile pour le témoin (Sml par tube)
y,
~
* Préparation du milieu de sélection (filtrat de culture +l'eau stérile)
y,
~
* Distribution de solution du milieu de sélection dans les tubes selon les
différentes doses
y,
~
» Repiquage et prélevement des feuilles détachées des vitroplants
y,
~
» Mise en place des feuilles dans les tubes contenant le milieu de
selection
y,
~
* Mise en place des portoires dans la chambre de culture pendant un mois

J

Figure 10 : Schéma récapitulatif des différentes étapes de protocole expérimentale.
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I1.9. L’analyse statistique

Pour mieux décrire les différentes variables (la nécrose, ’enroulement et desséchement
des feuilles). On procede au calcul de certains parameétres statistiques de base tels que la
moyenne et 1’écart-type, qui mesure la dispersion des données autour de la moyenne. Ces
derniers ont été calculés en utilisant le logiciel EXCEL pour chacune des variables (la surface
nécrosée, le nombre des feuilles enroulées et le nombre des feuilles desséchées ou mortes).

Pour la comparaison des moyennes des échantillons testés : si la différence entre elles
est significative ou non. Nous aurons recours au test d’analyse de la variance a deux criteres
ou a deux facteurs de classification {doses : 0, 10, 20, 30, 40, 50 et 60(%) / souches F5et SR}
en utilisant le logiciel Genstat Release 10.3.

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de graphes et d’histogrammes grace au
logiciel EXCEL.

Pour illustrer le type de I’éventuelle différence, on a utilisé les signes suivants :

e P <0,05: *: Différence significative.
e P <0,01:**: Différence hautement significative.

e P <0,001: ***: Différence trés hautement significative.



Résultats et Discussion

I. Les résultats obtenus lors de I’expérimentation

Le but d’avoir recours a la culture in vifro du palmier est d’obtenir des plantules

résistantes a la maladie du Bayoud qui est causée par le Fusarium oxysporum f.sp. albedinis.

Ce travail représente un essai de 1’évolution de la résistance des plantules du cultivar
Deglet Nour, en utilisant des concentrations allant de 10 a 60% de filtrat de culture de
Fusarium oxysporum f.sp albedinis, comme agent sélectif pour la résistance a la maladie du

Bayoud.

Nous avons étudié¢ I’effet des toxines des souches SR et F5, et I'agressivité de ces
derniers pour déterminer la dose du filtrat de culture du Fusarium oxysporum f.sp. albedinis,

qui sera utilisé par la suite sur les mutants de cultivar Deglet Nour.

Apres avoir mis les feuilles détachées des vitroplants dans le milieu de sélection de
filtrats de culture de F.o.a a différentes doses (0, 10, 20, 30, 40, 50 et 60%) pendant un mois.
Nous réalisons que durant cette période, nous mettons 1’expérience sous surveillance chaque 3
a 4 jours. Afin d’observé tout les différents changements qui se produisent au niveau des
feuilles détachées de vitroplants du cultivar Deglet-Nour, dus a I’interaction de ces derniers

avec les toxines de filtrat de culture.

Dans I’expérimentation nous constatons deés la premiére semaine les symptdmes

suivants:

e Une apparition de nécroses autour du site d’infection qui augmente en fonction
du temps relatif a la dose de filtrats de culture,
e Au fil du temps, un enroulement de quelques feuilles, a été observé poursuivit

par un desséchement total qui résulte la mort de certaines feuilles.
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Ces symptdmes vont évolués au cours du temps de la mise en culture (figure 11).

Figure 11: Les symptomes observés lors de I’expérimentation (A: Nécrose; B: Enroulement;

C: Dessechement total)

Ces symptomes varient selon le type de souches. En revanche, les témoins F5 ou SR ne

présentent aucun symptome pendant toute la durée de la mise en culture (figure 12).

Figure 12: Absenace des symptdmes chez le témoin.

(A: 0% de F5; B: 0% de SR)

Sedra (2006) et Khelafi ef al. (2006), signalent des nécroses 5 jours apres immersion
des feuilles détachées de vitroplants de Deglet Nour dans une solution FII de toxines de F.o.a
(25 et 50 pug/ml). La taille de ces nécroses varie de 1 a 40 mm? et dépend de la concentration

en toxines.
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Le test de phytotoxicité qui consiste a calculer la surface nécrosée durant un mois, a
l'aide de papier millimétré, a montré les résultats suivants (annexe 4). Les calculs sont

présentés en (cm).

