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RESUME

En Afrique, la culture du palmier a huile est merapar la fusariose causée pasarium oxysporum
f. sp.elaeidis(F.o.e). Chez cette plante, I'activité antifongigles phytoalexines a été démontrée dans la lutte
contre ce champignon au cours des premiéres sesnaprés inoculation. L'objectif de cette étude asst
sélectionner des clones de palmier a huile réssstarr.o.e. sur la base de leur synthése phénoltue ce
faire, les racines blessées des plantules ont été inacpéie-.o.e et les non inoculés ont servi de tén@s
racines ont été prélevées a différents temps. kiaits racinaires des plantules ont été dosédepegactif
Folin Ciocalteu pour quantifier les phénols totaes ghlants inoculés (IT) et non inoculés (NI). Lésultats
ont montré que les clones résistants ont réagnfe¢tion dés le premier jour aprés inoculatiorr. &atre, les
clones sensibles ont réagi le cinquiéme jour. Aitidrae jour, la quantité de phénols baisse conaldément
chez les clones sensibles et augmente ou se stablilez les clones résistants. Ce résultat posemiir pour
la sélection des clones résistants a F.o.e avamida au point des marqueurs phénoliques de taérdn
palmier a huile a ce pathogéne.
© 2016 International Formulae Group. All rights mrged.
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ABSTRACT

In Africa, the cultivation of oil palm is threatathdoy Fusarium oxysporunf. sp. elaeidis which is
responsible of the fusarium. The antifungal acgtiaf phytoalexins was demonstrated in the fightirgjathis
fungus in the first weeks after inoculation of #hikpalm plant. However, the phenolic behavior ehsitive
and tolerant clones over time remains unclear. difjective of this study is to select resistantpalm clones
F.o.e. on the basis of their phenolic synthesigrtter to achieve this aim, the roots of the oifrpplants were
injured and inoculated with F.o.e. The uninoculadddpalm plants were used as the control. Thesrowmre
collected at different times. The root extractghaf oil palm plants were measured using the Folocélteu
reagent in order to quantify the total phenols @nésn both the inoculated (IT) and the non-inotada(NI)
plants. The results showed that the tolerant cloeasted to infection from the first day after intation. On
the other hand, the sensitive clones reacted ftieday. On the eighth day, the amount of phenas found
to be significantly lower in the susceptible clonkescontrast, the amount of phenols was foundetbigher or
stable in the resistant clones. This result coddused to select the resistant clones to F.o.erébefe
development of phenolic markers for oil palm plarféctions.
© 2016 International Formulae Group. All rights erged.
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INTRODUCTION

Le palmier a huile Elaeis guineensis
Jacqg.) constitue une ressource économique
importante pour ses fruits et ses graines dont
sont extraites I'huile de palme a partir du
mésocarpe de la pulpe de couleur rouge et
'huile de palmiste a partir des graines
décortiquées (Ataga et van der Vossz007 ;
Monde et al.,, 2008). Ces huiles sont plus
utilisées dans l'alimentation, la savonnerie et
en cosmétologie. En 2006, 1% des biodiesels
était produit a partir d'huile de palme et en
2010, elle fut Il'huile végétale la plus
consommée au mond¢FAO, 2013). En
Afrique tropicale, cette plante occupe une
position prépondérante dans la production
agricole, les échanges et la consommation de
corps gras (Aholoukpe et al., 2013).

Cependant, le palmier a huile reste
menacée par de nombreuses maladies. Parmi
lesquelles, la fusariose est celle qui revét plus
d'importance dans plusieurs pays africains
(Durand et al., 2002Rusli et al.2013). Cette
maladie est causée plamsarium oxysporurh
sp. elaeidis(F.o.e) Ascomycetgs(Diabaté et
al., 2013). L'agent pathogéne de cette
trachéomycose est un champignon tellurique
spécifique du palmier a huile. Celui-ci pénétre
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dans la plante par les racines blessées et, grace
a ses enzymes d'agression, il franchit les
barrieres épidermiques pour migrer de facon
ascendante le long du xyleme de maniére intra
et intercellulaire jusqu’au pseudobulbe; ce qui
provoque une accumulation de gomme dans
les vaisseaux du xyléeme. Ces gommes
peuvent obstruer entierement la lumiere du
vaisseau et bloquer complétement Ila
circulation de la séve, ce qui entraine un
dépérissement plus ou moins rapide des
palmiers atteints (Flood, 2006 ; Tengoua et
Bagkoumé, 2008). Cette maladie occasionne
la mort de plus de 70% des palmiers en
plantation (Cooper, 2011 ; Ntsomboh et al.,
2012). La méthode de lutte mise en place pour
faire face a ce pathogéne a été essentiellement
d'origine génétique; la lutte chimique étant
guasiment impossible a cause de lorigine
tellurigue du pathogéne. Cette lutte génétique
a consisté a sélectionner des variétés
résistantes a la maladie. Elle repose sur le
choix du matériel végétal résistant aprés un
test d'inoculation de l'agent pathogéne aux
plantules au stade prépépiniere (Allou et al.,
2003). En effet, le matériel testé est dit
résistant lorsque lindice de la maladie est
inférieur a 100 et sensible lorsque l'indice est
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supérieur a cette valeur (Ntsefong et al.,
2012). Cependant, cette méthode est
consommatrice de temps et utilise un nombre
important de matériel végétal. Or, des études
effectuées sur les mécanismes de défense du
palmier a huile a la maladie ont montré
'implication des composés phénoliques dans
la défense de cette plante contré-lesarium
oxysporunt. spelaeidis(Diabaté et al., 2010).
C’est pourquoi, la quantification des phénols
constitutifs et des phénols induits par
l'infection pourrait constituer une approche
utilisable pour la mise au point de test précoce
de dépistage de la résistance du palmier a
huile au F.o.e. Ce travail vise donc a
discriminer les clones résistants des clones
sensibles sur la base de leur niveau de
synthése de composés phénoliques apres leur
inoculation a F.o.e.

