COMPTE-RENDU REUNION
FUSARIOSE DU PALMIER A HUILE
Lundi 30 Septembre - Mardi ler Octobre 1991

MECANISMES DES REACTIONS DE DEFENSE
DU PALMIER A HUILE
VIS-A-VIS DU FUSARIUM OXYSPORUM F.SP. ELAEIDIS

I. OBJECTIFS

Le programme sur le théme des mécanismes des réactions de
défense du palmier a huile vis-a-vis du Fusarium oxysporum f.sp.
elaeidis a débuté en février 1990. Il nous a paru nécessaire, 18
mols environ apres le début des recherches, de faire le point des
activités a Montpellier en réunissant les différents partenaires.
Nous avons voulu, aussi, que ces rencontres soient 1'occasion de

discussions plus larges sur tous les problémes gque pose la
Fusariose du palmier a huile.

ITTI. REALISATIONS
o Les réunions ont eu lieu le 30 Septembre et le ler Octobre
1991 au CIRAD a Montpellier. La liste des participants
ainsi que le programme des réunions sont donnés en annexe.
. La journée du 2 octobre a été réservée pour les visites de
laboratoires au CIRAD et a 1'ORSTOM de Montpellier.
. Les résumés des communications sont joints & ce rapport.
Ils sont identifiés par des numéros quili correspondent au
plan indigqué ci-apres.
Nous résumons succintement les discussions qui ont suivi les
différentes interventions.
ITT. DEROULEMENT DES REUNIONS - DISCUSSIONS - COMMENTATIRES

ITT.1. Introduction

En introduction, M.RENARD a rappelé les grandes lignes et
les objectifs du programme et a insisté sur l'envol en temnps
voulu des rapports semestriels d'activités. Il a demandé
également que ces rapports soient, pour la plupart, plus étoffés,
avec des protocoles exprimentaux, des résultats chiffrés, etc.



Il a par ailleurs été rappelé que le prochain rapport, pour
le 15 janvier 1992, soit particulierement soigné, ce rapport
pouvant servir de base pour une relance du programme a partir de
février 1993 (fin du contrat actuel).

IT1T.2. Commentaire sur les différents sujets exposés

On se reportera aux fiches individuelles portant les mémes
numéros pour la teneur des communications.

Une présentation générale sur la fusariose du palmier a
huile a été faite par M.RENARD. Un des points de la discussion
a porté sur l'origine de la fusariose en Amérique latine (Brésil
et Equateur) ; aucune réponse n'a pu étre apportée, si ce n'est
qu'une transmission par les semences peut étre toujours possible,
selon les résultats obtenus a 1'Université de Bath. On a noté
toutefois que, malgré d'importants transports d'Afrique vers
l1'Asie et 1'Amérique, la fusariose n'est apparue gque dans deux
endroits dans le monde en dehors de l'Afrique.

I1T.2.2. H. de FRANQUEVILLE

Des précisions ont été demandées sur la méthode
d'inoculation, les souches utilisées et 1'interprétation (calcul
de 1'indice).

Les 1noculations sont réalisées avec une souche tres
agressive et stable depuis plusieurs années (conservation sur
terreau stérile). Une recherche sur la lyophilisation ou la
conservation des souches dans 1l'azote ligquide est en cours a
1 "ORSTOM.

L'indice, méme pour les clones, est calculé a partir de la
moyenne de fusariose du test. Pour avoir la possibilité d'un
calcul de 1'indice sur des bases fixes, le test comporte des
témoins sexués (standard) et des "témoins clones”. Ces tests
montrent également que le clone se comporte comme un croisement
et gu'il existe une certaine variabilité de 1la résistance
individuelle entre individus d'un mémne clone.

IIr.2.3. C.DOSSA

Dans les conditions d'inoculation de prépépiniére, le FOE
peu étre réisolé 20 jours-.apres l'inoculation, alors que sur les
vitroplants de février 1l est présent des le 3e jour.

L'inoculation de trés Jjeunes vitroplants rend assez
difficile le réisolement. Il est suggéré d'inoculer des souches
mutantes (marqueur Bénomyl ou mutants résistants au chlorate)
pour un repérage ultérieur des isolats. Il est également confirmé
que des F.moniliforme et F.solani peuvent étre isolés du bulbe.



ITT.2.4. R.MEPSTED

Il est fait remarquer que le Pachlobutrazol produit
certainement une réduction générale de taille de la plante,
en conservant les proportions, alors que la fusariose
induit un rabougrissement des Jjeunes feuilles.

Au champ, on a noté qu'il n'y a pas toujours une
corrélation étroite entre quantité de brunissement dans le
stipe et gravité de symptdmes ; certains palmiers meurent

sans présenter de brunissement intense du stipe.

Aucune étude n'a été faite sur 1'épaisseur des parois du
xyléme ; seule la lumiére des vaisseaux a été étudiée.

I1Y.2.5. C.ABADIE

Les discussions ont essentiellement porté sur
l'échantillonnage des sols étudiés et 11 a été suggéré
d'étudier la variabilité de la réponse des sols a

l'intérieur d'un site donné (est-on en face d'une situation
en mosaique ?).