Aussi, en figure 13, nous montrons quelques photos prises lors de I’expérimentation.

Figure 13: Quelques exemples de mesure de la longueur de la feuille entiere et de la

surface nécrosée des deux souches SR et F5 en (cm) aprés la mise en culture.

(A: La dose 0% de FS5; B: La dose 0% de SR; C: La dose 40% de F5; D: La dose 50%
de SR; FE: Feuille entier)
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Les observations faites au cours de l'expérience ont permis d’avoir 1'émergence et le
développement des symptomes tel que l'apparition des nécroses qui provoque, par la suite

I’enroulement des feuilles puis un desséchement total, de ces dernieres. (Figure 14)

En effet. Sedra (2006) il testant ’activité des toxines sécrétées par [*.0.a, agent causal
du Bayoud, a obtenu des résultats similaires. Cet auteur a montré que les symptdmes de la
maladie sont caractérisés par une nécrose, provoquant I’enroulement des feuilles puis un
dessechement total. Il note, néanmoins, que le début de ’apparition des symptomes a été plus
précoce pour toutes les fractions toxiques, en particulier pour la fraction Il (FII) chez le

cultivar sensible Jihel.
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Figure 14: Evolution des symptdmes via la toxine lors de la mise en culture.
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I- Effet des doses de filtrat de culture de F.o.a sur les feuilles détachées
II.1. Réaction des feuilles en présence de filtrat de culture F.o.a

Les filtrats de culture qui sont préparés a différentes doses de 10 a 60%, excepté le

témoin (0%) qui est dépourvu de filtrat ne contient que de I’eau stérilisée.

Les feuilles détachées sont misent en culture dans des tubes a essai contenant la solution
de filtrat de culture. L’effet de filtrat de culture de F.o.a se traduit en premier lieu, par des
nécroses, suivi par un enroulement et termine par le dessechement total de la feuille pour

certaines doses.

A partir du 3°™ jour de la mise en culture des feuilles sur le milieu de sélection
contenant les diverses doses du filtrat, un début de nécrose est observé chez certaines feuilles

en fonction des souches utilisées et des doses du filtrat de culture de F.o.a.

Dans ce travail, nous avons utilisé un seul type de matériel végétal qui est les feuilles
détachées de vitroplants de cultivars Deglet-Nour sensible a la maladie du Bayoud cultivées
en chambre de culture. L’utilisation de ce matériel présente une évaluation de I’effet des
toxines de filtrats de culture semble délicate, ¢tant donnée la diversité des symptomes

provoqueées par les toxines sur ce matériel et leur évaluation en fonction du temps.

Les testes menés sur les feuilles détachées paraissent plus rapides que ceux ou les
plantules ont été utilisées. Ils ont aussi I’avantage d’étre moins encombrants et les symptomes
observés sont basés sur I’enroulement des feuilles di a ’absorption pétiolaires des substances

toxiques (Pinon, 1984 ; Schipper, 1978).
11.2. Effet de différentes doses de filtrat en fonction des souches

Ce travail représente un essai d’évolution de la résistance des vitroplants de cultivar
Deglet Nour, en utilisant des doses allant de 10 a 60% de filtrat de culture de Fusarium

oxysporum f.sp. albedenis, comme agent sélectif pour la résistance a la maladie du Bayoud.

Des nécroses commencent a apparaitre sur les feuilles a partir de la dose 10%. Le
pourcentage de feuilles nécrosées varie entre le type de souches et en fonction des

concentrations de filtrat testé.

L’analyse de la variance a deux critéres : elle est effectuée apres une durée d’un mois de

culture a I’aide de logiciel Genstat Release 10.3 sur les paramétres d’évolution. Les résultats
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sont présentés sous forme de tableaux. Apres I'interprétation nous pouvons conclure quel est

le parametre le plus important dans cette étude.

Les résultats sont présentés dans les tableaux et les figures suivants:

Le parameétre de nécrose

Le tableau 4 résume les résultats de ’analyse factorielle de la variance calculés dans le

but d’apprécier I’effet des toxines de F.o.a en fonction des doses testées (0, 10, 20, 30, 40, 50

et 60%) sur la nécrose de la feuille.

Tableau 4: Résultats de I’analyse factorielle de la variance pour apprécier I'effet des

toxines de F.o.a sur les deux souches pour I’apparition de Nécrose.

