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AVANT-PROPQOS

Cette étude, intitulée << Caractérisation morphologique et moléculaire d’une collection
d’isolats de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum (Atk.) Sn. et H. et identification de
marqueurs de résistance a la fusariose chez le cotonnier (Gossypium hirsutum L.) en Cote
d’Ivoire >> est le fruit d’une large collaboration impliquant quatre Institutions : le Centre
National de Recherche Agronomique (CNRA), I’Université Jean Lorougnon Guédé de Daloa
(UJLoG), I'Institut National Polytechnique Félix Houphouét-Boigny (INP-HB), et le Centre
de Coopération International en Recherche Agronomique pour le Développement (Cirad) de

Montpellier, en France.

Elle a été réalisée en partie dans le Laboratoire de Phytopathologie et de Biologie végétale a
I’INP-HB de Yamoussoukro et le Laboratoire de 1’Unité de Recherche en Génétique et
Epidémiologie Moléculaire (URGEM) a I’UJLoG de Daloa. Une autre partie a été réalisée sur
les plateaux de mycologie et génotypage de 1’Unité Mixte de Recherche (UMR) Agap Institut
du Cirad de Montpellier, en collaboration avec le CNRA qui a suivi toutes les activités de
cette thése.

Ces travaux pionniers dans I’utilisation des marqueurs moléculaire microsatellites (SSR) pour
I’étude de la diversité génétique de souches de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum ont
connu de nombreuses difficultés de mise au point des techniques. Néanmoins, les résultats
obtenus, sans étre exhaustifs, demeurent significatifs et intéressants, répondant a des questions
essentielles, posées dans le cadre d’une étude qui ébauche une problématique nouvelle de la

fusariose vasculaire chez le cotonnier, en Cote d’Ivoire.
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Introduction

Le cotonnier, plante tropicale appartenant a la famille des Malvaceae et au genre Gossypium,
est cultivé a la fois pour ses fibres et ses graines qui constituent des matieres premieres
indispensables pour les industries textiles et agro-alimentaires (Sunilkumar et al., 2006). Dans
les pays d’Afrique francophones de 1'0Ouest et du Centre, les superficies cotonniéres
représentent environ 3 % des surfaces cultivées. D'apres les statistiques du Comité Consultatif
International du Coton (International Cotton Advisory Committee), ces pays, avec plus de 2,5
millions de tonnes de coton graine et plus d’un million de tonnes de fibres obtenus au cours de
la saison 2017/2018, placent I’Afrique au 6°™ rang mondial pour la production de coton
graine (ICAC, 2018).
La culture cotonniére est une culture de grande valeur et d’une importance économique
considérable a 1’échelle mondiale. La fibre du coton est largement utilisée dans 1’industrie
textile comme matiére premicre, ce qui en fait I’un des matériaux les plus populaires pour les
vétements et autres produits textiles (Majumdar et al., 2019). La culture du coton joue un role
primordial dans 1’épanouissement socio-économique des populations des zones de production.
En effet, de par sa modernisation, elle permet le développement de I’agriculture dans les
zones cotonniéres (Basset, 2002). Elle contribue également a 1’amélioration du cadre de vie
des communautés rurales, & 1’organisation des mouvements coopératifs et a 1’expansion
industriel (Aiwa, 2015 ; Rathore et al., 2015).
Depuis son introduction en Cote d’Ivoire en 1902 (Cavana, 2002; Dugue et al., 2004), la
culture cotonniere constitue une source majeure de revenus pour les communautés agricoles
du Nord et du Centre ou elle couvre plus de 444 870 ha et occupe plus de 132 419 petits
producteurs, pour une production estimée a 539 623 tonnes durant la campagne 2021/2022
(ICAC, 2022). La culture du coton représente 7 % des recettes d’exportation de la Cote
d’Ivoire. Le coton se classe au quatriéme rang des exportations apres le cacao, le café, la noix
de cajou et contribue pour 1,7 % au PIB (ICAC, 2021). La Céte d’Ivoire exporte plus de 90 %
de sa production de coton fibre. Elle a occupé la 2° place des pays producteurs africains au
sud du Sahara au cours de la campagne 2020/2021 apreés le Bénin (PR-PICA, 2021).
Cependant, malgré leur contribution dans les économies ivoiriennes, les productions
cotonnieres sont confrontées a plusieurs contraintes biotiques et abiotiques. Les principales
contraintes abiotiques, tels que la sécheresse, la chaleur, le froid, la salinité et les inondations,
peuvent avoir un impact significatif sur le rendement du coton. Ces facteurs
environnementaux non vivants peuvent entraver la croissance et le développement de la

plante, entrainant des pertes de récolte potentielles.
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Les stress biotiques du cotonnier sont les effets néfastes causés par des organismes nuisibles
tels que les ravageurs et les mauvaises herbes ainsi que les maladies, qui affectent
négativement la croissance et le rendement de la culture du cotonnier. En effet, les cultures
subissent une forte pression des insectes ravageurs (lépidopteres, piqueurs-suceurs et
émergence de nouveaux nuisibles) et des maladies infectieuses. Les pathogénes qui causent
des maladies du cotonnier comprennent des champignons, des bactéries et des virus (Abo,
2005). Au rang des maladies, la phyllodie ou virescence, due a un mycoplasme transmis par
Orosius cellulosus, la fonte des semis causée par des champignons du sol tels que Rhizoctonia
et Pythium, la trachéomycose ou wilt ou encore fusariose vasculaire, causée par Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum sont les plus notifiées en Cote d’Ivoire. Parmi les maladies du
cotonnier, la fusariose vasculaire est potentiellement la plus importante (N’Goran et al.,
2016). Elle a été initialement identifiée aux Etats-Unis en 1892 (Armstrong et al., 1942) et
depuis cette maladie a été frequemment rapportée dans diverses zones des Etats-Unis et

semble étre présente dans toutes les zones de productions de coton (Cauquil, 1986).

En Afrique de I’Ouest, notamment en Cote d’Ivoire, la fusariose du cotonnier constitue I’une
des principales raisons de pertes de rendement, estimées entre 15 et 25 % (Sayegh, 2009).
Lors des années défavorables, une infection non ou mal maitrisée peut provoquer des pertes
de rendement dépassant 50 % et parfois la quasi-destruction du potentiel productif (Sayegh,
2009). Les dégats peuvent étre plus importants, particulierement lorsque les conditions
climatiques et édaphiques sont favorables au développement de la fusariose. Ces effets varient
selon les facteurs environnementaux, la capacité de résistance des variétés cultivées, le
potentiel d’inoculum dans le sol, la prolifération de nématodes phytoparasites, 1’utilisation des
engrais chimiques et I’application de traitements phytosanitaires. En raison de la fusariose, les
surfaces cultivées peuvent étre réduites, notamment lorsque les terrains sont contaminés. Par
ailleurs, le champignon persiste longtemps dans le sol, méme aprés plusieurs années de
jachere, ce qui oblige souvent les agriculteurs a abandonner ou déplacer leurs plantations sur
des terrains non infectés pour limiter les dégats (CNRA, 2025). Par conséquent, les pertes
agricoles les plus considérables sont constatées dans les zones ou les méthodes culturales et
les dispositifs de contréle sont déficients (Zerbo et al., 2024). Plusieurs moyens de lutte contre
la fusariose sont déja connus et exploités. Il s’agit de la lutte chimique qui est la plus
couramment utilisée. Cette méthode consiste en 1’application de fongicides pour limiter le

développement du champignon.
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Cependant, elle est souvent codteuse, son efficacité curative reste limitée et de plus en plus
pris en compte pour des problématiques de toxicite, de pollution environnementale, de santé
et méme de dégradation de la biodiversité (Faurie et al., 2009). La lutte variétale, qui est
considérée comme le moyen le plus efficace et pratiquement le seul viable pour lutter contre
la fusariose du cotonnier. Cette méthode consiste a utiliser des variétés de cotonnier
résistantes ou tolérantes a la maladie, ce qui permet de limiter les dégats importants de la
trachéomycose (Khan, 2023). Ce pendant, la durabilité de la résistance génétique des variétés
dépend de la variabilité morphologique, génétique et du pouvoir pathogéne du champignon
(Singh & Sharma, 2022). Dans ce contexte, il apparait nécessaire de connaitre la structure et
les relations génétiques des populations de pathogenes en utilisant de nouveaux outils
moléculaires d’étude. En effet, les méthodes moléculaires permettent d’explorer la variabilité
naturelle existante au niveau de I’ADN. Les marqueurs qu’elles générent, étant indépendants
de la sélection de I’hote, elles permettent une étude de la biodiversité a partir de leurs
caractéristiques génétiques. En outre, les marqueurs moléculaires peuvent aider a identifier
des genes ou des régions du génome des plantes, responsables de leur résistance aux
pathogenes. Les resultats de telles études pourraient étre utiles dans les programmes
d’amélioration génétique du cotonnier a travers la sélection assistée par marqueurs pour
développer des variétés résistantes stables pour une agriculture durable.

Les travaux de cette these rentrent dans le cadre des activités de recherche conduites par le
programme coton du CNRA. Ces travaux ont pour objectif général de contribuer a améliorer
la productivité du cotonnier par 1’identification de génotypes résistants dits de contournement
des souches virulentes du F.oxysporum f.sp. Vasinfectum.

11 s’agissait de fagon spécifique de :

- caractériser la morphologie des isolats de F. oxysporum f.sp. vasinfectum ;

- caractériser la pathogénicité des isolats de F. oxysporum f.sp. vasinfectum ;

- évaluer la diversité génétique des isolats de F. oxysporum f.sp. vasinfectum ;

- identifier des marqueurs génétiques de résistance a F. oxysporum f.sp.vasinfectum.

Le présent mémoire est articulé autour de trois parties : la premiére est consacrée a une revue
bibliographique relative aux généralités sur le cotonnier et les fusarioses. La seconde partie
décrit I’approche méthodologique en donnant un apercu du matériel et des méthodes utilisés
pour réaliser le travail. Les résultats obtenus sont ensuite présentés et discutés dans la

troisieme partie, suivie de la conclusion et des perspectives.



PREMIERE PARTIE : GENERALITES



Généralités

1.1. ORIGINE DU COTONNIER ET CULTURE

1.1.1. Origine et répartition géographique

Le genre Gossypium proviendrait d’un phylum ancestral désormais éteint, qui se serait
différencié il y a plus de cent millions d’années en divers groupes génomiques, sous 1’effet
d’une pression de sélection liée a la dérive continentale (Wendel & Cronn, 2003).

Le cotonnier est une dicotylédone arbustive appartenant a la famille des Malvacées, cultivee
depuis des millénaires dans plusieurs régions du monde. Il est originaire de 1’Inde ou il avait
¢té domestiqué depuis de longues dates et ou il demeure aujourd’hui trés largement cultivé
(CNRA, 2006).

Le cotonnier est répandu dans les zones tropicales (Afrique, Amérique du Sud et Centrale,
Asie du Sud-Est), les zones désertiques (Asie Centrale, Moyen Orient) ou la culture peut étre
irriguée et dans les pays tempérés (Chine, Europe, Etats-Unis) (Bouchaud, 2020). A 1’état
sauvage, on note une vingtaine d’espéces du genre Gossypium. A partir de ces espéces, de
nombreuses varietés cultivees ont été créées par hybridation et par mutation (Konan &
Mergeai, 2007). Les premiéres cultures de cotonnier en Afrique datent du XVII® siécle,
époque a laquelle 1’espéce Gossypium barbadense L a été introduite (Elsa & Magdalena,
2019). Cette espéce a été introduite en Cote d’Ivoire a la fin du XVIII® siecle (Mahdavi, 1997)
et a longtemps ¢été la plus cultivée. L’introduction de la variété Allen et des techniques
culturales qui lui sont associées a marqué le démarrage d’une agriculture moderne et
productive qui a été a la base, a partir de 1960, du développement économique des zones de
savanes de la Cote d’Ivoire (Hau, 1988).

1.1.2. Systématique

Le cotonnier comprend quatre sous-genres, Gossypium subg. Gossypium, Gossypium subg.
Houzingenia, Gossypium subg. Karpas et Gossypium subg. Sturtia. Le genre Gossypium
comprend 45 especes diploides (2n = 2x = 26) et sept especes tétraploides (2n = 4x = 52)
(Viot & Wendel, 2023).

Le nombre de chromosomes dans la cellule reproductrice du cotonnier (Gossypium L.) est n =
13. Parmi ces especes, seules quatre (Gossypium herbaceum, Gossypium arboreum,
Gossypium hirsutum et Gossypium barbadense) ont été domestiquées et sont cultivées pour
leurs fibres (Parry, 1982) :
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e Les espéeces diploides, G. herbaceum et G. arboreum sont désignées comme les
cotonniers de 1I’ancien monde, et sont généralement reconnues comme ayant des fibres
de qualité inférieure (fibres plus courtes et épaisses) que les espéces tétraploides
cultivées.
e Les espéces tétraploides, G. barbadense et G. hirsutum, sont appelées "cotonniers du
nouveau monde" (Chen et al., 2007 ; Zhang et al ., 2008 ; Jabran et al., 2019 ; Saleem
et al., 2020).
La position systématique du cotonnier selon I’Inventaire National du Patrimoine Naturel

(INPN, 2018) et le Systéme d’Information Taxonomique Intégré (ITIS, 2019) est la suivante:

Regne : Plantae

Embranchement : Tracheophyta
Sous-embranchement : Angiospermes
Classe : Equisetopsida

Sous classe : Dialypétales

Ordre : Malvales

Famille : Malvaceae

Tribu : Gossypieae

Genre : Gossypium

Espéces : G hirsutum, G.arboreum, G.barbadense...

1.1.3. Description générale de la plante
1.1.3.1. Morphologie du cotonnier

Le cotonnier (Figure 1) est une plante avec une morphologie complexe, cultivée
annuellement, en raison de la nature indéfinie de sa croissance (Mauney, 1984). Cette
morphologie se distingue par une forte variation (polymorphe), non seulement entre les
différentes especes, mais également au sein d'une méme espece sous l'effet des conditions

climatiques (Dakouo, 1994).
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Figure 1: Plants de cotonnier présentant une tige, des branches, des feuilles et des fleurs

Une description de la morphologie du cotonnier prend en compte les différentes parties qui la
composent (Figure 2)

* Systeme racinaire

La radicule évolue en racine pivotante, de taille variable, pouvant atteindre jusqu’a 3 m de
profondeur dans le sol. Les ramifications latérales constituées des racines secondaires, qui
partent du pivot, et de racines tertiaires, se terminant par une zone pilifére, constituée de poils
absorbants, zone d’entrée des éléments nutritifs.

* Port et ramifications

La tige principale est dressée. Sa croissance est apicale et persistante. En général, les
ramifications végétatives partent de la base. Les ramifications porteuses de fruits se situent

plus haut.
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Figure 2: Schéma d'un plant de cotonnier (Dakouo, 2012)

* Structure foliaire

Plusieurs types de feuilles sont observés chez le cotonnier :

- les feuilles cotylédonaires comprennent une lame foliaire de forme irréguliérement
réniforme accompagnée d'un pétiole ;

- les deux feuilles inférieures ont un limbe généralement entier ou Iégerement denté, lancéolé ;
- les feuilles supérieures montrent un polymorphisme assez marqué au sein d’une méme
plante ; elles sont palmément lobées et se développent sur des rameaux portés par la tige

principale suivant une spirale réguliére.
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A laisselle de la feuille, ’on trouve deux bourgeons axillaires, dont un se developpe en
formant une branche, tandis que l'autre restant en réserve en cas d’avortement du premier.

* Structure florale

Le bourgeon floral se forme sur les ramifications sympodiales sous forme de petites structures
pyramidales vertes appelées "square”. A maturite, la fleur comprend (Figure 3):

- d'un pédoncule, parfois long, attaché a une branche fructifére (branche fertile) ;

- de trois bractées présentant des bords plus ou moins dentées ;

- d'un calice gamosépale pentasepale (cing sepales soudés) ;

- d'une corolle dialypétale formée de cinq pétales indépendants, dont la coloration variant
suivant les especes;

- d'un androcée, monadelphe, composé d'au-moins dix étamines a anthére uniloculaire avec du
pollen de couleur jaune, de forme sphérique et orné de petites épines (échinulé) ;

- d'un gynécée a ovaire supere formeé de 3 a 5 carpelles, chacun contenant 6 a 12 ovules.

Figure 3: Jeune fleur du cotonnier

A : Bouton floral ; B): Fleur ouverte

* Fruits

Les fruits du cotonnier sont des capsules (Figure 4). La forme et la grosseur de ces capsules
différencient chaque variété. A l'intérieur, se développent les graines, au nombre de 6 a 12 par
loge, recouvertes de fibres. Elles ont une forme ovoide ou en forme de poire et recouvertes de
poils appelés soies ou lint. Elles possédent également des poils plus courts appelés duvet, fuzz
ou linter. Ce duvet peut étre de couleur blanche, grise, verte, brune, etc.

La coque de la graine est noire. Selon Bourely (1991), la graine contient, a I’ouverture de la
capsule, des substances de réserves. Elle est composée principalement de proteines (30 a 40
%) , huiles (30 a 40 %), glucides (1,9 a 2,1 %).

10
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Figure 4: Fruits du cotonnier

A : Capsule verte; B : Capsule montrant la fibre de coton

1.1.3.2. Biologie et physiologie du cotonnier

Le cotonnier est une plante a cycle annuel avec une croissance continue, nécessitant
adaptation aux exigences d'une culture annuelle. Ce type de culture convient pour répondre a
plusieurs contraintes. Ces exigences découlent de la nécessité de d’interrompre les cycles
parasitaires, & introduire la culture dans une rotation des cultures et son déploiement dans des
zones ou le cotonnier ne tolérerait pas les conditions hivernales ou la sécheresse saisonniére
(Ducene, 2019). Le cotonnier répond dans sa généralité a celle de nombreuses plantes
dicotylédones, avec quelques particularités originales. 1l est une plante monoique
hermaphrodite, c'est-a-dire que I'on retrouve sur la méme fleur a la fois I'appareil reproducteur
male (I'androcée) et femelle (le gynécée). Son mode de reproduction est préférentiellement
autogame, mais avec des taux d'allogamie pouvant atteindre 50 % dans certaines régions selon
la densité des insectes pollinisateurs (Lawson, 2008). La floraison chez le cotonnier progresse
du bas vers le haut et de l'intérieur vers l'extérieur de la plante. La vitesse de floraison
augmente avec un climat sec et chaud et reste généralement uniforme pour une condition
climatique donné. La perte prématurée des fleurs est un phénoméne important chez le

cotonnier, qui peut étre d'origine parasitaire ou physiologique (Sekloka et al., 2016).

1.1.4. Cycle de développement du cotonnier

La plante est naturellement autogame, mais selon la densité des cultures et des insectes
pollinisateurs, le taux d’allogamie peut varier de 0 a 50 %. Le cotonnier est donc considéré
comme eétant semi-autogame (CNRA, 2024). En général, le cycle de developpement du
cotonnier, du semis a la récolte, varie de 150 a 175 jours selon les variétés de cotonnier, les
zones agro-écologiques et les dates de semis (CNRA, 2006). L’on distingue trois stades de

développement, dont les durées dépendent des conditions climatiques (Figure 5) :

11
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— la levée de semis : elle survient environ cing jours aprés le semis et est suivie de 1’étalement
des cotylédons, qui dure environ dix jours;

—le stade végétatif : il correspond au développement du plant depuis 1’apparition des
premiéres feuilles jusqu’a I’ouverture de la premiére fleur (une cinquantaine de jours apres le
semis) ;

— le stade fructifére : il comprend la floraison, la formation et la maturation des capsules. La
floraison commence au premier nceud de la premicre branche fructifére et se poursuit en
progressant sur la branche immédiatement supérieure et d’un nceud a I’autre, le long des
branches. Les fleurs fécondées donnent des capsules qui mettent trois a quatre semaines pour
atteindre leur taille définitive ; puis deux a trois semaines pour dessécher et s’ouvrir en

laissant apparaitre le coton graine (Soro, 2022).

|

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 jours

—p '

Levée Stade végétatif Stade fructifére

Figure 5: Cycle de développement du cotonnier (Kouadio, 2025)

Le cycle du cotonnier s’articule aussi en cing phases clairement différenciées :

- la phase de la levée qui peut durer de 6 a 10 jours, est celle qui va de la germination a
I'étalement des cotylédons ;

- la phase plantule qui peut durer de 20 a 25 jours, est celle qui part de I'étalement des
cotylédons au stade 3 - 4 feuilles ;

- la phase de préfloraison qui peut durer de 30 a 35 jours, est celle qui part du stade 3 - 4
feuilles au début de la floraison ;

12
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- la phase de floraison qui peut durer de 50 a 70 jours;
- la phase de maturation des capsules qui peut durer de 50 a 80 jours.
En somme, la durée moyenne du cycle est de 166 jours dans les conditions optimales et de
205 jours dans un environnement moins favorable. La durée du cycle fluctue également en

fonction des variétés.

1.1.5. Besoins nutritionnels du cotonnier

La croissance du cotonnier dépend de son approvisionnement en carbone, en éléments
minéraux et en eau (Kouyaté et al., 2023).

L'apport en carbone est issu de la photosynthése. La nutrition minérale est garantie par
I'apport de nombreux éléments minéraux. Six éléments majeurs (N, P, K, S, Ca et Mg) et
plusieurs microéléments (Bo, Cl, Zn, Fe, Mn, Mo, et Cu) attirent l'attention de I'agronome ;
tous indispensables au fonctionnement spécifique dans la physiologie des plantes.

Les exigences hydriques changent selon le stade de croissance de la plante et des paramétres
climatiques, principalement la luminosité et I'hnumidité atmosphérique propres a chaque phase
de son cycle de développement. Du point de vue théorique, 400 a 500 mm d'eau devraient
suffire pour permettre au cotonnier de réaliser son cycle ; mais en pratique, en raison des
différentes pertes, cette quantité peut éventuellement étre estimée a 700 mm (Kouyaté et al.,
2023).

1.1.6. Ecologie du cotonnier

Le cotonnier est une plante héliophile qui exige beaucoup de lumiere et de chaleur, en
fonction des différentes phases de son cycle. Sa croissance est possible entre 14 et 38 °C. Il se
développe mieux sur les sols profonds, perméables et assez homogénes (Soumaré et al.,
2020). Les sols fertiles et bien drainés favorisent sa croissance. C’est pourquoi, les sols
limono-argilo sableux ou limono-sablo argileux sont les plus indiqués pour sa culture. 1l tolére
les sols acides et alcalins mais se développe mieux sur les sols dont le pH est compris entre 6
et 7. Les sols engorgés d’eau lui sont défavorables. Les besoins en eau du plant durant le cycle
végétatif sont compris entre 600 et 800 mm d’eau bien repartis sur le cycle cultural (Soumaré

et al, 2020).

13
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1.1.7. Importance socio-économique

La production cotonniere africaine se structure autour de trois principaux bassins de
productions (Tableau I). Cependant, en termes de volumes et d’importance économique, ce
sont surtout les bassins d’Afrique de 1’Ouest et du Centre qui dominent la scéne continentale
(Mamy et al., 2020). Le bassin ouest-africain est le plus important, avec 60 % de la
production cotonniére du continent. La zone CFA, qui regroupe plusieurs pays d’Afrique de
I’Ouest, est aussi citée comme un des principaux exportateurs mondiaux de coton, avec une
production qui a connu des fluctuations mais reste dominante en Afrique (Ilhem et al., 2004 ;
Mamy et al., 2020). La culture cotonniere exerce une influence déterminante sur le
développement socio-économique des régions de productions, d’autant plus qu’elle fut la
premiere culture de rente adoptée et qu’elle constitue encore aujourd’hui la principale, voir
I’unique culture commerciale, aux c6tés de productions vivrieres essentiellement orientées a
I’autosuffisance. Le coton est désormais identifié comme le principal moteur du
développement des savanes d’Afrique subsaharienne, en raison des profondes transformations
qu’il a provoquées dans le monde rural, notamment a travers 1’organisation des producteurs,

le commerce, I’emploi, le transport, 1’éducation et la santé (Mamy et al., 2020).

Tableau | : Productions comparées dans les grands bassins cotonniers africains (Mamy et al.,
2020)

Pays Production Rendement
annuelle (2022- moyen (Kg/ha)
2024)
Bassin cotonnier Bénin, Mali, Burkina Faso, 390 000-600 000 800 a 1000 Kg/ha
d’Afrique de I’Ouest Cote d’Ivoire, Togo, t/pays
Sénégal
Bassin cotonnier Cameroun, Tchad, 300 000-350 000 1500
d’Afrique Centrale République centrafricaine t/pays
Bassin cotonnier Egypte, soudan <200 000 t/pays Variable
d’Afrique de I’Est
AFRIQUE TOTAL 1 020 000

La culture du coton revét une grande importance pour de nombreux pays en raison de ses
répercussions sociales et économiques, aussi bien dans les secteurs agricoles qu'industriels. Le

cotonnier fournit la fibre textile naturelle la plus utilisée au monde.

14



____________________________________________________________________________________________ Généralités
Cependant, ses avantages vont bien au-dela de la seule production textile. Le coton représente
une valeur économique et sociale majeure pour les pays africains producteurs, notamment
ceux de la zone du franc CFA (Berti et al., 2006).

Initialement considéré comme une culture de « case » en Cote d’Ivoire, le cotonnier a connu
un intérét spéculatif a partir de 1959, avec 1’amélioration des techniques culturales, la
protection des cultures et I’introduction de variétés plus productives. Les effets conjugués de
I’augmentation des superficies et des rendements en coton-graine ont porté la production
nationale de 69 tonnes en 1960 a un niveau record de 402 367 tonnes de coton-graine en
1999, avant de chuter a 167 800 tonnes en 2009, du fait de la crise militaro-politique (Doffou,
2013). Pour la campagne 2020-2021, la production de coton-graine dans le pays a atteint 527
000 tonnes (ICAC, 2020). En fonction des années, le coton constitue entre 5 et 10 % des
exportations du pays et génére annuellement un chiffre d’affaires de 1’ordre de 120 milliards
de francs CFA, dont 70 a 80 % en devises (ICAC, 2020). La culture du coton constitue la
principale source de revenus des agriculteurs des zones de savane en Coéte d’Ivoire (Ochou et
al., 2001). Des acteurs agro-industriels et commerciaux, réunis au sein de I’interprofession de
la filiére coton et incluant des Organisations Professionnelles Agricoles (OPA) affiliées a des
faitieres (Ivoire coton, COIC, SECO, CIDT, etc.), ont créé des emplois, contribuant ainsi a
I’amélioration des conditions de vie et au développement d’infrastructures sociales et
communautaires (pistes, centres de santé, écoles) dans les régions nord de la Cote d’Ivoire. La
culture du coton a également favorisé les premiers développements industriels dans les
régions des savanes avec des usines d’égrenage (Bouaké, Mankono, Séguéla, Boundiali,
Dianra, Ferkessédougou...), de filatures et d’huileries de graine (Bouaké, Korhogo, Dimbokro
Agboville et Ouangolodougou).

L'exploitation du cotonnier ne se réduit plus uniquement a la production de fibres, puisque la
graine est devenue une source importante de matieres premieres alimentaires pour I'nomme et
le bétail. L'huile extraite des graines de coton est utilisée aujourd’hui comme de 1'huile
alimentaire notamment en Afrique et en Asie centrale, mais aussi dans de nombreux domaines
non alimentaires comme les produits de beauté ou 1’apprét des cuirs. Elle est aussi employée
comme matiere premiére dans l'industrie de la savonnerie, ou pour le fonctionnement de
certains types de moteurs, comme cela a été expérimenté au Mali et au Tchad (Texier, 1996).
Tandis que les tiges trouvent une application dans 1’industrie papetiere, ce qui en fait une
plante polyvalente (Munir et al., 2020). De plus, les tourteaux de coton représentent une
source protéique de qualité (teneur en protéines environ 50 %), pour l'alimentation animale,

constituant ainsi un élément clé pour la modernisation de I'élevage.
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1.1.8. Utilisation des produits du cotonnier et systéme d’encadrement de la production
1.1.8.1. Utilisation des produits du cotonnier

Chaque composant de la graine de coton trouve une utilité, que ce soit dans I’industrie ou

[’alimentation.

Le duvet recouvrant les graines, composé de courtes fibres cellulosiques, est utilisé pour la
fabrication de feutres, de garnitures en literie, ainsi que d’ameublement et d’automobile, de

compresses, de gazes, de coton hydrophile, de méches, de fils pour tapis.

La fibre est une source de cellulose utilisée pour la fabrication des billets de banque qui sont
faits a 100 % de fibre de coton. L’on extrait aussi des dérivés alimentaires (fibres diététiques,
¢épaississants, excipients...). En raison de ses multiples usages, le linter est également présent

sur le marché international.

La coque de la graine peut étre brilée pour géneérer 1’énergie requise par les huileries. Elle sert
également d’aliment pour le bétail ou pour la fabrication de produits synthétiques destinés a

I’industrie chimique.

L’amande de la graine contient un pigment toxique, le gossypol, qui est éliminé, par des
méthodes traditionnelles ou industrielles mais trés riche en huile et en protéines. L’huile de
coton est la sixieme huile végétale la plus consommée dans le monde mais, elle supporte
moins bien la chaleur que les autres huiles couramment utilisées. Dans certains pays
producteurs de coton (Mali, Tchad, Burkina Faso, Togo...), I’huile extraite du coton constitue

la principale source de consommation d’huile alimentaire.