Pour le palmier-dattier, on sait que la fusariose peut étre
liéde a la présence d'autres cultures et que les souches de
F.o.albedinis peuvent étre conpatibles avec celles existant
dans la luzerne mais pas avec celles du henné.

Dans le cas du palmier a huile, 1'effet du Calopogonium sur
la fusariose est net mais on ne connalt pas le rdle
éventuel du Calopogonium sur les propriétés physico-
chimiques du sol.

Le Potassium a également un réle dans 1'expression de la
fusariose mais les mécanismes restent inconnus (réle du K
dans la résistance a la sécherese ? effet sur le couple
argile/matieére organique ?).

Les problemes posés par la variabilité de réponse des tests
en prépépiniere militent, entre autres, sur la nécessité
d'éviter d'utiliser un mélange de souches dans les
inoculations (compétition éventuelle entre souches,
compétition pour 1'espace, etc.).

On a constaté que les souches de Malaisie peuvent pénétrer
dans les racines sans toutefois induire de symptdmes.

La différence de température entre le sol et 1l'air peut
étre importante en Afrique et peut intervenir dans la
réussite d'une inoculation ; toutefois, les conditions de
serre ou de chambre de culture olt le sol et 1'air sont a la
méme température ne devraient pas nuire a l'expression des
synptémes.



Dans la discussion générale sur les theémes développés au
cours du premier Jjour, on a noté les points suivants

m ],'idée de la gquantité d'inoculum revient dans la discussion

La présence de quelques propagules de FOE sur les semences
et le pollen suffit-elle & induire une épidémie ? Dans la
pratique, cela ne semble pas se produlre et les praticiens
pensent qgqu'il n'y a pas propagation par 1l'air (air-borne
contamination par le pollen) du FOE. Ceci peut se traduire en
terme de probabilité. La présence de F.solani a tous les niveaux
(semences, pollen, sol) jouerait comme antagoniste du FOE.

On peut se demander si la méthode de préparation de la
semence n'intervient pas de maniére prépondérante sur le
développement de la microflore des semences. Il est alors suggéré
de rédétudier cette question en partant du fruit de palme entier
dépulpé dans des conditions stériles.

® Concernant l'évaluation de 1'indice fusariose et la méthode
d'inoculation, 11 est précisé

- qu'en Cdte d'Ivoire, l'indice est toujours évalué a partir
du pourcentage moyen de plants fusariés mais que des
témoins sexués et des témoins clones sont toujours inclus
dans les tests pour une éventuelle redéfinition de 1'indice
par rapport a des témoins ;

- gu'il parait souhaitable de situer 1'indice (ou le
comportement d'un croisement ou d'un clone) par rapport a
un 1isolat donné dans des conditions précisées pour
permettre d'appréhender d'éventuelles interactions
différentielles héte origine de 1l'isolat ;

- que la technique d'inoculation peut avoir une influence sur
la réponse du matériel végétal (interactions
différentielles génotype x mode d'inoculation).

I11.2.7. C.DOSSA

Aux différentes questions posées, 1l apparait que

1l n'existe pas de relatioon entre le pouvoir pathogeéne et
1'aspect morphologique.

L 1l y a une influence des facteurs du milieu sur le type de
culture ; a ce propos, 11 est rappelé gque toutes les
observations ont été faites sur un seul milieu de culture

(on ne maitrise, pas en particulier, le concept de facteur
du milieu).

o la plasticité de 1la souche est fonction de son pasé
cultural.



ITT.2.8. A. PANDO et P. FERNANDEZ

L'étude enzymatique n'a pas ¢été entreprise sur les
différents types morphologiques mais il est probable que chaque
type se caractérise par un profil différent (cependant il faut
tenir conmpte du fait que les types morphologiques sont obtenus
sur milieu gélosé alors que les extraits pour études enzymatiques
sont réalisés a partir de milieu liquide) : il est fait remarquer

que 1'important dans ces analyses est la répétabilité des
résultats.

En Grande Bretagne, des études sont également réalisées en
biologie moléculaire ; elles comparent des souches de FOE de

souches du sol ou de racines de palmiers (rhizoosphere) de
Malaisie. -

I1T.2.9. I.MOUYNA

Par la technique RFLP et sonde moléculaire, on note une
ressemblance entre les souches de FOE de Co6te d'Ivoire, du Brésil
et d'Equateur, alors que les souches du Nigeria et du Zaire sont
différentes. On a remarqué également une différence entre les 2
souches du Brésil.

I1T.2.10. C.DOSSA

Par la technique de compatibilité végétative, 1l est noté
la ressemblance entre souches de Céte d'Ivoire, du Brésil,
d'Equateur et du Bénin. Les différences entre isolats du méme
arbre au Ghana ne sont pas expliquées.

Irr.2.11._J.FLOOD

U L'acide fusarique n'est pas considéré comme étant une
toxine responsable des symptémes de fusariose. Malgré des
résultats contradictoires, cette substance de synthese a
été utilisée pour exercer une pression de sélection sur les
cals. Elle peut constituer une approche intéressante.

o Les travaux conduits a Bath ne comportent pas de volet sur
1'étude des phytoalexines.