Source de Degré | Somme des | Moyenne v.r F Signification
variation libdei ” carrés cz:irersés Probabilité
Classe de bloc | 4 3.9329 0.9832 1.54
Dose (%) 6 88.6120 14.7687 23.09 | <0.001 ok
Toxine 1 34.1601 34.1601 53.41 | <0.001 ok
Dose % _Toxine | 6 15.7509 2.6251 4.10 0.002 *x
Résiduel 52 33.2591 0.6396
Total 69 175.7150

Les résultats

toxine) effectuée au seuil 5% (p=0.05).

obtenus de I’analyse factorielle de la variance a deux criteéres (dose(%)-

- Différence hautement significative (**), trés hautement significative (***).

- Toxine F5 et SR.

Le tableau montre qu’il y a un effet significatif sur la dose et le type de toxine aussi sur

I’interaction.
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La surface nécrosée
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Figure 15: Evolution de la surface nécrosée des deux souches.

La figure 15, illustre I’effet du filtrat de culture des souches SR et F5 de Flo.a sur les
feuilles détachées de vitroplants du cultivar sensible Deglet Nour. Chaque point correspond a
la moyenne générale et I’écart-type de la surface nécrosée de 7 doses calculé apres un mois de
culture. La différence entre les deux souches de filtrat de culture de F.o.a Globalement, aux
faibles doses 10, 20 et 30 % la moyenne de la surface nécrosés varie de 1.66 cm a 2.26 cm,
puis elle augmente en fonction des doses jusqu’a 4.34 cm a la dose 60% chez la souche FS5.
En comparant avec la souche SR, la moyenne varie de 0.4 cm jusqu'a 2.78 cm. Par contre le

témoin des deux souches ne présente aucune nécrose.

Le parameétre d’enroulement

Le tableau 5 résume les résultats de ’analyse factorielle de la variance calculés dans le
but d’apprécier I’effet des toxines de F.o.a en fonction des doses testées (0, 10, 20, 30, 40, 50

et 60%) sur I’enroulement de la feuille.
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Tableau 5: Résultats de I’analyse factorielle de la variance pour apprécier I'effet des

toxines de F.o.a sur les deux souches pour I’enroulement des feuilles.

Source de Degré | Somme des | Moyenne v.r F Signification
variation libdei » carrés cz:irersés Probabilité
Classe de bloc | 4 1.0571 0.2643 1.77
Dose (%) 6 1.8000 0.3000 2.01 0.080 Ns
Toxine 1 0.0000 0.0000 0.00 1.000 Ns

Dose % _Toxine | 6 0.6000 0.1000 0.67 0.673 Ns

Résiduel 52 7.7429 0.1489
total 69 11.2000

Les résultats obtenus de I’analyse factorielle de la variance a deux criteres (dose(%o)-
toxine) effectuée au seuil 5% (p=0.05).

- Différence non significative (Ns),

- Toxine F5 et SR.
Le tableau montre qu’il ya une différence non significative sur les deux variantes dose

et toxine méme sur 1’interaction.

Enroulement des feuilles

Moyenne
1,40 -
1,20 -
1,00
0,80 HF5
0,60 HSR
0,40

0,20

40 50 60

0,00

-0,20 -

-0,40 - Doses (%)

Figure 16: Evolution de I’enroulement des feuilles de 7 doses calculé apres 1 mois de culture.
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La figure 16, illustre I’Effet du filtrat de culture des souches SR et F5 de Flo.a sur les
feuilles détachées de vitroplants du cultivar sensible Deglet Nour. Chaque point correspond a
la moyenne générale et I’écart-type de I’enroulement des feuilles de 7 doses calculé aprés un
mois de culture montre la différence entre les deux souches de filtrat de culture de Fl.o.a
Globalement, I’enroulement apparait dans toutes les doses, sauf la dose 40 et 50 % en
remarquant I’absence d’enroulement chez les deux souches, puis a la dose 60% les feuilles de

la souche F5 sont enroulées.

Le parameétre de desséchement total

Le tableau 6 résume les résultats de ’analyse factorielle de la variance calculés dans le
but d’apprécier I’effet des toxines de F.o.a en fonction des doses testées (0, 10, 20, 30, 40, 50

et 60%) sur le dessechement total de la feuille.

Tableau 6 : Résultats de 1’analyse factorielle de la variance pour apprécier I’effet des

toxines de F.o.a sur les deux souches pour le dessechement des feuilles.

