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Résumé.- La maladie du bayoud, ou fusariose du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) est causee par un
champignon tellurique Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Killian et Maire) Gordon (F.o.a.).
L’acide fusarique (AF) produit par F.o.a. pourrait jouer un rdle important dans la pathogenése.
L objectif du présent travail est d’étudier [’effet du milieu de culture sur la croissance mycélienne, la
sporulation et la production de ’acide fusarique par ce pathogéne. Quatre milieux & savoir: Pomme
de terre Dextrose Agar (PDA), Czapeck-Dox Agar (CDA), Czapeck-Glucose Agar (CGA) et Richard’s
Agar (RA) ont été testés. Les résultats obtenus montrent que F.o.a. se développe mieux sur le milieu
CGA; la sporulation, suivie du 2°™ au 28°™ jour, est favorisée par le milieu PDL. Le taux d’acide
fusarique produit par F.o.a. est sensiblement identique 10 jours aprés son développement sur les
milieux testés. Cependant, a partir du 20°™ jour de I’expérimentation, le CGL s avére plus favorable
a la synthése d’AF, alors que le milieu PDL ne stimule la production de cette toxine gu 'au 30°™ jour.

Mots clés: Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, milieu de culture, croissance mycélienne, sporulation, acide
fusarique.

Fusarium oxysporum f. sp. albedinis: EFFECTS OF THE CULTURE MEDIUM ON
THE MYCELIAL GROWTH, THE SPORULATION AND THE FUSARIC ACID
PRODUCTION

Abstract.- Bayoud disease or fusariose of date palm (Phoenix dactylifera. L), is caused by the soil fungi
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (Killian and Maire) Gordon (F.0.a.). Fusaric acid (FA)
produced by F.o.a. have been proposed to play an important role during the pathogenic process. So,
the objective of the present work is to study the effects of culture media, on the mycelial growth,
sporulation and fusaric acid production by this pathogen. Four culture media, namely: Potato
Dextrose Agar (PDA), Czapeck-Dox Agar (CDA), Czapeck-Glucose Agar (CGA) and Richard’s Agar
(RA) were evaluated. The results obtained show that F.o.a. grows better on CGA. Sporulation is more
important on PDL medium, and thus, throughout the experimentation (28 days). A Fusaric acid level
produced by F.o.a. is substantially identical 10 days after its development in media tested. However at
the 20" day of the F.0.a. development, the CGL medium is more favorable to the production of FA,
whereas PDL stimulates the production of this toxin from the 30" day.

Key words: Fusarium oxysporum f. sp. albedinis, culture medium, mycelial growth, sporulation, fusaric acid.

Introduction

La fusariose vasculaire du palmier dattier (Phoenix dactylifera L.) causée par
Fusarium oxysporum f. sp. albedinis (F.0.a.) présente une menace permanente pour de
nombreux pays phcenicicoles de I’Afrique du Nord, notamment 1’ Algérie. Cette maladie
sévit dans toutes les palmeraies marocaines et a progressé vers l'est pour atteindre les oasis
du Sahara occidental et central Algériens [1,2] entrainant ainsi d’énormes dégats sur le
plan écologique et surtout economique au vu de I’importance des exportations des dattes
qui génerent des apports en devises importants pour I’économie Algérienne [3].
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Les champignons phytopathogénes adoptent différentes stratégies dans le processus
d’infection des plantes, telle que la production de métabolites a faible poids moléculaire
appelées «toxines». Le genre Fusarium produit de multiples toxines: Enniatins,
Beauvericines, Fusaproliferin et autres [4]. Cependant, Fusarium oxysporum produit un
nombre limité de toxines dont les plus connues est 1’acide fusarique et ses dérivés [5].
L’acide fusarique (5-n-butyle-2-pyridine acide carboxylique) fut isolé pour la premiére fois
chez Fusarium heterosporum Nees, pathogene du riz [6]. C’est une toxine non spécifique,
produite par différentes especes pathogeénes et non pathogenes de Fusarium. Elle est
toxique pour différentes plantes, champignons et bactéries [7]. De nombreuses études ont
prouvé ses effets toxiques sur la plante, telles que D’altération de la perméabilité
membranaire [8], la modification du potenticl membranaire, la diminution du taux d’ATP
[9], 1a réduction de I’activité respiratoire [10,11] et 1’altération de la croissance cellulaire
[12,13]. La production de I’AF par F. oxysporum in vitro dépend de la souche et de la
composition du milieu de culture [14,15]. Fusarium oxysporum f. sp. albedinis est connu
pour produire de I’acide fusarique [16]; cependant tres peu de travaux ont concerné 1’effet
du milieu de culture sur la croissance de ce champignon et sur la production de cette
toxine. Dans le présent travail, une étude in vitro a été réalisé afin d’évaluer ’effet de
quelques milieux de cultures sur la croissance mycélienne, la sporulation et la synthése
d’acide fusarique par F.0.a.