I11.2.12. M.JAY

Il est précisé que tous les groupes de toxicité appartenant
aux substances phénoliques sont pris en considération par 1'étude
actuelle. Toutes les analyses sont faites individuellement sur
des plants (5 plants par clone sont analysés) ; les analyses sont
faites sur des plants non inoculés, des plants inoculés et des
plants blessés (réponse a la blessure).



I11.2.13. J.PELSENEER

Les tests de toxicité pourraient se faire sur conidie dans
l'eau plutdt que sur le mycélium ; cela permettrait sans doute
une mellleure précision.

Les analyses sont faites avant chauffage des semences (non
traitées) ; elles n'ont pas été réalisées sur des graines en
cours de germination. On note que, malgré l'effet fongicide de

la cogque, de nombreux Aspergillus peuvent persister dans les
semences.

I1T.2.14. T.J.0SAGIE

Il est suggéré d'utiliser 1'électrophorése pour détecter la
présence des enzymes. I1.J.0SAGIE peut s'adresser a R.COOPER pour
obtenir la documentation nécessaire sur ce sujet.

CONCLUSIONS GENERALES - RECOMMANDATIONS

Le programme 1initial a été revu point par point. A
1'exception des points 7.2., 7.4. et 7.9. respectivement chalcone
synthétase, détection des enzymes par immunofluorescence et rdle
des acides gras, tous les sujets sont en cours d'étude. Au niveau
des 3 grands themes d'études

o Analyse biochimigue : Il existe des substances naturelles
fongitoxiques dans différents organes de la plante (racine,
bulbe, coque). Dans les racines et le bulbe, la production
de ces substances est exacerbée au cours de 1'infection.
Des différences existent entre génotypes sensible et
tolérant, mais des analyses plus fines sont nécessaires
pour envisager d'utiliser ces analyses a des fins de
sélection.

Barriere physique de résistance : La longueur des vaisseaux

n'est pas un bon marqueur de résistance ; par contre, des
résultats prometteurs sont obtenus en examinant les sites
plieéges des conidies dans les valsseaux ; dans un clone

tolérant, la circulation des conidies est ralentie par un
grand nombre de ces "trap sites" alors que, dans un clone
sensible, les vaisseaux présentent moins d'obstacles a la
circulation des conidies.

L'induction d'une variation somaclonale sous 1'action de
l'acide fusarique a été entreprise ; les cals ayant résisté
a cette pression sont en cours de régénération.



° Caractérisation des Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis
Variabilité

Dans ce domaine, les études sont treés vastes

- variabilité morphologique

= compatibilité végétative

- polynorphisme enzymatique

- biologie moléculaire - RFLP - sonde homologue

Toutes ces analyses sont complémentaires et convergent vers
des résultats semblables

= grandes similitudes des isolats de Céte d'Ivoire, du
Brésil et d'Equateur

- Différences avec les souches du Ghana (et entre
isolats a 1l'intérieur du Ghana), du Nigeria et du
Zaire.

Pour la suite des travaux et pour que chaque partenaire
puisse approfondir les études entreprises : deux recommandations
ont été formulées

o Procéder aux caractérisations des isolats de FOE sur un
échantillonnage de souche assez étendu. Dans un premier
temps, 1l est prévu d'étudier au moins 10 souches de
différentes localités de chacun des pays suivants : Cote
d'Ivoire, Nigeria, Zaire, les deux premiers pays é&tant
impliqués dans le projet, le troisieme étant en liaison
étroite avec les chercheurs de Bath et de Bruxelles. Il est
donc demandé a chacun des partenaires de prépéarer 10
isolats et de les mettre a la disposition des autres.

o Favoriser les échanges de matériel végétal pour mettre a la
disposition des chercheurs le matériel végétal nécessaire
aux analyses. Il a été également proposé gue des tests sur
le méme matériel végétal soient effectués dans 3 pays
différents (Cbte d'Ivoire, Nigeria, Zaire) pour évaluer le
pouvoir pathogéne (agressivité, virulence) des isolats
locaux de FOE. Un échange entre Cote d'Ivoire et Nigeria a
déja eu lieu ; de telles dispositions seront & intensifier

3

et a étendre.

Hormis ces conclusions, 11 a été suggéré d'établir la
circulation d'informations (technique et bibliographie) des
partenaires européens vers les partenaires africains, dans le cas
ol la demande est bien formulée.

o Le lendemain des réunions, au cours de la visite a
1'ORSTOM, la publication, en commun, des résultats obtenus
en compatibilité végétative a paru possible. Les modalités
d'une telle publication seront précisées ultérieurenent.