Source de Degré | Somme des | Moyenne v.r F Signification
variation libdei » Carrés cz:irersés Probabilité
Classe de bloc | 4 2.0857 0.5214 3.26
Dose (%) 6 6.1714 1.0286 6.43 <0.001 ok
Toxine 1 0.2286 0.2286 1.43 0.237 Ns

Dose % _Toxine | 6 0.5714 0.0952 0.60 0.732 Ns

Résiduel 52 8.3143 0.1599
total 69 17.3714

Les résultats obtenus de I’analyse factorielle de la variance a deux criteres (dose(%o)-
toxine) effectuée au seuil 5% (p=0.05).

- Différence non significative (Ns), trés hautement significative (***).

- Toxine F5 et SR.
Le tableau 6 montre qu’il ya une différence trés hautement significative sur la dose
c'est-a-dire il y a un effet de dose, et une différence non significative sur les toxines et sur

I’interaction.
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Figure 17: Evolution de dessechement total des feuilles des deux souches.

La figure 17 montre le taux de moyen de mortalité en fonction de doses testées. Elle
illustre I’effet du filtrat de culture des souches SR et F5 de F.o.a sur les feuilles détachées de
vitroplants du cultivar sensible Deglet-Nour. Chaque point correspond a la moyenne générale

et a ’écart-type de dessechement total des feuilles de 7 doses calculé aprés 1 mois de culture.

Le taux de desséchement total des feuilles est respectifa 0.2 a 1 pour la souche F5, et
de 0.4 a 0.8 pour la souche SR. Une absence de mortalité est enregistrée chez la souche SR

dans la dose 10%.

Ces résultats montrent que 1’analyse factorielle de la variance pour apprécier I’effet des
toxines de Fl.o.a, selon les doses, a I’apparition des nécroses, I’enroulement et le
desséchement total des feuilles a un effet important chez les deux souches, sur ’apparition des
nécroses et sur le desséchement total de la feuille (Ia mort) c’est les parameétres les plus
représentatifs. Mais le plus important ¢’est le parametre de nécrose. C’est pour cela, que nous
sommes basés sur I’analyse de ce parametre pour déterminer la dose de filtrat de culture de
F.o.a, afin de I’appliquer sur les mutants de cultivar Deglet Nour.

Les résultats présentés sous forme de pourcentage de feuilles nécrosées (figures 18 et
19). L’analyse statistique des résultats est réalisée suivant un dispositif complétement

aléatoire utilisant I’analyse de la variance a deux criteres de variation: Dose(%)- Toxine. Elles
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sont présentées sous forme de graphes et dans lesquels nous avons déterminé la dose optimale

de filtrat de culture résistant au Bayoud.

Cas de F5

Le tableau 7 illustre le pourcentage des feuilles nécrosées de cultivar Deglet Nour

sensible au Bayoud, aux différentes doses, a partir de moyenne générale de nécrose de la

souche F5.

Tableau 7: Pourcentage des feuilles nécrosées a partir de moyenne générale de nécrose de F5.

Dose % 10 20 30 40 50 60

MG 1,66 1,7 2,26 4,22 3,36 4,34

% de feuilles 33,2 34 45,2 84,4 73,2 88,6
nécrosées

MG: moyenne général, %: pourcentage.

Evolution des feuilles nécrosées via la souche
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100 -
2
ks
S
@
c
E y=1,415x + 8,7786
% R?=0,8952
&
o
(]
R
60 70
Doses (%)

Figure 18: Courbe de pourcentage d’évolution des feuilles nécrosées via la toxine F5.

La figure 18, montre que le pourcentage des feuilles nécrosées varie selon les doses. En

effet nous avons noté qu’a la dose 0% pas de feuilles nécrosées. C’est le témoin qui ne
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présente aucun symptome. Ce pourcentage augmente par rapport aux doses de plus en plus

élevées jusqu’a la derniere a dose 60% ou il a atteint le maximum de 88.6 %.
Cas de SR

Le tableau 8, révele le pourcentage des feuilles nécrosées de cultivar Deglet Nour
sensible au Bayoud, aux différentes doses, a partir de moyenne générale de nécrose de la
souche SR.

Tableau 8: Pourcentage des feuilles nécrosées a partir de moyenne générale de nécrose de SR

dose % 0 10 20 30 40 50 60

MG 0| 044 0,82 0,86 1,08 2,78 | 2,08

% de feuilles 0 8,8 16,4 17,2 21,6 556 | 416
necrosees

MG: moyenne général. % : pourcentage.