1.- Matériel et méthodes
1.1.- Matériel
1.1.1.- Matériel fongique

Il s’agit d’une souche virulente de Fusarium oxysporum f .sp. albedinis Killian et
Maire (Gordon) F.o.a. NRLL 38288, mise a notre disposition par le Laboratoire de
Recherche du Ministére de I'Agriculture des Etats-Unis (United States Department of
Agriculture, USDA) et stocké sur milieu PDA a 4°C.

1.1.2.- Milieux de culture

Quatre milieux de cultures sous forme solide et liquide sont testés. Il s’agit:
- Milieu PDA (Pomme de terre Dextrose Agar) [17], dont la composition est de 2509 de
pomme de terre, 10g de glucose, 20g d'agar et QSP 1 litre d'eau distillée.
- Milieu Czapeck-Dox Agar (CDA) [18], 3 g Na NOgs, 1 g KH, PO,4, 0.5 g KCI, 0.5 g Mg
SO, 7H,0, 0.01 g Fe SO, 7H,0, 30 g saccharose, 20g agar, 1’ensemble est complété a QSP
1 litre d’eau distillée.
- Milieu Czapeck-Glucose Agar (CGA) constitué du milieu CDA auqguel on ajoute 2g
d’extrait de levure et 8g de glucose. Ce milieu favorise la production de métabolites
fongiques [19].
- Milieu Richard’s Agar (RA) [20], contenant 10g KNOs, 59 K;HPO,, 2.59g MgSO,4 7H,0,
50g de Saccharose, 20g agar, et QSP 1 litre d'eau distillée.

Les milieux de culture précédemment décrits, sont utilisés aussi sous forme liquide,
avec la méme composition chimique mais ils sont dépourvus d’Agar. Il s’agit de: Pomme
de terre Dextrose liquide (PDL), CzapecK-Dox liquide (CDL), Czapeck-Glucose liquide
(CGL) et Richard’s liquide (RL).
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1.2.- Méthodes
1.2.1.- Détermination de la croissance mycélienne de F.o.a.

L’ensemencement du champignon consiste a prélever a I’aide d’une anse stérile, un
morceau de colonie mycélienne purifiée, qu’on dépose dans des boites de Pétri contenant
du milieu PDA. Les boites sont mises a incuber dans une étuve, a une température de 28°C
et a I’obscurité, pendant 7 jours. Ensuite des disques d’agar de 10mm de diameétre prélevée
a la marge de la culture jeune et déposes au centre des boites de Pétri stériles, contenant
chacun des milieux de culture solides (PDA, CDA, CGA, RA). La croissance diamétrale
est notée toutes les 48h pendant 10 jours. Trois répétitions sont réalisees pour chacun des
milieux utilisés.

1.2.2.- Estimation du nombre de conidies

Les quatre milieux de culture liquides préparés (PDL, CDL, CGL, RL) sont répartis
dans des flacons en raison de 20ml par flacon. Ils sont ensuite autoclavés a 120°C pendant
20 minutes. Deux disques d’Agar de 10mm de diamétre, prélevés a partir de la périphérie
d’une culture jeune de F.0.a &gée de sept jours, sont introduits dans les flacons contenant
les milieux liquides. L’incubation se fait a 28°C et a I’obscurité, pendant 28 jours.

Le nombre de conidies est déterminé, pour chaque milieu, a I’aide d’une cellule de
Malassez au 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 18, 22, 28°™ jour d’incubation. Trois répétitions sont
réalisées pour chacun des milieux.

1.2.3.- Dosage de la quantité d’acide fusarique produit par F.o.a.