La pulpe résiduelle aprés extraction de I’huile est convertie en tourteaux destinés a nourrir les
ruminants (beeufs et moutons, seuls animaux capables de détoxifier le gossypol au cours de
leur digestion). Leur teneur en protéines est élevé (jusqu’a 49 % de la matiére séche) : de 3a 6
fois supérieure a celle des céréales et jusqu’a 20 fois plus que certains fourrages. C’est
également la source végétale la plus concentrée en phosphore. Les tourteaux sont aussi
employés dans d’autres usages agricoles, notamment comme fertilisants ou substrats pour la

culture des champignons. Les tourteaux font objet d’'un commerce international.
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1.1.8.2. Systéeme d’encadrement de la production

La zone de culture du cotonnier s’étend sur environ 25 Départements situés au Centre et au
Nord de la Cote d’Ivoire, caractérisés principalement par une végétation de savane et un
systeme agricole traditionnel, parfois amélioré par 1’emploi d’équipement plus ou moins
moderne (traction animale, matériel motorise).

De nombreuses variétés cotonnieres développées par le CNRA sont diffusées par les sociétes
cotonnieres, qui fournissent les semences aux producteurs. L’innovation agronomique et la
protection phytosanitaire se manifestent par des essais multi-sites sur les postes d’observation
(PO) et en conditions réelles. Cette opération est conduite par le département de recherche et
développement des sociétés cotonnieres ainsi que par le CNRA. Elle a pour cadre des postes
d’observation et des localités de tests en milieu paysan (Découla et al., 2018).

La production de coton, en Céte d’Ivoire, est le fait de petits producteurs qui opérent sur des
surfaces réduites de 3 a 20 ha. La culture du coton est a la base des systemes de cultures
pratiquees. Il représente en moyenne 40 % des assolements, tandis que 60 % sont consacrés
aux cultures vivrieres. La production de coton-graine a connu une progression significative,
augmentant de 30.000 tonnes, en 1971 & 261.000 tonnes a la campagne 1991, avant
d’atteindre des niveaux record en 2000 et 2003 avec plus de 400.000 tonnes. Le nombre de
planteurs est passé de 50.000 en 1970 a plus de 200.000 en 2005. La population, directement
ou indirectement, concernée par cette activité est estimée a 3,5 millions de personnes (Aiwa,
2015).

La compagnie Ivoirienne pour le Développement des Textiles (CIDT) était chargée de
I’encadrement de la production cotonniere en Cote d'lvoire, depuis sa création, en 1974
jusqu’a 1998, année de sa privatisation (Découla et al., 2018). De nos jours, I’encadrement de
la production de coton-graine et sa commercialisation sont assurés par sept sociétés : CIDT
résiduelle, lvoire Coton, COIC, SECO, Global Cotton, SICOSA. Elles ont des champs
d’action qui s’étendent sur une zone de développement d’environ 201 693 km? (Découla et
al., 2018). La répartition des zones de culture par société cotonniére est illustrée par la figure
6.
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Figure 6: Carte des zones de sociétés cotonniéeres en Cote d’Ivoire (Découla et al., 2018)

1.1.9. Contraintes liées a la croissance de la production cotonniére en Cote d’Ivoire
1.1.9.1. Ravageurs du cotonnier

En Afrique de 1’Ouest, une des principales contraintes a 1’amélioration du rendement en
culture cotonniére est la présence d’insectes ravageurs (Brévault et al., 2019). Au moins 200
espéces de ravageurs ont été recensées, sur lesquelles seulement quelques-unes nuisent
réellement au coton (Brévault et al., 2019).

En absence de protection, les pertes de récoltes se situent entre 50 et 90 % de la production
potentielle (PR-PICA, 2018).

En Afrique de 1’Ouest, le coton bénéficie d’un suivi parasitaire intégré sous régional, dans le
cadre du Programme Régional de Protection Intégré du Coton en Afrique (PR-PICA) qui se
réuni annuellement en collogue scientifique. Ainsi lors de chacune de ces sessions, différentes
communications sont faites sur 1’efficacité des programmes de lutte antiparasitaires vulgarisés
dans les pays membres (Bénin, Burkina Faso, Mali, Sénégal, Cote d’Ivoire et Togo) (PR-
PICA, 2019).
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Les ravageurs rencontrés sont essentiellement :

- Les lépidoptéeres phyllophages, Figure 7A (Anomis flava Fabricius) ; ce sont des
chenilles défoliatrices qui attaquent les organes floriféres et fructiferes du cotonnier ;

- Les lépidopteres carpophages endocarpiques, Figure 7B (Pectinophora gossypiella
Saunders) ; ils pénétrent dans 1’organe fructifére deés son éclosion et détruient
plusieurs loges de la capsule attaquée;

- Les lépidoptéres carpophages exocapiques, Figure 7C (Helicoverpa armigera
Hibner) ; c’est le groupe le plus dangereux, ils s’attaquent aux boutons floraux, aux
fleurs et aux capsules.

- Les aleurodes piqueur-suceurs, Figure 7D (Bemisia tabaci Gennadius) ; ces insectes
sont des vecteurs de maladies du cotonnier

- Les acariens piqueur-suceurs, Figure 7E (Polyphagotarsonemus latus Banks) ; c’est
I’espece la plus courante. Elle provoque habituellement une déformation des organes ;

- Les jassides piqueur-suceurs, Figure 7F (Jacobiella spp) ; elles s’attaquent aux
feuilles, provoquant ainsi le jaunissement des bordures des feuilles

- Les pucerons piqueur-suceurs, Figure 7G (Aphis gossypii Glover); ces insectes sont
des vecteurs de maladies du cotonnier et provoquent aussi des dégats directs par la
ponction de la séve élaborée

- Les punaises piqueur-suceurs, Figure 7H (Dysdercus volkeri Schmidt); elles
endommagent les feuilles, rameaux, tiges et capsules, entrainant I’apparition de
chancres bruns ou moirs. (PR-PICA, 2019).
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Figure 7: Principaux ravageurs du cotonnier (Koné et al., 2019)

A: Anomis flava; B: Pectinophora gossypiella, C: Helicoverpa armigera,; D: Bemisia tabaci,
E: Polyphagotarsonemus latus;, F: Jacobiella fascialis; G: Aphis gossypii Glover;, H:
Dysdercus voélkeri.

1.1.9.2. Maladies du cotonnier

Les organismes pathogénes a 1’origine des maladies du cotonnier incluent des champignons,
des bactéries, des virus et des mycoplasmes (Davis et al., 2006).

Le virus du cotonnier regroupe plusieurs virus transmis principalement par des insectes
vecteurs comme le puceron Aphis gossypii et les aleurodes, provoquant des symptémes variés
(enroulement, déformation, chutes des feuilles et fleurs) et des pertes importantes de
rendement. Le puceron du cotonnier (Aphis gossypii) est un vecteur important de nombreux
virus dont ceux responsable des maladies virales (Zerbo et al., 2024).
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1.1.9.2.1. Maladies virales

» La maladie bleue du cotonnier
Elle provoque des symptdmes variés sur les feuilles et réduit la quantité et la qualité du coton.
Cette maladie est répandue en Afrique, notamment en Centrafrique.

» Le virus du Bunchy Top du cotonnier.
Il entraine des feuilles plus petites, des entre-nceuds, des racines poilues avec des neeuds. Il est
transmis par le puceron Aphis gossypii.

> Le virus de la frisolée du cotonnier (Cotton Leaf Curl Virus-CLCuV).
Ce virus provoque I’enroulement des feuilles vers le haut, 1’épaississement des nervures, la
chute des fleurs. Il est transmis principalement par les aleurodes. Ce virus persiste dans les

champs via des hétes alternatifs comme le tabac et la tomate.

1.1.9.2.2. Maladies bactériennes

En ce qui concerne les maladies bactériennes du cotonnier, elles sont principalement
représentées par la bactériose causée par Xanthomonas axonopodis pv. Malvacearum. Cette
bactérie est responsable de la maladie appelée brilure bactérienne ou bactériose du cotonnier,
qui affecte toutes les parties aériennes de la plante : feuilles, tiges, capsules et graines. Elle se
manifeste par des taches foliaires anguleuses et gorgées d’eau, avec des bords rouges a bruns.
Ces taches peuvent s’étendre le long des nervures des feuilles. Les tiges peuvent présenter des
chancres noirs qui ceinturent les tissus vasculaires. Les capsules infectées pourrissent, avec

des Iésions rondes qui deviennent brun fonce a noir (Zerbo et al., 2024).

1.1.9.2.3Maladies fongiques

> La fonte des semis.
La fonte de semis est une maladie causée par Rhizoctonia solani Kuehn. Elle apparait
généralement peu de temps apres la levée. Les jeunes plants infectés se flétrissent et
présentent au niveau du collet, une zone nécrotique brunatre qui tend a encercler la tige. Les
fontes de semis et autres maladies des racines et du collet sont fréquentes chez le cotonnier et
sont attribuées a divers champignons du genre : Rhizoctonia, Macrophomina, Fusarium,
Verticillium, Phytophthora, Pythium, Colletotrichum, Armillaria.

» Lanécrose de la tige
Cette maladie est causée par Sclerotium rolfsii Sac. Les cotonniers touchés par cette maladie

changent.
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La partie inférieure de la tige, souvent enfouie, est nécrosée tout autour. A la surface des
tissus malades, 1’on trouve un feutrage blanchatre qui porte des sclérotes du champignon
parasite (Semal, 2009).

» Les macules foliaires
Cette maladie est causée par Alternaria sp. Les macules foliaires sont souvent de petites
taches grisatres, entourées d'auréole violacée. Les dommages sont tres faibles et ne nécessitent
aucune intervention spéciale.

» La pourriture des capsules
Cette maladie causée par des champignons du type levuriforme Nematospora gossypii Ash. &
Now et Nematospora coryli Peg. Ces organismes sont introduits dans les fruits du cotonnier
par des piqlres de certains insectes tels que Dysdercus spp. D’autres pourritures des capsules
sont causées par Diplodia gossypina Cke. Les capsules atteintes par ce champignon prennent
une coloration brun-noir. Par conséquent, les capsules s'‘ouvrent prématurément et les fibres
qu'elles contiennent s’altérent et deviennent grisatres.

» Les lésions d'anthracnose
Les lésions sur les capsules sont dues a Colletotrichum spp. Les attaques de ce champignon se
manifestent par I’apparition de lésions chancreuses de couleur brun noiratre. Le centre des
Iésions peut, en milieu humide, devenir rose (développement des fructifications du
champignon). A ces lésions externes correspond une pourriture interne qui peut entrainer la
perte totale de la capsule.

» La fusariose vasculaire ou flétrissement du cotonnier
La fusariose vasculaire ou flétrissement du cotonnier est causée par Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum (Atk.) Sn. & H. La fusariose est une maladie fongique rencontrée principalement
dans les climats chauds (température moyenne supérieure a 23°C et humidité ambiante
supérieure a 85 %) et qui affecte les plantes ayant déja subi une attaque parasitaire de type
nématodes par exemple. Elle se manifeste par le flétrissement des feuilles, la chlorose, la
nécrose foliaire, le brunissement des vaisseaux de la tige, puis la mort des plants. Elle est
considérée comme la maladie la plus dommageable pour le cotonnier, avec des pertes de
production pouvant atteindre 15 a 25 %, voire plus de 50 % lorsque les conditions sont
défavorables et le parasitisme mal contr6lé (N’Goran et al., 2016). De ce fait, cette maladie
fait ’objet de cette these car elle mérite d’€tre bien étudiée pour une meilleure connaissance.
L’on rencontre la fusariose dans différentes zones de la Cote d’Ivoire comme : Bouaké,

Marabadjassa, Tomono, Mankono, Niakaradougou, Napié, Tiéningboué, etc.
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1.2. FUSARIOSE DU COTONNIER

1.2.1. Spécificité de I’hote

Les espéces de Fusarium sont des champignons filamenteux cosmopolites, comprenant des
pathogenes opportunistes infectant les plantes du monde entier. Elles peuvent également se
développer en tant que saprophytes dans diverses zones climatiques (Stepien et al., 2019). La
diversité d'hotes de Fusarium oxysporum (Fo) varie selon la spéculation ; par exemple, chez
les 1égumes tels que la courge et la tomate, les plantes d’ornementales (tulipes et ceillets), le
coton, le pois chiches aux cultures de plantation (bananes, dattes et palmiers) (Pietro et al.,
2003 ; Rana et al., 2017 ; Edel-Hermann & Lecomte, 2019). Bien qu'elles présentent une
large diversité d'hétes, les souches de Fo sont spécifiques a I'hote et sont génétiquement et
morphologiquement distinctes (Tableau Il). Environ 150 formes ont été documentées jusqu'a
présent (Mandeel et al., 2005 ; Palmero et al., 2009 ; Edel-Hermann & Lecomte, 2019). L’on
distingue 40 especes largement répandues dans la nature. Certaines sont phytopathogénes et
capables de produire de dangereuses toxines contaminant les denrées alimentaires et
provoquant ainsi des maladies graves chez les animaux et parfois chez I’homme (Chabasse et
al., 2002 ; Stepien et al., 2019). Elles sont aussi largement répandues dans le sol en particulier
le sol cultivé, et sont actives dans la composition de matiéres végétales cellulosiques. Elles
sont une des principales causes des pourritures des fruits et des légumes. F. oxysporum
envahit généralement les céréales et les légumineuses avant la récolte (Pitt et al., 2009 ;

Stepien et al 2019). Quelques exemples sont montrés dans le tableau II.

F. oxysporum est un champignon Ascomycete dont la forme sexuée (téléomorphe) n’a jamais
été identifiée (Leslie & Summerell, 2006). Cette espéce a été isolée de sols provenant de
différentes régions du monde (cultivés ou non) couvrant tous les types de climats (arctique,
tropical, désertique) (Burgess, 1981 ; Kommedhal et al., 1988; Mandeel et al., 1995). Bien
qu’elle soit principalement présente dans les sols, elle a également été retrouvée dans des
environnement plus inhabituels : circuit d’eau d’hopitaux, eau de mer, eau de riviere, eau du
robinet, lave-vaisselle (eau, produits détergents), lentilles de contact ou nourriture (Hageskal
et al., 2006 ; Imamura et al., 2008 ; Palmero et al., 2009 ; Sautour et al., 2012 ; Bevilacqua et
al., 2013 ; Babic et al., 2015). F. oxysporum est capable de se développer dans le sol et y
persister pendant plusieurs années sous forme de structures de conservation appelées
chlamydospores (Park, 1959). Lorsque le champignon se développe, il génere deux types de

conidies responsables de sa dispersion.
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Les microconidies, de petite taille (8-10 um), ovoides et non septées, sont généralement
abondantes et rassemblées en « fausse-téte » sur des phialides, elles-mémes portées par le
mycélium. Les macroconidies sont plus grandes (jusqu’a 45 pm), en forme de fusiforme et a
plusieurs cloisons, disposées en groupe sur les phialides terminales qui se trouvent sur des
conidiophores (Burgess, 1981). Ces caractéristiques permettent 1’identification de F.

oxysporum au microscope (Leslie & Summerell, 2006).

L’espéce comprend une large diversité de souches, allant de simples saprophytes a des
pathogénes opportunistes infectant 1’homme ou les animaux ainsi qu’a des souches
pathogenes aux plantes (Ortoneda et al., 2004). Les souches qualifiées de « non pathogénes »
sont des souches pour lesquelles aucune plante hote n’a été identifiée. Ces souches se
distinguent par leur forte capacité compétitrice (Couteaudier, 1990). Certaines d’entre elles
sont reconnues pour leur antagonismes vis-a-vis d’autres souches pathogenes de F.
oxysporum ainsi que contre divers microorganismes phytopathogénes tels que Pythium
ultimum, Phytophthora erythroseptica et Sclerotinia sclerotiorum ou encore contre d’autres
ravageurs des plantes (Benhamou et al., 2002 ; Rodriguez et al., 2006 ; Dababat & Sikora,
2007). Cette souche s’est révélée particulierement efficace comme agent de lutte biologique
contre les fusarioses affectant le lin, le melon, et la tomate (Alabouvette et al., 1993). Par
ailleurs, certaines souches non pathogénes de F. oxysporum peuvent également se comporter
comme des endophytes (Demers et al., 2015). La grande diversité génétique et la flexibilité
écologique de cette espéce suscitent 1’intérét des chercheurs depuis de nombreuses années.
Les plantes hotes des Fusarium sont tres nombreuses, et au sein d’une méme espece végétale,
on trouve une grande diversité d’hotes spécifiques. En 1981, Armstrong a proposé une
classification regroupant plus de 120 formes spécifiques et races de Fusarium, basée sur les
especes vegétales et les cultivars susceptibles d’étre infectés (Fravel et al., 2003). Ces
champignons pathogénes affectent de nombreuses cultures destinées a la consommation,
notamment les céréales comme le blé, le mais, I’orge et le riz, ainsi que des légumes et fruits
tels que 1’asperge, la banane, la datte, la tomate, le melon et la salade. Certaines plantes
ornementales sont également sensibles a ces pathogenes (Summerell et al., 2003). Une espece
de Fusarium n’est pas forcément limitée a un seul hote spécifique: par exemple, F.
verticillioides est principalement associé au mais (Stepien et al., 2011), tandis que F.
proliferatum peut infecter plusieurs plantes dont le mais, le riz, 1’asperge, la datte et des

plantes ornementales.
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Par ailleurs, certaines plantes hotes peuvent héberger Fusarium sans présenter de symptomes,
jouant ainsi un réle de « réservoir » pour ces pathogénes (Stankovic et al., 2007). Cette
diversité constitue un avantage important pour le pathogéne. La présence possible de plantes
hotes, qu’elles soient sauvages ou cultivées, a proximité de la parcelle a risque favorise sa

propagation sur les cultures et assure son maintien.

Tableau 11 : Quelques exemples de Fusarium oxysporum spp. et leurs plantes hotes

PATHOGENE PLANTE HOTE
F. oxysporum f.sp. lycopersici Tomate
F. oxysporum f.sp. elaeidis Palmier
F. oxysporum f.sp. cucumerinum Concombre
F. oxysporum f.sp. betae Betterave
F. oxysporum f.sp. lentis Lentille
F. oxysporum f.sp. pisi Pois
F. oxysporum f.sp. cicero Pois chiche
F. oxysporum f.sp. melonis Melon
F. oxysporum f.sp. phaseoli Haricot
F. oxysporum f.sp. cubense Banane
F. oxysporum f.sp. coffeae Café
F. oxysporum f.sp. asparagi Asperge

F. oxysporum f.sp. albedinis
F. oxysporum f.sp. cepae
F. oxysporum f.sp. niveum

F. oxysporum f.sp. batatas

Palmier dattier
Oignon
Pasthéque

Patate douce

F. oxysporum f.sp. lini Lin
F. oxysporum f.sp. citri Citron
F. oxysporum f.sp. conglutinans Chou
F. oxysporum f.sp. dianthi Oeillet
F. oxysporum f.sp. gladioli Glaieul
F. oxysporum f.sp. tulipae Tulipe
F. oxysporum f.sp. nicotianae Tabac

F. oxysporum f.sp. vasinfectum

Cotonnier (hote principal), gombo (Abelmoschus

esculentus) hote secondaire.
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1.2.2. Taxonomie

Le genre Fusarium a été initialement décrit par Link en 1809. Il appartenait au phylum des
Deutéromycetes (champignons imparfaits, Fungi imperfecti), car la plupart des especes
¢taient d’abord décrites sur la base de caractéres morphologiques. Ces formes imparfaits
(anamorphes) sont caractérisées par un mycélium septé et la production de conidies hyalines
géneralement unicellulaire sur des conidiophores libres ; elles sont classées dans le groupe des
Moniliales (Lepoire, 2003). De plus, Fusarium produit des macroconidies composeées de 2 a
plusieurs cellules. Leur forme recourbée typique avec une cellule apicale plus ou moins
pointue est un des critéres d’identification des représentants du genre ; dans beaucoup
d’especes on observe une cellule basale en forme de pied (Seifert, 2001). La production de
métabolites secondaires et notamment de toxines (mycotoxines et phytotoxines) est courante
parmi les Fusarium, et le profil de ces composés peut étre utilisé pour la classification des
espéces (Thrane, 2001). Des formes sexuées (téléomorphes) ont désormais été identifiées pour
certaines especes de Fusarium. Ces formes appartiennent aux Ascomycetes, plus précisement
a la famille des Nectriaceae, notamment aux genres Gibberella et Nectria (Seifert, 2001). Par
conséquent, F. oxysporum est considéré comme un ascomyceéte, bien que son stade sexuel
reste a découvrir. 1l est suggéré d’étre plutot proche du groupe télémorphique Gibberella et
Nectria (Di Pietro et al., 2003 ; Michielse & Rep, 2009). L’espéce Fusarium oxysporum
existe sous de nombreuses formes spéciales. Cette espece posséderait 77 formes parasites
attaquant aussi bien des plantes annuelles (cotonnier, tomate, pois, melon), que des plantes
pérennes comme le bananier et le palmier a huile (Booth, 1971).

La position taxonomique du Fusarium est la suivante :

Domaine : Eucaryotes
Regne : champignons
Phylum : Ascomycetes

Classe : Hordariomycetes
Sous-classe : Hypocreomycetidae
Ordre : Hypocreales
Famille : Nectriaceae
Genre : Fusarium

Espéce - Fusarium oxysporum
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1.2.3. Caractére macroscopique et microscopique de Fusarium oxysporum

Dans un milieu de culture solide, comme le milieu Potato Dextrose Agar (PDA), les
difféerentes formes spéciales de F. oxysporum peuvent varier d’apparence (Tableau IlI).
Généralement, au début de la croissance, le mycélium est d’abord de couleur blanchatre. Il
peut ensuite changer vers une grande variété de couleurs (du violet jusqu’au pourpre foncé)
selon la souche (ou forme spéciale). Si les sporodochiums (amas de conidiophores provenant
d’un stroma ou masse d’hyphes) sont abondants, la culture apparaitra couleur créme ou
orange (Smith et al., 2010). Le champignon produit trois types de spores asexuées :

microconidies, macroconidies et chlamydospores.

Les microconidies sont uni- ou bicellulaires fusiformes a réniformes, présentant de 0 a 2
septa, agglomérés en fausse tétes produites par de petits phialides et sont produites
abondamment et fréqguemment par le champignon sous tout type de conditions (Figure 8).
C’est aussi le type de spore qui est observé plus fréquemment a 1’intérieur des vaisseaux des
plantes infectées. Les microconidies de F. oxysporum ont souvent la forme d’une virgule ou
sont ellipsoidales (Agrios, 2005), les microconidies constituent la plus grande partie de la
population de F. oxysporum, certaines d’entre elles acquiérent une paroi épaisse et se

transforme en microchlamydospores (Tello-Marquina et al., 1985).

Les macroconidies sont composées de trois jusqu’a cing cellules, légerement arquées,
présentant de 2 a 4 septa (Figure 8). La cellule basale pédicellée et celle apicale en crochet
sont produites par des phialides sur des conidiophores ramifiés ou en sporodochie (27- 46*3-
4,5um). Elles sont pointues et courbées. Ces spores peuvent étre observées dans des

sporodochiums a la surface des plantes qui ont été tuées par le pathogéne (Agrios, 2005).

Les chlamydospores sont des spores rondes d’une ou deux cellules (Figure 8). Elles sont
observées au milieu des hyphes ou en position terminale, souvent en forme de paires,
quelques fois en triplets et rarement en forme rassemblée (Agrios, 2005). Les chlamydospores
sont des structures de conservation formées par 1’accumulation de réserves dans une partie du
mycélium ou conidie, qui se dilate Iégerement et finit par se couvrir d’une membrane épaisse
géneralement de couleur foncée. Apres trois semaines de cultures, de nombreuses

chlamydospores intercalaires apparaissent sur le mycélium (Ben Freha et al., 2010).
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Tableau I11: Morphotypes chez F. oxysporum d’aprés Booth (1971) et Nelson et al. (1983)

Morphotypes Caractéristiques
Présence de macrosporodochie massives, dispersées en plus
ou moins grand nombre dans un mycélium aérien assez
Type sporodochial court, mais dense et d’aspect duveteux

Présente le méme aspect que le type précédent, mais les
Type sclérotial sporodochies sont remplacées par des sclérotes plus ou
moins volumineux de couleur beige violacé a rosatre

Présente un aspect luisant et humide ou crémeux, sans

Type pionnotal mycélium aérien ; la couche superficielle est constituée de
nombreuses macroconidies qui sont formées en nappe sur
des phialides non ramifiées

Présente un mycélium aérien assez court, mais dense, portant
Type duveteux de nombreuses microconidies ; les macroconidies sont
abondantes et les chlamydospores se forment tardivement

Présente un mycélium aérien trés abondant, épais et dense,
Type cotonneux trés peu sporifere

Ne présente pas de mycélium aérien ; les microconidies sont
Type ras muqueux abondantes ; les macroconidies sont rares et les
chlamydospores abondantes, mais tardives

Type ras senescent Il est caractérisé par un mycélium aérien extrémement ras,
clairsemé, peu visqueux et par une vitesse de croissance lente
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Figure 8: Structure microscopique montrant les différents types de spores de Fusarium
oxysporum (Balagouda et al., 2023)

Mi : microconidies ; Ma : macroconidies ; Ch : chlamidospores

1.2.4. Déterminisme génétique du pouvoir pathogene de Fusarium oxysporum

Peu d’informations existent sur le déterminisme génétique du pouvoir pathogéne des formes
speciales de F. oxysporum. En 2005, une protéine sécrétée dans le xyleme (SIX) par F.
oxysporum f. sp. lycopersici chez la tomate a été identifiée. Cette étude a également démontré
son implication dans le pouvoir pathogene de cette forme spéciale (Rep, 2005). Par ailleurs,
d’autres génes codants pour des enzymes (chitine synthase, 8 1,3glucanosyltransferase,
endopolygalacturonase), des facteurs de transcription ou des protéines impliquées dans la
transduction de signaux (protéine G, kinase) ont été décrits comme des déterminants du
pouvoir pathogéne de F. oxysporum (Di Pietro et al., 2001 ; Jain et al., 2002 ; Caracuel et al.,
2005 ; Martin-Urdiroz et al., 2008 ; Michielse et al., 2009).

29



____________________________________________________________________________________________ Généralités

L’analyse génomique de différentes souches de F. oxysporum vise a mieux cerner les facteurs
responsables de la pathogénicité de cette espéce. En 2010, une étude comparative a été
réalisée sur les génomes de F. verticillioides, F. graminearum, ainsi que d’une souche de F.
oxysporum f. sp. lycopersici. Les résultats ont révélé que le génome de F. oxysporum s’étend
sur 60 Mb répartis en 15 chromosomes. L’information la plus étonnante et intrigante demeure
la découverte d’un «core genome » (ensemble de génes présents dans presque toutes les
souches d’une méme espéce), commun aux trois especes, et d’un « accessory genome »
(ensemble des génes présents uniquement chez certains individus d’une espéce) spécifique a
F. oxysporum, représentant 40 % de son génome. Ce dernier comprend des chromosomes
riches en éléments transposables et des génes dits effecteurs, impliqués dans la pathogénicité
(Ma et al.,, 2010). Ces chromosomes surnuméraires, acquis par transfert horizontal,
détermineraient la spécificité d’hote des souches pathogénes de F. oxysporum (Ma et al., 2013
: Ma, 2014). Par la suite, le Broad Institute a sequencé le génome de 10 autres souches de F.
oxysporum, couvrant plusieurs formes spéciales ainsi qu’une souche antagoniste et une
souche pathogene pour I’homme. Ces recherche, toujours en cours, visent a identifier les
différences entre souche pathogene et non pathogene pour pouvoir développer des outils de
détection adaptés (Ma, 2014).
Dans certains cas, des outils de détection ont été congus a partir des génes reconnus comme
liés a la pathogeénicité. Par exemple, un couple d’amorces a été élaboré a partir du géne SIX1,
permettant de détecter spécifiquement les races 1, 2 et 3 de F. oxysporum f.sp. lycopersici
(Rep et al.,, 2004). De la méme maniére, les séquences des genes codant pour une
endopolygalacturonase et une exopolygalacturonase ont servi a définir deux couples
d’amorces spécifiques aux races 2 et 3 de F. oxysporum f.sp. lycopersici, ainsi qu’a la forme
spéciale radicis-lycopersici respectivement (Hirano & Arie, 2006). Une autre approche repose
sur I’amplification par PCR de séquences d’éléments transposables. Par exemple, des amorces
pour détecter les formes spéciales albedinis et chysanthemi ont été développées en se basant
sur les régions flanquantes du transposon Fotl (Pasquali et al., 2004). Toutefois, les méthodes
principales employées pour concevoir un outil de détection spécifique reposent sur la mise en
évidence aléatoire de différences génétiques entre souches (Chiocchetti et al., 2001). Par
exemple, la technique de RAPD amplifie ’ADN par PCR a I’aide de courtes amorces,
générant un profil multi-bandes qui met en lumiére un polymorphisme entre souches. En
raison du manque de reproductibilité de cette méthode, on y remédie souvent en définissant
des amorces spécifiques a partir du fragment d’ADN identifié (sequenced characterized
amplified region, SCAR).
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L’association des techniques RAPD et SCAR conduit a une détection plus simple et fiable de
la cible (Lievens et al., 2008). Ces approches ont ainsi permis de développer des outils de
détection pour plusieurs formes spéciales telles que les formes spéciales cucumerinum et
radicis-cucumerinum (Najafiniya & Sharma, 2011). Pour ce faire, 115 oligonucléotides ont
été employes et les profils d’amplification ont été examinés. Les fragments d’ADN d’intérét,
c¢’est-a-dire présents uniquement pour le pathogene ciblé, ont été séquencés, permettant ainsi
de definir un couple d’amorces pour chacune des deux formes spécifiques. Les marqueurs
moléculaires ainsi obtenus offrent la possibilité de détecter le pathogéne dans diverses
matrices, telles que 1’cau ou la plante (Lievens et al., 2007 ; Najafiniya & Sharma, 2011 ;
Luongo et al., 2012).