MATERIEL ET METHODES
Matériel
Matériel végétal
Le matériel végétal utilisé est composé
de plantules de 4 clones de palmier a huile
obtenues par multiplication végétativevitro
a la station de recherche de La Mé du Centre
National de Recherche Agronomique
(CNRA). Les quatre clones se composent de
deux clones résistantstMC 022 d’indice
(29) et LMC 77 d'indice (31) et de deux
clones sensibled:MC 88 d'indice (149) et
LMC 174 d’indice (138). Les plantules ont
été utilisées aprés deux mois de croissance au
stade prépépiniere.
Matériel fongique
Le matériel
d'une souche

fongique est composé
agressive  deFusarium
oxysporum f. sp. elaedis Ascomycétgs
maintenue dans la collection en cultures
monospores de la station de recherche de
Robert Michaux du CNRA de Dabou. Elle a
été isolée d'un palmier fusarié et nommée
mono 179 par le CNRA. Cette souche est
reconnue pour son agressivité et est
régulierement utilisée dans le cadre des tests
de sélection de croisement ou de clone
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résistant a la fusariose vasculaire du palmier a
huile en Céte d’lvoire.

Méthodes
Préparation de 'inoculum

Pour préparer I'inoculum, le mycélium
de la souche (Mono 179) régénéré sur milieu
de moisissure (milieu gélosé) a été prélevé
puis ensemencé sur milieu Armstrong (milieu
liquide) contenu dans des erlenmeyers. Aprés
cing jours d’incubation, 2 ml de la suspension
de spores ont été mis en culture dans des
boites de Roux contenant 100 ml du milieu
Armstrong et mis en incubation pendant huit
jours. Le contenu de ces boites broyé
constitue l'inoculum liquide (Diabaté et al.,
2012; Gbongué et al., 2012).
Technique d’inoculation

La méthode adoptée par Diabaté et al.
(2014), Gnancadja et al. (2015) a été utilisée
pour inoculer les plantules par la souche
pathogéne de F.o.e. Aprés deux mois de
végétation, deux lots de plantules ont été
constitués pour chaque clone. Les plantules du
lot essais ont été déterrées. Les racines de
chaque plantule ont été rincées a l'eau de
robinet puis trempées dans [linoculum
pendant une minute. Les plantes ont été
ensuite repiquées dans le terreau. Les racines
blessées ont constitué les points d'infection.
Les plantules du lot témoin nont pas été
inoculées ni déterrées.
Prélévement des racines

Les prélevements des racines a analyser
ont été effectués selon quatre délais
d’'incubation : TO, T+1jour, T+5 jours et T+8
jours aprés inoculation. Pour chaque délai
d’incubation, 5 plantules par clone ont été
prélevés par traitement. Les plantules ont été
déterrées, les racines ont été rincées a I'eau de
robinet, découpées et pesées. Elles ont été
conservées au congélateur a 4 °C pendant 48
heures avant [I'extraction des composés
phénoliques.
Extraction des composés phénoliques

La méthode d’extraction des phénols
utilisée est celle adoptée par Diabaté et al.
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(2009). Cette technique d’extraction permet
de libérer plus de composés phénoliques dans
la solution hydro-éthanolique. Les racines
prélevées ont été broyées dans de l'azote
liquide (-160 °C) et reprises dans un mélange
éthanol-eau (70-30 ; v/v). Ce mélange est
porté a ébullition sous vide. La solution
hydro-éthanolique obtenue est conservée au
réfrigérateur a 4 °C avant les dosages.
Quantification des composés phénoliques
totaux

La quantité de phénols contenus dans
les extraits racinaires est mesurée par la
méthode colorimétrique utilisant le réactif
Folin ciocalteu (Marigo, 1973). Ce réactif
permet de mesurer le potentiel
d’oxydoréduction des phénols. Les teneurs en
phénols des extraits hydro-éthanolique des
racines sont calculées en prenant Il'acide
chlorogénique comme référence et sont
exprimées en microgramme (ug) d’équivalent
d'acide chlorogénique par gramme (g) de
matiére fraiche (Diabaté et al., 2009).