Les milieux liquides inoculés par F. 0. a. sont filtrés a 1’aide de papier Whatman
n°1. Le surnageant représente le filtrat de culture qui servira pour I’extraction des toxines
par la technique préconisée par BAKER et al (1981) [21]. Elle se fait a ’acétate d’éthyle
(vol/vol); deux phases sont obtenues, une hypophase aqueuse et une épiphase organique
(phase éthylée). La phase éthylée est mise dans des flacons stériles portés a évaporation
dans I’étuve a 50°C. Le résidu obtenu est récupéré dans 3ml d’éthanol. 1l constitue I’extrait
de toxines utilisé pour le dosage de I’acide fusarique a I’aide d’un spectrophotométre
JENWAY (A=270nm). Les concentrations sont déterminées a partir d’une courbe étalon
d’acide fusarique commercial (C10H13NO,, Mr 179,22 mp 96-100°C, solubilité 50mg/ml,
Pm = 96). Trois répétitions sont realisees pour chaque milieu.

2.- Résultats et discussion
2.1.- Estimation de la croissance mycélienne

Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 1. La croissance du champignon
varie en fonction des milieux de culture. Les résultats de 1’expérimentation révélent
qu'apres 10 jours d’incubation, les milieux CGA et CDA sont plus favorable au
développement mycélien de F. 0. a. La croissance maximale est respectivement de
4.725+0.392 cm et 4.30+£0.071 cm, suivi de RA (3.46+0.088 cm) et PDA (2.5£0.62 cm).
Ceci indique que le milieu CGA enrichie de glucose assure un meilleur développement du
F. 0. a. Ces résultats confirment ceux de FAROOQ et al (2005) [22]. En effet, le milieu
Czapeck-dox induit une croissance radiale maximale de Fusarium oxysporum f. sp. ciceris,
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en outre, il s’est avéré que le glucose est la meilleure source de carbone pour une bonne
croissance mycelienne.

Croissance mycélienne (Cm) H PDA HCDA

6 MCGA HRA

2 4 6 8 10
Temps d'incubation (jours)

Figure 1.- Effet des différents milieux de culture sur la croissance du F.o.a.

Les résultats indiquent que toutes les sources de carbone sont utilisables pour la
croissance des champignons. Le champignon peut convertir certaines formes de composés
de carbone complexes en forme simple, qui peut étre facilement métabolisé [23]. En plus
de la source de carbone, d’autres éléments présents dans les milieux tels que le I’azote, le
phosphore, le soufre, les vitamines, et des ions métalliques, le Fer et le Magnésium, sont
nécessaires pour la croissance et le développement des champignons.

2.2.- Estimation de nombre de conidies

L’ensemble des résultats sont représentés sur le tableau. I et sur la figure 2. Le
milieu PDL s’avére plus favorable a la sporulation de F.0.a. par rapport aux autres milieux
testés. Ces résultats concordent avec ceux obtenus par KHAN et al (2001) qui affirment
que le milieu PDL induit la production d’un maximum de spores par Fusarium oxysporum
f. sp. ciceris. lls ont, en outre, constaté que les milieux de culture pourvus d’éléments
organiques sont les plus favorables a la sporulation [24].

La sporulation in vitro de F. o. a. depend, elle aussi, du milieu de culture (tab. I).
Elle augmente progressivement dans les quatre milieux jusqu’au 16°™ jour d’incubation ou
elle atteint une concentration maximale de 478x10° + 14.75, 138.61x10° + 7.88,
118.52x10° + 6.71 et 112.33x10° £ 3.30 respectivement dans les milieux PDL, CGL, CDL
et RL. A partir de ce temps d’incubation, une diminution progressive de la densité
conidienne est notée dans les quatre milieux testés.

Algerian journal of arid environment 85 vol. 5, n° 2, Décembre 2015: 82-90



ISSN 2170-1318

MECHTA N., AZOUAOUI-AIT KETTOUT T. et RAHMANIA F.