En 2005, une étude sur la diversité génétique de Fov en Cote d’Ivoire a été réalisée. Les 17
souches analysées ont été réparties dans 4 groupes de compatibilité végétative (VCG) (Abo et
al., 2005). Parmi ces isolats ivoiriens, 5 se sont révélés auto-incompatibles (H.S.l. =
Heterokaryon Self Incompatible) ce qui signifie que les mutants nits d'un méme isolat ne
peuvent pas s'anastomoser ni se complémenter. Les 12 autres isolats, FOV1, FOV3, FOVS,
FOV8, FOV9, FOV10, FOV11, FOV13, FOV14, FOV15, FOV16 et FOV17, ont quant a eux
été rattachés a des VCG. La confrontation des isolats ivoiriens avec les souches témoins de la
collection internationale a permis de les assigner a des VCG déja connus : VCG 01110, 0112,
0115 et 0116. Par ailleurs, une autre étude menée en Argentine a identifié 5 VCG parmi les 64
souches de Focy isolées, sans toutefois inclure dans I’analyse des représentants des 4 VCG
décrits dans 1’étude précédente (Lori et al., 2012). Cependant, aucun marqueur moléculaire

spécifique de Focy n’a, a ce jour, été identifie.

1.2.5. Symptomes de la fusariose du cotonnier

La fusariose peut atteindre les plantules, les jeunes plants, ou les cotonniers plus agés. Les
plants parasités meurent rapidement peu aprés la levée. En examinant des cotonniers fusariés
apres le stade plantule (Figure 9), 1’on note le jaunissement des feuilles et le brunissement des
vaisseaux ligneux. Le limbe prend une forme convexe, les nervures jaunissent et
s’éclaircissent ou deviennent rouges, puis le limbe jaunit. Le jaunissement et la nécrose
avancent entre les nervures et par la suite, les feuilles tombent. Le phénoméne débute par les

feuilles basses, les plus 4gées (N’Goran et al., 2014).
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Figure 9: Plants de cotonnier présentant le dessechement et le flétrissement des feuilles

1.2.6. Cycle de développement du pathogene

Le cycle de vie des Fusarium est peu maitrisé. Lorsque les conditions climatiques deviennent
favorables, les structures de conservation présentes dans le sol, telles que les conidiophores et
périthéces, liberent les spores qui sont ensuite transportées par le vent pour infecter de
nouvelles plantes, constituant ainsi 1I’inoculum primaire. En contact avec leur hote, ces spores
germent et les mycéliums envahissent le systeme vasculaire de la plante, provoquant la mort
des tissus. Le champignon se développe ensuite en produisant diverses spores, notamment les
chlamydospores, macroconidies et microconidies. En fin de cycle, il forme de nouveau des
structures de conservation. Fusarium peut se reproduire de deux manieres : la reproduction
asexuée, commune a tout le genre avec des conidiophores et la reproduction sexuée, observée
chez certaines espéces comme F. proliferatum et F. graminearum. Cette derniére est
particulierement efficace pour assurer la survie de I’espéce car ses structures sexuées peuvent
persister plusieurs années en attendant des conditions favorables a leur développement. De
plus, elles sont capables de résister aux fluctuations des conditions climatiques telles que le
gel, le dégel, la sécheresse) (Beyer et al., 2004 ; Trail, 2009).

F. vasinfectum est un parasite tellurique qui initie son cycle de développement en affectant les
racines du cotonnier, avant de se propager de maniére systémique dans les tissus conducteurs.
Les modalités et intensités de réaction de I’hote sont variables selon les variétés.
Généralement, dans le cas d’une résistance marquée on observe une rapide mise en place des
réactions de défense qui se traduisent par un blocage de la colonisation systémique des

vaisseaux du xyleme.
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1.2.7. Conditions de développement du pathogéene

Le genre Fusarium recouvre de trés nombreuses espéces et les conditions optimales de
développement le sont tout autant.

Certaines tendances apparaissent néanmoins en conditions de laboratoire. Des températures
chaudes, comprises entre 20 °C et 30 °C, une humidité élevée (activité de 1’eau entre 70 °C et
80 °C) ainsi qu’un pH plut6t neutre favorisent la croissance optimale du micro-organisme. En
revanche, a des températures extrémes (au-dela de 40 °C et en dessous de 5 °C) et avec une
humidité relative inférieure a 53 %, le développement des champignons, notamment la
germination des spores, est fortement limité voire interrompu (Beyer et al., 2004 ; Summerell
et al., 2010). Des différences entre espéces sont également observées : F. proliferatum se
développe plus aisément en culture in vitro a un pH de 5,5 et a une température de 25 °C.
tandis que F. verticilioides, préfere un pH de 7 et des températures proches de 30 °C
(Summerell et al., 2010).

Aucune forme sexuée de F. oxysporum n’a encore été observée, ni en conditions naturelles ni
au laboratoire (Abo, 2006). Il s’agirait donc d’une unité taxonomique et biologique qui est
dominée par une reproduction asexuée (Songmao et al., 2024). Les tests de compatibilité
végétative ont été largement employés pour caractériser de nombreuses formes spéciales (Lori
et al., 2004; Abo et al., 2005), et une nomenclature des groupes VCG a été établie (Katan,
1999). Le nombre de VCG par forme spéciale varie, allant de 1, comme pour la forme
spéciale albedinis, a 24 pour la forme spéciale cubense (Katan, 1999). Il reste toutefois
difficile d’établir un lien clair entre forme spéciale, race et VCG. En effet, certaines races
correspondent a un seul VCG, comme F. oxysporum f. sp. raphani, tandis que d’autres
regroupent plusieurs VCG, a I’image de la race 1 de la forme spéciale niveum (Jacobson &
Gordon, 1988; Correll, 1991).

Les VCG sont particulierement utiles pour évaluer la proximité génétique entre souches a un
niveau clonal, mais ne permettent pas d’explorer les relations génétiques entre VCG (Kistler,
1997). De plus, cette méthode est fastidieuse et trés consommatrice de temps. Bien qu’elle ait
longtemps constitué les populations pathogenes de F. oxysporum, son utilisation est

aujourd’hui moins fréquente.
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1.2.8. Interaction hote-pathogene

La fusariose est une maladie transmise par le sol qui se caractérise par des plantes flétries aux
feuilles jaunes et une réduction marquée du rendement des cultures. L’agent pathogene
prospere dans les climats chauds et les sols secs. Par conséquent, les symptdmes sont séveres
a 25-30°C (Joshi, 2018). Fusarium, étant un champignon anamorphique, produit des spores
asexuées, a savoir des microconidies, des macroconidies et des chlamydospores (propagules
dormantes) (Gordon, 2017). La germination de ces spores est déclenchée par la sécrétion
d'exsudats provenant des racines de la plante hote et des sites d'émergence ou de blessure des
racines latérales. Lors de la germination, le développement d'un hyphe d'infection est initié et
pénetre dans I'épiderme de la racine a son extrémité (Bishop & Cooper, 1983). Par la suite,
I’hyphe progresse de manicre intercellulaire via les cellules corticales des racines jusqu’a
pénétrer dans le tissu du xyleme. En atteignant le tissu vasculaire, le champignon se ramifie
abondamment et produit des microconidies et des macroconidies qui sont transportées de
maniere acropéte par la transpiration du systeme végeétal (Bishop & Cooper, 1983). Les
microconidies germent et les hyphes se propagent de maniere systémique dans tout I'note.
Cependant, des résultats contrastés ont é€té obtenus dans une étude menée par Michielse et
Rep (2009). Dans cette étude, ni les conidiophores ni les microconidies n'ont été observés
dans les vaisseaux du xyléme des plants de tomates infectés. Ces résultats ne correspondent
pas a l'idée conventionnelle selon laquelle les microconidies jouent un réle important dans la
colonisation.

Généralement, pour empécher la propagation du champignon, les plantes résistantes
produisent des composés antifongiques et obstruent la lumiere du vaisseau du xyleme par des
tyloses (Zhang et al., 1993). Cette réponse chez les hotes sensibles est généralement retardée
jusqu'aux stades ultérieurs de l'infection. Le blocage des vaisseaux du Xxyléme entraine
finalement un brunissement du tissu vasculaire, un symptéme important de la flétrissure
fusarienne. La progression de la maladie au fil du temps entraine la courbure des feuilles, la
chlorose, le flétrissement et finalement la mort de I'hdte. A ce stade, le champignon sporule
abondamment a la surface des tissus végétaux morts. La maladie se propage a d'autres hétes
via des parties de plantes infectées, des greffes ou des graines et un sol contaminé (Michielse
& Rep, 2009 ; Gordon, 2017 ; Joshi, 2013).
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1.2.9. Dissémination et dispersion

Le moyen de dissémination le plus efficace de Fov est realisé au travers de matériels de
plantations infectés. Le champignon peut également se disperser par 1’eau, hotamment lors de
la phase de drainage et de ruissellement importants, ou plus de maniere encore plus efficace
via les systémes d’irrigation utilisés sur de vastes surfaces. Un transport mécanique, par des
particules de terre contaminée véhiculées par des machines agricoles ou des interventions
humaines, est aussi possible. Lorsque Fov est introduit ponctuellement dans une zone jusque-
Ia indemne, sa progression dans la parcelle se fait lentement, de plante en plante. Cependant,
si certaines conditions sont réunies (réservoir d’irrigation), sa progression devient trés rapide

(Authier et al., 2018).

1.2.10. Capacité d’adaptation du pathogéne

Lorsque la maladie atteint son stade final et que la plante est entierement sénescente apres un
flétrissement généralisé, le champignon colonise les tissus vaisseaux. Son mycélium se
développe ensuite hors de 1’hdte, au contact directe des tissus nécroses, pour entamer son
développement saprophytique dans le sol. 1l produit alors des chlamydospores de survie trés
efficaces qui lui permettent de résister a des conditions environnementales défavorables telles
que la dessiccation ou 1’absence d’hotes. Ces chlamydospores peuvent persister dans le sol en
saprophyte, se nourrissant de débris divers de végétaux, et parfois méme en tant que parasites
d’hotes alternatifs divers (Mourichon, 2003). Le stade sexué de F. oxysporum n’ayant jamais
été observé, ce champignon pathogene semble se reproduire uniqguement par voie asexué. Par
conséquent, les modifications génétiques chez Fov résultent ainsi des mutations conservées

lors des différentes phases de multiplication végeétative (Mourichon, 2003).

1.3. METHODE DE LUTTE CONTRE LA FUSARIOSE DU COTONNIER

1.3.1. Méthodes de lutte prophylactiques

La méthode de lutte prophylaxie rassemble les différentes mesures permettant de prévenir
I’apparition ou la propagation d’une maladie ou d’un ravageur, ou le développement des
adventices. Elles consistent en 1’utilisation de semences saines, exemptes de Fusarium, ou
traiter les semences avec des fongicides, la destruction des débris de récolte par brulis et la

mise en quarantaine des semences importées.
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Des mesures peuvent étre prises pour perturber le cycle du parasite (environnement moins
favorable ou hostile a son développement). Selon la cible, elle peut reposer sur la rotation, le
choix de la parcelle, la conduite de la culture, les mesures d’hygiéne sur les équipements etc.
Il faut aussi éviter I’introduction de matériel végétal et de terre provenant des zones
contaminées. Chez le palmier dattier, le parasite a pu étre isolé a partir d’une palme séche qui
date de plus de dix ans (Mahdi, 2011).

1.3.2. Méthodes de lutte agronomiques

Elles consistent en une jachere de longue durée, en la réalisation d’un labour profond ou un
enfouissement des résidus de culture pour réduire la présence du champignon dans le sol, en
I’élimination des plantes infectées dés les premiers signes de la maladie pour limiter la
propagation. Cependant, 1’éradication de la fusariose a travers une rotation culturale avec des
cultures non hotes ne parait pas toujours efficace, car F. oxysporum, méme en absence de
cotonnier, peut survivre a I’état saprophytique dans les débris végétaux et dans la rhizosphere

des plantes non-hotes.

1.3.3. Méthodes de lutte chimiques

La lutte chimique demeure, en Afrique de 1’Ouest le principal moyen de controle des
ravageurs du cotonnier. La premiére étape cruciale de la protection du cotonnier consiste a
traiter les semences afin d’améliorer la levée et la santé des plantules (Traore, 2008). Pour
cela, les semences sont désinfectées a 1’aide d’associations fongicides de contact et
insecticides, afin de lutter contre les champignons microscopiques, les ravageurs du sol et
ceux affectant les jeunes plantes (Badiane, 2015). Cette pratique s’avére cependant trop
onéreuse (cout élevé, dépense importante) pour nombreux pays producteurs de coton. Elle
peut méme étre polluante pour 1’environnement lorsqu’elle est basée sur 1’utilisation de
fumigeant tels que le bromure de méthyle et le plus souvent ces produits ne sont pas toujours
efficaces. Par exemple, injectés a la surface du sol, leur efficacité est réduite sur les parasites

localisés en profondeur.

\ \

Une autre alternative consiste a 1’utilisation de produits cryptogamiques a action
endotherapique ou systémique (des produits a action systémique : substances pouvant circuler

dans les vaisseaux des plantes et inhiber le parasite déja présent sont souvent recommandées).
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Cependant, le traitement de la fusariose a 1’aide de fongicides induit souvent ’apparition de

nouvelles souches de parasites résistantes (Tramier et al., 1977).

1.3.4. Méthodes de lutte biologiques

Elles reposent, d’une part, sur 1’utilisation de micro-organismes antagonistes revélés efficaces
pour lutter contre F. oxysporum et F. vasinfectum et d’autre part, sur 1’utilisation de micro-
organismes non pathogénes ou douées d’une hypovirulence de nature a susciter une réactions
de défense chez certains cultivars de cotonniers (Freeman et al., 2002). En effet, trés tot,
I’imprégnation des graines par des germes antagonistes du parasite a donné des résultats
satisfaisants chez le palmier a huile (Param & Mehpotra, 1980). Il faut noter aussi le role
indispensable de F. oxysporum et F. solani non pathogénes dans les mecanismes de
résistances des sols (Rouxel et al., 1979). Ils démontrent que ces souches antagonistes de la
souche virulente de « Fusarium oxysporum» empéchent cette derni¢re d’infecter la plante par
leur grande compétitivité dans le sol. Cependant ce type de pratique présente la difficulté de
maintenir un auxiliaire dans un sol qui ne lui convient pas toujours. Cette méthode de lutte est

donc tres loin d’étre appliquée a grande échelle.

1.3.5. Méthodes de lutte variétales

La lutte variétale consiste en 1’utilisation de variétés résistantes ou tolérantes a la fusariose, a
des ravageurs ou a certaines autres maladies. Parmi tous les leviers agronomiques disponibles
pour limiter le besoin de protection contre les maladies ou les ravageurs, la résistance ou la
tolérance variétale est un des moyens les plus efficaces pour limiter les pertes liées aux bio
agresseurs, sans impact economique négatif dés lors que la sélection est dynamique. Le
tableau IV présente un réservoir d’espéces sauvages possédant le caractére « résistance a la

fusariose».

A cOté de ces especes de cotonnier utilisables pour le transfert de la résistance a la fusariose, il
y a des variétés de 1’espece cultivée Gossypium hirsutum qui posséde cette méme

caractéristique, c’est-a-dire le caractére résistance a la fusariose. Ce sont :

la variété Mac Nair 1032 : variété tolérante a la fusariose. Malgré I’attaque de la

maladie, cette variété parvient a maintenir ses capsules jusqu’a la maturité ;
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la variété Reba B 50 : variété résistante a la fusariose. Elle ne permet pas au mycélium

du champignon de pénétrer dans les tissus.

Tableau 1V: Especes de cotonnier utilisables pour le transfert de genes de résistance a la
fusariose (Follin, 1988)

ESPECES SAUVAGES GENOMES CARACTERES D’INTERETS AGRONOMIQUES

Tolérance a I’araignée rouge, au nématode a la bactériose,
a larouille, a la fusariose (Fusarium oxysporum) et a la

Gossypium herbaceum Al ]
sécheresse

Tolérance au jasside (Empoasca facialis), a la mouche
) blanche, au ver rose, a la chenille enrouleuse, au nématode,
Gossypium arboreum . . . o ) . .
A2 a la bacteériose, a la rouille, a la fusariose, a la chaleur et a

la sécheresse

Tolérance au puceron vert, a la sécheresse et a la fusariose.

Gossypium australe ] - )
G Apport du rendement en fibres, de la maturité de la fibre et

des génes « gland-less » des graines

1.4. CARACTERISATION MOLECULAIRE
1.4.1. Diversité moléculaire

Dans cette partie nous parlerons des marqueurs moléculaires comme éléments de base de la
diversité génétique, des avantages et des inconvénients de ces marqueurs. Nous présenterons
aussi la caractérisation moléculaire basée sur les microsatellites et des applications

potentielles des microsatellites chez F. oxysporum f.sp vasinfectum.

1.4.1.1. Marqueurs moléculaire, avantages et inconvénients

Les marqueurs moléculaires sont des types de marqueurs génetiques constitués de fragments
d'’ADN utilisés comme repéres pour suivre la transmission d'un segment chromosomique

d'une génération a l'autre.
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IIs permettent de détecter directement les variations du patrimoine génétique, qu’elles se
traduisent ou non par un changement phénotypique. Ces marqueurs, généralement neutres,
sont des indicateurs de la variabilité génétique et facilitent I’identification du polymorphisme
entre famille, genres, especes, variétés, populations, voire entre individus (Grandbastien,
2004).

Par conséquent, ils représentent des outils précieux pour la génétique des populations et la
phylogénie moléculaire, car ils permettent d’établir des relations de parenté entre individus.
Utilisables tout au long des expérimentations, ces marqueurs sont observables a n'importe
quel stade de développement de la plante et sur n'importe quel organe puisque I'information
génétique est contenue intégralement dans toutes les cellules (Gupta &Varshney, 2004). Ils
permettent de suivre et de vérifier la présence d’un géne d’intérét chez un individu sans
recourir a I’observation du caractere phénotypique. Une simple feuille suffit pour extraire
I’ ADN nécessaire pour établir le profil génétique d’une plante. Ces marqueurs, localisés & des
endroits précis du génome, servent a identifier un gene particulier ou a confirmer 1’héritage
d’un caractére spécifique d’un parent. lls sont ainsi identifiable, situés a des loci spécifiques,
et liés a la transmission d’un géne ou d’une caractéristique donnée.

Une nouvelle génération de marqueurs est apparue pendant les deux dernieres décennies, qui
ont révolutionné le domaine de la génétique moléculaire. Depuis leur développement, ils ont
été constamment modifiés pour augmenter leur utilité et pour permettre I'automatisation de
I'analyse du génome (Mardis, 2008). Les marqueurs moléculaires basés sur I’ADN sont des
outils versatiles dans divers champs comme la taxonomie, la physiologie, I'embryologie, la
génétique, etc. La plupart des méthodes de marquage moléculaire permettent de détecter soit
des mutations ponctuelles dans la sequence d'ADN (comme par exemple les techniques :

AFLP, RFLP, SNP, RAPD ou les macrosatellites), soit des variations du nombre de copies de
courtes séquences répétées appelées microsatellites.

e AFLP (Amplified fragment length polymorphism) : technique basée sur la PCR
permet de détecter des polymorphismes de I’ADN a I’échelle du génome sans
nécessiter de connaissance préalable de la séquence. Elle repose sur trois étapes
principales, a savoir la digestion de I’ADN, la ligation d’adaptateurs et 1’amplification
sélective. Cette méthode est rapide, sensible, puissante et polyvalente pour 1’analyse
génétique, particulierement adaptée a des organismes non modélisés, mais elle
requiert des conditions techniques strictes et une analyse complexe des données
(Ajmal, 2023)
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e RFLP (Restriction fragment length polymorphism): technique qui exploite les
variations dans la longueur des fragments d’ADN générés par la digestion avec des
enzymes de restriction. Ces variations proviennent de mutations modifiant les sites de
restriction. Aprés digestion, les fragments sont séparés par électrophorese, transférés
sur membrane, puis détectés par hybridation avec une sonde spécifique.
RFLP est une méthode co-dominante permettant de distinguer les génotypes
homozygotes et hétérozygotes. Mais elle est limitée par sa dépendance aux sites de
restriction et peut étre colteuse et complexe a optimiser dans certains cas (Hayder et
al., 2019).

e SNP (Single nucleotide polymorphism) : ce sont des variations naturelles d’un seul
nucléotide dans une séquence d’ADN. Les SNP sont trés nombreux et répartis de
maniere homogene dans le génome, ce qui permet la création de cartes génétiques a
haute densité. La détection se fait souvent par hybridation avec une sonde
fluorescente spécifique, suivie d’une amplification PCR et d’une lecture de
fluorescence, permettant un marquage précis et automatisable a haut débit.
Néanmoins, le polymorphisme des SNP est limité (deux alléles possible) et demande
des ressources informatiques importantes, en termes de mémoire et temps de calcul
(Levy, 2014).

e RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA): Technique basée sur la PCR
utilisant des amorces courtes (8 a 12 nucléotides) de séquence arbitraire qui
s’hybrident a des sites non spécifiques du génome. L’amplification aléatoire produit
des fragments d’ADN polymorphes visualisés par électrophorése. Cette méthode
rapide et simple ne nécessite pas de connaissance préalable de la séquence et est
utilisée pour étudier les relations phylogénétiques. Une des limites de la RAPD est
qu’elle doit étre utilisée sur des fragments d’ADN génomique intacts, les résultats
obtenus avec des fragments d’ADN dégradés ne seront pas exploitables. Cette
technique est jugée moins efficace que I’utilisation de méthodes de comparaison
axées sur les ADN spécifiques aux espéces (Hagger et al., 2005).

e Macrosatellites : ce sont de grandes séquences d’ADN répétées en tandem, distinctes
les microsatellites par leur taille et leur fonction, contribuant a la dynamique et a la
régulation du génome (Balaresque, 2007). Leur polymorphisme élevé permet

d’étudier la diversité génétique, la parenté, la variabilité intra et inter-population.
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Mais sont sujettes a une instabilité génomique, pouvant entrainer des mutations qui
compliquent I’interprétation des données.

e Microsatellites : ce sont des séquences d’ADN composées de motifs courts répétés de
maniére consecutive. Ces motifs répétitifs sont dispersés dans le génome des
eucaryotes, souvent dans des régions non codantes, mais aussi parfois dans des
introns ou exons (Huaming et al., 2024).

Les plus courants sont (A)n, (TC)n, (TAT)n, (GATA)n, etc. La valeur de "n" peut
aller de quelques unités a plusieurs dizaines. Un microsatellite donné peut étre présent
en des milliers d’exemplaires dans le génome d’une espéce. Chez les végétaux
supérieurs, on estime qu’il y aurait en moyenne un microsatellite di-nucléotidique
tous les 30 a 100 kb. Les microsatellites sont parmi les marqueurs moléculaires les
plus efficaces pour détecter le polymorphisme et sont donc de plus en plus utilisés
dans de nombreuses recherches, telles que I’identification d’individus, les analyses
phylogénétiques, la cartographie des QTL et 1’étude des flux génétique. lls sont
particulierement appréciés en raison de leur répartition uniforme dans le génome, de
leur spécificité de locus, de leur codominance et de leur polymorphisme élevé. De
plus, une fois développés, ces marqueurs sont faciles a utiliser grace a des protocoles
partiellement automatisés reposant sur la PCR. Nécessitant ainsi, seulement de petites
quantités d’ADN (Mburu & Hanotte, 2005). De méme les microsatellites se
retrouvent en abondance relative (Zane et al., 2002). Toutefois, Vigouroux et al.,
(2002, 2005) ont montré que certains SSR, en particulier ceux situés dans les régions
codante, ne sont pas forcément neutre, car ils peuvent étre soumis a la sélection
artificielle s’ils sont liés a des génes d’intérét. Cela pourrait fausser 1’interprétation
des études phylogénétiques. Néanmoins, ces marqueurs restent relativement

économiques et faciles a utiliser par rapport a d’autres types de marqueurs.

1.4.1.2. Caractérisation moléculaire basée sur les microsatellites

Les avancées des techniques moléculaires ont favorisé une meilleure caractérisation de la
diversite génetique de F. oxysporum. De nombreux marqueurs moléculaires, issus de régions
codantes ou non codantes du génome, sont disponibles et permettent différents niveaux de
discrimination. Aujourd’hui, ces marqueurs sont principalement exploités en comparant les

séquences des fragments amplifiés par PCR (polymerase chain reaction).
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Par exemple, I’espaceur interne transcrit (internal transcribed spacer, ITS) de I’ADN
ribosomique (ADNr), souvent utilisé comme code-barres pour des champignons, permet
généralement de distinguer les espéces fongiques (Schoch et al., 2012). Cependant, chez
Fusarium, la région ITS ne suffit pas a différencier certaines especes proches ni a réaliser des
analyses phylogénétique (Laurence et al., 2014).

En revanche, des études récentes ont démontré que certains géenes, tels que ceux codant pour
la plus grande (RPB1) et la deuxieme plus grande sous-unité (RPB2) de I’ARN polymérase I,
apportent davantage d’informations sur 1’évolution des champignons en général et de
Fusarium en particulier (O’Donnell et al., 2013).

L’utilisation de ces marqueurs a notamment révélé que F. oxysporum, jusqu’alors considéré
comme une seule espéce morphologique, constitue en réalité un complexe d’espéces
(O’Donnell et al., 2013). Par ailleurs, d’autres marqueurs moléculaires permettent d’obtenir
un niveau de polymorphisme plus fin, mettant en lumiére la diversité intraspécifique de F.
oxysporum (Mbofung et al., 2007; Sasaki et al., 2015). Ces marqueurs peuvent étre des génes
codant des protéines connues pour leur implication dans le pouvoir pathogéne (xylanase,
polygalacturonase), des génes dits de « ménage » (facteur d’¢longation de la traduction 1-a
(EF-1a), B-tubuline), des régions d’ADN non codant comme I’espaceur intergénique (IGS,
intergenic spacer) de I’ADNr (Jiménez-Gasco et al., 2002 ; Hirano & Arie, 2009 ; Holmes et
al., 2009 ; Demers et al., 2014). L’analyse de la région EF-1a a permis d’identifier 46 groupes
génétiquement distincts parmi une collection de 205 souches de F. oxysporum provenant de
26 sols non cultives en Australie (Laurence et al., 2012). L’utilisation combinée de plusieurs
marqueurs moléculaires via le typage multilocus des séquence d’ADN offre une
discrimination génétique encore plus poussée, regroupant les souches en génotypes ou type de
séquence (ST) (Demers et al., 2014). Ainsi chez F. oxysporum, de nombreuses recherches ont
associée les marqueurs EF-1a et IGS (Poli et al., 2012; Silva et al., 2014). Par ailleurs, des
techniques d’amplification aléatoire telles que RAPD (random amplified polymorphic DNA)
ou AFLP (amplified fragment length polymorphism) ont également été utilisées pour étudier
de la diversité génétique de nombreuses formes spéciales de F. oxysporum (Benslimane,
2016). L’étude conjointe des marqueurs moléculaires et de la technique des groupes de
compatibilité végétative (VCG) a confirmé que cette méthode permet d’obtenir une
discrimination au niveau clonal (Steinberg et al., 1997; Baayen et al., 1998). Ces outils ont
ainsi facilité I’analyse de la diversité au sein des populations pathogenes et saprophytes de F.

oxysporum.
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De nombreuses recherches sur les souches pathogenes de F. oxysporum ont montré que
certaines formes spéciales seraient monophylétiques c’est-a-dire issues d’une seule origine
évolutive unique, tandis que d’autres sont polyphylétiques, présentant plusieurs origines
évolutives (Baayen et al., 2000). Pour les formes spéciales polyphylétiques, la capacité
pathogene aurait été acquise a plusieurs reprises au cours de 1’évolution, soit indépendamment
au sein des populations non pathogénes de F. oxysporum, soit via le transfert horizontal de
génes (Ma et al., 2010).

Par exemple, les formes spéciales cubense, gladioli et vasinfectum sont polyphylétiques alors
que spinaciae, radicis-cucumerinum et tulipae sont monophylétiques (Baayen et al., 2000 ;
Skovgaard et al., 2001). Concernant Focy, seules deux études ont été menées : la premiére
portait sur une collection de 53 souches issues de 7 pays et la deuxiéme, a analysé 64 souches
exclusivement argentines. La premiére étude suggere que la forme spéciale cyclaminis serait
polyphylétique (Lori et al., 2012).

Les analyses s’intéressant non seulement a une forme spécifique, mais plus globalement aux
populations de F. oxysporum dans des environnements complexes mettent en évidence une
diversité intraspécifique particulierement élevée (Lori et al., 2004 ; Edel-Hermann et al.,
2015).

Une étude portant sur 151 souches de F. oxysporum associées a I’ceillet montre que les 129
souches non pathogenes de cette plante se répartissent en 97 VCG, tandis que les 22 souches
de F. oxysporum f. sp. dianthi forment un unique VCG (Lori et al., 2004). Plus récemment,
une étude a examiné la diversité génétique des populations de F. oxysporum dans des champs
de tomate (Demers et al., 2015). L’analyse du gene EF-1a a révélé une grande diversité
génétique tant dans les sols que dans les plants de tomate, avec une moyenne de 4,2 génotypes
endophytes par plante. Certaines souches pathogenes de F. oxysporum sont génétiquement
plus proches de souches non pathogénes de F. oxysporum, ou appartenant a une autre forme
spéciale, que de souches de leur propre forme spéciale (O’Donnell et al., 2013). Il est
important de noter que les isolats d’une forme spéciale repose uniquement sur leur capacité a
infecter une plante hote spécifique. La diversité génétiqgue des formes spéciales
polyphylétiques rend leur identification a I’aide d’outils moléculaires particuliérement
complexe. Par conséquent, 1’analyse de cette diversité genétique constitue une étape
essentielle avant de pouvoir identifier des marqueurs moléculaires spécifiques, fiables et
pérennes. Le génome de F. oxysporum contient de nombreux éléments transposables, actifs

pour certains, mais non fonctionnels pour d’autres.
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Au moins 6 familles différentes de transposons ou de retrotransposons ont été identifiés dans
cette espece dont plusieurs peuvent coexister dans la méme souche (Spanu et al., 2018). Les
transposons sont nombreux dans certaines souches de F. oxysporum ou ils peuvent constituer
jusqu’a 5% du génome (Spanu et al., 2018). Le génome de F. oxysporum contient également

de nombreuses séquences répétées dont la fonction reste inconnue.