Analyses statistiques

Les données obtenues ont été traitées
selon I'analyse de variance (ANOVA) a trois
facteurs a l'aide du logiciel Statistica version
7.1. Lorsqu'une différence significative est
observée (p <0,05), la variance est complétée
par la comparaison des moyennes a l'aide du
test de Student Newman-Keuls au seuil de 5%
pour la constitution des groupes homogénes.

RESULTATS

Les différentes méthodes adoptées ont
permis d'obtenir les résultats qui sont
présentés dans les Figures 1 a et bet, les
Figures 2 a et b. Ces différentes figures
présentent I'évolution des taux de phénols
totaux des extraits de racines des plantules
inoculés (IT) et non inoculées (NI)
respectivement des clones résistants LMC 022
(29) et LMC 77 B1) et des clones sensibles
LMC 88 (149 et LMC 174 (38 en fonction
des temps d'incubation des racines. La
réaction phénolique de défense de la plante
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représente la quantité de phénols constitutifs
et la quantité de phénols induits mesurés.
Réaction phénolique des clones de palmier a
huile résistants a la fusariose

Chez les clones résistants LMC 022 et
LMC 77 (Figure 1a et b), I'analyse statistique
de la teneur en phénols totaux des plants
inoculés (IT) par F.o.e et non inoculés (NI) a
indiqué quau temps T+ljour apres
inoculation, les plants inoculés ont réagi a
I'infection par I'augmentation de leur quantité
de phénols (3800ug/g pour LMC 22 et 4600
pna/g pour LMC 77 ) par rapport a celle des
plants non inoculés (3100 pg/g pour LMC22
et 3700 pg/g pour LMC 77). La quantité de
phénols synthétisés s’accroit de facon
réguliere jusqu’au huitieme jour pour le clone
LMC 22 (5000 pg/g). Concernant le clone
LMC 77, la quantité de phénols synthétisés
par les plants inoculés a atteint sa valeur
maximale dés le premier jour et est resté
stable jusqu’au huitiéme jour aprés
inoculation.

Réaction phénolique des clones de palmier
a huile sensibles a la fusariose

Chez les clones sensibles LMC 174 et
LMC 88 (Figure 2a et b), I'analyse statistique
de la teneur en phénols totaux des racines
réveéle qu’il 'y a pas de différence entre les
quantités de phénols synthétisés par les plants
inoculés et non inoculés a T + ljour aprées
inoculation. C'est au cinquiéme jour apres
inoculation qu’une forte synthése de phénols a
été observée chez les clones sensibles. La
guantité de phénols a été de 7000 pg/g chez
LMC 174 et 6000 pg/g chez LMC 88. Dans
les lots témoin, les quantités de phénols ont
été de 4250 pg/g et de 4200ug/g de matiére
fraiche respectivement pour LMC 174 et
LMC 88. Chez ces clones sensibles, une
baisse considérable de production de phénols
intervient au huitieme jour aprés inoculation
(4400 pg/g pour LMC 174 et 4000 pg/g pour
LMC 88).
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DISCUSSION

La réaction phénolique chez la plupart
des plantes face a Ilagent pathogéne
correspond a la résultante des phénols
constitutifs et induits dont certains sont des
phytoalexines (Benhamou et Rey, 2012). Ces
phytoalexines, synthétisées en réponse aux
attaques abiotiques ou biotiques peuvent
s'accumuler et participer activement a la
défense des plantdses résultats de ce travail
montrent que les clones résistants de palmier a
huile inoculés paFusarium oxysporuni sp.
elaeidis(F.o.e), ont réagi a l'infection un jour
aprés l'inoculation par une augmentation de
leur taux de phénols totaux. Cette
augmentation a été de 22% et de 31%
respectivement pour LMC 22 et LMC 77 par
rapport aux plants non inoculés. Cette réaction
précoce des clones résistants a [linfection
pourrait s’expliquer par le fait que la plante a
reconnu I'agent pathogéne. Cette

gloesporioides (Gogbeu et al., 2015). De
méme, les travaux de Clérivet et al. (2003) ont
mis en évidence la précocité de la synthese de
composés phénoliques chez I'espptaanus
occidentalis résistante a I'agent pathogéne du
chancre coloré Qeratocystis fimbriataf. sp.
platani) 32 heures aprés linfection. Les
travaux effectués par Diabaté (2008) ont
montré qu’apres infection de plants résistants
de palmier a huile au F.o.e, il y a une
accumulation significative et rapide de
composés a activité antifongique dans les
racines et les pseudobulbes au cours des
premieéres semaines. Ces composés ont inhibé
la progression du pathogene. Chez le palmier
a huile, ces substances antifongiques
composeées couramment appelées
phytoalexines, appartiennent a cing familles
de composés phénoliques de défense que
sont : les dérivés cinnamiques, les flavonones,
les flavones, les flavonols et les esters

reconnaissance a déclenché les mécanismes dechlorogéniques (Diabaté, 2008).