L'idée d'une réunion, sur le terrain, a été émise pour
1992. Le choix pourrait se porter sur la station
expérimentale R.Michaux de Dabou en Céte d'Ivoire. Il a été
reconnu par les différents participants gque 1le budget
actuel ne permettait pas un tel déplacement.
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PROGRAMME DE VISITE

Mercredi 2 Octobre 1991

M. J.L.NOTTEGHEM, responsable Mission Défense
Cultures du CIRAD

- Maladies du Riz - Pyriculariose

M. G.BLAHA - Mle E.CONCIBIDO
- Maladies a Phytophthora du Cacaoyer
- Etudes des Phytophthora du Cocotier

C.BOISSON - J.P.GEIGER, ORSTOM

M. J.L.RENARD
- Maladies du Palmier & huile et du Cocotier

M. DUVAL, Vitroculture du Palmier a huile et du
Cocotier

* ok ok ok ok



ANNEXE I (suite)

RESUME DES COMMUNICATIONS PRESENTEES

PAR LES DIFFERENTS INTERVENANTS




ANNEXE I (suite)

Réf. 111.2.3

Critéres d'estimation du pouvoir pathogéne du Fusarium oxysporum

f. sp. elaeidis sur des vitroplants de palmier a huile

Cyrille DOSSA(1), Anne PANDO-BAHUON(), Jean Luc RENARD®) et
Claude BOISSON()

(D)Laboratoire de Phytopathologie Tropicale - Centre ORSTOM de MONTPELLIER
BP 5045 - 34032 - MONTPELLIER Cédex 1 - FRANCE
(2)Division Phytopathologie IRHO/CIRAD
B.P. 5035 - 34032 - MONTPELLIER Cédex 1 - FRANCE

Le pouvoir pathogeéne du Fusarium oxysporum f. sp. elaeidis est estimé apres
inoculation par trempage racinaire de vitroplants de palmiers a huile. Les symptomes
externes (jaunissement des feuilles et rabougrissement) sont suivis en serre pendant 10 a
12 semaines. En fin d'essai, les plants sont sectionnés longitudinalement pour observer la
présence éventuelle de symptomes internes (brunissements vasculaires). Le bulbe est
prélevé et déposé sur milieu nutritif (Pda) afin de déceler la présence de l'agent
pathogene.

Chaque plant est alors affecté d'une note prenant en compte symptomes externes,
symptdmes internes et isolement positif ou négatif de 1'agent pathogéne, puis rangé dans
I'un des états phytosanitaires sains ou fusariés. Ce rangement ne pose souvent aucun
probléme, mais il est des cas ol le doute est permis, par exemple, pour les palmiers ne
présentant pas de symptdmes externes ou internes, mais dont le bulbe contient l'agent
pathogene. Ces problémes ont tous été examinés et, pour recevoir une solution, ont
parfois nécessité des observations ou des expérimentations complémentaires.

Un phénomeéne important, observé dans la plupart des essais, est celui de la forte
mortalité affectant invariablement les plants témoins ou inoculés et atteignant, dans
certains essais, 50 % des plants. De tels plants sont considérés comme fusari€s quand ils

meurent aprés avoir manifesté des symptomes externes typiques, comme morts de cause
inconnue, dans le cas contraire.

La comparaison statistique des effectifs des plants morts, fusariés et sains par le
test du KHI 2 & 5 % permet de déterminer si les plants morts sont morts de fusariose suite
a I'inoculation ou morts pour une autre cause, puis de comparer le pourcentage de plants
fusariés dans les diverses conditions et de mettre en évidence des niveaux différents
d'agressivité des isolats ou clones inoculés. L'analyse de la variance des poids des
racines et du végétal entier permet enfin de tester s'il y a une relation entre ces
caractéristiques et le pouvoir pathogene.

Octobre 1991



, ANNEXE T (suite)

I1T.2.4. R.MEPSTED

The effect of Fusarium wilt on the physiology and development
of o0il palm

Typical symptoms of this disease in young palms are a
reduction in the size of new leaves and chlorosis of older
leaves. Stunted leaves had the same photosynthetic and
transpiration rate, per unit leaf area, as healthy leaves, but
had a reduced midday leaf water potential. In contrast the
stomata of older chlorotic leaves were always closed and their
water potential was permanently reduced.

Similar observations were made on diseased and healthy palms
in the field. These plants were characterised by a reduction
in leaf size but no reduction in the rates of photosynthesis
or transpiration; the reduction in leaf area could be
correlated to the degree of fungal colonization in the trunk.

Thus it was considered that symptoms may be caused by varying
degrees of water stress, but it was not possible to simulate
these symptoms by the application of water stress to
uninfected plants. Applications of a gibberellin inhibitor,
paclobutrazol, to uninfected plants did induce stunting which,
as with diseased palms, was primarily due to a reduction in
cell division. However diseased stunted leaves were also
characterised by a significant reduction in xylem diameter
which was not observed in paclobutrazol treated plants.

Thus in this disease symptom development does not appear to
have a single cause and may involve prolonged mild water
stress in combination with hormonal imbalances.



ANNEXE T (suite)

I11.2.5. C. ABADIE

COMPARAISON DE LA RECEPTIVITE DES SOLS A LA
FUSARIOSE DU PALMIER A HUILE

Le but de cette étude est de caractériser le niveau de réceptivité des sols a la
fusariose vasculaire du palmier a huile et d'établir des corrélations entre les facteurs
biotiques et abiotiques des sols et leur niveau de réceptivité a la maladie.

Dans une premiére approche, les sols sont comparés selon leur réceptivit€ a la
fusariose du lin, les résultats obtenus pour une fusariose vasculaire donnée étant
généralement valides pour une autre fusariose vasculaire. Parmi les 11 sols €tudiés, 6
présentent un niveau de résistance élevé, 2 sont sensibles et les 3 autres ont un
comportement intermédiaire.