Tableau .- Nombre de conidies dans les quatre milieux de culture

Milieux de culture liquides

Temps PDL CDL CGL RL
d,il(ljc(;lulz;ion Moyenne +Ecart type (nombre de spores / mIx105)
2 9,36 £ 0,84 8,56 + 3,88 10,37 £ 2,52 555+1,62
4 82,96 + 20.03 29,27 £ 7.10 61,13+4.92 38,53 £18.98
6 145,6 £ 44.54 42,74 + 13.14 87,4 +7.81 50,91 +£8.31
8 255,18 £ 46.46 61,66 = 9.76 1143 +£26.45 74,7+7.23
11 417,45+20.06 77,06+£14.83 118,2+£5.91 93,74+21.52
13 475,28 + 18.68 98,06 + 21.35 129,85+7.48 111,71+23.32
16 478 £ 14.75 118,52 £6.71 138,61 £7.88 112,33 +3.30
18 365,43 £ 5.56 94,06 + 7.62 100,66 £+1.52 86,2+ 3.65
22 228 £25.71 95,66+29.49 53,48+3.76 41,4 £16.52
28 180,25 + 13.52 117,66 £+2.52 53,86 £10.34 41,26 £ 18.52
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Figure 2.- Conidies d’une culture de F.0.a. NRLL 38288 agée de 2jours observeées sur
cellule de Malassez [Gr 400 x 3 (A): PDL; (B): CDL; (C): CGL; (D): RL]
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2.3.- Dosage de I’acide fusarique

Les résultats de I’expérience sont représentés sur la figure 3. lls montrent que la
concentration d’AF synthétisé par F. 0. a. est variable selon le milieu de culture et,
également, selon le temps d’incubation. Aprés 10 jours d’incubation, la quantité d’AF
produite est sensiblement identique, soit 0.02 mg/ml, sur les quatre milieux de culture. Au
20°™ jour, la production d’AF est plus importante sur le milieu CGL et CDL ou la
concentration est respectivement de 0.31+0.096 mg/ml et 0.263+0.041 mg/ml, comparée
aux milieux PDL et RL dont la concentration d’AF produit est sensiblement identique, soit
0.06 mg/ml. Ces résultats concordent avec ceux d’EL FAKHOURI et al (1996) et
LOFFLER et MOURIS (1992), dont il s’est avéré que le milieu Czapeck-Dox est plus
favorable a la synthese de toxines (AF) par F. 0. a. et Fusarium oxysporum f. sp. lilii
[25,26].

Concentration d'AF (mg/mlL) EPDL. ®CDL
HECGL ®ERL
0,45
0,4
0,35
0,3

0,25

10 20 30

Temps d'incubation (jours)

Figure 3.- Effets des différents milieux de culture sur la synthese d’AF

La concentration d’acide fusarique au 30°™ jour d’incubation, sur milieu PDL,
est de 0.296 = 0.079 mg/ml; cependant les concentrations sont de 0.168 + 0.042 mg/ml et
de 0.137£0.018 mg/ml respectivement sur les milieux CGL et CDL. Il parait donc qu’a ce
temps d’incubation, c’est le milieu PDL qui s’avere le plus favorable & la synthése de
I’acide fusarique. Ces resultats confirment ce qui a été trouvé par de DUARTE et
ARCHER (2003) [27]. lls signalent que le milieu pomme de terre sucrose liquide (PSL)
favorise la production de I’acide fusarique, dont le maximum est atteint au 25°™ jour
d’incubation.

Conclusion
La composition du milieu de culture est un facteur important pour la croissance
mycélienne, la sporulation et la production des toxines par Fusarium oxysporum f. sp.

albedinis. Les résultats obtenus indiquent que ce pathogéne est capable de se développer,
sporuler et de synthétiser I’AF aussi bien sur des milieux complexes que sur des milieux

Algerian journal of arid environment 87 vol. 5, n° 2, Décembre 2015: 82-90



ISSN 2170-1318 MECHTA N., AZOUAOUI-AIT KETTOUT T. et RAHMANIA F.

synthétiques, mais a des degrés variables. Le milieu PDL s’avére plus favorable a la
sporulation, alors que le milieu CGL et CGA s’averent favorables a la croissance
mycélienne et a la production d’AF. Ces résultats indiquent également que la croissance
mycelienne et la sporulation, qui sont deux moyens de développement du champignon,
n’ont pas les mémes exigences nutritionnelles.

Ces travaux pourraient trouver des applications, dans la mise au point de milieu de
culture favorable au développement de F. o. a. et a la production de 1’acide fusarique, pour
mieux comprendre son action et son éventuelle transformation dans la plante hote. Ils
pourraient également présenter un intérét pour 1’élaboration de substrats répressifs envers
la fusariose vasculaire du palmier dattier.
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