1.4.2. Genes de virulence chez Fusarium oxysporum

F. oxysporum est un pathogene tellurique qui colonise une grande variété de plantes cultivees
telles que le coton, le melon, la banane et la tomate. L'interaction entre F. oxysporum f. sp.
Lycopersici et la tomate a été utilisée comme modele pour étudier la virulence des pathogénes
telluriques (Roncero et al., 2003). Des progrés ont été réalisés dans la compréhension de
certains des processus clés de I'infection et de la pathogeénicité de ce champignon. Des progreés
considérables ont éte réalisés dans I'analyse des facteurs de pathogenicité et de virulence de F.
oxysporum a l'aide d'études d'inactivation et de complémentation géniques. Ce domaine de
travail est dépendant de la disponibilité d'un systeme de transformation efficace basé sur
Agrobacterium (Khang et al., 2005 ; Mullins et al., 2001). Plusieurs génes contribuant a la
pathogénicité de F. oxysporum ont été décrits, notamment FMK1, codant pour une protéine
kinase activée par les mitogenes (MAP) (Di Pietro et al., 2001); ARG1 , un géne codant pour
une arginosuccinate lyase (Namiki et al., 2001); FOW1, qui code pour une protéine de
transport mitochondriale (Inoue et al., 2002), les genes des protéines G Fgal, Fga2 et Fgbl
(Jain et al., 2002, 2003, 2005); pacC , un géne codant pour un facteur de transcription sensible
au pH environnemental (Caracuel et al., 2003); CHSV , un géne codant pour une chitinase de
classe V ( Madrid et al., 2003); SNF1 , un gene qui réduit I'expression des génes des enzymes
dégradant la paroi cellulaire (Ospina-Giraldo et al., 2003); SIX, un géne qui code pour une
petite protéine sécrétée trouvée dans le xyleme (Rep et al., 2004, 2005); et FRP1, qui code
pour une protéine a boite F ( Duyvesteijn et al., 2005).

Les facteurs de virulence peuvent étre comparés a des armes utilisées par les agents
pathogenes. lls sont essentiels pour provoquer une maladie, sans toutefois affecter leur
capacité a survivre. Il en existe plusieurs types, intervenant a différents moments de
I’infection. Certains facilitent I’adhésion ou la pénétration des agents infectieux dans les tissus
animaux ; d’autres leur permettent d’échapper ou de combattre les défenses intracellulaires de
I’hote. D’autres encore favorisent leur diffusion au sein d’un organe ou dans 1I’ensemble de

I’organisme (Lessa & Sievert, 2023).
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L'agent pathogéne secréte de petites protéines effectrices dans le xyléeme, appelées Six, qui
contribuent a sa virulence. La plupart de ces protéines contiennent des résidus cystéine en
nombre pair. L'analyse pangénomique menée sur Fo a révelé une organisation du génome a
deux vitesses ; séparer les régions génomiques nécessaires au developpement normal de
l'agent pathogéne des régions a évolution relativement rapide nécessaires a la
pathogenése (Dong et al., 2015 ; Fokkens et al., 2018). La diversité d'hotes et la spécificité
de Fo sont dictées par des geénes situés dans des régions génomiques associées a la
pathogénicite (Williams et al., 2016).

Ces genes associés a la pathogénicité codent pour des protéines effectrices, des facteurs de
transcription (TF), des enzymes sécrétées et des protéines impliquées dans le métabolisme
secondaire et la transduction du signal (Schmidt et al., 2013). Les protéines effectrices
effectuent une réponse compatible (virulence) ou, lors de l'interaction avec leurs génes de
résistance (R) correspondants, entrainent une réaction incompatible (avirulence) (Jones &
Dangl., 2006)

Le transfert horizontal de genes de spécificité d'hbte vers des lignées génétiquement distinctes
entraine I'émergence rapide de nouvelles lignées pathogeénes avec une diversité d'hétes plus
large (Ma et al.,2010). Les souches non pathogénes de Fo peuvent coloniser des plantes
asymptomatiques en tant qu'endophytes (Kuldau &Yates, 2000), le potentiel de ces souches a
évoluer vers de nouvelles lignées virulentes est un sujet de préoccupation majeur (Recorbet et
al., 2003 ; Michielse & Rep, 2009).

1.4.3. Genes et mécanismes de résistance des plantes

Les genes de résistance jouent un réle primordial dans la résistance des plantes aux maladies.
La majorité de ces génes sont dominants. Les génes de résistance assurent une protection
totale ou partiale contre un ou plusieurs pathogenes (Sayegh, 2009). Un gene de résistance (R)
est tout gene qui détermine une différence dans la sensibilité a un pathogene (Michelmore et
al., 2013). Au cours de leur évolution, toutes les plantes ont développé un Vvéritable « systéme
immunitaire » capable de détecter les menaces, qu’elles soient d’origine biotique
(microorganisme pathogéne, insecte nuisibles) ou abiotique (pluie, gréle, gel, vent). En
absence des lymphocytes et anticorps présents dans le systéme immunitaire humain, le
systeme « phytoimmunitaire » se caractérise par la diversité des molécules de défense qu’il

génere en réponse au stress.
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Cette réponse défensive, déclenchée par 1’attaque, entraine d’importants changements dans
I’activité métabolique des cellules végétales, initiant une cascade d’événements visant a
freiner la progression des agents pathogénes et a limiter les dégats causés par des blessures
(Benhamou & Rey, 2012). L’on retrouve chez les plantes deux types de résistance. La
premiére, appelée résistance passive, consiste en des barriéres préexistantes ou constitutives
que la plante a développeées a travers une adaptation au climat. La deuxieme, dite résistance
active, fait référence a des barriéres qui se forment de maniére nouvelle en réaction a un

stress.

1.4.3.1. Résistance des plantes aux agents pathogénes

Les différents phénotypes de résistances ou de sensibilité de la plante résultent de mécanismes

moléculaires sous-jacents.

1.4.3.1.1. Différents phénotypes de résistances

e Résistance non-hote
La résistance non-hoéte est la capacité d’une plante a résister a un pathogéne qui ne peut pas
infecter cette espece végeétale. Cette résistance est souvent considérée comme barriére
géneérale, non spécifique, qui empéche la croissance ou la pénétration du pathogéne sur ou
dans la plante (Luciano et al., 2019). La résistance non-héte est la forme la plus répandue et
durable de résistance chez les plantes. Elle protege contre la majorité des micro-organismes
potentiellement pathogenes. Dans ce type de résistance, pour une combinaison donnée
«espece végétale/ agent pathogéne » tous les génotypes de la plante sont résistants a toutes les
souches de I’agent pathogéne (Mysore & Ryu, 2004), ce qui en fait une résistance non

spécifique. On distingue deux types de résistance non-hote : le type I et le type II.

La résistance non-hote de type I, la plus fréquente, se caractérise par 1’absence totale de
symptomes (Mysore & Ryu, 2004). Elle correspond a I’incapacité de 1’agent pathogéne a
franchir les barriéres préexistantes de la plante (telles que la cuticule ou les métabolites
secondaire) ou a son arrét rapide lors de la pénétration et de la multiplication dans les tissus

végetaux, grace a I’activation de défense inductives.
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La résistance non-hote de type Il est toujours accompagnée d’une réaction hypersensible
(HR), une réponse rapide et localisée, caractérisée par la mort cellulaire au niveau du site

d’infection (Mysore & Ryu, 2004).

e Résistance hote

Pour ce qui est de la résistance hote, dans le cadre d’un couple espéce végétale/agent
pathogene donné, certaines souches de I’agent pathogeéne peuvent infecter tout ou une partie
des variétés de cette espece vegétale (Mysore & Ryu, 2004). Contrairement a la résistance
non- hote, la résistance hote est donc spécifique. Sur un génotype donné, son existence
dépend de la souche de I’agent pathogéne en présence (Heath, 2000). L’on parle d’interaction
incompatible entre un agent pathogene et une plante lorsque le phénotype manifeste une
résistance complete, dite qualitative, souvent associée a réaction hypersensible (HR)
(Greenberg & Yao, 2004).

A T’inverse, une interaction compatible correspond a un phénotype de sensibilité ou de
résistance partielle, qualifiée de quantifiable. Le phénotype sensible se traduit par I’absence
de résistance efficace et la présence de symptdmes de maladie ; tandis que la résistance
partielle ralentit la progression de 1’agent pathogéne sans I’arréter totalement, avec également

I’apparition de symptdmes.

1.4.3.1.2. Mécanismes moléculaires de la résistance des plantes

e Défenses préformées

Les défenses préformées constituent la premiere ligne de protection contre les agents
pathogenes. Elles reposent sur des mécanismes physiques et chimiques. Les barrieres
physiques incluent principalement les parois cellulaires végétales comme les épines sur la
surface des feuilles, les poils durs portant des substances toxiques qui inhibent la ponte des
ceufs par les insectes. Le role du cytosquelette dans la diminution de I’invasion par 1’agent
pathogéne peut également étre mentionné. La cuticule épaisse des feuilles couvertes de
substances hydrophobes (cire et cutine) et des tiges couvertes de subérine protége les parties
aériennes de la plante (Heath, 2000). La fermeture des stomates dans les feuilles et les
lenticelles des tiges permet d’éviter la pénétration des spores fongiques, des bactéries ou des
nématodes. La lignine également trouvée dans les parois des vaisseaux du Xxyleme et des
stomates protége la plante contre les herbivores en raison de sa rigidité et sa difficulté a étre
digérée.
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Ces défenses préformées comprennent egalement des mécanismes chimiques tels que les
métabolites secondaires (phytoanticipine, saponine, ...) qui exercent principalement une
action antimicrobienne, sans s’y limiter. Les plantes peuvent produire accumuler ces
composés non seulement dans le cadre de leur croissance et de leur développement, mais
aussi pour se protéger contre les phytophages en les rendant impropres a la consommation
(Heath, 2000 ; Mysore & Ryu, 2004). Ces défenses préformées sont actives de maniere
constitutive, sans qu’un stimulus particulier ne soit nécessaire pour leur mise en place.

o Défenses induites
Les défenses induites représentent le second niveau de protection rencontré par les agents
pathogénes lors de I’infection d’une plante. De fagon simplifiée, ce type de défense s’articule
en trois phases : d’abord, la plante reconnait la présence de I’agent pathogene, puis un signal
est transmis a I’intérieur des cellules, ce qui conduit a I’activation des génes de défense.
Certaines défenses induites participent a la fois a la résistance spécifique de 1’hote et a la
résistance non specifique, ce qui suggere qu’elles peuvent étre déclenchées par des signaux
propres ou non aux pathogenes concernés. Ces signaux peuvent provenir directement des
agents pathogeénes ou bien résulter de la dégradation des cellules héte (Jourdan et al., 2008).
Jones et Dangl (2006) ont proposé un modele en « Zig-Zag » en cinq phases pour décrire le
systeme immunitaire des plantes (Figure 10). Lorsque 1’agent pathogéne parvient a franchir
les défenses préformées, les cellules végétales détectent des molécules a leur surface,
nommees PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern). Un PAMP est une molécule
indicative, servant de signature a la présence d’un agent pathogéne appartenant a une classe
donnée. Par exemple, I’on trouve la flagelline les bactéries, les lipopolysaccharides des
membranes externes des bactéries a Gram négatif, ou encore la chitine, un composant
structurel des parois fongiques (Boller & Felix, 2009). Par ailleurs, la plante peut percevoir
une attaque via la reconnaissance de composes dérivés de la dégradation de ses propres
constituants par I’agent pathogéne, appelés DAMPs (Damage Associated Molecular Pattern)
ou éliciteurs endogenes. Ces PAMPS/DAMPs sont détectés par I’hote grace aux récepteurs de
reconnaissance des motifs moléculaires (PRRs pour Pattern Recognition Receptor) situés
dans la membrane plasmique et caracterisés par un unique domaine transmembranaire (Henry
et al., 2012). Cette reconnaissance déclenche une résistance appelée PTI (PAMP-Triggered
Immunity). 11 s’agit du premier niveau de résistance non spécifique induite par les éliciteurs
des pathogenes qui activent les PPRs. La progression de I’agent pathogene peut étre ralentie
voire arrétée lors de la premiere phase du modéle Zig-Zag (Figure 10).
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Dans la deuxieme phase, les agents pathogénes qui ont réussi a franchir cette étape libérent
des effecteurs a I’intérieur des cellules végétales. Ces effecteurs inhibent la PTI (Immunité
déclenchée par les PAMP) en perturbant soit la reconnaissance des signaux, soit la
transduction du signal, ce qui conduit a une vulnérabilité accrue de la plante, appelée ETS
(Susceptibilité déclenchée par les effecteurs).

La troisieme phase correspond a la détection spécifique de ces effecteurs par des récepteurs
internes a la plante, initiant alors une réponse immunitaire plus ciblée. Ces récepteurs sont
notamment des génes de résistance (genes R). On parle alors de réponse immunitaire
spécifique (ETI : Effector-Triggered Immunity). L’ imminité déclenchée par 1’effecteur (ETI)
repose sur le mécanisme dit géne-pour-géne, un modéle élaboré avant le concept d’ETI. Selon
ce modeéle, développé par Flor (1971), si ’agent pathogéne porte un effecteur spécifique
reconnu par un gene de résistance (gene R) de la plante, 1’agent avirulent et la plante présente
une résistance compléte. En absence de ce géne R chez 1’hdte, 1’agent pathogeéne devient
virulent et la plante sensible.

Les phases 4 et 5 du modele illustrent la coévolution entre la plante et I’agent pathogene, ou
I’agent modifie ses effecteurs avirulents pour échapper a I’ETI. Cela engendre une nouvelle
phase de sensibilité (ETS) chez la plante, suivie de 1’évolution des génes R capables de
reconnaitre ces nouveaux effecteurs.

Pour affiner ce modéle, Jones et Dangl (2006) ont défini la résistance basale comme étant la
défense activée contre un agent pathogene virulent dans une plante sensible, correspondant a
laPTlsans ETS et une ETI faible.

En phase 1, la plante détecte les PAMPs (en rouge) via les récepteurs PRRs pour déclencher
laPTI.

En phase 2, les pathogenes liberent des effecteurs qui suppriment la PTI, permettant I’ETS.
En phase 3, un effecteur (en rouge) est reconnu par un gene R, activant ainsi I’ETL.

En phase 4, I’agent pathogene fait évoluer ses facteurs d’avirulence en facteurs de virulence
(en bleu) pour contourner I’ETI. Ces derniers ne sont donc plus reconnus, ce qui permet a
I’agent pathogéne de supprimer I’ETI et d’induire une nouvelle ETS.

En phase 5, I’évolution de la plante engendre 1’apparition de nouveaux genes R capables
d’identifier les nouveaux facteurs de virulence, lesquels redeviennent alors des facteurs

d’avirulence, permettant ainsi a nouveau ’ETI.
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Figure 10 : Modele en « Zig-Zag » du fonctionnement du systéme immunitaire d’une plante

(Jones & Dangl, 2006).
PTI : PAMP-Triggered Immunity; ETS : Effector-Triggered Susceptibility ETI : Effector-Triggered Immunity ;
PAMPS : Pathogen Associated Molecular Pattern; HR :haute résistance. Les numéros de 1 a 5 indiquent les

différentes phases du modeéle

1.4.3.1.3. Relation phénotype et mécanismes moléculaires

La résistance non-hote est principalement attribuée aux défenses préformeées (Health, 2000).
Néanmoins, il est également reconnu que cette résistance peut faire intervenir des mécanismes
de défense induits, tels que la résistance basale ou la résistance gene-pour-gene (Jones &
Dangl, 2006). Ces processus, conduisent a 1’activation des réponses défensives de la plante,
notamment la réaction d’hypersensibilit¢é (HR) (Uma et al., 2011). En ce qui concerne, la
résistance héte, elle peut mobiliser tous les types de défenses. Ainsi, la résistance complete,
résultant d’une interaction incompatible, correspond a la combinaison des défenses
préformées, basales et gene-pour géne, ces dernieres jouant un réle central (Vergne, 2007). Ce
mode de résistance empéche le développement des maladies. Par ailleurs, dans le cas d’une
interaction compatible, la résistance partielle résulte aussi de 1’ensemble des défenses
préformées, des défenses basales et des défenses issues de la résistance géne-pour gene, mais
avec un manque d’efficacité de ces derni¢res (Tableau V) (Vergne, 2007). Les génes R ont
alors une capacité réduite de reconnaissance des facteurs d’avirulence, aboutissant a une
faible activation molécules de défenses. La résistance partielle entraine néanmoins une
diminution de I’infection par I’agent pathogéne. En revanche, lorsqu’il y a sensibilité, la

résistance basée sur les genes de type géne-pour-géne est absente ou insuffisante, et les
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défenses preformées et basales ne suffisent pas a conférer un phénotype résistant (Schimd-

Hempel, 2011). Dans ce cas, I’infection se produit sans nuire a 1’agent pathogéne.

Tableau V: Interaction entre la résistance et les défenses induites (Vergne, 2007).

Défenses induites
Défenses Défenses basales | Défense
préformées géne-pour-
gene
Résistance Type | +++
3 .
€ | non-hote Type Il +++ 0u ++0u + +++0u ++ou + +++
s
[%2]
& | Résistance Interaction Résistance | +++ou ++ou+ +++ ou ++ou + +++
3 | hote incompatible complete
[72]
(5] < 7 -
o Interaction Résistance | +++ ou ++ou + +++0ou ++ +
2
o - .
‘E compatible partielle
o Sensibilité | ++ ou + ++0u + Absent

+++ : Désigne une implication forte des défenses; ++ : définit une implication moyenne ; +: désigne une
implication faible

1.4.3.2. Etapes de déclenchement de défense de la plante
1.4.3.2.1. Reconnaissance de I’agent pathogene

La reconnaissance de 1’agent pathogéne implique la perception du signal éliciteur. Cette
reconnaissance et une réponse rapide de 1’hdte peuvent restreindre ou stopper 1’invasion,
permettant ainsi aux étapes ultérieures de défense de se déclencher. La reconnaissance chez la
plante est coordonnée par des récepteurs spécialisés appelés PRRs, qui sont situés dans la
membrane plasmique (Henry et al., 2012) et qui déclenchent les réponses de défense de 1’hote
apreés la détection de 1’agent pathogéne. Les récepteurs PRRs jouent un role essentiel dans le
systeme immunitaire des plantes. Leur stratégie consiste a identifier, grace a un petit nombre
restreint de PRRs, une grande diversité d’agents pathogeénes (Antolin-Liovera et al., 2012).
Les éliciteurs sont des protéines produites directement ou indirectement par le pathogéne lui-

méme, ce qui enclenchent une signalisation, et une réaction de défense de la plante contre son

agresseur.

1.4.3.2.2. Transduction du signal intracellulaire

En aval de la perception de 1’agent pathogéne ou de 1’¢liciteur via un récepteur potentiel, se

mettent en place des étapes de signalisation intracellulaire extrémement complexes (Figure
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11). Cette cascade de transduction du signal conduisant a la RH est associée a des
modifications biochimiques, cellulaires et moléculaires, et fait intervenir, entre-autres, des
protéines G (GTP binding protein), des flux ioniques, des cascades de phosphorylation /

déphosphorylation, des formes réactives d’oxygene (ROS) et le monoxyde d’azote (NO).

| Recognition |

peraxidase | oxidative burst |

fons fluxes ** =n B

PH-oxicasmmmm | ||[[|[1] [|I[1[]11] '
R rd sysie liid peraxidation

-.-Iipu-xygm
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Acid :

| i

| Transcription factors activation

S peeegees Aposisgemes
} | } |

Anfi-microbial products Cell prafection Signal CELL BEATH
PR - Proteins Perosrydases amplification
Phytoakeins &5T, HSP

Resistance

Figure 11: Etapes de signalisation intracellulaire chez les plantes (Antolin-Liovera et al.,
2012)

1.4.3.2.3. Déclenchement de la résistance basale

La résistance basale est déclenchée par des récepteurs (protéines ou protéines sentinelles)

capables de reconnaitre des signaux moléculaires associés aux éliciteurs.

La reconnaissance de ces motifs par la plante peut déclencher une réponse immunitaire

primaire vivant & limiter 1’invasion et retarder 1’avancée de I’agent pathogéne.
Entre autre mecanismes, il a été observé:

» Le changement dans la paroi cellulaire ; qui se manifeste par 1’écoulement et le

cumule du cytoplasme dans 1’ouverture crée par 1’agent pathogene pour le combler.
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La cellule initie la réparation de 1’ouverture ou de la zone infectée en déposant du
callose + protéine + lignine + subérine.

» La modification des flux ioniques; qui s’explique par le changement de la

perméabilité membranaire et le changement de la composition ionique du cytosol qui
est I’'une des premiéres réponses enregistrées lors d’une attaque par un agent
pathogéne.
Ces changements se traduisent par une entrée importante des ions calcium (Ca®") et
des ions hydrogénes (H") (alcalinisation du milieu extérieur) et une sortie massive des
ions potassium (K*), chlore (CI") et sodium (Na") (acidification du cytoplasme ou
milieu intérieur.

» La sécrétion de Gomme, pour la fermeture des plaies et des espaces entre les cellules
saines et infectées empéchant donc la pénétration de 1’agent pathogéne. La gomme

contient également des substances nocives pour les agents pathogénes.

> Le renforcement des parois ou la formation des cellules de liege (lignines + tannins) :
la plante forme une couche de liege pour faire une barriere entre les tissus sains et les
tissus malades ou endommages.
Cette couche de liege est imperméable a 1’eau, aux sels et aux gaz ce qui prévient le
développement de I’agent pathogene et provoque donc sa mort. Elle peut étre aussi
une couche de séparation entre la zone saine et la zone infectée ce qui provoque par la

suite la séparation et la chute de cette derniére.

» La formation des tyloses: les tyloses sont des excroissances sur les cellules
parenchymateuses des vaisseaux du xyléme. Lorsque la plante est infectée, les tyloses
ferment les vaisseaux du xyléme pour empécher le développement de I’agent

pathogéne.

1.4.3.2.4. Déclenchement immunitaire
Pour contourner la défense basale, les agents pathogenes ont développé des protéines

effectrices de virulences ou protéine d’avirulence AVR qui sont délivrées dans les cellules
hotes. Ces protéines effectrices de virulences servent a masquer leur présence en interférant
avec les voies de defense de la plantes. Les plantes ont mis au point des mécanismes leur
permettant d’identifier les protéines effectrices et de réagir rapidement et efficacement a

I’attaque grace a un systéeme de défense solide.
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Ce deuxieme front de défense est appelé I’immunité déclenchée par des protéines effectrices
de virulence et régulé par les protéines de défense PR codées par les génes de résistance
(genes R).

Ces proteines de défense ménent a :

e I’inhibition directe du phytopathogéne ou de son confinement au site d’infection.

e la production et I’accumulation du monoxyde d’azote (NO) et des formes réactives de
I’oxygéne ROS (O, OH et H,0,) qui induisent la mort cellulaire et participent a la
transmission du signal intercellulaire.

e une mort cellulaire programmee localisée au niveau des tissus infectes.

e lalibération des phytohormones comme 1’acide salicylique, 1’acide jasmonique,
I’éthyleéne aux cellules adjacentes aux sites d’infections conditionnant ainsi une
immunisation et une augmentation de la résistance de ces derniers (LAR Local
Acquired Resistance) et une immunisation de la plante entiére (SAR Systemic
Acquired Resistance).

La résistance induite par ce phénomeéne est durable et sur de hombreuses plantes contre une
large gamme de pathogenes, notamment les virus, bactéries, champignons et nématodes.
Toutefois, si les défenses activées sont inadéquates, si la plante réagit trop lentement, ou si les
voies de defenses sont inactivées, alors I’interaction entre la plante et le micro-organisme

devient compatible, permettant la prolifération du pathogéne.
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2.1. SITES DE COLLECTE D’ECHANTILLONS

Des prospections ont été réalisées dans 14 chefs-lieux de départements afin d’évaluer le
niveau des infestations de la fusariose vasculaire en Cote d’Ivoire, d’aotit & décembre 2021
dans le bassin cotonnier (Figure 12). Le bassin cotonnier est subdivisé en zones exclusives
d’activités des sociétés cotonniéres ivoiriennes. Ce sont les zones CIDT, SECO, COIC et

Ivoire Coton.
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Figure 12: Zone de prospection et de collectes d’échantillons
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2.2. MATERIEL

La conduite de cette étude a nécessité 1’utilisation de matériels subdivisés en deux catégories :

matériel biologique et technique.
2.2.1. Matériel biologique
2.2.1.1. Matériel végétal

Seize (16) variétés de coton ont été utilisées dans cette étude pour réaliser des tests
d’inoculations et de génotypage dans le but de les caractériser.

Il s’agit de cing (5) variétés de coton (CI-123, CI-128, W766 A, Y331 BLT, ISA 205)
développées par le Centre National de Recherche Agronomique (CNRA) appartenant a
I’espece Gossypium hirsutum et de onze (11) variétés étrangeres : REBA B50 (Burkina Faso),
MAC-NAIR 1032 (Etats-Unis), MCU 5 (Inde), PIMA S6 (Etats-Unis) , GIZA 69 (Egypte),
ICA 17 (Colombie), ACALA SJ2 (Etats-Unis), ACALA SJ5 (Etats-Unis) , COKER 100
WILT (Cameroun), DIXIE KING IlI(Etats-Unis) , P279 (Etats-Unis). Ces variétés sont
fournies par le Laboratoire de Génétique de la Station de recherche sur le Coton du CNRA de
Bouaké sous forme de graines délintées.

2.2.1.2. Matériel fongique

Des isolats de 1’agent pathogene, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum ont été utilises dans
les difféerentes études de caractérisation. Au nombre de 91, ils ont été isolés a partir de plants
de cotonniers de différentes parcelles du bassin cotonnier en Cote d’Ivoire, et classés sur la

base des caractéres morphologiques (Morphotypes), révélés sur milieux de culture.

2.2.2. Matériel technique
2.2.2.1. Matériel de laboratoire

» Milieux de culture
Les milieux de cultures sont des substrats classiques d’isolement comme 1’Extrait de Malt,
Potato Dextrose Agar (PDA) et des milieux de croissance comme le milieu Czapek Dextrose

Agar (CDA). Les compositions de ces milieux sont indiquées en annexe 1.

> Produits et matériel d’analyse moléculaire
Le matériel utilisé pour D’extraction de I’ADN fongique est composé d’un mortier en
porcelaine qui a servi au broyage des champignons et de divers produits comme : des

solutions d’isopropanol, d’éthanol et de tampons.
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D’autres matériels spécifiques sont a noter. Il s’agit de micro-centrifugeuse, de micro-tubes de
type Eppendorf, de bain-marie (Fisher Scientific Polytests 12) pour I'incubation des produits,
de cuves a électrophorése muni de générateurs, de spectrophotomeétre, de fluorimétre, de
speed vac, d’équipements de photographie de type BioPrint, etc.

Les laboratoires étaient équipés d’une hotte chimique pour la manipulation des produits
volatiles, toxiques et cancérigénes ; d’un congélateur de -20°C et d’un réfrigérateur de 4°C
pour la conservation des échantillons et de certains produits.

L’extraction d’ADN végétal a été faite sur billes magnétique Macherey-Nagel, a 1’aide du
robot KingFisher Duo Prime. Pour les réactions de PCR, un thermocycleur (BioRad T100TM,
SINGAPOUR) a eté utilisé pour l'amplification de I’ADN; une micro-onde a servi a la
préparation du gel d'agarose; une cuve a électrophorése (Consort EV 245) pour la migration
de I’ADN; un transilluminateur a lumiére ultra-violet (Cleaver Scientific Ltd Microdoc) pour
la visualisation de I'ADN génomique et les produits PCR aprés leur migration sur gel

d'agarose.

Figure 13: Matériels de laboratoire utilisés

A: Balance de précision; B: Stérilisateur a bille; C: Centrifugeuse; D : Spectrophotrométre ; E:
Microscope optique a écran ; F : Fluorimétre
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» Enceintes et matériels de culture

Les enceintes de culture utilisées au cours de ces travaux sont de deux catégories.

La premiere catégorie est constituée d’enceinte a température variable. Elle regroupe les
étuves a températures variables de marque MEMMERT, des enceintes climatiques a
températures, a taux humidité et durées d’éclairage variables, de marque FACIS.

La deuxiéme catégorie est composeée de salles climatisées. Les premiéres ont été utilisées pour
les différents tests d’inoculations en conditions contrdlées et les secondes pour la culture des
champignons.

Les cultures de plants pour les différentes inoculations ont été faites dans des pots individuels

de 500 ml en plastique polyéthyléne.

> Matériel de stérilisation

Les travaux de manipulation de champignons sont faits en conditions aseptiques. Ce qui a
nécessité 1’usage de matériel de stérilisation, soit séche (four Pasteur de marque
MEMMERT), soit humide (autoclaves, Marque LEQUEUX). La stérilisation de matériel
végetal ou du petit matériel de repiquage des champignons s’est faite avec de 1’alcool (70°,
90°), de I’hypochlorure de sodium (8° ou 12° chlore) ou avec de I’hypochlorure de calcium
(20 %). L’isolement des champignons et leur culture sont faits dans des hétes a flux laminaire
équipées de lampes U.V. (de marque SUPCRIS, FluFrance) et a proximité d’un Bec Bunsen

ou d’un stérilisateur a bille.

» Verrerie
Pour la culture des champignons, diverses verreries ont été utilisées dont les plus importants
sont les boites de Pétri, les tubes a essai, les filtres en verre fritté, des entonnoirs, des béchers,

des fioles d’Erlenmeyer, des pipettes.