Les densités de populations bactériennes, fongiques et fusariennes ont été
déterminées mais il n‘a pas ét€ possible d'établir des corrélations directes entre les
densités microbiennes et/ou entre les facteurs abiotiques des sols et leur niveau de
réceptivité. Cependant, dans un cas, la sensibilité du sol semble étre liée a la plante de
couverture particuliére : le Calopogonium. Ce sol présente €galement une population
fongique de Nectria jamais détectée ou tres peu dans les autres sols.

Mots clés : F.oxysporum f.sp.lini, F.oxysporum f.sp.elaeidis, lin, palmier a
huile, populations microbiennes, Calopogonium, Nectria, réceptivité des sols



I11.2.7 Variabilité intraclonale de la morphologie chez le

Fusarium oxysporum f. sp. elaeidis

Cyrille DOSSA(D et Claude BOISSON(1)

(DLaboratoire de Phytopathologie Tropicale - Centre ORSTOM de MONTPELLIER
BP 5045 - 34032 - MONTPELLIER Cédex 1 - FRANCE

Les variations morphologiques ont été souvent décrites chez les Fusarium et
notamment chez les F. oxysporum. Elles ont été étudiées dans la descendance par voie
asexuée de plusieurs cultures d'origine monospore du F. oxysporum f. sp. elaeidis.

Les variations morphologiques ont d'abord été observées et décrites dans un
ensemble de 16 isolats de F. oxysporum f. sp. elaeidis d'origines diverses. La stabilité
des différents types morphologiques (morphotypes) a ensuite été testée au cours de la
multiplication par bouturage ou par microconidies. L'effet de 1'dge sur la variabilité
morphologique a enfin été évalué a partir de trois clones représentatifs de trois isolats qui
sont bouturés de suite apres leur isolement (“cultures jumelles" dont on étudie la
descendance par microconidies a des dges croissants) ou repiqués dans un tube toutes les
semaines (maintien en croissance continue).

Huit morphotypes ont été décrits. Certains portent des organes reproducteurs
facilement identifiables, types sporodochial, sclérotial et pionnotal ; d'autres en sont
dépourvus (types dits "mycéliens") et sont caractérisés par la présence et l'aspect du
mycélium aérien : types cotonneux, duveteux, en meches, muqueux ras et muqueux
sénescent.

D'une maniere générale, I'évolution des thalles a lieu du type sporodochial vers
les types mycéliens et, dans les types mycéliens, vers les thalles ras muqueux. Les
morphotypes ras muqueux et duveteux sont les plus stables alors que le morphotype
cotonneux se reproduit moins fréquemment. Mais leur stabilité n'est jamais totale et ils
peuvent toujours évoluer vers les autres types, soit par bouturage, soit par clonage a
partir de microconidies. L'influence de 1'dge des cultures est difficile a cerner
précisément. Il semble exister, au cours du vieillissement de cultures appartenant au
morphotype duveteux, une période située entre 40 a 85 jours, durant laquelle les
descendants par microconidies des cultures jumelles expriment plusieurs variations
morphologiques. Dans la descendance d'une culture de morphotype sporodochial, dgée
de 60 a 120 jours, le type d'origine est toujours présent dans la descendance par
microconidies, ce qui n'est pas le cas lorsque la culture est multipliée par bouturage de

mycélium duveteux ou de sclérotes (régénération en majorité de thalles duveteux ou
muqueux).

Octobre 1991



I11.2.8

ISOENZYME AND DNA POLYMORPHISM IN A FUSARIUM
OXYSPORUM f. sp. ELAEIDIS POPULATION

A. PANDO-BAHUON, D. FERNANDEZ, C. DOSSA
and J.P. GEIGER

Dpt of Phytopathology, ORSTOM B.P.5045, 34032 MONTPELLIER, France

First investigations on eighteen isolates of F. oxysporum f. sp.
elaeidis from different countries were made using the vegetative
compatibility (VC) technic; it anabled to classify them into 5 VCG
(vegetative compatibility groups). The diversity obtained by this way
was further cheked on the basis of isoenzyme and DNA polymorphism.

Results were compared with the former method.

Ten enzymes were tested for isoenzyme polymorphism, the activity
of six of which could be revealed after starch gel electrophoresis : malate
dehydrogenase (MDH), esterase (EST), leucine aminopeptidase (LAP),
acid phosphatase (ACP), isocitrate dehydrogenase (IDH) and
6-phosphogluconate dehydrogenase (PGD).

Esterase patterns of the isolates led to the same grouping as by
vegetative compatibility while MDH, IDH, LAP and PGD seemed less
discriminant and ACP zymmogramm revealed no difference. Those last

profiles however remained usefull in the context of our population
structure analysis.

Ribosomal DNA polymorphism studies were carried out by RFLP
and implied restriction enzymes : EcoRI, Bgl I, Xba I, and Xho I.
Ribosomal unit length was found to be 8.0 kb. Except for one isolate
(G13) from Ghana, no polymorphism could be evidenced, but
preliminary experiments on mitochondrial DNA yet show more
polymorphism between the isolates and further investigations are
therefore undertaken on this material.