défenses de la plante qui ont conduit a la
synthése trés rapide des composés
phénoliques. Parmi ces composés accumulés,
certains peuvent agir directement sur I'agent
pathogéne par leurs actions antifongiques.
D’autres phénols peuvent intervenir dans la
synthése de la lignine pour renforcer les parois
pectocellulosiques. L'oxydation des phénols
par les polyphénoloxydases donne des
quinones qui sont toxiques pour I'agent
pathogéne. Au total, par ces différentes
actions, les phénols accumulés en réponse
rapide de [I'hdte peuvent restreindre le
pathogéne au point d’inoculation ou stopper
I'invasion des tissus de la plante (Jour@an
al., 2008). Ces mémes observations ont été
faites chez d'autres especes de plantes
notamment chez |'espéce résistante de la
vigne au champignorPlasmopara viticola
(Mondolot-Cosson et al.,, 1997) et chez le
manioc inoculé par Colletotrichum
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Chez les clones résistants de palmier a
huile, le taux de phénols totaux est resté élevé
pendant huit jours aprés inoculation, ce qui
pourrait permettre aux plants de maintenir la
résistance afin de neutraliser complétement le
champignon. A cet effet, les travaux de
Moestra et Grisebach (1982) stipulent que,
I'accumulation des phénols aprés infection de
la plante atteint trés rapidement des teneurs
élevées, supérieures a celles nécessaires pour
inhiber la croissance des pathogémesitro.
Mais la suppression de leur synthése par des
inhibiteurs  métaboliques conduit dans
guelques cas a une perte de la résistance.

Chez les clones sensibles de palmier a
huile, les plants inoculés ont réagi par une
forte synthése de composés phénoliques. Par
rapport aux témoins, l'augmentation des
phénols dans les racines des plants infectés a
été de 69,7% et 66,7% respectivement pour
les clones LMC 174 et LMC 88. Cependant,
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cette réaction a été tardive (5éme jour aprés cinquiéme jour aprés inoculation a été suivi
inoculation) et transitoire. En effet, les d'une baisse considérable de ces composés au
phénols synthétisés ont connu une baisse au huitieme jour aprés inoculation. Ces résultats,
bout de 8 jours. La synthése tardive et de ont permis de différencier les clones résistants
courte durée de ces composés de défenses ades clones sensibles a partir de leur réaction

favorisé chez ces clones sensibles,
l'installation et le développement de I'agent
pathogéne. Ce qui a conduit a la maladie. Ces
résultats confirment ceux obtenus par
Mondolot-Cosson et al. (1997) qui ont montré
que, chez l'espéce sensible de vigne a
Plasmopara viticola,la réaction phénolique
apparait le cinquiéme jour. Cette réaction
tardive n'a pas permis a la plante de lutter
efficacement contre le pathogéne. Ces mémes
résultats ont été obtenus par Clérivet et al.
(2003) chez I'espéceplatanus acerifolia
sensible a l'agent pathogéne du chancre
coloré. Chez les clones sensibles de palmier a
huile, les composés phénoliques induits apres
infection peuvent ne pas contenir les
substances de défense comme I'a montré
Trojaak et Berbec (2005). En effet, leurs
travaux ont montré que qualitativement, les
extraits alcooliques des tissus des plants
sensibles a un champignon n’ont pas d’effet
fongitoxique sur la croissanda vitro de ce
pathogéne.

Conclusion

La quantification des composés
phénoliques des racines de palmier a huile
avant et apres inoculation pafusarium
oxysporum f. sp. elaeidis, a permis de
comparer la réaction phénolique de quatre
clones de palmier a huile dont deux résistants
et deux sensibles. Il ressort de cette étude que
les clones résistants ont réagi a l'infection le
premier jour aprés inoculation par une
augmentation de leur taux de phénols totaux et
ont maintenu ce taux élevé au huitieme jour
aprés inoculation. Quant aux clones sensibles,
I'accumulation des phénols qui a eu lieu le
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phénoligue a [linfection fongique. Pour
compléter ce travail, des expériences visant a
l'identification des molécules réellement
impliqguées dans la défense du palmier a huile
doivent étre conduites.
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