» Matériel d’observation
11 s’agit ici de microscopes photoniques et de loupes (marque ZEISS) pour les observations de

champignons au laboratoire.
2.2.2.2. Matériel de terrain

Le matériel de terrain est composé de sécateurs et de ciseaux pour le prélévement de plants de

cotonnier et des sacs de conditionnement et de conservation.
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2.3. METHODES

2.3.1. Caractérisation morphologique des souches de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum
2.3.1.1. Prospection et collecte d’échantillonns de plants

Des prospections ont été réalisées d’aoit a décembre 2021 dans des champs, dans tout le
bassin cotonnier de Cote d’Ivoire. Durant celles-ci et aprés avoir effectué le marquage des
parcelles de cotonniers, la variété cultivée et la date de semis sont notifiées. Des échantillons
de plants présentants des symptémes typiques et spécifiques de cette maladie ont été prélevés.
Ces symptémes sont :

- dessechement des feuilles de plants de cotonniers,

- flétrissement des feuilles de cotonniers,

- coloration jaunatre des feuilles de cotonniers,

- présence d’une coloration brune des vaisseaux de racines et tiges de cotonniers.
Afin d’établir la répartition spatiale de la fusariose dans la zone cotonniere, plusieurs
échantillons ont été prélevés dans les parcelles prospectées dans les zones de quatre sociétés
cotonnieres (zone CIDT, zone Ivoire Coton, zone COIC, zone SECO). Le prélevement des
fragments de tiges et de racines de plants malades a été effectué de facon aléatoire a 1’aide de
sécateurs. Ces prélevements ont été réalises, en évitant le contact direct entre les différents
échantillons. Chaque échantillon a été mis dans un grand sac en polyéthyléne portant des
indications relatives a son origine (lieu de prélevement, date de prélévement, coordonnées

géographiques, variété du cotonnier...).

2.3.1.2. Isolement de I’agent fongique

Des plants de cotonniers malades, c’est-a-dire présentant des brunissements au niveau des
vaisseaux de la tige (symptdmes caractéristiques de la trachéomycose du cotonnier) sont
découpés en petits morceaux. Ces fragments de tige, d’environ 0,5 a 1 cm de long, sont
trempés pendant 3 minutes dans un bain d’hypochlorite de sodium (8° Chl) dilué a 15 %, puis
dans 3 bains successifs d’eau distillée stérile. Ils sont ensuite déposés aseptiquement sur du
milieu PDA (PDA : 20 g, agar bactériologique : 20 g de glucose, 20 g de flocon de pomme de
terre, eau distillée : 1000 ml, autoclavage a 121°C pendant 30 min) a raison de 3 fragments
/boite de ¢ 90 mm. Les boites de Pétri sont placées a I’abri de la lumiére a 25 °C dans une

étuve pendant 48 heures.
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2.3.1.3. Identification de Fusarium oxysporum

La description des caracteres morphologiques a été effectuée sur des isolats agés de 7 jours,
cultivés sur milieu PDA, incubés a 25 °C. Ce milieu est classiqguement utilisé pour
I'identification des champignons (Alaoui et al., 2022).
Cette description a été faite par observation microscopique a I’aide d’un microscope
photonique doté d’une caméra intégrée pour la prise de quelques photographies de différents
caracteres.
Pour se faire, une colonie fongique a été prélevée a 1’aide d’une anse de platine stérile et
déposée sur une lame. Aprés ajout du bleu coton (bleu méthyle), 1’échantillon est recouvert
d’une lamelle puis observé au microscope optique a 1’objectif 40 (Gx40) (Chabasse et al.,
2002).
L’identification des souches phytopathogenes s’est basée généralement sur 1’étude de leurs
caractéristiques macroscopiques et microscopiques (Campbell et al., 2013). Les principaux
caractéres d’identification retenus sont :

e caracteres culturaux (couleur, aspect des colonies)

e types d’hyphes (cloisonnée)

e la présence de macroconidies, de microconidies abondantes en fausse téte,

e la présence de chlamydospores terminales ou intercalaires,

2.3.1.4 Caractérisation culturales des isolats de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

Cette étape a consisté a réaliser des isolements monospores de 1’agent pathogéne a partir des
échantillons prélevés afin de déterminer les caractéristiques morphologiques, physiologiques

et moléculaires de la pathogénicité des isolats fongiques.

2.3.1.4.1. Isolement monospores

Pour la mise en collection des isolats de champignon, en vue de leur usage dans la suite des
essais, il est nécessaire d’obtenir des cultures a partir d’une seule spore ou culture monospore
(Rapilly, 1968). La technique de dilution a été utilisée a cet effet. Six (6) tubes contenant 900
ul d’eau distillée stérile ont été préparés par isolat. Cing (5) militres d’eau distillée stérile ont
été ajoutés a la surface de chaque culture préalablement obtenue sur PDA dans des boites de
Pétri. La surface des cultures ainsi imbibée est raclée délicatement avec le bout dun cone de
pipette. La suspension de conidies et de fragments de mycélium obtenue est filtrée sur du tissu

blanc en mousseline stérilisé.
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Le filtrat est ensuite récupéré dans des tubes droits a bouchon. A partir de cette suspension
conidienne, des dilutions successives au dixiéme jusqu’a 107 sont réalisées. Une quantité de
100 pl de la derniere dilution est prélevé puis ensemencé sur milieu Malt prealablement coulé
dans des boites de Peétri de 9 cm de diamétre (13 ml de milieu par boite) a raison de deux
boites par dilution.

Aprés un a deux jours, les conidies unicellulaires, suffisamment individualisées et ayant
formé un tube germinatif sont repérées a la loupe et repiquées, a raison d’une colonie par
boite, sur milieu Malt acide antibiotique (250 mg/l d’acide citrique, 50 mg/l chlore
tétracycline, 100 mg/l de streptomycine). Trois repiquages successifs sur ce milieu additionné
d'antibiotiques permettent d'assurer la pureté de la monospore vis-a-vis des bactéries, celle
vis-a-vis des champignons étant assurée par le repiquage monospore.

Quatre-vingt-onze (91) isolats ont ainsi été purifiés et des cultures monospores ont été
préparées. Ces isolats, originaires de Cote d’Ivoire, sont mis en collection par repiquage sur
milieu PDA. En raison de la variabilité des caractéres des isolats de Fusarium oxysporum
selon I’origine géographique et végétale (Djerbi, 1990), il a été jugé utile de procéder a la

caractérisation de 24 isolats de notre collection.

2.3.1.4.2. Evaluation de la croissance des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum

L’évaluation de la croissance des isolats choisis s’est faite sur trois milieux de culture,
pendant 10 jours. Les isolats préalablement obtenus sur milieu PDA et utilisés pour
I’évaluation de la vitesse de croissance du champignon doivent avoir le méme age. Pour cela,
ils ont été mis en culture a la méme date. Il s’est agi de 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 de Pétri ont été mises en incubation dans une étuve, a une température
de 28 °C et a I’obscurité, pendant 10 jours. Aprés 10 jours a I’abri de la lumiére, un
prélévement des disques mycéliens a la marge de la culture a 1’aide d’un emporte-piece de 4
mm de diametre a été fait et déposé au centre des boites de Pétri stériles (Figure 14),
contenant chacun des milieux de culture solides (PDA, CDA, MALT). Sept (7) répétitions
sont effectuées pour chaque milieu de culture et pour chaque isolat, (Monowara et al., 2017).
Les mesures du diameétre des colonies ont éte effectuées chaque jour a l'aide d'une regle

graduée suivant deux axes perpendiculaires.
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Figure 14: Schéma de mesure du diamétre d’une colonie mycélienne des isolats de Fusarium

oxysporum f.sp. vasinfectum

Le diametre des colonies a été mesuré quotidiennement dans deux directions perpendiculaires
au verso des boites de Pétri apres incubation, puis la croissance radiale a été calculée selon la
formule de Sofi et al. (2013) :

Cr =(Co-Cna) (1)

Cr : croissance radiale (mm)

Cn, : diametre observé & un jour donné (mm)

Ch-1 : diameétre par rapport a I'observation précédente (mm)

Des caractéristiques culturales telles que I'aspect du mycélium et la couleur des colonies ont

été observées et enregistrées.

2.3.2.1.3. Détermination de la concentration sporale des isolats

La concentration en spores des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.vasinfectum a été
déterminée sur des cultures agées de 10 jours. Dans chaque boite de Pétri, 5 ml d’eau distillée
stérile sont ajoutes, puis la surface des boites est raclée a 1’aide d’une pipette pasteur. Ensuite,
une goutte de ce prélevement est déposée sur une lame de Malassez.

Le nombre de spores dans chaque milieu de culture est déterminé en les comptants le long des
diagonales, cette opération étant répétée trois fois. La concentration en spores des isolats a
ensuite été calculée avec la formule suivante (Kouadia et al., 2023):
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Q =2n x 10° @)

Q : concentration sporale (spores/ml)

n : moyenne du nombre de spores comptés dans le plus petit carré de la lame.

2.3.2. Caractérisation de la pathogenicité des isolats
2.3.2.1. Evaluation du pouvoir pathogeéne des isolats

Le test du pouvoir pathogene a concerné 24 isolats monosporés représentatifs de la collection
étudiée. La plante hote est constituée par une variété sensible de cotonnier, la variété W766A.
Le test utilisé est celui décrit par Assigbetsé (1988) cité par Abo (2005).

2.3.2.1.1. Préparation de I’inoculum

Les inocula de F. oxysporum f.sp. vasinfectum ont été obtenus & partir de cultures sur milieu
PDA dans des boites de pétri de 90 mm de diametre. Les cultures de F. oxysporum f.sp.
vasinfectum ont été incubées a 1’étuve a 28 °C. Apres 10 jours a I’abri de la lumiére, la surface
chargée de conidies, et immergée avec 5 ml d’eau distillée stérile, a été raclée délicatement a
I’aide d’une spatule métallique stérile. La suspension ainsi obtenue a été filtrée a 1’aide d’une
toile en mousseline afin de séparer les conidies des fragments mycéliens. La concentration du
filtrat en conidies a été déterminée a 1’aide d’un hématimétre de Malassez et ajusté par

dilution a 10° conidies /ml.

2.3.2.1.2. Préparation des plants de cotonnier a inoculer

Afin de tester le pouvoir pathogéne des isolats, des graines de la variété de cotonnier W766A
ont été prégermées puis semees dans des pots de 600 ml perforés a la base et remplis de sol
stérile composé de 2/3 de terre humifére de jachére et 1/3 de sable. La croissance des plants a
été suivie pendant quatorze (14) jours dans une salle vitrée sur deux de ses faces dont la
température est comprise entre 25 et 30 °C et I’humidité entre 70 et 80 %. Les plants agés de

quatorze (14) jours, ont été sélectionnés pour étre inoculés.
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2.3.2.1.3. Inoculation des plants de cotonnier et évaluation du pouvoir pathogéene des

isolats

La méthode d’inoculation utilisée est celle dite par trempage, décrite par Abo et al. (2005). En
effet, les plants de cotonnier ont été arrachés délicatement des pots puis les racines ont été
rincées a 1’eau distillée stérile. Ensuite, les racines ont été trempées pendant 20 min dans
chacune des suspensions conidiennes des différents isolats de F. oxysporum f.sp.vasinfectum
préparées au préalable. Les jeunes plants ainsi inoculés sont replantés dans les pots. Le
dispositif est en quatorze plants-piéges par isolat et un témoin de quatorze plants trempés,
dans les mémes conditions, dans de 1’eau distillée stérile. Le test a été répété trois (3) fois

dans le temps.

Aprés quatorze (14) jours, le pouvoir pathogene des isolats inoculés a été évalué sur la base de
deux critéres que sont: le flétrissement et le rabougrissement dont les notations permettent de
calculer des indices.

La notation de I'importance des symptomes foliaires a été faite selon une échelle a quatre (4)

niveaux présentée dans le tableau V1.

L’indice de flétrissement (IF) est calculé sur I’ensemble des cotonniers inoculés et témoins en
tenant compte de la gravité des symptdmes sur chaque feuille. 1l est obtenu a partir de la
formule suivante (Abo et al. 2005) :

_ 30N2 + 50N3 + 100N4
~ N1+ N2+N3+N4

IF (Indice de flétrissement) est une valeur comprise entre 0 et 100. Elle est tres élevée et
proche de 100, pour des souches trés agressives ou quand la variété de cotonnier est trés
sensible.

L’indice de rabougrissement (IR) est calculé pour montrer d’éventuels déficits de croissance
des cotonniers infestés, par rapport aux témoins non inoculés. Il est obtenu par la formule
suivante (Abo et al. 2005) :

(M —-X) x 100
B M
M = croissance moyen du premier entre-nceud des témoins

IR 4)

X = accroissement du premier entre-nceud des plantes inoculées.
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A la fin de chaque série d’observations des symptdmes extérieurs, les tiges des plantes sont
disséquées afin d’observer la présence d’éventuels brunissements au niveau des vaisseaux du

bois, symptdme le plus caractéristique de la fusariose.

Tableau VI: Echelle de notation des symptdmes foliaires de la fusariose

Niveaux de Appreéciation

I’échelle

N1 Nombre de feuilles saines

N2 Nombre de feuilles présentant des symptdmes Iégers (moins de 1/3 de
limbe atteint)

N3 Nombre de feuilles présentant des symptomes graves (plus de 1/3 de

limbe atteint)

N4 Nombre de feuilles nécrosées ou mortes

2.3.2.2. Détection des genes de virulence

Le diagnostic du niveau de virulence des isolats de Fov a été possible grace a des effecteurs
de la famille des géenes SIX «Secreted in Xylem», dont certains ont été montrés comme
intervenant dans la pathogénicité des souches vis-a-vis de leur hote. Il semble donc intéressant
d’initier un travail visant a déterminer la variabilité moléculaire au sein de ces génes dans
I’espéce Fov. Il s’agit des couples d’amorce SIX1 F/ SIX1 R et SIX9 F/ SIX9 R (Tableau

VIII). Ces amorces permettent d’identifier des souches virulentes.

2.3.2.2.1. Extraction d’ADN des isolats fongiques

Le protocole d’extraction utilisé est celui de phénol-chloroform. Les isolats ont été mis en
culture dans des boites de Pétri sur milieu PDA pendant cing jours a 25 °C dans une étuve ; le
mycélium est récolté a I’aide d’une anse stérile et conservé dans des cryotubes de 2 mL a -20
°C pendant 24 h. Pour chaque échantillon, 100 g de mycélium est raclé et broyé dans un
mortier stérile dans 500 pL de tampon CTAB 2 %. Ce broyat a été transvasé dans un tube
Eppendorf de 1,5 mL identifié au numéro de 1’échantillon, ensuite 20 pL de protéinase (k) ont
été ajouté pour la digestion des protéines. Les tubes ont été incubés a 65 °C au bain-marie

pendant 30 minutes.
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Apres incubation, un volume égal de la composition Phénol Chloroforme alcool-isoamyl a été
ajouté a des proportions 25 : 24 : 1, soit 250 pL de phénol, 240 pL de Chloroforme et 10 puL
d’alcool-isoamyl.

Cette action est menée sous une hotte chimique du fait du caractere polluant des produits. Les
tubes ont €té agités par inversion jusqu’a homogénéisation de la solution puis centrifugés a
12000 tours/mn pendant 20 min. Apres centrifugation, le surnageant est récupéré dans un
nouveau tube auquel est ajouté 500 pL de chloroforme alcoolisoamylique (24 :1 ; 480 uL et
20 pL). Les tubes ont été agités une fois de plus par inversion et centrifugés a 12000 tours/mn
pendant 10 min. A cela, il est ajouté 300 pL d’acétate de Sodium (3M) et un volume de 500
puL d’isopropanol préalablement conservé au congélateur a -20 °C pour précipiter I’ADN. Les
tubes sont agités délicatement par inversion et conservés au congélateur a -20 °C pendant au
moins 1h. Aprés une centrifugation a 12000 tours/mn pendant 15 min, le surnageant est versé
et le culot obtenu est lavé avec 500 uL d’éthanol a 70 %. Apres cette étape, une centrifugation
de 12000 tours/mn a été effectué pendant 5min ; le surnageant est éliminé, puis I’ADN est
séché a I’air libre pendant 8h. L’ADN est alors suspendu dans du tampon d’¢lution (TE)
préparé a partir du Tris (50 mM) et de ’EDTA (50 mM) puis conservé a -20°C pour la suite
des analyses (Annexe I1). Ces extraits d’ADN obtenus ont servi a la détection moléculaire des
genes impliqués dans la pathogénicité (géne SIX) et a 1’étude de la diversité génétique de la

collection d’isolats de Fov.

2.3.2.2.2. Préparation du gel d'agarose 1,5 %

Le gel d'agarose est préparé a partir de poudre d’agarose et de tampon TAE 1X (45 mM
Trisborate ; 1.0 mM EDTA). Une quantité de 1,5 g d'agarose est pesée et renversée dans un
erlenmeyer, auquel 100 ml du tampon TAE (1X) sont ajoutés et le mélange est porté a
ébullition dans un four micro-onde réglée a 180 W/seconde. Trente (30) a quarante (40)
secondes apres, lorsque le milieu devient incolore, il est retiré et porté a refroidissement. Une
fois a 60 °C, 8 uL de gel Red est ajouté a la solution. Le gel Red est un agent chimique qui
s’intercale entre les bases azotées permettant ainsi de visualiser ’ADN a travers la
fluorescence de la lumiere UV du transilluminateur. La solution est coulée aprés
homogénéisation, dans des cuves a électrophorese munies de peignes dont les dents servent a
former les puits du gel. Aprés refroidissement, le gel se solidifie et prét a étre utilisé pour les
électrophoreses.
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2.3.2.2.3. Détermination de la quantité et de la qualité de ’ADN

Des tests de contrble ont été réalisés afin de déterminer la concentration et de la qualité des
ADN extraits. Ainsi, la qualit¢é de ’ADN extrait a été quantifiee par lecture a 260 nm et
vérifiée par électrophorése sur un gel d’agarose a 1 % soumis a une tension électrique de 100
volts. A cet effet, 5 uL d’extrait d’DN ajouté a 3 UL de tampon de charge ont été mélangés
puis soumises a la migration électrophorétique. Aprés 35 minutes de migration, le gel de
migration a été placé sous un transilluminateur a rayon Ultraviolet (UV) pour la révélation de
I’ADN génomique. Par ailleurs, I’extrait d’ADN a été quantifié au spectrophotométre
d’absorption a 260 nm. Lorsque les expérimentations ont nécessité une quantification plus
précise de la concentration en ADN, les ADN ont été dosés au fluorimétre a 1’aide du kit

Invitrogen™ Qubit® Assays et conservés a 4 °C.

2.3.2.2.4. Réalisation de la PCR

Le mix pour la PCR était préparé dans un volume total de 25 pL. Ce mix était composé de 1,3
pL de chaque amorce (sens et antisens) a une concentration de 10 pmol/pL, 2,5 pL de tampon
MgCI2 de concentration 1x (Qiagen), 1,6 uL de désoxyribonucléotidetriphosphates (dNTPs,
200 pM), 0,1 pL de Taqg polymérase, 15,2 pl d’eau ultra pure et 3 uL d’ADN génomique
concentré a 2 ng/pL.

Les conditions d’amplification étaient les suivantes : une dénaturation initiale de 5 minutes a
94 °C, 30 cycles composés d’une dénaturation de 35 secondes a 94 °C, une hybridation de 35
secondes a 58 °C et une élongation d’une minute a 72 °C. L’amplification se termine par une
élongation finale de 7 min a 72 °C. Pour chacune des réactions de PCR, un témoin négatif

d’amplification est préparé avec de 1’eau ultra pure stérile.

Tableau VI : Séquences des amorces utilisées pour le diagnostic racial des isolats de Fov

Amorces Séquence des amorces (sens et anti-sens) TA (pb)

SIX1P12 5’GTACCCTCCGGATTTTGAGC3’ 450
S’AATAGAGCCTGCAAAGCATG3’

SIX9_Foc  5S’ATCGCTGAAGCCCAGAACAA 3 260
S’TTCTGTCCGTCGATCGTTCC 3’

TA : tailles d’alléles ; pb : paire de bases
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2.3.2.2.5. Electrophorése et visualisation des produits d’amplification

Aprés chaque amplification, les produits PCR étaient soumis a une migration par
électrophorese sur gel d’agarose a 3 % en tampon TBE 1X a 100 volts. Pour ce faire, 7 uL de
chaque produit PCR était mélangé a 3 uL de bleu de charge avant d’étre déposé dans 1’un des
puits. Le marqueur de taille de 100 paires de bases (Quick-load® 2-log DNA) a été utilisé
comme référence pour mesurer la taille des amplicons obtenus.

Apres 1’électrophorese, les gels de migration ont été placés dans le transilluminateur
photographique a lumiere ultraviolet (UV) pour la révélation des fragments des ADN
amplifiés. Grace au gel Red incorporé au gel d’agarose, ceux-ci étaient visualisés a partir de la
fluorescence de la lumiére UV du transilluminateur. Les tailles des bandes obtenues ont été
déterminées a partir des différentes tailles présentées par le marqueur de poids moléculaire.
Les résultats de chaque PCR étaient validés lorsque les empreintes génomiques observées sur
I’écran du transilluminateur correspondaient a la taille attendue pour chaque marqueur. Par
ailleurs, pour le diagnostic de virulence, les échantillons pour lesquels la taille de la bande
correspondait a la taille attendue sont qualifiés de positifs pour le géne étudié. Les
¢chantillons pour lesquels il n’y avait pas de bandes sont considérés comme étant négatifs.
Aussi, les résultats ont été validés lorsque le témoin négatif (ne contenant pas d’ADN) est

avere.

2.3.2.3. Analyse de données sur la pathogénicité des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum

Les données obtenues de cet objectif spécifique ont été saisies sous un tableur Excel 2016.
Les statistiques descriptives (diagrammes et camemberts) ont été réalisées avec ce tableur.
Les données brutes recueillies au cours de cette étude ont été analysées a 1’aide du logiciel R
version 3.6.2. En effet, une analyse des variances (ANOVA) a un facteur a été réalisée sur
I’ensemble des paramétres étudiés. Lorsqu’une différence significative est observée entre les
moyennes (p < 0,05), un test post ANOVA Least Significant Difference (LSD) de fisher au
seuil de 5 % a été réalisé pour comparer les moyennes des différents parametres de chaque
isolat afin d’en déterminer celles qui sont significativement différentes. Toutefois, les données
obtenues au cours de la caractérisation des isolats ont fait 1’objet d’une estimation des degrés
d’association entre les différents paramétres étudiés par le coefficient de Pearson. Ces
données ont aussi fait I’objet de deux analyses multivariées : I’analyse en composantes

principales (ACP) et la classification ascendante hiérarchique (CAH).
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L’ACP consiste a rassembler les variables les plus fortement corrélées entre elles en un
nombre restreint de variables synthétiques indépendantes. Ces nouvelles variables
déterminent les axes principaux. Chaque axe est caractérisé par sa valeur propre et son
pourcentage de variance expliquée (Palm, 1996).

La CAH a été utilisée pour mettre en évidence et classer des groupes homogénes de
pathogénicité des isolats de Fov. Son principe est d’agréger de maniére successive des objets
qui ont un degré de similarité suffisant pour étre réunis en une méme classe. La classification
a été effectuée en utilisant, comme critére d’agglomération, la méthode de ward (1963) et la
distance euclidienne comme mesure de similarité.

Concernant la distribution des genes SIX dans les isolats de Fov, I’occurrence d’un facteur
génétique ou d’un géne est la présence ou I’absence de ce facteur dans un échantillon donné.
Le pourcentage d’occurrence (F) des génes de virulence a été calculé afin de mettre en
évidence les effecteurs SIX qui sont impliqués dans la pathogénicité des isolats de Fov. Il
convient donc d’énumérer le nombre d’isolats (ni) contenant le géne i détecté et le nombre

d’échantillons considérés (Nt). La formule du pourcentage d’occurrence est la suivante :
F o= 100 (5)
0 =—X
Nt

Un graphe de type BublePlot a été réalisé en utilisant le logiciel R version 3.6.2 pour mettre

en évidence la distribution de ces genes.

2.3.3. Evaluation de la diversité génétique des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum

2.3.3.1. Amplification de ’ADN par PCR

Afin de mettre en évidence la diversité et la structuration génétique des isolats de F.
oxysporum f.sp. vasinfectum, des marqueurs microsatellites ont été utilisés. Il s’agit des
couples MB_2F/MB_2R, MB_5F/MB_5R, MB_11F/MB_11R, MB_13F/MB_13R, MB_17F/
MB_17R. Les caractéristiques de ces marqueurs sont consignées dans le tableau VIII.

Les réactions PCR ont eu lieu dans un volume final de 25 pL.
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Ce volume était composé de 1,3 pL de chaque amorce (F et R) a une concentration de 10
pmol/puL, 2,5 pL de tampon MgCI2 de concentration 1x (Qiagen), 1,6 pL de
désoxyribonucléotidetriphosphates (dNTPs, 200 uM), 0,1 puL de Taq polymérase (Qiagen),
15,2 pL d’eau ultra pure et 3 uLL d’ADN génomique de concentration 2,5 ng/ pL.

Les conditions d’amplification étaient les suivantes : une dénaturation initiale de 5 minutes a
94 °C, 30 cycles composés d’une dénaturation de 35 secondes a 94 °C, une hybridation de 35
secondes a 58 °C et une élongation d’une minute a 72 °C. L’amplification se termine par une

élongation finale de 7 min a 72 °C.

Tableau VIII : Séquences des amorces utilisées pour le génotypage des isolats de Fov
collectés
Amorces Séquence des amorces (sens et anti-sens) TA (pb) Références
MB_2 5’TGCTGTGTATGGATGGATGG 3’ Variables Bogale et
5’CATGGTCGATAGCTTGTCTCAG 3’ al.,2005
MB_5 5’AGAAACAAGAACCCCATATCGC 3°  Variables Bogale et
5S’ACTTAAACAGGAAAGGGACGGA 3° al.,2005
MB 11 5’"GTGGACGAACACCTGCATC3’ Variables Bogale et
5’AGATCCTCCACCTCCACCTC 3’ al.,2005
MB_13 5’"GGAGGATGAGCACGATGAAG 3’ Variables Bogale et
5’CTAAGCCTGCTACACCCTCG 3° al.,2005
MB_17 5’ACTGATTCACCGATCCTTGG 3’ Variables Bogale et
5’GCTGGCCTGACTTGTTATCG 3’ al.,2005

TA : tailles d’alléles ; pb : paire de bases

2.3.3.2. Electrophoreése des produits PCR

Les produits amplifiés ont fait ’objet d’une électrophorése sur un gel d’agarose 3 % (3 g
d’agarose pour 100 mL de tampon TBE (1 X) auquel ont été ajoutés 8 L de gel Red. Cette
technique repose sur la séparation des fragments d’ADN en fonction de leur taille sous
I’action d’une tension électrique. Pour ce faire, 7 pL de chaque produit PCR et 3uL de
tampon de charge 1X (Promega, USA) ont été homogénéisés. Les mélanges ainsi obtenus ont
été déposés dans chaque puits du gel a I’aide d’une micropipette ajustable. Parallélement aux
échantillons a tester, 2,5 pL d un marqueur de poids moléculaire de 100 paires de bases
(Quick-load® 2-log DNA) a été déposé dans un puits de chaque gel. La migration a ensuite
été réalisée sous une tension électrique de 100 volts pendant 45 minutes dans le tampon TBE

(1 X) ayant servi a la préparation du gel.
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2.3.3.3. Révélation des fragments d’ADN amplifiés

Les fragments des ADN amplifiés ont été révélés dans le transilluminateur photographique a
lumiere ultraviolet (UV). Grace au gel Red incorporé au gel d’agarose, ceux-Ci étaient
visualisés a partir de la fluorescence de la lumiére UV du transilluminateur.

Les tailles des bandes obtenues ont été déterminées a partir du marqueur de taille. Les
résultats de chaque PCR étaient validés lorsque le puits du témoin négatif ne présentait

aucune bande.

2.3.3.4. Analyse des données pour I’étude de la diversité genétique des isolats de

Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

Les échantillons collectés dans le bassin cotonnier ont été subdivisés en deux populations. Les
isolats de la station de recherche et de la zone CIDT constituent la premiere population et
ceux collectés en zones SECO, Ivoire Coton et COIC sont considérés comme la deuxieme
population.

La diversité génétique a été évaluée a deux échelles en utilisant la loi de Hardy-Weinberg qui
mesure I’équilibre des populations. Il s’agit de la diversité génétique intrapopulation et de la
diversité génétique interpopulation. Le modele utilisé suggére que chaque population est
idéale, c’est a dire de taille infinie, sans aucune mutation ou force évolutive sur le génome des
individus, sans migration, ni sélection, avec une reproduction sexuée et une rencontre au
hasard des gametes (panmixie) et sans chevauchement entre les différentes générations. Ce
modele est basé sur la disparité entre les génotypes observés et les génotypes attendus. Les
parameétres mis en évidence ont €té estimés pour chaque locus et la moyenne a été prise sur
I’ensemble des loci. Le logiciel utilisé pour 1’estimation de ces parametres était le logiciel
GenAlex version 6.5. Le lociel FreeNa a servi a construire la matrice de distance tandis que le
logiciel MEGA X a servi a la construction du phylographe. Le logiciel CREATE a également

permis de mettre en forme les fichiers pour ces différents logiciels.

2.3.3.4.1. Diversité génétique intrapopulation

Plusieurs parametres ont été utilisés pour évaluer la diversité génétique intrapopulation. Il
s’agit du nombre moyen d’alléles par locus (Na), le taux de polymorphisme (P), nombre
efficace d’alleles (Ne), le taux moyen d’hétérozygotie observée (Ho), le taux moyen

d’hétérozygotie attendue (He), I’indice de diversité de Shannon (I) et I’indice de fixation Fis.
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Les fréquences alléliques et le nombre d'alleles rares définis comme ceux ayant une fréquence
inférieure a 0,05 ont également été calculés.
v" Nombre moyen d’alléle par locus (Na) et le nombre efficace d’alléles (Ne)

D’une part, I’autre mesure de la variabilité est le nombre moyen d‘alleles par locus (Na) :

a
Na = ¥~ (6)

Avec:

A : nombre total d'alléles

I : le nombre de loci étudiés.