I11.2.9 CARACTERISATION DE PLUSIEURS FUSARIUM
OXYSPORUM PATHOGENES DE TROIS ESPECES
DE PALMIERS PAR LA TECHNIQUE RFLP

I. MOUYNA (ORSAY)

L'analyse RFLP s'est effectuée sur différentes souches de
Fusarium oxysporum appartenant aux formes spéciales
Canariensis, Albedinis, et Elaeidis.

Au moins deux souches de chaque forme spéciale ont été
étudiées a l'aide d'une sonde unique et d'une sonde répétée.

La sonde unique met en évidence deux groupes : l'un
constitué de toutes les souches de Fusarium oxysporum elaeidis et
le deuxiéme de toutes les souches des deux autres formes
spéciales.

La sonde répétée nous permet de séparer deux autres
groupes :

-le groupe constitué par toutes les souches de la forme
spéciale Canariensis ayant un profil de restriction d'une seule
bande

-et un deuxieme groupe constitué par toutes les souches
des deux formes spéciales Albedinis et Elaeidis ayant un profil de
bandes multiples.

En outre a lintérieur de ce dernier groupe le profil de
restriction de chaque souche est différent

Sur les souches étudiées, il est donc possible d'une part
de distinguer les différentes souches d'Elaeidis de toutes les
autres souches des deux formes spéciales Canariensis et
Albedinis, et d'autre part de différencier les souches a lintérieur
d'une forme spéciale.

Ces résultats seront confirmés par une étude sur un plus
grand nombre de souches.



III.2.10

Compatibilité Végétative chez des isolats du Fusarium oxysporum f. sp.
elaeidis de différentes origines géographiques

Cyrille DOSSA et Claude BOISSON

Laboratoire de Phytopathologie Tropicale - Centre ORSTOM de MONTPELLIER
BP 5045 - 34032 - MONTPELLIER Cédex 1

L'étude est réalisée a 1'aide de mutants incapables d'assimiler les nitrates (mutants
nit de type nit 1, nit 3 et nit M) obtenus sur des milieux contenant du chlorate de K, a
partir de 40 clones de Fusarium oxysporum isolés du stipe ou de la rhizosphére de
palmiers a huile fusariés.

Les confrontations sont faites entre les mutants complémentaires nit 1 et nit M du
méme clone (vérification de l'autocompatibilit€) ou de deux clones différents.
L'hétérocaryose, donc la capacité des souches d'anastomoser leurs filaments, se traduit
par la formation, dans la zone de rencontre des thalles, d'un mycélium aérien blanc dense
et épais. Chacune des confrontations est répétée deux a trois fois. Un résultat négatif (pas
d'hétérocaryose et de complémentation) entre des mutants nit 1 d'un clone A et nit M d'un
clone B donne lieu systématiquement a une vérification par la confrontation réciproque
d'un nit M du clone A et d'un nit 1 du clone B. Dans certains cas, d'autres mutants nit

peuvent étre sélectionnés et confrontés afin de confirmer les résultats négatifs obtenus
dans les croisements précédents.

Les isolats testés dans cette expérimentation par leurs clones respectifs se rangent
dans six groupes de compatibilité végétative :
- le groupe 1 regroupe les souches du Brésil, d Equateur, du Bénin et de 1la Cote
d'Ivoire
- le groupe 2 contient trois souches du Ghana
- le groupe 3 comporte une seule souche du Ghana (isolat G13) issue du méme
arbre que 1'une des souches du groupe 2 (isolat G12)
- les groupes 4 - 5 et 6 comportent respectivement un seul isolat du Zaire, du
Cameroun et du Nigeria. .
Parmi les 40 isolats testés, 7 sont originaires de différentes régions de Cote
d'Ivoire. L'un provient de la rhizosphére d'un palmier fusari€ : il ne complémente avec
aucun des autres isolats et constituerait a lui seul un septiéme groupe de compatibilité. Les
six autres isolats venant du stipe appartiennent au groupe 1.

L'étude de la compatibilité végétative chez F. oxysporum f. sp. elaeidis permet de
mettre en évidence une importante variabilité génétique dans cette forme spécialisée, mais
révele aussi que la proximité génétique attestée par l'appartenance a un méme groupe de
compatibilité n'est pas forcément corrélée avec l'origine géographique des isolats.

Octobre 1991



ITr.2.11 J.FLOOD

Resistance of o0il palm to vascular wilt

Breeding for resistance is the only practical means of control
for vascular wilt (Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis)
affecting a perennial crop such as oil palm.

However, logical breeding programmes and the development of
rapid,efficient screening techniques have both been somewhat
constrained by the lack of understanding of the underlying
mechanisms of resistance.

Screening methods have been developed using seedling and
<lonal material which have revealed new information concerning
resistance and tolerance in o0il palm and the relative
virulences of isolates from around the world. Tissue cultured
material has enabled the testing of in vitro screening methods
at the callus stage and the generation of novel disease
resistance using fungal toxins as selection agents.

Morphological resistance mechanisms, for example, the rate and
degree of tylose and gel formation are likely to be important
in this disease and are currently under investigation.
Differences in xXxylem vessel length could also be important in
determining resistance and are being studied.

Thus, a wide range of approaches to invesitgating resistance
‘mechanisms and their expression in oil palm have been
aptempted and will be discussed.