Evolution des feuilles nécrosées via la souche
SR
ks
S
@
c
3 y =0,7986x - 0,9286
= R? = 0,8049
=
&
o
(]
R
70
Doses (%)

Figure 19: Courbe du pourcentage d’évolution des feuilles nécrosées via la toxine SR.

La figure 19 nous a permis de révéler que le pourcentage des feuilles nécrosées varié
selon les doses. Pour la souche SR via la dose 0% pas de feuilles nécrosées, le témoin ne

présente aucun symptome.
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Le pourcentage des feuilles nécrosées augment petit a petit, jusqu’a la dose 50 ou on
remarque une augmentation tres élevé a 55,6%, et qui est un cas exceptionnel, cela est due a
la contamination des tubes qui a causé la perturbation des mesures. En final, le pourcentage

des feuilles nécrosées a la dose 60 est a 44.6%.

En résumé, D'application des différentes doses du filtrat de culture sur les feuilles
détachées de cultivar Deglet Nour, a montré une variation de résultats qui varient entre les

deux souches de F.o.a.

Ces résultats nous ont permis de révéler aussi que la souche F5 est plus agressive que la
souche SR. Cette derniére manifeste un faible niveau d’agressivité. En effet selon le
pourcentage des feuilles nécrosées, nous avons noté que le pourcentage chez la souche F5 qui
est égale a 88.6%, est plus élevé que le pourcentage des feuilles nécrosées de la souche SR qui
est égale 41,6%. En effet, Sedra (1993), a montré qu’il existe une variabilité dans I’agressivité

des isolats.

D’aprés les calcules nous avons constaté que la dose de filtrat de culture qui a un effet

sur les feuilles détachées est la dose 60% pour les deux souches F5 et SR.

Le teste étudié dans ce travail sur les feuilles détachées du cultivar Deglet-Nour sensible
a la maladie du Bayoud et leurs interactions avec le filtrat de culture de Fusarium oxysporum
f.sp. albedinis, qui est un agent sélectif, pour étudier la toxicité des souches. En parallele dans
les testes biologiques, plusieurs auteurs utilisent des plantes entieres ou des parties de plantes
pour étudier D'effet des toxines fongiques: Molot et al, (1984) ont utilisé les plantules
d’asperge pour évaluer I’effet des toxines secrétées par Rhizoctonia violacea. Lemaire et al.,
(1984) ont aussi utilisé les plantules de la tomate pour étudier les toxines de Pyrenochaeta
lycopersici. Pinon (1984) a utilisé particulierement les feuilles des peupliers pour les toxines

de Hypoxylum mammatum.

L’effet des toxines de filtrat de culture sur les feuilles détachées des vitroplants de
cultivar Deglet-Nour sensible montre une différence d’agressivités entre les souches utilisées.
Les mémes résultats ont été trouvés par plusieurs auteurs qui ont déclarés que, I'utilisation des
toxines comme agents sélectifs est resté la méthode la plus adoptée pour controler certaines
maladies des plantes causées par les agents pathogenes (Bhatt et al., 1988 ; Branchard,
1984 ; Brettell et al., 1980 ; Carlson, 1973 ; Daub, 1984 ; Darakov, 1995 ; Megneneau,

1994 ; Sacristam 1982 ; Sedra et al., 2008). Autres études ont montré que les toxines
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peuvent étre utilisées pour améliorer la résistance de certaines plantes aux agents pathogenes
(Svabova et Lebeda 2005). Ces auteurs ont apporté ces applications qui aboutissent a des
lignes résistantes dont la banane, I’ceilleton, la vigne, la fraise et le blé et, actuellement, ces

techniques sont un complément important aux méthodes classiques d’élevage.



Conclusion

Ce travail rentre dans le cadre d’un projet de recherche de coopération avec I’AIEA
(Agence internationale de I’énergie atomique) et ’'INRAA ayant pour objectif, I’amélioration
génétique du palmier dattier vis-a-vis d’un stress biotique (Fusarium oxysporum f.sp
albedinis) par radio-mutagénese au Cobalt 60, pour I'obtention de mutants résistants et de

bonne qualité.