Lorsque a est strictement supérieure a 2 (a > 2), on dit qu’il y’a une richesse allélique.

D’autre part, pour déterminer la fréquence de ces alléles, pour un locus et un taux
d'hétérozygotie donnés, on définit le nombre d’alléles efficaces (Ne), maintenus dans une
population d'effectif N, comme le nombre théorique d'alléles possibles dans une population de
méme taille et de méme hétérozygotie a I'état stationnaire, mais dans laquelle tous ces alléles
auraient la méme fréquence (Kimura & Crow, 1964).

Pour un locus i a k alléles A1, A2, ..Ak de fréquences pl, p2, .. ,pk, le nombre efficace

d’alléles est :

Ne = ! (7)
~ Ypi?

Ypi? : somme des fréquences au carré

Si les fréquences des formes alléliques sont toutes égales, le nombre efficace d'alléles est égal
au nombre total d’alleles. Dans une situation de consanguinité, les fréquences vont se
déséquilibrer, un all¢le étant favorisé par le hasard au détriment d’autres. Le nombre efficace

d’alléles est alors inférieur au nombre réel.

v Taux de loci polymorphes (P)

Il s’agit du nombre de locus polymorphes par rapport au nombre total de locus étudiés. Une
population est dite polymorphe a un locus si la fréquence de 1’alléle le plus commun a ce
locus est inferieure a un seuil arbitrairement choisi, généralement 0,99 ou 0,95. Ce seuil est le
plus souvent en relation avec la taille de I’échantillon. Ainsi pour une population dont la taille

est supérieure ou égale a 100, le seuil de 0,99 peut étre utilisé.
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L’utilité de ce paramétre dépend du nombre de loci analysés. P n’est pas informatif lorsque
peu de loci sont analysés (Berg & Hamrick 1997). Aussi, P est fonction de la taille de
I’échantillon analysé, les all¢les aux faibles fréquences pouvant étre observées dans des
échantillons de grande taille.

De ce fait, ce parameétre n’est pas un bon indicateur de la variabilité allélique (Nei, 1987). Sa

formule est la suivante :

b
P =100 (8)

Avec:
b : nombre de locus polymorphe

L : nombre de loci étudiés

v Taux d’hétérozygotie observée (Ho) et attendue (He)
Un individu est dit hétérozygote pour un gene si les deux alléles du géne sont différents.
L'hétérozygotie décrit donc une situation génotypique ou un gene présente des alléles
différents (Nei, 1978). Cet auteur a proposé deux types d’hétérozygotie. Il s’agit de
I’hétérozygotie observée (HO) et 1’hétérozygotie attendue (He). L’hétérozygotie observée
(Ho) peut étre calculée a partir de la fréquence mesurée des hétérozygotes :

nombre d'individu hététozygote pour un locus
ho = — - (9)
nombre total d’individu analysés pour le locus

Pour L loci analysés dans une population, I’hétérozygotie moyenne observée (Ho) se calcule

par la formule suivante :

L
1
Ho = 32 hoi (10)
i=1

Avec :
L : nombre total de loci étudié

hoi : hétérozygotie observé au locus i
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De méme, dans une population panmictique, la fréquence attendue des hétérozygotes a un
locus (he) peut étre calculée a partir des fréequences alléliques. S'il y a n alléles avec les

fréquences p1, p2, p3, ... pn, la fréquence attendue des hétérozygotes sera :

he=1-— z pi? (11)

Si plusieurs loci sont considérés, I’hétérozygotie moyenne attendue (He), (représentant la
moyenne du taux d’individus hétérozygotes par population) sera la moyenne arithmétique de

toutes les valeurs de he :

He he (12)

Il
~ =
=
||Mh
=

v Indice de diversité de Shannon (1)
L’indice de Shannon permet de mesurer la diversité spécifique des populations. Plus il est

grand, plus les populations sont hétérogeénes. 1l se calcule par la formule :

| : indice de Shannon ;i : alléle ; S = richesse allélique ; Pi : Proportion d’all¢ele i par rapport

au nombre total d’individu (S) dans le milieu d’étude ou richesse allélique du milieu.

v Indice de fixation
L’indice de fixation ou coefficient de consanguinité Fis est 1’écart a la structure de Hardy-
Weinberg ou encore I’écart a la panmixie. Il permet de quantifier les écarts entre
I’hétérozygotie observée et celle attendue.
Autrement dit, il permet de mesurer la réduction éventuelle de I’hétérozygotie des individus a

I’intérieur de leur sous-population. Le F;s se calcule selon la formule suivante :

_He—Ho

=— 14
s = s (14)

75



Matériel et Méthodes

Lorsque le Fis est positif (Fis > 0), il traduit un déficit en hétérozygotie, c’est-a-dire que
I’hétérozygotie observée est inférieur a I’hétérozygotie attendue.

Lorsqu’il est égal a zéro (Fis = 0), on dit que les sous-populations sont a 1’équilibre de Hardy-
Weinberg. L’hétérozygotie observée est égale a 1’hétérozygotie attendue.

S’il est négatif (Fis < 0), la population considérée présente un exces d’hétérozygotie.

2.3.3.4.2. Diversité génétique interpopulation

La méthode d’analyse des données la plus utilisée est celle développée par Wright (1965,
1978) afin d’estimer la variance standardisée comme 1’indice d’hétérogénéité des fréquences
alléliques entre les sous populations. Elles permettent de décrire la répartition de la variabilité
génétique entre et au sein des populations. Trois parametres ont été utilisés pour 1’évaluation
de la différenciation entre populations :

Fst (indice de fixation), Fr (déviation des fréquences génotypiques) et Nm (nombre moyen

de migrants effectifs par génération).

v Coefficient de différenciation (Fst)
Wright (1978) a défini le Fst (indice de fixation) comme la réduction de I’hétérozygotie de
I’ensemble de toutes les populations due a la différenciation (a la subdivision) des populations
individuelles. Ce déficit en hétérozygotes est souvent attribué a la dérive génétique et/ou a un
flux de genes limités. Ce parametre mesure le niveau de différenciation génétique entre les

sous populations. 1l se calcule par la formule suivante :

Fop=———=1-3> (15

Hs : hétérozygotie moyenne attendue au niveau sous population

H+ : hétérozygotie moyenne attendue au niveau population totale
D’aprés Wright (1978) :

— Fst =0 Pas de différenciation génétique entre les sous-populations
— 0 < Fsr <0,05 : differenciation faible

— 0,05 < Fs7t < 0,15 : différenciation modérée

— 0,15 < Fst< 0,25 : différenciation importante

— Fst > 0,25 : différenciation trés importante
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v Déviation des fréquences génotypiques
Le Fir mesure la déviation génotypique par rapport a 1’équilibre de Hardy- Weinberg sur
I’ensemble de toutes les populations. Les F-statistiques de Wright permettent ainsi de
connaitre la structure génétique d’une espéce grace a I’estimation de la fixation des alléles
dans 1’ensemble des populations (Fi7) et a I’intérieur des sous-populations (Fs) et aussi grace

a la différenciation génétique entre les sous-populations (Fsr).
Fir =1—= (1= Fsr)(1 — Fgr) (16)

Le parametre Fst est souvent remplacé par un parametre analogue, le Gst (Nei, 1973), defini

par la formule :

Hy — Hg
Gsr = Hy,

(17)

Hs la diversité génétique moyenne intra-population

Hr, la diversité génétique sur I’ensemble des populations considérées comme une seule
population (diversité totale).

Lorsqu’il s’agit de plusieurs loci, Hs et HT deviennent les moyennes (sur I’ensemble des loci)
des diversités précédentes.

La fraction (Ht - Hs) est parfois remplacée par Dst (distance génétique entre les populations).

Ainsi:

D
Gsr = —— (18)

La diversité totale peut étre subdivisée en une composante intra-population (Hs) et
interpopulation. Le Gst représente la part (%) de la diversité interpopulation par rapport a la

diversité totale.

2.3.3.4.3. Analyse moléculaire de variance

L’analyse de la variance moléculaire (AMOVA) a été réalisée pour estimer la distribution de
la variation génétique entre et au sein des différentes populations de Fov afin de déterminer
I’origine de la variabilité génétique estimée (Sheng et al., 2005). Les paramétres mis en

évidence sont les Fst, Fis et Fir. Cette analyse a été réalisée avec le logiciel GenAlex 6.5.
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2.3.3.4.4. Structuration génétique de la population de Fusarium oxysporum étudiée

Le regroupement géenétique des genotypes de Fov collectés dans le bassin cotonnier ivoirien a
été réalisé a partir de dendrogrammes en se basant sur les liens génétiques entre ceux-ci selon
la méthode du Neighbour Joining basée sur les matrices de dissimilarité entre les individus
avec 1000 répétitions.

Ces matrices, qui regroupent les individus suivant les distances génétiques qui les séparent,
ont été générées en utilisant les données moléculaires, a 1’aide du logiciel GenAlex 6.5 et les

arbres ont été généreés a partir du logiciel MEGA X.

2.3.4. Identification de marqueurs génétique de résistance du cotonnier a la fusariose
2.3.4.1. Phénotypage de quelques variétés de coton

Sept (7) variétés de cotonnier a savoir Y331 BLT, ClI 123, Cl 128, MCUS5, W766A, Reba B50
et Mac-Nair 1032 ont été utilisées. Les isolats utilisés pour ce test sont les isolats AM 47 et
AM 16, aprés évaluation de leur niveau de virulence.

Les mémes opérations de préparation d’inoculum, de préparation de jeunes plants de
cotonnier, de réalisation d’inoculation, de critéres d’évaluation ont été reconduites et dans les

mémes conditions que dans le test du pouvoir pathogéene déja décrit (Paragraphe.2.3.2.1).

2.3.4.2. Génotypage d’un panel de variétés de cotonnier a I’aide des marqueurs

moléculaires
2.3.4.2.1. Extraction et quantification d’ADN végétal

Les ADN génomique de 16 variétés de cotonnier (Y331 BLT, CI 123, CI 128, MCUS5,
WT766A, Reba B50, Mac-Nair 1032, ACALA SJ-2, IAC 17, ACALA SJ-5, COKER 100
WILT, DIXIE KING III, PIMA S6, ISA 205, GIZA 69 et P 279) ont été extraits sur billes
magnétiques Macherey-Nagel a 1’aide d’un automate de type KingFisher Duo Prime suivant
un protocole suivi par la plateforme de Génotypage de I’'UMR Agap du Cirad Montpellier.
Ce protocole permet d’isoler rapidement et de maniere fiable des acides nucléiques de haute
qualité a partir d’une large gamme de matériel biologique. Aprés extraction les ADN sont
quantifiés par fluorimétrie sur un fluorimetre de type Qubit de marque Thermo Fisher
Scientific a I’aide du Qubit® dsDNA HS Assay Kits, selon les recommandations du
fournisseur. La pureté de tous les ADN est évaluée a 1’aide des rapports A260/A280 et
A260/A230 par spectroscopie UV (Nanodrop).
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2.3.4.2.2. Marqgueurs microsatellites utilises

Des marqueurs microsatellites (Tableau 1X), associés a la résistance a la fusariose du
cotonnier chez différentes sources de résistance ont été utilisés pour le génotypage.

Le genotypage a été réalisé apres amplification par PCR avec des amorces. Les sondes
marquées aux extrémités par des fluorochromes émettent des fréquences apres action de
polymérisation lors de la PCR. (Tableau IX).

Les réactions de PCR sont réalisées dans un thermocycleur Applied Biosystems. Chaque
échantillon de PCR est constitué d’un mélange de Mix avec un volume final de 10 pl :
contenant un mélange optimisé de 1,0 X de tampon standard NEB (buffer) ; 0,5mM MgCI2
FirePol ; 200 uM dNTP; 0,16 pM Am1-M13; 0,20 uM de Am2; 0,20 uM M13 marqué ;
0,06 U/ul Tag DNA Polymerase NEB M0273L, et 25 ng de ADN.

Les thermocycles utilisés sont basés sur les conditions générales suivantes : une étape de
dénaturation initiale de 4 min a 94 °C ; 35 cycles comprenant : une étape de dénaturation a 94
°C (60 sec), une étape d'hybridation des amorces FAM a une température spécifique de 55 °C
et 60 °C pour les amorces NED, VIC et PET (1 min), une étape d'élongation a 72°C (1 min) ;

et une étape d'élongation finale (7 min) a 72°C.
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Tableau IX: Liste des marqueurs microsatellites utilisés pour le génotypage du cotonnier

ORDRE MARQUEURS SEQUENCES 5’-3° ETIQUETTES REFERENCES

1 NAU 2816 TGGATCCAGAGAGGGATAAG NED Ulloa et al., 2011
AGACACAAAGAGACGGAAGG

2 NAU 2503 GATCGAAATCAAAGGGCTTA FAM Ulloa et al., 2011
CGTTGGATGAAGTTGATGAT

3 BNLO0358 ATTAATTGCACCAGACATCCC NED Constable et al.,
AAATCTTGGTTTTGAGATTTTCA 2007

4 DPL0562 ACACTTCATTTCTCAGGTGATGC VIC Constable et al.,
ACAAGGATGAAGAAGATTCAGAGG 2007

5 JESPR 220 CGAGGAAGAAATGAGGTTGG NED Constable et al.,
CTAAGAACCAACATGTGAGACC 2007

6 JESPR 304 GAAATGCATTCCCTCAAAAGC FAM Ulloa et al., 2016
AGACTCTATCGAATGACCCTG

7 CIR 069 GTCACTGCTATACACTTTCC FAM Wang et al., 2015
TATTGGGCTTTGATTTG

8 BNL 2569 CGAAGAGCCATTGTGAACGA VIC Constable et al.,
ATAATGCTAGGGCATGTGGC 2007

9 CIR 017 CATTTCGGGTTCATTC FAM Constable et al.,
GATTTCATCCATTCCAAC 2007

10 CIR267 GCAAGTTTGAATGGTTG FAM Constable et al.,
CTTGGTTCTGCTTGGA 2007

11 BNL3359 TTGTTGTTGGGAATGATGGA VIC Constable et al.,
TGACCCTTCACCGACTTTCT 2007

12 HAU1434 GGTTAGACCAGGAGCAAATG NED Wang & Robert.,
TCACTGAGATTTGGAGCTGA 2006

13 BNL3932 TCGGGATTTTTATGGCAAAG PET Wang & Robert.,
GAACACTCAACAAGGGGGAA 2006

14 CIR202 TGAAAGTTGAAAGTGTGG FAM Wang & Robert.,
ACGCTTTAGTTGCAGAG 2006

15 CGR 5150 GCTCCAATTTCCTCTTCTTTG VIC Wang & Robert.,
CCTCTCAGGATTCTTCTTGATTTC 2006

16 BNL 2650 ACCATCCCTCAAAACTCCCT PET Yuetal., 2011 ;
CTGGGTTCTTTTTGGCATGT 2012

17 MUCS616 ATCAGAGTTTGGGGGATTGG VIC Ulloa et al.,
AAAGGAAGGAAGCAAAACTGAG 2011 ; 2013

18 NAU3901 AAGACAAAAGGCAAGGACAC NED Ulloa et al., 2011
CTTGGAAAAAGGAAGAGCAG

19 MUSS250 TGCACTTGCTGCAGTTTACC VIC Ulloa et al., 2016

TGCAGTTCAACACAACAAAGG
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Tableau IX : Liste des marqueurs microsatellites utilisés pour le génotypage du cotonnier

(Fin)

20 MUSB0639 CCATCTCCAAACTCTTACATGC PET Ulloa et al.,
AATCCGAGGCAGAATGAGG 2013

21 MUSB0780 TGCATTCATCAAAGGTAGCC PET Ulloa et al.,
TCATGCGCCTTATTCGTTTC 2013

22 BNL 0834 TCGAGATTCATGGCTCTCCT PET Ulloa et al.,
TGGCAAAAGTGGACATACCA 2013

2.3.4.2.3. Migration sur séquenceur a capillaire

Le génotypage a été réalisé en utilisant les protocoles en usage sur le plateau de génomique de
I’'UMR Agap du Cirad de Montpellier, et les amplicons ont été séparés sur un séquenceur a
capillaires.

Le systéme Applied Biosystems (ABI 3500x1) permet de détecter 5 fluorescences différentes
a 5 longueurs d’onde. Il est donc possible de réaliser, dans une méme réaction, I’amplification
de produits PCR utilisant plusieurs marqueurs microstellites (multiplexage). Le choix des
couples d’amorces est basé a la fois sur la taille attendue des alleles amplifiés par chacun des
couples d’amorces, et selon le marquage des amorces par I’'un des 4 colorants, notamment
dans notre cas : FAM, NED, VIC, ou PET. Un multiplexage de 8 microsatellites par réaction,
donc 8 points de données par piste a été effectué par I’automate de pipetage Biomek NX. Cela
permet de faire migrer et d’analyser au cours d’une méme réaction les produits de huit (8)
marqueurs. Cette stratégie a été appliquée a I’ensemble des marqueurs microsatellites
analysés. Les alléles de ces derniers sont différenciés par la couleur du fluorochrome porté par
les amorces de PCR. L’intensité de fluorescence détectée est variable selon le colorant ; le
volume prélevé de chaque produit PCR varie donc en fonction du colorant utilisé. L’automate
de pipetage Biomek NX préleve 2uL de produit PCR1 marqué par FAM, 2,5uL de produit
PCR2 marqué par NED, 2uL de produit PCR3 marqué par VIC, 3,5uL de produit PCR4
marqué par PET, 2uL de produit PCR5 marqué par FAM, 2,5uL de produit PCR6 marqué par
NED, 2uL de produit PCR7 marqué par VIC, 3,5uL de produit PCR8 marqué par PET de
produit PCR pour chaque microsatellite, qu’il place dans le méme puits du genotypeur
(multiplexe). On préléve par la suite 2L de pool PCR dilué que 1’on met dans un puit en y
ajoutant 10 puL du mélange Formamide + Marqueur de Taille (4 ml de formamide Hidi pour
48 pl de GeneScan 600 L1Z (MT)) par puits dans la plaque de dépot.
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La Formamide permet de maintenir les fragments PCR en condition dénaturante et de
minimiser 1’évaporation lors des réactions sur le séquenceur.

La plaque est alors centrifugee (1500 tours/min pendant 1 min) afin d’éliminer les éventuelles
bulles qui rendraient impossible I’injection de la solution dans le capillaire et donc I’analyse
de T’échantillon. Les paramétres de 1’analyse sont rentrés dans le génotypeur
(MoGen16_psatPcrAbi_V5), notamment la gamme de coloration utilisée et le temps de

migration qui est fixé a 9 heures.

2.3.4.3. Analyse des données issues de I’identification de marqueurs associés a la

résistance a la fusariose
2.3.4.3.1. Analyse de données de phénotypage du panel de variétés de coton

Les diagrammes et les courbes d’évolutions de I’indice de flétrissement sont réalisés avec le
logiciel Excel 2007 sur les données brutes recueillies. Une analyse de variance (ANOVA) a
un facteur a eté realisée a I’aide du logiciel STATISTICA 7.1 afin d’évaluer le niveau de
sensibilité des variétés de coton en fonction des isolats. Lorsqu’une différence significative est
observée entre les moyennes (p < 0,05), le test post ANOVA LSD de Fisher au seuil de 5 %
est réalisé afin de regrouper les variétés de coton selon leur niveau de sensibilité a

I’inoculation.

2.3.4.3.2. Analyse du génotypage des accessions de coton

Les données de multiplexage du séquenceur ABI ont été analysées a ’aide du logiciel
d’analyse Genemapper v4.1 d’Applied Biosystem, qui permet de générer des
chromatogrammes de chacune des migrations, et tabuler les tailles des différents produits de
PCR obtenus.

Dans I’analyse de la diversité des variétes, la classe de résistance des variétés apres
inoculation a été considérée pour la constitution des populations. Les variétés ISA 205, Cl
123, MCUS5 et W766A de la classe sensible sont définies comme la population I. Les variétés
Cl 128 et Mac-Nair 1032 de la classe tolérante sont définies comme la population Il et les
variétes Reba B50, Y331 Blt de la classe avec une résistance intermédiaire sont définies
comme la population Ill. Huit (8) variétés de coton connues dans la littérature pour leur
résistance ou sensibilité a la fusariose ont été définies comme la population IV (PIMA S6,
GIZA 69, ICA 17, ACALA SJ2, ACALA SJ5, COKER 100WILT, DIXIE KING Il et P279).
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La diversité génétique a eté évaluée a deux échelles dans chacune des populations en utilisant
la loi de Hardy-Weinberg qui mesure 1’équilibre des populations.

Il s’agit de la diversité génétique intrapopulation et de la diversité génétique interpopulation.
Les parameétres de diversité génétique comme définis précédemment ont été estimés. Les
logiciels utilisés pour I’évaluation de ces parametres étaient les logiciels GenAlex version 6.5
et FreeNa. Le logiciel CREATE a également permis de mettre en forme les fichiers pour ces
différents logiciels.

Le regroupement génétique des génotypes de coton a été réalisé a partir de dendrogrammes en
se basant sur les liens génétiques entre ceux-ci selon la méthode du Neighbour Joining basée
sur les matrices de dissimilarité entre les individus avec 1000 répétitions. Ces matrices, qui
regroupent les individus suivant les distances génétiques qui les séparent, ont été générées en
utilisant les données moléculaires, a 1’aide du logiciel FreeNa et les arbres phylogénétiques
ont été générés a partir du logiciel MEGA X.

Les données de séquencage en multiplexe du séquenceur ABI ont été analysées a 1’aide du
logiciel d’analyse Genemapper v4.1 d’Applied Biosystem. Ce logiciel permet d’obtenir les
génotypes d’individus amplifiés avec des marqueurs microsatellites et révélés sur le
séquenceur ABI 3500xl.

Les résultats obtenus a 1’issue de ces analyses sont présentés et discutés dans la troisieme

partie de cette these.
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Résultats et Discussion

3. 1. RESULTATS

3.1.1. Caractéristiques morphologiques des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum

3.1.1.1. Distribution géographique de la fusariose en Cote d’Ivoire
Les parcelles prospectées en zones CIDT, SECO, COIC, IVOIRE COTON et en station de

recherche de coton a Bouaké sont, sans exception, atteintes de la fusariose. Tous les

échantillons collectés des différentes zones ont fourni au moins une souche pathogéne.

Les techniques d’isolement et d’identification ont permis de mettre en évidence des isolats de

Fusarium oxysporum dans les échantillons de cotonnier (Figure 15).

Figure 15: Souche de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum isolée des plants de cotonnier

Sur 124 souches prélevées, 91 ont été identifiées comme Fov. Les résultats ont confirmé la
présence de la fusariose vasculaire dans 74 % des échantillons prélevés. La proportion des
isolats de Fov en fonction des parcelles des différentes sociétés cotonnieres visitées est
présentée par la figure 16. L’analyse statistigue (ANOVA) a révélé une différence hautement
significative (P < 0,0001) entre les proportions des isolats des sociétés cotonniéres. La zone
de la société cotonniere CIDT a enregistré 67 % des isolats de la collection, suivi de la zone
cotonniere COIC avec 16 %. La zone cotonniére de la société SECO a enregistré le plus petit
nombre (2 %) d’isolats. Dans la zone CIDT, la maladie est présente dans quasiment tous les

champs visités et se manifeste avec une forte intensité.
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Figure 16: Proportions des isolats en fonction des sociétés cotonniéres

3.1.1.2. Caractéres culturaux

Les isolats repiqués sur milieu PDA au bout du quatriéme repiquage, ont montré une
variabilité quant a ’aspect du mycélium et la couleur des colonies. La figure 17 montre le
pourcentage des différentes colorations mycéliennes des isolats. Une coloration rose a été
observée sur 41 % des isolats de I’ensemble de la collection, 37 % avaient une coloration
violette, 3 % des isolats étaient blancs, 8 % des isolats avaient une coloration saumon et 11 %
des isolats étaient lavande. Les caractéristiques des isolats de Fov obtenues au cours de cette
étude sont présentées dans le tableau X. L’analyse des paramétres aspect du mycélium et
couleur des colonies permet de classer les isolats en 10 groupes homogénes.
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Figure 17: Repartition des différents isolats en fonction de la coloration des colonies

- Groupe 1. Colonies de couleur rose, montrant un mycélium cotonneux dense: AM
10, AM 12, AM 16, AM 17, AM 18, AM 23, AM 25, AM 26, AM 27, AM 30, AM
49, AM 55, AM 56, AM 65, AM 67, AM 80, AM 83, AM 84, AM 115, AM 42, AM
45,

- Groupe 2. Colonies de couleur rose, montrant un mycélium cotonneux ras: AM 15,
AM 19, AM 48, AM 52, AM 53, AM 57, AM 73, AM 72, AM 75, AM 76, AM 78,
AM 79, AM 82, AM 105, AM 47, AM 122.

- Groupe 3. Colonies de couleur blanche, montrant un mycélium cotonneux dense: AM
97, AM 98, AM 94.

- Groupe 4. Colonies de couleur violette, montrant un mycélium cotonneux dense: AM
1, AM 3, AM 4, AM 13, AM 21, AM 29, AM 50, AM 51, AM 58, AM 62, AM 66,
AM 71, AM 74, AM 91, AM 93, AM 95, AM 96, AM 100, AM 101, AM 44, AM
121, AM 123, AM 124.

- Groupe 5. Colonies de couleur saumon, montrant un myceélium fin et ras : AM 9.

- Groupe 6. Colonies de couleur lavande, montrant un mycélium cotonneux ras : AM
2, AM 33, AM 116, AM 117, AM 118.

- Groupe 7. Colonies de couleur lavande, montrant un mycélium cotonneux dense: AM
20, AM 22, AM 24, AM 59, AM 120.
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- Groupe 8: Colonies de couleur violet, montrant un mycélium cotonneux ras: AM 1.1,
AM 11, AM 14, AM 54, AM 60, AM 69, AM 70, AM 90, AM 41, AM 46, AM 119.

- Groupe 9 : Colonies de couleur saumon, montrant un mycélium cotonneux dense:
AM 81, AM111, AM 112,

- Groupe 10: Colonies de couleur saumon, montrant un mycélium cotonneux ras : AM
5, AM 28, AM 61
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Tableau X : Caractéristiques couleur et aspect des différents isolats de Fusarium oxysporum

f.sp. vasinfectum

Caractéristiques Nombre Isolats Aspect
d’isolat macroscopique
Groupe 1 Colonies rose ; 21 AM 10, AM 12, AM 16, AM 17, AM 18,
cotonneux dense AM 23, AM 25, AM 26, AM 27, AM 30,

AM 49, AM 55, AM 56, AM 65, AM 67,
AM 80, AM 83, AM 84, AM 115, AM 42,

AM 45
Groupe 2 Colonies rose; AM 15, AM 19, AM 48, AM 52, AM 53,
cotonneux ras 16 AM 57, AM 73, AM 72, AM 75, AM 76,
AM 78, AM 79, AM 82, AM 105, AM 47,
AM 122.
Groupe 3 Colonies blanche,
cotonneux dense 3 AM 97, AM 98, AM 94.
Groupe 4 Colonies violette, AM 1, AM 3, AM 4, AM 13, AM 21, AM
cotonneux dense 29, AM 50, AM 51, AM 58, AM 62, AM
23 66, AM 71, AM 74, AM 91, AM 93, AM
95, AM 96, AM 100, AM 101, AM 44,
AM 121, AM 123, AM 124.
Groupe 5 Colonies saumon, fin et ras
1 AM 9
Groupe 6 Colonies lavande, cotonneux ras 5 AM 2, AM 33, AM 116, AM 117, AM
118
Groupe 7 Colonies lavande 5 AM 20, AM 22, AM 24, AM 59, AM 120
cotonneux dense
Groupe 8 Colonies violette, cotonneux ras 11 AM 1.1, AM 11, AM 14, AM 54, AM 60,
AM 69, AM 70, AM 90, AM 41, AM 46,
AM 119
Groupe 9 Colonies saumon, cotonneux dense
3 AM 81, AM111, AM 112.
Groupe 10 Colonies saumon, cotonneux ras 3 AM 5, AM 28, AM 61
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3.1.1.3. Effet des milieux de culture sur la croissance radiale des isolats de Fusarium

oxysporum f.sp. vasinfectum

Afin de comprendre I’influence des milicux de culture (PDA, MALT, CDA) sur la croissance
mycélienne et la concentration en spores, 24 isolats représentatifs de la collection ont été
examinés. Les croissances radiales moyennes des isolats de Fov sur les milieux CDA et
MALT sont plus élevées par rapport a celles du milieu PDA (Figure 18). Les croissances
radiales moyennes maximales (8°™
suivi de MALT 57,88+14,04 mm et PDA 56,11+£11,90 mm (Tableau XI).

jour) sont respectivement de 64,39+14,58 mm pour CDA,

La croissance des isolats de F. oxysporum f.sp. vasinfectum sur les trois milieux de culture au
8™ jour a varié de 33,91 + 3,35 a 86,00 + 0,00 mm (Tableau XI). Sur le milieu PDA, la
croissance radiale a varié de 37,7 + 3,76 a 86,00 = 0,00 mm. Sur le milieu MALT, elle est
comprise entre 35,66 + 3,14 et 86,00 £ 0,00 mm. Quant a la croissance des isolats sur le
milieu CDA, elle a varié de 33,91+3,35 a 86,00+0,00 mm. Les isolats AM 94 et AM 98 ont
les plus importantes croissances mycéliennes sur les milieux PDA, MALT et CDA. L’analyse
statistique a révélé une différence hautement significative entre les isolats (P < 0,001 ; F =
34,96).

m PDA
B MALT
20 ~ CDA

Croissance radiale moyenne

2 3 4 5 6 7 8
Temps d'incubation (Jours)

Figure 18 : Croissance des isolats sur les milieux de culture au cours des temps d’incubation
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Tableau XI: Croissance radiale (mm) des isolats de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

sur des différents milieux aprés 10 jours d’incubation

Isolats MILIEU PDA MILIEU MALT  MILIEU CDA
AM 9 42 414717 35,66+3,14 46,33+4,67"
AM 61 56,005,47°" 55,91+2,15%" 61,83+4,15"
AM 72 46,082,154 52,83+2,48" 71,838,47%
AM 20 55,16+2,04°%" 51,00+3,16" 58,91+6,65%"
AM 81 54,16+2,63"" 53,50+2,73" 64,08+8,89°%"
AM 12 56,83+5,84%" 60,91+15,93°%" 74,75+9,96™
AM 90 37,75+3,76™ 38,58+2,97' 33,91+3,35%
AM 3 57,41+5,88%" 70,41+4,56" 72,50+5,00°
AM 55 54,08+6,39"" 58,41+3,921" 67,83+8,01°%
AM 33 57,00+1,26" 72,5+4,54° 70,336,71°%
AM 48 49,16+2,13% 46,33+9,28" 49,25+8,62"
AM 16 50,33+3,82"k 47,33+3,61% 52,16+7,30"
AM 79 51,00+6,25" 56,58+7,90%" 72,66+5,16%
AM 75 49,66+4,96 45,66+4,96" 41,08+2,53%
AM 74 46,00+£0,004 37,66+2,58" 47,66+4,08"
AM 105 51,58+3,55%" 54,66+4,16" 70,66+9,00°
AM 28 57,33+3,55%" 65,00+1,26° 65,5+11,89%"
AM 47 52,666,839 51,08+4,86'% 61,75+4,77
AM 96 59,33+4,08 63,58+4,22%¢ 71,0045,54°%%
AM 97 67,66+5,16" 66,33+7,11°°% 81,00+0,00%®
AM 2 61,50+0,83% 69,33+5,78° 72,66+9,83%
AM 94 86,000,002 86,00+0,00° 86,00+0,00°
AM 98 86,00+0,002 86,00+0,00° 86,00+0,00°
AM 116 63,66+3,38" 63,91+4,73% 65,66+2,58%0
Moyenne 56,11+11,90 57,88+14,04 64,39+14 58
Probabilité (°P) 0,001 0,001 0,001
Constante (F) 43,61 35,84 27,43

CV% 21,20 24,25 22 .64

Pour chaque moyenne les valeurs portant les mémes lettres (a, b, ¢, d...) dans la méme colonne sont statistiquement identique

au seuil de 5 %
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3.1.1.4. Densité des spores des isolats de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum en

fonction des milieux des milieux de culture

Les isolats de F. oxysporum f.sp. vasinfectum cultivés sur les milieux PDA, MALT et CDA

ont montré des densités différentes en fonction du milieu de culture (Figure 19).