Métabolisme Phénolique et Réaction de Défense

du Palmier a Huile vis-a-vis de F.oxysporum Elaeidis

Maurice JAY

Laboratoire de Biologie Micromoléculaire et Phytochimie
Université Claude Bernard Lyon-1 France

Avec la Collaboration du Laboratoire I.R.H.0. Dabou (CI)

I - Protocole Actualisé d'Etude des Composés Phénoliques du Palmier
(Tableau 1)

A -Organes étudiés : RACINES et PSEUDOBULBES

Jusqu'a présent, les études €taient conduites sur les racines. Or en prépiniéres, les observations
aprés test d'inoculation se font sur les pseudobulbes sur lesquels les symptomes apparaissent avec
une telle évidence qu'ils permettent de déclarer si la lignée est sensible ou plus ou moins
tolérante.

La réaction métabolique de défense a donc autant de chance de se développer dans les racines que
dans les pseudobulbes et peut-étre plus dans ces derniers si on prend en compte le fait que le

pathogéne circulant par voie de séve, arrive probablement assez vite dans la gaine foliaire c'est
a dire le pseudobulbe.

B -Choix des Lignées de Palmier & Huile

Nous avons retenu 3 couples de lignées correspondant au numéros et aux indices suivants :
clones n°® 119 indice 10 Tolérant

22 29 "
77 34 "
96 145 Sensible
165 164 ¢
74 184 &

C -Modalités d'Inoculation par Fusarium oxysporum

L'inoculation consiste a :
. Déterrer les jeunes plantes de leur terreau
. Tremper le systéme racinaire dans une suspension de propagules (3.100 prop./ind.)
. Repiquer les plantes dans leur terreau
. avec les trois modalités suivantes
Déterrer Tremper Tremper Repiquer
Eau Susp.FOE
IB P1. inoculées + - + +
NIB P1. déterrées + + - +
NINB P1. témoins - - - -

I1 est prévu de suivre et d'analyser 5 individus par point expérimental avec trois modalités de
prélévement : T.zéro To+5] Tp+8J
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D -Exsudats Racinaires

Nous avons décidé de porter intérét aux exsudats racinaires qui pourraient constituer une premiére
barriére chimique vis-a-vis du Fusarium oxysporum dans le sol.
Le protocole retenu est le suivant : :

. plantules au stade sevrage

. repiquage sur sable stérile en Tube de culture ouvert

. entretien par Eau de source = (NPK)

. culture en chambre semi-stérile avec appoint de lumiére

. suivi sur 1 mois avec prélévementde 5ind./clone/S5jours

. récupération du sable et lavage a 1'eau distillée
. extraction des composés exsudés par affrontement L/L avec EtOAc

m

-Tests de Fongitoxicité

I1s seront réalisés en milieu liquide contenant des spores de Fusarium oxysporum sp. elaeidis
aprés une nuit d'incubation a 25°C, on évalue au microscope le degré d'inhibition de la germination
des spores.
Les extraits de racines ou de pseudobulbes ou d'exsudats

. totaux natifs ou simplifiés par saponification

. bruts ou purifiés par CL sur Tamis mol. ou Adsorbant
sont dissous dans le milieu de culture a concentration phénolique connue

. de 1072 a 1073 molaire

F -Protocole d'Analyse Chimique des Phénols

Molécules : 3 modalités
. Phénols totaux natifs
. Tannins condensés (Polyméres catéchiques)
. Aglycones Cinnamiques ou Benzoiques
Modalités d'extraction
. PTn : EtOH-H,0 (7/3), 3 x 30min sous reflux avec MBS
. TC : BuOH-HC1 (8/2) 2h au BM bouillant
. Ag. : KOH (16h 4°C) / Neutralisation / EtOAc
Déterminations Quantitatives
. PTn : Folin-Ciocalteu ou Bleu de Prusse (et Test Vanilline)
. TC : Spectrophotométrie directe & 540 nm
. Ag. : Folin-Ciocalteu ou Bleu de Prusse
Analyses Chromatographiques
. mode HPLC
. Colonne Reverse Phase C18 de type Nucléosil ou Ultrabase ou Hypersil
. Solvant : Acétonitrile - Eau - Acide Acétique (gradient linéaire)



II - Etude Analytique par HPLC des Extraits Phénoliques de Palmier

Les figures 1 et 2 récapitulent 1'information que nous avons obtenue sur des extraits de racines
ou de pseudobulbes
. traités par HPLC selon un systéme reverse phase C18
. avec suivi spectral continu de 1'élution a 1'aide d'un spectro. a barette de diodes.
La figure 1 présente une €élution chromatographique d'un extrait de pseudobulbes lue a 3 longueurs
d'onde différentes : 280, 320 et 350 nm. 1
L'information chromatographique est importante : plus de 40 signaux représentant les molécules
du métabolisme phénolique avec probablement en moyenne plus d'un molécule par pic chromatographique.
. L'information chromatographique est différente d'une longueur d'onde de lecture & 1'autre
cela est manifeste pour les lectures & 280nm et & 350 nm par exemple :
- la lecture & 280 nm privilégie la partie gauche du profil c'est a dire les composés les plus

hydrophiles alors que la lecture & 350 nm privilégie la partie droite du profil c'est & dire les
composés phénoliques les plus lipohiles.