C’est dans ce sens que notre expérimentation a €té orientée a mettre en évidence 1’ effet
de filtrat de culture de Fusarium oxysporum f.sp albedinis (F.o.a) sur les feuilles détachées de
vitroplants de cultivar Deglet Nour sensible au Bayoud. Et de déterminer la dose de filtrat de

F.o.a pour la sélection du mutant de palmier dattier.

Lors de notre expérimentation nous avons suivi 1’effet des toxines de filtrat de culture
de F.o.a sur les feuilles détachées pendant un mois de culture pour mesurer et observer :
e La surface nécrose,
e [L’enroulement de la feuille,

o Et le desséchement total de la feuille (mort).

L’expérimentation nous a montré qu’il existe une différence entre les parameétres
d’évolution étudiés tel que la surface nécrosée, I’enroulement et le desséchement des feuilles
pour les deux souches SR et F5, apres un mois de mise en culture.

L’analyse statistique nous a permis de révéler qu’il y a une différence significative sur
la nécrose, et la courbe de pourcentage des feuilles nécrosées nous a montré que la souche F5
a un taux de nécrose qui est égale 88.6 % a la dose 60, qui est plus élevé par rapport au souche
SR qui est égale 44.1% . Ce taux élevé de nécrose chez la souche F5 est li¢ a ’agressivité de
cette derniere.

Ce travail est une étape indispensable pour 1’évolution de ’ensemble des cultivars de
palmier dattier vis-a-vis de la maladie. L’utilisation du filtrat de culture de F.0.a, comme outil
alternative de la sélection pour évaluer les cultivars testés.

Quant aux perspectives de recherche, I’étude laisse apparaitre les orientations suivantes:

» Faire une sélection des mutants a la dose 60% et I’a comparée avec nos résultats,
» Confirmer la résistance des mutants vis-a-vis les filtrats de culture de Fusarium
oxysporum f.sp albedinis,

» Rechercher les caractéres de la qualité dattiére des mutants.
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Figure 1 : Schéma d’un palmier dattier (Munier, 1973).
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Figure 4 : Spathe male et spathe femelle (Munier, 1973).
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Figure 5 : Schéma d’une graine du dattier (Munier, 1973).
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Annexe 2

-Balance- -Distributeur automatique-

-Stérilisateur a billes-

-pH métre- -Autoclave- -Plaque chauffante-
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-Pinces et scalpels- - Parafilm-

-Verreries-

-Hotte a flux laminaire-



Annexes

-vitamine MS, Thiamine (1mg/L)- -NaoH , Hel (1N)-



Annexe 3

Tableau 1: Les composants de la solution mere des Macro MS.

Annexes

Produits Concentration du (n) fois Concentration de la
milieu concentration solution mére
KNO3 1.9¢g/1 X25 45.5¢g
NH4NO3 1.65¢/1 X25 41.25¢g
CaC12 ,2H20 0.44¢/1 X25 11g
MgS04, TH20 0.37g/1 X25 9.25¢g
KH2PO4 0.17g/1 X25 4.25¢g

Tableau 2: Les composants de la solution mere des Micro MS.

Produits Concentration du (n) fois Concentration de la
milieu concentration solution mére

H3BO3 6.2mg/l X100 620mg

MnSO4, 7TH20 16.9mg/1 X100 1690mg

ZnS04, 7TH20 8.6mg/l X100 860mg

CuSOy4, SH20 0.025mg/1 X100 2.5mg

CaClz, 6H20 0.025mg/1 X100 2.5mg

NaMoOs4, 2H20 0.25mg/1 X100 25mg

KI 0.83mg/L X100 83mg

Tableau 3: Les composants de la solution mére Fer MS.

Produits Concentration du (n) fois Concentration de la
milieu concentration solution mére

Na2 EDTA 0.03735¢/1 X100 3.73g

FeSQ4, 7TH20 0.02785¢/1 X100 2.78g

Figure 6 : les solutions méres Macro MS, Micro MS, Fer MS.
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Tableau 4 : Milieu de germination et prolifération GMP

Eléments Quantité
Solutions méres de Murashig et Skoog
Macro éléments 40 ml
Micro éléments 10 ml
Fer 10 ml
Vitamines MS :
Thiamine/ acide nicotinique/pyridoxine 1 mg/l

Source de carbone

Saccharose 60 g/l
Autres additifs

KH2PO4 100 mg/1
NaH2PO4 170 mg/1
L-Glutamine 200 mg/1
Charbon actif 200 mg/1
Agar/Phytagel 7/ 2 g/l
Myoinositol 100 mg/1

pH=5.85
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Tableau 5: Effet des toxines sur les feuilles détachées des vitroplants selon les doses 0, 10,