Figure 19 : Vue microscopique des spores au grossissement Gx40 de I’isolat AM 47 sur les 3

milieux de cultures :
A :PDA ;B :Malt; C:CDA

La concentration en spores des isolats de Fov a varié dans tous les milieux de culture de 0 a
2,69x10° spores/mL (Tableau XI1).

Sur les milieux PDA et MALT, les concentrations ont été respectivement de 0 & 2,69x10°
spores / mL et de 0 & 1,18x10® spores/mL. Sur le milieu CDA, la concentration a oscillé de 0
4 2,05x10" spores/mL. Les isolats AM 98, AM 90, AM 9, AM 94 et AM 61 ont produit moins
de spores sur les trois milieux de culture (Tableau XII). Les plus grandes quantités de spores
proviennent des isolats AM 16 sur le milieu PDA, AM 12 sur le milieu MALT et AM 105 sur
le milieu CDA.

Une différence significative (P < 0,001 ; F = 18,82) entre les concentrations en spore des
isolats et entre les milieux de culture a été obtenue.

Le milieu PDA a permis aux isolats de produire un grand nombre de spores (Figure 20). Ce
milieu favorise une grande variabilité des densités en spores des isolats de Fov, jusqu’a quinze
(15) groupes homogenes. Les milieux MALT et CDA n’en présentent respectivement que huit

(8) et sept (7) groupes.
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Tableau XII: Concentration en spores des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.vasinfectum

sur différents milieux de culture aprés 10 jours d’incubation

Isolats MILIEU PDA MILIEU MALT  MILIEU CDA
AM 9 32,00+0,00™™ 1,33+0,66' 0,00+0,00'
AM 61 5,33+0,66' 1,33+0,66" 1,33+0,66"
AM 72 172,66+7,42° 66,66+6,76" 2,00+0,00"
AM 20 16,66+4,05" 5,33+1,33 2,66+1,33"
AM 81 166,00+18,33" 16,00+1,15% 1,33+1,33"
AM 12 58,66+2,90%" 118,66+1,76° 1,33+0,66"
AM 90 0,00+0,00" 0,00+0,00 0,00+0,00
AM 3 43,33+3,71" 4,66+0,66" 0,00+0,00"
AM 55 40,66+1,76™" 20,66+1,76" 64,00+2,30°
AM 33 52,00+4,00% 6,662,40°" 2,00%1,15'
AM 48 16,66+1,76' 63,33+3,71° 2,66+0,66'
AM 16 269,33+15,37° 40,00+7,57° 45,33+6,35°
AM 79 20,00+5,03"k 2,66+6,11" 4,66+0,66"
AM 75 151,33+20,82° 2,66+0,66" 4,66+2,66'
AM 74 74,66+3,71% 1,33+0,66' 0,00+0,00"
AM 105 174,00+15,62° 44,00+6,92° 104,66+11,85%
AM 28 48,00+0,00°1 20,00+4,61° 6,66+1,76
AM 47 92,66+9,33° 37,30+2,66° 8,66+2,66°
AM 96 32,00+13,119" 6,00+4,00" 92,00+12,70°
AM 97 29,33+4,66%" 6,00+1,15' 2,00+0,00"
AM 2 69,33+2,40°% 4,66+1,76" 20,00+8,08°
AM 94 0,00+0,00* 00,00+0,00f 0,00+0,00
AM 98 2,00+0,00* 0,00+0,00 0,00+0,00
AM 116 75,33+8,66% 8,66+3,71 11,3345,33°
Moyenne 67,25%8,30 21,30£3,40 15,58+3,54
Probabilité 0,0000 0,0000 0,0000
CV% 12,34 15,96 22,72
Groupes

homogénes 17 8 7

Pour chaque moyenne les valeurs portant les mémes lettres (a, b, ¢, d...) dans la méme colonne sont statistiquement identique

au seuil de 5 %.

PDA : Potato dextrose agar ; CDA : czapek dox agar ; MALT: Extrait de Malt agar
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Figure 20 : Concentration moyenne des isolats en spores sur les différents milieux

de culture

3.1.2. Caractéristiques de la pathogénicité des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum
3.1.2.1. Pouvoir pathogéne évalué des isolats de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

L’analyse statistique a révélé une différence significative pour I’indice de flétrissement et de
rabougrissement moyen des plants de cotonniers inoculés avec les différents isolats de F.
oxysporum f.sp. vasinfectum. Le tableau XIII présente les valeurs de ces deux parametres
entre les isolats. L’indice de flétrissement a varié d’un isolat a I’autre de 0,00 a 61 %. Quant a
I’indice de rabougrissement, il est compris entre 18 et 86 %. L’isolat AM 16 a présenté
I’indice de flétrissement le plus élevé et I’isolat AM 9, le plus petit indice. Les isolats AM 9 et
AM 116 ayant des indices de flétrissement quasiment nuls, n’ont pas induit de flétrissement
sur les plants aprés inoculation. Par contre, tous les isolats fongiques ont induit un

rabougrissement des plants inoculeés.
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Tableau XIII: Indice de flétrissement et de rabougrissement des différents

isolats
Isolats Indice de Indice de

flétrissement rabougrissement

AM 9 0,33+0,57° 32,00+6,00%
AM 61 22,33+19,50 *° 28,33+18,77%
AM 72 52,33+25,57 70,00+6,24%
AM 20 13,66+17,21*° 57,66+27,93%
AM 81 44,33+8,32 ¢ 77,665,132
AM 12 25,33+3,51 3¢ 80,33+10,78 %
AM 90 10,00+17,32%° 18,66+18,17 ¢
AM 3 25,66+21,54%¢ 55,33+11,93%¢
AM 55 46,00+15,87%° 73,00+16,82%°¢
AM 33 5,66+3,78" 65,66+16,01%°¢
AM 48 23,33+16,80%° 66,33+24,00 2«
AM 16 61,00+29,86 2 86,00+2,642
AM 79 5,33+2,30" 50,66+18,17%°%
AM 75 26,33+5,50%° 60,66+12,66%°
AM 74 22,00+19,15%¢ 50,66+16,62%°¢
AM 105 36,33+10,01%° 52,33+7,50%%
AM 28 20,669,50%° 67,00+25,35%¢
AM 47 53,66+37,31%° 57,00+38,03%
AM 96 54,66+31,08 *° 82,00+15,62
AM 97 16,00+3,00 *° 49,66+10,06%°*
AM 2 5,0046,24" 42,66+11,06%°
AM 94 11,33+3,21 3¢ 25,66+33,32°
AM 98 16,00+14,42 3¢ 75,3321 ,22%¢d
AM 116 0,00+0,00° 21,66+25,00
Moyenne 24,88+22,87 56,09+24,87
Probabilité 0,000095 0,000243
CV% 91,92 44,33

Pour chaque moyenne les valeurs portant les mémes lettres (a, b, ¢, d) dans la méme colonne sont

statistiquement identique au seuil de 5 %

Le regroupement des différents isolats de F. oxysporum f.sp. vasinfectum a été effectuée sur la
base de deux dimensions formées par les deux variables IF (Indice de flétrissement) et IR
(Indice de rabougrissement). Trois groupes ont été formés a la suite d’une classification

hiérarchique (Figure 21).

La classe 1 comprend sept isolats (29,17 %) : AM 16, AM 96, AM 47, AM 72, AM 55, AM
105 et AM 81. Cette classe est statistiquement catégorisée par les isolats les plus virulents.
Ces isolats ont des indices de flétrissement et de rabougrissement significativement
supérieures aux valeurs moyennes de ces deux parameétres (IF moyen = 24,88 et IR moyen =
56,09 %).
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La classe 2, formée des cing isolats AM 94, AM 9, AM 90, AM 116 et AM 61 (20,83 %), se
caractérise par des isolats dont les indices IF et IR sont significativement inférieures a la
valeur moyenne (IF moyen = 24,88 et IR moyen = 56,09 %). Ces isolats sont moins virulents

que les précédents.

La classe 3 comprend le plus grand nombre d’isolats (50 % des isolats de 1’¢tude). Les isolats
de cette classe ont leurs indices de flétrissement et de rabougrissement statistiquement
identique aux valeurs moyennes de I’IF (24,88) et I’'IR (56,09). Cette classe de virulence
intermédiaire regroupe les isolats AM 28, AM 48, AM 75, AM 20, AM 3, AM 97, AM 74,
AM 33, AM 2, AM 79, AM 98 et AM 12.
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Figure 21: Dendrogramme présentant les classes de pathogénicité des isolats de

Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum :

Classe 1 : plus virulent ; classe 2 : moins virulent ; classe 3 : virulence intermédiaire.
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3.1.2. 2. Corrélation entre les parameétres caractéristiques des isolats de Fusarium

oxysporum f.sp. vasinfectum

Les corrélations entre les parametres tels que la croissance mycélienne, 1’Indice de
flétrissement, I’Indice de rabougrissement, la classe de pathogénicité et la concentration en
spores ont été examinées (Tableaux XIV). Quand les corrélations sont positives, elles
traduisent une évolution des parametres dans le méme sens.

Dans le cas contraire, les parameétres évoluent dans des sens opposés. Une corrélation positive
entre la classe de pathogénicité et I’indice de flétrissement moyen est observée, ce qui montre
que, plus l’indice de flétrissement est élevé, plus I’isolat est virulent. De méme, des
corrélations positives des concentrations en spores sur les difféerents milieux avec les indices
de flétrissement, de rabougrissement et la classe de pathogénicité sont observées. Ce qui
traduit que plus un isolat est virulent, plus il produit de spores et ses indices de flétrissement
et rabougrissement sont trés éleves. Par ailleurs, la corrélation positive de I’indice de
rabougrissement moyen (IR moyen) et I’indice de flétrissement moyen (IF moyen) montrent

que plus la plante est atteinte, plus 1’élongation de la tige est affectée.

Tableau XIV: Matrice de corrélations entre les paramétres mesurés des isolats de Fusarium

oxysporum f.sp. vasinfectum

Paramétres CMPDA CM MALT CM CDA IF IR CP CSPDA CSMALT CSCDA
CMPDA 1,00

CM Malt 0,90 1,00
CMCDA 0,79 0,87 1,00
IF -0,19 -0,18 -0,01 1,00
IR 0,02 0,08 0,19 0,66 1,00
CP 0,20 0,21 0,04 0,71 -0,14 1,00
CS PDA -0,30 -0,30 -0,18 0,61 042 050 1,00
CS Malt -0,20 -0,14 0,08 0,41 047 -0,16 0,34 1,00
CS CDA -0,06 -0,01 0,11 0,50 029 058 0,32 0,10 1,00

CM: Croissance Mycélienne; IF : Indice de flétrissement; IR : Indice de rabougrissement; CP : classe de
pathogénicité ; CS : concentration en spore ; PDA : Potato dextrose agar ; CDA : czapek dox agar ; MALT :
Extrait de Malt agar.

Les valeurs de corrélation en gras sont celles qui sont significatives.
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3.1.2.3. Regroupement des isolats de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum selon leurs

caracteres morphologiques et leur pouvoir pathogéne

L<analyse ACP a montré que les deux premiéres composantes (F1 et F2) de valeurs propres
supérieures a 1 expliquent respectivement 38,00 % et 28,61 % de la variabilité, soit une
variance cumulée de 66,61 %. La projection des variables et des isolats dans le plan factoriel
de I’ACP a permis de révéler trois groupes (Figures 22 et 23).

Le groupe 1 comprend onze isolats (AM 98, AM 94, AM 97, AM 28, AM 116, AM 20, AM
2, AM 3, AM 79, AM 61 et AM 33). Ces isolats sont caractérises par une forte croissance
mycélienne sur les trois milieux de culture.

Le groupe 2 est composé de huit isolats: AM 96, AM 12, AM 55, AM 105, AM 16, AM 47,
AM 81 et AM 72. Les isolats de ce groupe sont caractérisés par une forte sporulation sur les
trois milieux de culture avec les indices de flétrissement et de rabougrissement trés élevés. La
majorité de ces isolats est tres virulente.

Le groupe 3, comprend cing isolats (AM 48, AM 90, AM 9, AM 74 et AM 75). Dans ce
groupe, les isolats sont moins virulents avec une faible croissance mycélienne et aussi une

faible sporulation sur les milieux de culture.
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Figure 23 : Projection dans le plan factoriel des isolats de Fusarium oxysporum

f.sp. vasinfectum suivant leurs caracteres morphologiques
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3.1.2.4. Genes de virulence détectées chez les isolats de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum
3.1.2.4.1. Caractéristique moléculaire des isolats avec des éffecteurs SIX

Cette ¢tude a été réalisée en vue d’identifier la présence de la race 4 (race la plus virulente) de
F. oxysporum dans les isolats ivoiriens. Les isolats appartenant a la race 4 ont été identifiés
aprés une amplification par PCR des genes de virulence existant ou non chez ceux-ci (Figure
24). Les génes de virulence étaient caractérisés par le marqueur SIX1 avec une taille d’allele
de 450 Pb (Figure 24A) et le marqueur SIX9 avec une taille d’alléle 260 pb (Figure 24B).

500 pb
450 pb
300 pb P
200 pb
100 pb

500 pb

200 pb 260 pb

100 pb

Figure 24 : Profils électrophorétiques des genes SIX détectés chez les isolats Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum

PM : poids moléculaire (100 pb) ; 1 a 11 : codes des échantillons

3.1.2.4.2. Distribution des génes de classe SIX1 et SIX9 dans les génotypes de Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum analyses

La figure 25 présente la distribution de la protéine SIX dans les 91 génotypes de Fov analyseés.
Chez F.oxysporum.sp. vasinfectum, certaines souches pathogenes sont capables de sécréter de
petits effecteurs dans la séve du xyleme de la plante héte. Ainsi, les classes de genes SIX1 et
SIX9 ont été recherchées dans le génotype des 91 isolats de F. oxysporum f.sp. vasinfectum.
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Quand on s’en tient aux tailles probables des produits de SIX1 et SIX9 obtenues, les résultats
montrent que la protéine SIX1 a été détectée dans le génome de 18 isolats dont AM 72, AM
48, AM 81, AM 20, AM 28, AM 60, AM 67, AM 2, AM 79, AM 75, AM 9, AM 55, AM 16,
AM 94, AM 96, AM 47, AM 105 et AM 33. Quant a la protéine SIX9, elle a été détectée dans
21 génomes que sont : AM 72, AM 48, AM 3, AM 20, AM 28, AM 116, AM 67, AM 22, AM
46, AM 75, AM 9, AM 55, AM 74, AM 117, AM 16, AM 94, AM 96, AM 47, AM 105, AM
90 et AM 33. Cependant, la co-détection des protéines SIX1 et SIX9 a été observée dans 14
génomes des isolats ivoiriens AM 72, AM 48, AM 20, AM 28, AM 67, AM 75, AM 9, AM
55, AM 16, AM 94, AM 96, AM 47, AM 105 et AM 33. Le reste des isolats (72 %) aprésenté
aucune classe de la protéine SIX dans leur génome (Figure 25)
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Figure 25: Distribution des génes SIX1 et SIX9 dans le génome des isolats de Fov

3.1.2.4.3. Occurrence des génes détectés

L’analyse moléculaire réalisée sur les 91 isolats de Fov a permis de détecter la présence des
génes SIX 1 et SIX 9 chez ces isolats collectés dans le bassin cotonnier ivoirien. Soixante-six
(66) isolats ne possédaient aucun des génes SIX 1 et SIX 9. Sur les 25 autres individus
possédant au moins un de ces genes, 56 % disposaient simultanément des deux génes étudiés
notamment SIX 1 et SIX 9. Vingt huit pourcent (28 %) des individus ont présenté uniguement

le géne SIX 9 et 16 % des individus possédait uniquement le géne SIX1 (Figure 26).
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Figure 26 : Occurrence des genes de virulence détectés chez des échantillons de Fusarium

oxysporum f.sp. vasinfectum

SIX1 : présence du gene de virulence SIX1; SIX9 : présence du géne de virulence SIX9 ; SIX1 et SIX9:
présence simultanée des génes SIX1 et SIX9

3.1.3. Diversité génétique des isolats de F. oxysporum f.sp. vasinfectum collectés

Sur 91 échantillons d’ADN de Fov, 88 isolats ont présenté les meilleurs taux d’amplification
sur I’ensemble des marqueurs utilisés. De ce fait, 88 échantillons de Fov ont été considerés

pour cette analyse.

3.1.3.1. Polymorphisme des différents marqueurs dans les populations étudiées

Les différents alléles ont été détectés a partir des profils génétiques obtenus par

PCR sur gel d’agarose. La figure 27 présente les profils génétiques obtenus avec les différents
marqueurs microsatellites.

Soixante-cinq (65) alléles ont été détectés dans toute la population, sur I’ensemble des
marqueurs étudiés (Tableau XV). Le nombre moyen d’alléles par locus est de 13.

Les fréquences alléliques varient de 0,031 a 0,188 pour le marqueur MB_2, de 0,011 a 0,454
pour le marqueur MB_5, de 0,007 a 0, 235 pour le marqueur MB_11, de 0,012 4 0,171 pour le
marqueur MB_13 et de 0,029 a 0,382 pour le marqueur MB_17.

Dix (10) alleles ont été détectés au marqueur MB_2 avec des tailles comprises entre 246 et
930 pb, six (6) alléles avec des tailles comprises entre 100 et 930 pb au marqueur MB_5, dix-
huit (18) alleles avec des tailles allant de 130 a 980 au marqueur MB_11, vingt-trois (23)
alléles avec des tailles comprises entre 100 et 990 pb au marqueur MB_13 et huit (8) alléles

dont les tailles varient de 275 a 960 pb ont été obtenus au marqueur MB_17.
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A T’échelle de populations, au marqueur MB_2, 10 alléles ont été obtenus dans le sud du
bassin, tandis que 6 alléles ont été obtenus dans le nord du bassin. Pour ce qui est du
marqueur MB_5, il a permis d’obtenir 6 alleles dans le bassin sud, puis 3 dans le bassin nord.
Au marqueur MB_11, 14 alléles sont obtenus dans le bassin sud tandis que 13 alléles ont été
identifiés au nord du bassin. Le marqueur MB_13 a permis d’obtenir 20 alleles au sud puis,
12 alleles au nord. Enfin, avec le marqueur MB_17, 7 alleles ont été détectés dans le sud du
bassin cotonnier et 4 alleles au nord du bassin.

Au regard des fréquences alléliques, les 5 marqueurs utilisés dans cette étude ont éte

polymorphes avec un taux de polymorphisme de 100 % (Tableau XV).
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Tableau XV : Nombre, taille et fréquence des alleles détectés chez les isolats de Fusarium

oxysporum f.sp. vasinfectum dans le bassin cotonnier ivoirien

Marqueurs Taille des alléles Sous-populations
Sud du bassin Nord du bassin
246 0,154 0,042
248 0,058 0,333
250 0,038 0,000
254 0,135 0,208
MB_2 257 0,212 0,083
260 0,096 0,167
264 0,135 0,167
270 0,038 0,000
300 0,038 0,000
930 0,096 0,000
Na 10 10 6
100 0,421 0,542
110 0,389 0,292
115 0,016 0,000
MB_5 120 0,127 0,167
122 0,016 0,000
930 0,032 0,000
Na 6 6 3
130 0,020 0,053
140 0,122 0,132
150 0,163 0,158
155 0,000 0,053
160 0,245 0,211
165 0,020 0,053
170 0,235 0,053
MB_11 175 0,041 0,053
180 0,041 0,000
190 0,020 0,053
200 0,000 0,053
340 0,000 0,026
580 0,010 0,000
790 0,000 0,053
900 0,020 0,000
930 0,020 0,000
950 0,020 0,000
980 0,020 0,053
Na 18 14 13
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Tableau XV: (Suite) Nombre, taille et fréquence des alléles détectés chez les isolats de Fov

dans le bassin cotonnier ivoirien

Marqueurs Taille d’all¢les Sous populations
Sud du bassin Nord du bassin

100 0,000 0,050

140 0,161 0,200

150 0,032 0,000

160 0,032 0,000

200 0,000 0,050

260 0,032 0,000

270 0,032 0,150

MB 13 275 0,016 0,000
- 280 0,097 0,050
300 0,065 0,050

320 0,065 0,050

340 0,097 0,000

380 0,032 0,000

390 0,032 0,000

400 0,065 0,100

410 0,048 0,050

500 0,032 0,100

580 0,016 0,000

600 0,016 0,050

680 0,000 0,100

890 0,065 0,000

960 0,032 0,000

990 0,032 0,000

Na 23 20 12

275 0,042 0,000

280 0,000 0,200

290 0,167 0,100

300 0,333 0,500

MB_17 310 0,250 0,000
320 0,042 0,200

900 0,042 0,000

960 0,125 0,000

Na 8 7 4

Np 5 5 5
P (%) 100 100

Total 65 57 38

Na : nombre d’alléles non nuls; P : taux de polymorphisme des marqueurs ;Np : nombre de loci polymorphes.
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Figure 27: Profils électrophorétiques des isolats observés a partir du marqueur SSR

A:MB_2;B:MB_ 5;C:MB_11;D:MB_13; E: MB_17; PM : poids moléculaire (100 pb) ; 1 & 11 : codes
des échantillons

3.1.3.2. Diversité génétique intrapopulation des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum
La variabilité génétique des isolats de Fov pour ’ensemble des loci est caractérisée par un

nombre total d’alléle (A) de 95 et un nombre d’alléle efficace (Ne) global de 6,26.
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Dans chacune des populations, le nombre moyen d’all¢les par locus Na est de 11,4 et 7,6
respectivement dans les populations du sud du bassin et du nord du bassin. Quant au nombre
moyen d’alléle efficace Ne, les valeurs sont 6,94 et 5,59 respectivement pour les populations
du bassin sud et nord. (Tableau XVI). Dans la population globale, la valeur de I’indice de
fixation (Fys) est de 0,886 qui traduit un déficit d’individus hétérozygotes.

En moyenne, 6,4 alléles rares ont été obtenus dans la population du sud du bassin et 0,6 au
nord de bassin. Les valeurs élevées du nombre d’alléles traduisent une importante variabilité
allélique entre les isolats. Les indices de diversité de Shannon (1) ont varié de 1,7 a 1,9 avec
une moyenne de 1,8 £ 0,132 (Tableau XV1).

Tableau XVI: Paramétres de la diversité génétique intrapopulation des isolats étudiés

Populations

Na Ar Fis | Ne P
Sud du bassin 11,4 6,4 0,810 1,990 6,940 100
Nord du bassin 7,6 0,6 0,962 1,713 5,596 100
Moyenne 19 3,5 0,886 1,851 6,268 100
Na : nombre moyen d’alleles par locus ; Ar : nombre d’alléles rares ; Fis : indice de fixation ; | : indice de

Shannon ; Ne : nombre d’alléles efficace.

3.1.3.3. Diversité génétique interpopulation des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum

La valeur de Fsr entre les populations de Fov est de 0,028. Ce qui traduit une faible
différentiation entre les isolats du bassin sud et du bassin nord (Tableau XVII). Cette
différenciation relativement faible est traduit par la valeur moyenne du F7(0,0835). De plus,
le nombre moyen de migrants effectifs par génération est tres elevé (Nm = 13,02 > 1). Si I’on
considere les loci individuellement, il ressort que sur les cing marqueurs microsatellites
utilisés, le Fst le plus élevé est obtenu avec le marqueur MB_17 (Fst = 0,059) traduisant une
différenciation génétigue modérée. Pour les quatre autres marqueurs génétiques, la
différenciation génétique est faible avec des valeurs de Fst égales a 0,038 ; 0,011 ; 0,015 et
0,017 respectivement pour les marqueurs MB 2, MB_5, MB_11 et MB_13. Quant aux
nombres de migrants par génération, le marqueur MB_5 enregistre le plus fort taux avec une

valeur supérieure a 22.
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L'analyse moléculaire de variance (AMOVA) a révélé une variation génétique a 1’intérieur et
entre les populations. Cette variabilité génétique est expliquée a 96 % par de la diversité
intrapopulation et seulement 4 % de cette variabilité provient de la diversité interpopulation
(Figure 28).

Tableau XVII: Différenciation génétique entre les isolats du sud et du nord du bassin

cotonnier

Loci Fst Fir Nm

MB 2 0,038 0,951 6,942
MB_5 0,011 0,975 22,95
MB 11 0,015 0,905 16,99
MB 13 0,017 0,341 14,81
MB_17 0,059 1 4,01
Moyenne 0,028 0,0835 13,02

Fst : différenciation génétique ; Fr. coefficient de fixation ; Nm : nombre moyen de migrants effectifs par

génération.

Inter- Pops
4%

Intra- Pops
96%

Figure 28 : Distribution de la diversité génétique des isolats collectés dans tout le bassin

cotonnier de la Cote d’Ivoire
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3.1.3.4. Structuration génétique des populations de Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum étudiées

3.1.3.4.1. Analyse en coordonnees principales
La structure des populations de Fov a été établie par 1’analyse en coordonnées principales
(PCoA) (Figure 29). Les deux premiers axes représentent respectivement 24,24 et 15,31 %
expliquant 39,55 % de la variation totale.
Par ailleurs, 1’analyse de la figure (PCoA) indique une dispersion et un fort chevauchement
des isolats du bassin nord et du bassin sud dans le plan factoriel.
Cette structuration des génotypes étudiées a été confirmée par I'arbre phylogénétique construit

selon la méthode de jonction des voisins (neighbor-joining) (Figure 30).
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Figure 29: Structure des populations de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

Orange : isolats du bassin Nord ; bleu : isolats du bassin Sud.

3.1.3.4.2.

vasinfectum

Relation génétique entre les isolats de Fusarium oxysporum f.sp.

La relation génétique des isolats de Fov échantillonnés dans tout le bassin cotonnier ivoirien a
été réalisée a partir de la matrice de dissimilarité générée par le logiciel FreeNa. Un extrait de
cette matrice de dissimilarité basée sur les fréquences des génotypes différents dans la

population est présenté dans le tableau XVIII.
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Le phylographe en forme radial généré a permis de montrer que trois (3) groupes génétiques
se distinguent dans la population globale (Figure 30).