‘ -2
La figure 2 montre quelques tracés spectrophotométriques obtenus au cours de 1'élution
chromatographique a 1'aide de la barette de diodes ; nous avons développé cette technique sur
1'ensemble des pics du profil et nous avons conclu que tous ces composés phénoliques pouvaient

étre décrits par 6 définitions physiques spectrophotométriques que 1'on peut traduire en familles
chimiques structurales :

le tracé A correspond a des dérivés cinnamiques probablement glycosylés

le tracé B correspond a des flavanones c'est a dire des précurseurs réduits des types D et E

le tracé C correspond aux représentants de la famille des esters chlorogéniques

- les tracés D et E correspondent a des composés flavoniques : flavones et flavonols respectivement.
Ces hypothéses structurales devront étre confirmées par une analytique phytochimique plus formelle.

1

La figure 1 permet de positionner ces familles phénoliques structurales sur 1'ensemble du profil
HPLC de 1'extrait de pseudobulbes. Ce profil se révéle avec une "bonne" logique physicochimique

puisque par ordre d'élution des composés les plus hydrophiles vers les composés les plus lipophiles,
nous trouvons :

la famille structurale "A" des dérivés cinnamiques
la famille structurale "D" des flavones

la famille structurale "B" des flavanones

la famille structurale "E" des flavonols

les représentants de la famille "C" ont une répartition plus diffuse, leur repérage sur le profil
lu & 320nm en témoigne.

III - Comparaison Analytique HPLC d'organes avec ou sans symptomes

La figure 3 permet de comparer a trois longueurs d'onde différentes des extraits phénoliques (méthode
d reflux par EtOH-Hp0 7-3) de racines et de pseudobulbes de Palmier a huile ; i1 s'agit de profils
HPLC obtenus dans les mémes conditions que précédemment puis normés et transcrits en profils “"batons"
a l'aide d'un logiciel graphique. Chaque information chromatographique initiale est exprimée en
% de la surface totale des pics du profil considéré.

Le profil des racines est beaucoup plus simple que celui des pseudobulbes, il est en particulier
pratiquement privé des composés les plus hydrophiles qui occupent la partie gauche dans chaque
cadre.

Cette méme figure autorise la comparaison d'organes prélevés sur des individus sains et d'organes
prélevés sur des individus montrant des symptomes de fusariose :

. Dans le cas des racines il n' y a aucune différence entre extrait réalisé & partir
d'un individu sain et extrait réalisé a partir d'un individu malade, et ceci quelque soit la longueur
d'onde de lecture.

. Dans le cas des Pseudobulbes, il existe de significatives différences semi-quantitatives

en fonction des spécificités d'absorption c'est a dire en fonction des familles structurales
phénoliques.



RACINES PSEUDOBULBES
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e.a. e.a. e.a.
HPLC (?) HPLC HPLC
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d.q. 540nm d.q. 540nm
Matériel Végétal -
A - Couples Tolérants Sensibles B - Avec ou Sans Inoculation
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77 96 Témoin Blessé NIB
119 165 Ind. Inoculé IB
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I1r.2.13. C. ABADIE

CHEMICAL RESISTANCE OF FELAEIS GUINEENSIS JACQ. SEEDS
TO FUSARIUM OXYSPORUM SCHL. ELAEIDIS

J. COREMANS-PELSENEER !, M. VANHAELEN ’, R. VANHAELEN-FASTRE °

l Laboratory of Parasitology, CP 400-14
Université Libre de Bruxelles, Faculté de Médecine, Route de Lennik, 808,
B-1070 Bruxelles

2 Laboratory of Pharmacognosy and Bromatology, CP 205-4
Université Libre de Bruxelles, Institut de Pharmacie, Bd Triomphe, B-1050
Bruxelles, Belgiumn

In the search for a simple test allowing to chek o0il palm
resistance to wilt, at an early stage of plant development, we
observed that the shell of the seeds contains different secondary
metabolites soluble in chloroform and ethanol which inhibit
F.oxysporum growth. The antifungal activity of the shell could
be utilized for the economic and ecological treatment of soils

highly contamined by F.oxysporum.



I1T1.2.14 I.J. OSAGIE SUMMARY

Physiological and biochemical responses to Fusarium
wilt disease by seedlings of two o0il palm progenies
inoculated with F. oxysporum f. sp. elaeidis were investigated.

Growth measurements indicate that the seedlings of
wilt-susceptible progeny showed greater degree of stunting
than the wilt-tolerant progeny. Examination of the bole =
tissues revealed occurrence of higher percentage vascular
discoloration and reisolation of the pathogen in the
wilt-susceptible seedlings than the wilt—tolerant seedlings.
Gravimetric measurements of fresh weight of root and bole
regions showed that the inoculated seedlings generally
exhibited decrease in fresh weight relative to the controls
and the relative decreases in fresh weight were more in the
susceptible seedlings.

Pectolytic and ceilulolytic enzyme activities were
detected in the roots and bole tissues of the inoculated
as well as control plants. However, greater enzyme
activities occurred in the tissues of inoculated susceptible
seedlings than the amounts in the control plants. The enzyme
activities tended to rise to maximum values during the early

stages of incubation before declining.