20 et 30%
Doses 0% 10% 20% 30%
FE N/ ER/ M| FE| N |ER/M | FE | N |[ER|M| FE | N |[ER| M
63 /0| 0 | 0O |55/06] 0 |0 |83 |11 0 |0]| 77|05 010
84 | 0| 1 0] 8 |03 1 01|57 06| 010 6 [07] 0 |1
SR 6.7 10 1 0175|030 | 0| 74]03] 0063|0601
64 10| 0 | 0]62(03] 1 0175107 0 1 82|14 1 1
6210 0 | 0]|57(07] 1 010114 1 1 10811 0 | O
7510 0 | 0|71(06| 0 |O0|74|12] 0 |0 6 (41| 0 |1
76 10| 0 | 068|060 | 0| 71|14 0 |0] 73|09 010
FS 1110 1 0 164| 1 0|0 9 1 0O | 0|78 (33| 0|1
11210 | 1 0175|119 1 0173|330 1 8 (12| 1 |0
5810 0 |0 |7742| 0 1 8 |16 1 1 95|18 1 |0
0 : Absence ; 1 : Présence

FE : Feuille Entiéere

N : Nécrose

ER : Enroulement

M : Mort (Desséchement total de la feuille)

Tableau 6: Effet des toxines sur les feuilles détachées des vitroplants selon les doses 40, 50

et 60%

Doses 40% 50% 60%
FE N ER M FE N  ER M FE N ER M
72 1 0 0 7.1 |32 0 0 5.6 1.2 0 0
7 0.9 0 1 66 |26 0 1 7 2.6 0 1
SR 7.2 2 0 0 7 2 0 1 72 0.9 0 0
7.5 0.8 0 1 66 |32 0 1 7 3 0 1
8.2 0.7 0 0 6.7 |29 0 1 6.2 2.7 0 1
6.8 2.9 0 0 64 |29 0 1 7.6 4.6 0 0
6.5 4.4 0 1 64 |28 0 1 8 3 1 1
F3S 6 5.1 0 1 7 5 0 1 94 54 0 1
6.7 3.7 0 1 77 |36 0 1 7.9 4.2 0 1
5.5 5 0 1 7.1 4 0 1 8.8 4.5 0 1
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Tableau 7 : Calcule de moyenne et €cart type de la surface nécrosée

Nécrose F5 SR F5 SR
Dose(%) Moyenne Moyenne Ecartype Ecartype
0 0,00 0,00 0,000 0,000
10 1,66 0,44 1,515 0,195
20 1,70 0,82 0,921 0,432
30 2,26 0,86 1,383 0,378
40 4,22 1,08 0,925 0,526
50 3,66 2,78 0,898 0,502
60 4,34 2,08 0,870 0,958

Tableau 8 : Calcule de moyenne et écart type de I’enroulement de la feuille

Enroulement FS SR FS SR
Dose(%) Moyenne Moyenne Ecartype Ecartype

0 0,40 0,40 0,547 0,547
10 0,20 0,60 0,450 0,550
20 0,20 0,20 0,447 0,447
30 0,40 0,20 0,547 0,447
40 0,00 0,00 0,000 0,000
50 0,00 0,00 0,000 0,000
60 0,20 0,00 0,447 0,000

Tableau 9 : Calcule de moyenne et écart type de desséchement total de la feuille

Mort F5 SR F5 SR
Dose(%) Moyenne Moyenne Ecartype Ecartype
0 0,00 0,00 0,000 0,000
10 0,20 0,00 0,447 0,000
20 0,40 0,40 0,547 0,547
30 0,40 0,60 0,500 0,500
40 0,80 0,40 0,447 0,547
50 1,00 0,80 0,000 0,447

60 0,80 0,60 0,447 0,547
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Figure 7 : Préparation du milieu de culture

1 : Peser des éléments.

2 : Ajouter des solutions meres.

3 : Ajuster avec de I’eau distillé (mettre la moitie de I’eau pour la cuisson).
4 : Faire cuire jusqu’a ébullition.

5 : Ajouter de la vitamine.

6 : Ajouter I’autre moiti¢ de I’eau.

7 : Régler le pH a 5.58.

8 : Distribuer dans les bocaux.

9 : Autoclaver le milieu.