Les populations du sud et du nord du bassin apparaissent de maniére dispersée dans le graphe.
C’est-a-dire que les groupes obtenus ne sont pas spéecifiques aux différentes populations. Le
groupe génétique 1 est constitué de 24 isolats soit 27,27 % de la population totale, le groupe
génétique 2 est composé de 18 isolats soit 20,45 % de la population étudiee et le groupe
génétique 3 compose de plus de la moitié (52,27 %) des isolats de la population étudiée. Ces
groupes sont composés aussi bien des isolats originaires du bassin sud comme que du bassin

nord.
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Tableau XVIII: Extrait de la matrice de dissimilarité génétique des isolats de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum collectés

AM AM AM AM AM AM AM AM13 AM AM17 AM122 AM AM AM 9
28 61 48 55 24 11 66 4 82 74

AM28 O

AM61 11 0

AM48 15 12 0

AMS55 12 15 19 0

AM?24 19 12 8 15 0

AM11 19 20 16 19 16 0

AMG66 19 16 16 19 16 12 0

AM 13 19 20 20 19 20 8 8 0

AM 4 19 16 16 19 16 8 8 12 0

AM 17 19 20 20 15 20 8 12 8 12 0

AM 122 15 20 20 15 20 12 12 12 12 12 0

AM82 19 20 20 15 20 12 12 12 12 8 12 0
AM74 19 20 20 19 20 12 12 12 12 8 12 12 0
AM 9 10 19 11 14 19 19 19 19 15 19 15 19 19 0
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Figure 30: Phylographe selon la méthode Neighbour Joining montrant la relation génétique

des isolats de Fov dans le bassin cotonnier ivoirien

Triangle orange : isolats du sud du bassin ; carré bleu : isolats du nord du bassin

3.1.4. Identification de marqgueurs associés a la résistance a la fusariose
3.1.4.1. Comportement des variétés de cotonniers inoculées
3.1.4.1.1. Indice de rabougrissement

L’indice de rabougrissement apres inoculation des plants avec les deux isolats les plus
agressifs a varié entre 30 et 100 pour I’ensemble des variétés testées. La variété CI 123 a eu
I’indice de rabougrissement le plus élevé pour les isolats AM 16 et AM 47, avec une valeur de
100, significativement supérieure a celles des autres variétés (Cl 128, REBA B50...) (Tableau
XIX). Les données ont permis de différencier les 7 variétés testées en quatre (4) groupes
homogeénes pour I’isolat AM 16. Le groupe 1 est composé de la variété Cl 128 ; le groupe 2
comprend les variétés Y331 BLT, Mac-Nair 1032 et MCU5 ; le groupe 3 est forme par les
variétés W766A et Cl 123 et le groupe 4 est constitué par la vriété REBA B50. Les groupes
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d’homogénéité des variétés est quasiment pareil pour I’isolat AM 47 a I’exception de la

variété REBA B50 qui se détache du troisieme groupe pour former un cinquiéme groupe.

Tableau XIX : Indice de rabougrissement moyen sur les variétés de

cotonnier apres inoculation avec deux isolats

Variétés IR AM 16 IR AM 47
Cl 128 44,10+7,39° 30,55+18,972
Y 331 Blt 76,93+8,19 41,39+3,68%
MAC-NAIR 1032 74,65+29,74°° 46,69+8,99%
MCU 5 82,81+9,98" 53,41+12,69%
W766A 98,90+1,89° 67,55+19,36 °°
REBA B50 59,42+12,79% 87,48+4,00
Cl 123 100,00+0,00°¢ 100,00+0,00¢
Moyenne 76,68+22,20 61,01+26,00
Probabilité 0,002 < 0,001
CV% 28,95 4261

Pour chaque moyenne les valeurs portant les mémes lettres (a, b, c, d) dans la
méme colonne sont statistiquement identiques au seuil de 5 %

3.1.4.1.2. Indice de flétrissement

L’indice de flétrissement moyen a varié¢ d’un isolat a I’autre et d’une variété a I’autre (Tableau
XX). L’analyse statistique a révélé une différence significative pour ce paramétre entre les
variétés et les isolats. L’indice de flétrissement des plants inoculés a varié de 29,66 a 58,44
pour I’isolat AM 16 et de 24,88 a 52,66 pour I’isolat AM 47. Comparativement a I’indice de
rabougrissement, les variétés W766A et Cl 123 ont eu des indices de flétrissement élevés
(supérieur a 50) pour les deux isolats. Les variétés Y331 Blt et W766A ont obtenu les indices
de flétrissement les plus élevés respectivement pour les isolats AM 16 et AM 47. La variété
REBA B50 a donné le plus faible indice pour I’isolat AM 16 et la variété CI123 pour I’isolat
AM 47. Par contre, les indices de flétrissement des varietés CI123 et W766A sont
sensiblement les mémes pour les deux isolats. Les isolats AM 16 et AM 47 sont trés virulents
sur 3 variétés dont W 766A, CI 123 a I’exception de la variété Y331 BLT pour I’isolat AM 16
et la variété MCU 5 pour I’isolat AM 47 qui ont donné des valeurs élevées. Les symptomes de
flétrissement apparaissaient de facon progressive et envahissaient toute la plante pour les

variétes de coton les plus sensibles (Figure 31).
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Le test d’homogénéité de fisher a permis de regrouper les 7 variétés testées en trois classes de
sensibilité suivant 1’échelle de cotation adoptée. Les variétés ayant un indice de flétrissement
inférieur ou égal a 30 (flétrissement faible) sont rangées dans la classe T (Tolérante); les
variétés avec un indice de flétrissement compris entre 30 et 50 (flétrissement intermédiaire)
sont rangées dans la classe | et les variétés avec un indice de flétrissement supérieur a 50
(flétrissement important) sont rangées dans la classe S (Sensible) (Tableau XX).

Les 7 variétés de cotonniers testées ont révélé une sensibilité a la fusariose avec des réactions
differentes aux 2 isolats (Figure 31). Les isolats ont montré des niveaux de symptomes
différents sur les variétés testées. Les variétes C1128, MAC-NAIR 1032 et REBA B50 sont

moins sensibles aux deux isolats AM 16 et AM 47.
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Figure 31: Flétrissement moyen de sept variétés de cotonnier observé 14 jours apres

inoculation avec les isolats AM 16 et AM 47
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Tableau XX: Indice de flétrissement moyen sur les variétés de cotonnier apres inoculation

avec deux isolats

Variétés IF AM 16 Classe de IF AM 47 Classe de
résistance résistance
Cl128 36,33+3,38% | 24,88+6,76° T
Y 331 Blt 58,44+15,86" S 39,88+5,31* I
MAC-NAIR 1032 34,22+8,02 ab | 30,00+10,21° T
MCU 5 40,44+10,55® I 49,88+9,99" I
W766A 54,33+8,98"° S 52,66+9,55° S
REBA B50 29,66+7,00° T 36,44+3,24 % I
Cl123 50,88+4,82 % S 51,88+5,35"° S
Moyenne 43,47+13,00 40,85+12,25
Probabilité 0,011132 0,002319
CV% 29,90 29,98
Pour chaque moyenne les valeurs portant les mémes lettres (a, b, ¢,d) dans la méme colonne sont statistiquement
identique au seuil de 5 %. IF= Indice de flétrissement ; S= sensible ; T= tolétante ; I= intermédiaire
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Figure 32: Evolution de I’indice de flétrissement sur les variétés de cotonnier apres

inoculation
a :isolat AM 16 ; b : isolats AM 47
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L’analyse de I’interaction entre I’indice de rabougrissement et I’indice de flétrissement a
révélé une corrélation entre ces deux parameétres pour toutes les variétés testées. En effet,
I’analyse a indiqué une forte corrélation positive et significative entre les deux parametres
pour les deux isolats AM 16 et AM 47 respectivement r = 0,66 etr =0,77.

3.1.4.2. Diversité génétique des variétes de cotonnier

Dans la littérature, des marqueurs moléculaires associés a la résistance a la fusariose issus de
différents génotypes ont été décrits. L’on a voulu étudier la variabilité allélique, aux loci
déterminés par ces marqueurs, au sein d’un panel de génotypes ivoiriens. Cette variabilité
allélique sera par la suite mise en lien avec la réponse a I’inoculation avec des isolats de Fov

de ces génotypes pour la validation de marqueurs moléculaires.

3.1.4.2.1. Diversité intrapopulation

Les loci microsatellites ciblés ont permis de montrer I’existence d’une importante diversité
génétique au sein des variétés de coton. Soixante-onze (71) alléles ayant des fréquences
variables ont été détectés dans toute la population étudiée (Tableau XXI). Le nombre moyen
d’all¢les par locus est de 3,22 pour la population globale.

En considérant les populations et I’ensemble des marqueurs étudiés, 40 alléles ont été obtenus
dans la population 1, 37 alléles ont été obtenus dans la population I, tandis que 36 alleles ont
été obtenus dans la population Ill. Le grand nombre d’alléle (67) est obtenu pour la
population IV. Les 22 marqueurs utilisés dans cette étude ont été polymorphes avec un taux
moyen de polymorphisme de 82,91 %.

Le nombre d’allele efficace (Ne) a varié de 1,66 dans la population Il & 2,51 pour la
population | ; avec une moyenne de 2,1 + 0,084 pour tous les loci et pour toute la population.
L’hétérozygotie observée (Ho) dans la population globale a été de 0,504 + 0,047. La plus
petite valeur d’hétérozygotie observée (Ho = 0,375) est obtenue dans la population I, et la
plus grande (Ho = 0,568) dans la population Ill. Dans 1’ensemble des quatre populations,
I’hétérozygotic moyenne attendue (He) est de 0,446 + 0,025, avec un indice de fixation (Fs)
de -0,096 + 0,081. Ce qui traduit un exces d’individus hétérozygotes de 9 % dans 1’ensemble
de la population globale. Les populations | et IV ont enrégistrées des Fis de 0,435 et 0,123
respectivement. Tandis que les populations Il et 11 ont enrégistrées des Fs de -0,547 et -0,790
respectivement. L’indice de diversité de Shannon (1) a varié de 0,461 a 0,947 avec une
moyenne de 0,716 = 0,044 (Tableau XXI).
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Tableau XXI: Nombre d’alléles et fréquences alléliques obtenues dans les différentes

populations pour les marqueurs SSR utilisés

Marqueurs Alléles I (N=4) I1 (N=2) 111 (N=2) IV (N=8)
CIR 017 144 1,000 1,000 0,750 0,375
145 0,000 0,000 0,000 0,500
146 0,000 0,000 0,250 0,00
Na 3 1 1 2 2
CIR 202 186 0,000 0,000 0,000 0,250
193 1,000 1,000 1,000 0,750
Na 2 1 1 1 2
JESPR_220 145 1,000 1,000 1,000 0,750
163 0,000 0,000 0,000 0,250
Na 2 1 1 1 2
MUCS_616 230 0,000 0,000 0,000 0,125
233 1,000 1,000 1,000 0,875
Na 2 2 1 1 2
BNL_3932 248 0,000 0,000 0,000 0,375
254 0,000 0,500 0,000 0,000
258 1,000 0,500 1,000 0,625
Na 3 1 2 1 2
DPL_0562 152 0,375 0,500 0,500 0,375
154 0,500 0,000 0,000 0,188
156 0,000 0,250 0,500 0,250
158 0,000 0,000 0,000 0,125
160 0,125 0,250 0,000 0,063
Na 5 3 3 2 5
BNL_0834 162 0,000 0,000 0,000 0,250
164 0,500 0,000 0,000 0,000
166 0,500 1,000 1,000 0,750
Na 3 2 2 1 2
245 0,175 0,500 0,500 0,313
253 0,000 0,000 0,000 0,188
NAU 3901 257 0,375 0,500 0,500 0,438
286 0,000 0,000 0,000 0,063
Na 4 2 2 2 4
102 0,125 0,000 0,000 0,063
CIR 267 104 0,375 0,500 0,500 0,438
111 0,500 0,500 0,500 0,375
120 0,000 0,000 0,000 0,125
Na 4 3 2 2 4
131 0,000 0,000 0,000 0,063
138 0,000 0,000 0,000 0,188
JESPR_0304 157 0,000 0,000 0,000 0,125
161 1,000 1,000 1,000 0,625
Na 4 1 1 1 4
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Tableau XXI: Nombre d’alleles et fréequences alleliques obtenues dans les différentes

populations pour les marqueurs SSR utilisés (Suite)

292 0,000 0,000 0,000 0,375
HAU_1434 298 0,375 0,500 0,500 0,375
304 0,625 0,500 0,500 0,250
Na 3 2 2 2 3
MUSB 0639 339 0,375 0,500 0,500 0,625
341 0,625 0,500 0,500 0,375
Na 2 2 2 2 2
156 0,375 0,500 0,500 0,750
MUSS 050 167 0,625 0,500 0,500 0,250
Na 2 2 2 2 2
226 0,500 0,500 0,500 0,250
227 0,000 0,000 0,000 0,125
NAU_ 2503 228 0,000 0,000 0,000 0,125
233 0,500 0,500 0,500 0,500
Na 4 2 2 2 4
200 0,500 0,500 0,500 0,500
BNL_2650 204 0,500 0,500 0,500 0,500
Na 2 1 1 1 1
263 0,000 0,000 0,000 0,125
266 0,500 0,500 0,500 0,375
CIR_069 270 0,000 0,000 0,000 0,125
272 0,500 0,500 0,500 0,375
Na 4 2 2 2 4
134 0,475 0,500 0,500 0,500
142 0,150 0,500 0,250 0,250
144 0,000 0,000 0,250 0,125
CGR_5150 155 0,000 0,000 0,000 0,063
164 0,175 0,000 0,000 0,063
Na 5 3 2 3 5
226 0,375 0,500 0,500 0,313
228 0,000 0,000 0,000 0,063
BNL_3359 230 0,000 0,000 0,000 0,125
240 0,125 0,000 0,000 0,125
242 0,500 0,500 0,500 0,375
Na 5 3 2 2 5
220 0,125 0,500 0,250 0,250
NAU 2816 224 0,875 0,500 0,750 0,750
Na 2 2 2 2 2
150 0,000 0,000 0,000 0,125
MUSB_0780 153 1,000 1,000 1,000 0,750
154 0,000 0,000 0,000 0,125
Na 3 1 1 1 3
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Tableau XXI: Nombre d’alleles et frequences alleliques obtenues dans les différentes

populations pour les marqueurs SSR utilisés (Fin)

144 1,000 1,000 1,000 0,750
BNL_0358 148 0,000 0,000 0,000 0,250
Na 2 1 1 1 2
176 0,250 0,500 0,500 0,375
182 0,125 0,000 0,000 0,125
BNL_2569 184 0,000 0,000 0,000 0,188
186 0,625 0,500 0,500 0,188
188 0,000 0,000 0,000 0,125
Na 5 3 2 2 5
Np 22 22 22 22 22
P(%) 82091 100 68 63,64 100
TOTAL 71 40 37 36 67

N : nombre d’individus ; Na : nombre moyen d’alléles ; Np : nombre de loci polymorphes

Tableau XXI1: Valeur des Parametres de diversité intra-population

Populations N Na Ne I Ho He Fis
Population | 4 2,864 2,512 0,934 0,375 0,564 0,435
Population 11 2 1,818 1,773 0,520 0,545 0,358  -0,547
Population 111 2 1,727 1,661 0,461 0,568 0,318 -0,790
Population IV 8 3,227 2,454 0,947 0,528 0,545 0,123
N : nombre d’individus ; Na : nombre moyen d’alléles ; Ne : nombre d’alléles effectifss ; | : indice de Shannon;

He : taux d’hétérozygotie attendue ; HO : taux d’hétérozygotie observée ; Fis : indice de fixation.

3.1.4.2.2. Diversité interpopulation

Le Tableau XXIII présente les valeurs des paramétres de diversité intra-population. La valeur
de Fr indique que I’hétérozygotie globale de la population est réduite & 17,6 % par rapport a
ce qui serait attendu. La différenciation génétiqgue moyenne entre les populations (Fst) est de
0,138 + 0,019. Cette valeur indique une différenciation génétique modérée entre les
populations étudiées. Si 1’on consideére les loci individuellement, il ressort que sur les vingt-
deux (22) marqueurs microsatellites utilisés, le Fst le plus élevé (Fst = 0,317) est obtenu avec
les marqueurs BNL_0358 et JESPR 220 traduisant une différenciation génétique trés
importante. La plupart des marqueurs utilisés ont permis d’obtenir une différentiation

génetique tres importante (Fst > 0,25).
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Ce pendant, le nombre de migrant par génération entre les populations est de Nm = 2,747, ce
qui indique un niveau relativement élevé de migration génétique entre les populations
étudiées (Tableau XXIII).

L'analyse moléculaire de variance (AMOVA) a révélé que la variation génétique a I’intérieur
des populations est significativement plus importante (p < 0,001) que celle obtenue entre les
populations de cotonnier. La diversité intrapopulation occupe 97 % de la variabilité totale
contre 3 % pour la diversité genétique interpopulation (Figures 33).

Tableau XXII1: Parametres de diversité interpopulation estimes chez le cotonnier

Locus Fst Fir Nm
CIR_017 0,205 0,798 0,969
CIR_202 0,172 1,000 1,200
JESPR_220 0,317 1,000 0,538
MUCS_616 0,146 0,640 1,462
BNL_3932 0,262 1,000 0,705
DPL_0562 0,099 -0,307 2,283
NAU_3901 0,125 -0,158 1,747
BNL_0834 0,238 1,000 0,800
BNL_3359 0,057 -0,447 4,173
CIR_267 0,049 -0,506 4,810
NAU_2816 0,090 -0,004 2,522
BNL_2569 0,078 -0,396 2,963
HAU_1434 0,084 -0,387 2,741
JESPR_0304 0,172 0,889 1,202
MUSB_0639 0,042 -0,577 5,667
MUSB_0780 0,145 0,726 1,471
MUSS_050 0,027 0,145 9,111
NAU_2503 0,051 -0,538 4,625
BNL_0358 0,317 1,000 0,538
BNL_2650 0,032 -0,684 7,667
CGR_5150 0,093 -0,119 2,424
CIR069 0,232 -0,192 0,827
Moyenne 0,138 0,176 2,747

Fsr @ Indice de différenciation génétique; F7: Indice de fixation; Nm : Nombre de migrants par génération
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Figure 33: Distribution de la diversité génétique chez les variétés de coton

3.1.4.2.3. Structuration génétique entre les variétés de coton étudiées

% Analyse en coordonnées principale
La structure génétique des variétés de cotonnier a été établie par ’analyse en coordonnées
principales (PCoA) (Figure 34). Les deux premiers axes représentent respectivement 37,58 et
21,92 % expliquant 59,5 % de la variabilité totale.
Cette analyse indique 3 groupes dans le plan factoriel. Le groupe 1 comprend des génotypes
issus des quatre populations.
Le groupe 2 est composé uniquement d’individus issus de la population IV et le groupe 3

renferme des individus de la population I.
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Figure 34: Structure des populations de cotonnier dans le plan factoriel de la PCoA
Losange bleu : sous-population I, Carré rouge : sous-population II; Triangle verte : sous-population

I11; Croix : population V.

% Reélation génétique des variétés de cotonnier
La relation génétique entre les variétés de cotonnier étudiées dans chaque population a été
réalisée a partir des matrices de dissimilarité générées par le logiciel GenAlex (Tableau
XXIV). L’arbre phylogénétique obtenu a montré que deux (2) groupes génétiques se
distinguent clairement de la population. Le groupe 1 est composé des variétés Acala SJ5,
Dixie king 111, P 279, W766A, REBA B50, Y331 blt, Cl 123, Coker 100Wilt, Mac-nair 1032,
Cl128 et ICA 17. Quant au groupe 2, il renferme les variétés Giza 69 et Pima S6. Ce pendant,
les variétés MCUS et ISA 205 sont isolées (Figure 35).
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Tableau XXIV : Matrice de dissimilarité génétique des variétés de cotonnier génotypees

Résultats et Discussion

GIZA PIMA Cl Cl Coker Dixie ICA Mac- nair MCU W 766
ISA 205 69 S6 Acala SJ2 AcalaSY5 123 128 100 wilt  King 111 17 1032 5 P 279 Reba B50 A Y331 blt
ISA 205 0
GIZA 69 71 0
PIMA S6 70 7 0
Acala SJ2 73 44 50 0
Acala SY5 68 42 48 12 0
Cl 123 67 46 52 15 9 0
Cl 128 70 47 53 19 16 16 0
Coker 100
wilt 66 48 48 15 7 8 15 0
Dixie king
1 73 43 49 16 8 13 11 11 0
ICA 17 68 40 46 21 12 16 17 15 16 0
Mac- nair
1032 66 48 48 15 7 8 15 0 11 15 0
MCU 5 58 46 52 30 30 25 30 31 25 36 31 0
P 279 74 52 52 11 19 18 23 12 19 27 12 35 0
Reba B50 67 47 47 14 8 9 14 1 10 16 1 30 11 0
W 766 A 76 48 54 15 12 12 10 11 8 18 11 27 13 10 0
Y331 blt 68 44 50 14 4 7 13 5 6 10 5 27 17 6 10 0
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Figure 35: Dendrogramme selon la méthode Neighbour Joining montrant la structure

génetique des variétés de coton étudiées

3.1.4.3. Relation entre la variabilité allélique et 1a réponse a I’inoculation

Les résultats ont concernés sept (7) variétés qui ont été inoculées et génotypées (Cl 128, CI
123, Y331 BIt, MCU5, W766A, Reba B50 et Mac-Nair 1032). Dix (10) marqueurs
polymorphes (taux de polymorphisme P =100 %) ont été considérés pour cette partie de
I’étude (Tableau XXV).

L’objectif de cette analyse est d’associer la présence ou ’absence d’un all¢le au phénotype
tolérant ou sensible. Les résultats de cette association ont montré que toutes les variétés
testées sont différentes de la variété MCU5.

La variété Cl 128 qui est tolérante a la souche AM 47 a un allele spécifique de taille 254 pb
pour le marqueur BNL_3932. Bien que, la variété Mac-Nair 1032 ait été tolérante a la méme
souche, elle a présenté un allele de taille différente (allele 258). Les variétés Cl 128 et W766A
ont les mémes alléles pour les marqueurs CIR_017 et DPL_0562. Cependant, la varieté ClI
128 est tolérante et la variété W766A est sensible.
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De ce fait, ces deux marqueurs ne peuvent pas étre associés a une éventuelle résistance ou

tolérance qui pourrait étre rencontrée au sein de ces accessions.

Tableau XXV: Résultats de génotypage avec les 10 marqueurs polymorphes sur les 7 variétés

de cotonnier criblées

MARQUEUR

RO | B39 DPL_0562 Nau3oor | eniosss | enisse | cm2er | waussts | enLzse CGR 5150

14 | 16 | 26 | 258 | 154 | 156 | 160 |25 | 257 | o4 | t66 0 |2 | 1o s |20 || me| | 10| |
013 i 58 | 15 51 166 m 104 | 20 176 10
018 1 | 2 160 | 25 166 m 104 | 20 176 ND | ND | ND
W IMACNAR1032 | 144 258 15 s 166 m 104 | 20 17 10
EREBABSO | e 258 15 s 166 m 104 | 20 17 10
> [WTs6A 166 258 160 | 25 166 m w | e 10
V331817 i 258 15 u 166 m 104 wm | 1% m
MCUS ND | ND 5 | 15 ND | ND | 164 0 0 | m 0 18 164
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3.2. DISCUSSION

Cette étude visait a contribuer améliorer la productivité du cotonnier en Céte d’Ivoire par
I’identification de génotypes résistants dits de contournement des souches virulentes du
Fusarium oxysporum f.sp. Vasinfectum, agent causal de la fusariose. Les objectifs spécifiques
de cette étude sont (i) caractérisation morphologique des isolats de Fov collectés dans le
bassin cotonnier ivoirien, (ii) caractérisation de la pathogénicité des isolats de Fov, (iii)
détermination de la diversité génétique des isolats de Fov et (iv) identification de marqueurs

du cotonnier associés a la résistance a la fusariose.

3.2.1. Caractéristiques morphologiques des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum

Les progres dans la sélection de cotonniers résistants au Fov ont été difficiles en raison de
I'interaction complexe entre I'néte, I'agent pathogéne et I'environnement du sol. La résistance
de I’hdte offre une meilleure opportunité de protéger 1’industrie cotonniere des populations
virulentes de F. oxysporum f.sp. vasinfectum (Fov). Cette résistance pourrait étre introduite
dans les cultures cotonnieres en vue de contourner I’apparition des souches virulentes de Fov.
La fréquence de présence de la fusariose vasculaire du cotonnier en Céte d’Ivoire évaluée
dans cette étude montre que 67 % des parcelles infectées proviennent de la zone CIDT, 16 %
de la zone COIC, 8 % de la zone lvoire Coton, 7 % de la station de recherche coton et 2 % de
la zone SECO. Ce résultat confirme la présence de la fusariose vasculaire du cotonnier en
Cote d’Ivoire. En effet, les études menées par Abo (2006) avaient déja montré 1’existence de
la fusariose vasculaire du cotonnier en Cote d’Ivoire principalement dans les zones CIDT,
COIC et sur la station de recherche Coton.

Par ailleurs, une propagation continue vers des zones non traditionnellement touchées par la
fusariose a été observée, notamment, les localités de Diawala et de Ouangolodougou, en zone
SECO, au Nord. Cela pourrait s’expliquer d’une part par les échanges de semences, transport
de végetaux contaminés et /ou du sol adhérent aux outils, véhicules ou chaussures, les eaux de
ruissellements entre parcelles voisines et d’autre part par la présence naturelle des
champignons dans le sol, les débris végétaux et résidus de cultures. En effet, selon ANSES
(2018) une fois que le Fusarium oxysporum (Fo) est introduit et s’est établi dans une zone, sa
dissémination est trés probable et s’opére a des vitesses variables selon les modes de

dissémination et la géographie du territoire.
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De plus, les champignons presents naturellement dans le sol, les débris végétaux et résidus de
cultures peuvent rester en dormance et se développer sous des conditions favorables
(humidite, températures élevées) permettant ainsi la germination des spores et I’infection des
plantes hotes.

Cette capacité de survie dans le sol et la litiere de débris est une stratégie clé pour la
persistance et la propagation du pathogéne (Ifo et al., 2018). Ainsi, I’introduction ponctuelle
du champignon dans une zone indemne peut entrainer une progression lente mais certaine de
la maladie. La présence de ces agents fongiques est parfois amplifiée par les pratiques

agricoles et les conditions climatiques favorables.

La présence de la fusariose vasculaire dans toutes les zones cotonniéres, montre que ce
champignon a des exigences assez souples vis-a-vis de la structure et la composition chimique
du sol ainsi que les facteurs environnementaux. 1l sévit aussi bien dans le sud que dans le nord
du bassin cotonnier. La présence de la maladie, tres prononcée en zone CIDT peut s’expliquer
par différents facteurs: climat favorable a la fusariose et la sensibilité des variétés cultivées.
Plusieurs travaux ont montré que la virulence de Fusarium dépend des facteurs
environnementaux (Dossa et al., 2019) et climatiques (Brennan et al., 2005). Selon Dossa et
collaborateurs (2019), la fusariose est beaucoup plus fréquente dans les zones humides ayant
des sols sablo-argileux présentant un excés d’azote. Par contre, les sols secs, pauvres en
matiéres organiques sont moins favorables au développement du Fusarium (Ploetz, 2001). De
méme, les travaux de Konan et Mergeai (2007) ont montré que les variétés de coton
influencant la multiplication de Fov sont principalement celles présentant une sensibilité
accrue a ce pathogene, souvent en interaction avec d’autres facteurs comme les nématodes. En
effet, les nématodes agissent comme facteurs facilitateurs de I’infection fongique en créant
des portes d’entrée pour le Fusarium via leurs blessures d’alimentation ou de ponte et en une
toxine qui altére la physiologie de la plante (Konan & Mergeai, 2007). De ce fait, la
résistance des variétés de coton a la fusariose dépend de leur résistance aux nématodes.

Il ressort de cette étude que la fusariose du cotonnier est un champignon trés cosmopolite; son
aire de distribution est treés vaste et 1’on peut dire qu’elle recouvre toute la zone cotonnicre
ivoirienne. Outre la baisse de rendement, la fusariose affecte la qualité des fibres et des
graines du coton, ce qui impacte la valeur commerciale de la récolte (N’Goran et al., 2016).
Ces conséquences économiques et agronomiques font de la fusariose une maladie majeure a

surveiller et a contréler dans les cultures cotonnieres.
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Apres I’isolement de Fov, une variabilité des caractéres morphologiques a été observée. Cette
importante variabilité serait due a 1’effet combiné de facteurs génétiques. Tigist et al., (2023)
ont également reconnues les composantes du génotype et de 1’environnement comme les
principales sources de variabilité sur la physiologie des génotypes.

Cette variabilité des caracteres morphologique a aussi été constatée par plusieurs auteurs
(Sedra, 2003 ; Kadri, 2008) qui ont remarqué que les isolats repiqués exhibent une certaine
variabilité des caractéres morphologiques. Aussi selon Djerbi et al. (1985) pensent que la
variabilité des caracteres morphologiques serait due a des mutations. En effet, les mutations
favorisent 1’acquisition d’une grande variabilité génétique chez ces champignons et facilitent
ainsi la création de nouveaux arrangements au sein de leurs génomes. La forte variabilité de la
souche de Fov observée dans cette étude devrait interpeller les parties prenantes sur la prise de
mesures fermes de lutte contre la fusariose vasculaire du cotonnier, en ’occurrence la
recherche et I’intégration de cultivars plus résistants a cette maladie.

La croissance mycélienne des isolats de Fov sur le milieu PDA a varié de 37,75 a 86 mm, sur
MALT, elle a été de 35,66 a 86 mm. Quant a la croissance des isolats sur le milieu CDA, elle
a varié de 33,91 a 86 mm. Cette variation de la croissance mycelienne pourrait s’expliquer par
I’influence des facteurs nutritionnels qui différent d’un milieu a un autre. En effet, Ansari et
al. (2018), ont montré que la croissance fongique est fortement influencée par des facteurs
comme la source d’azote, de carbone, I’acidité du milieu. Majumdar et Mandal (2018) ont
aussi révéle dans leur étude que la croissance des champignons dépend en grande partie de la
qualité du milieu sur lequel ils se développent. Le milieu joue un grand réle dans les
caractéristiques anatomiques, morphologiques et physiologiques des champignons. Alaoui et
al (2022) ont quant a eux révélé que différents types de milieux influencent la croissance et la
morphologie de la colonie, la pigmentation et la sporulation. Les résultats de cette étude sont
en accord avec ceux de ces auteurs. La croissance du champignon varie en fonction des
milieux de culture. Les résultats de 1I’expérimentation révelent qu’apres 8 jours d’incubation,
le milieu CDA est plus favorable au développement mycélien de Fov. Les croissances
maximales sont respectivement de 64,39 mm pour CDA, suivi de MALT 57 mm et PDA
56,11 mm. Le meilleur développement des isolats de Fov sur le milieu CDA s’expliquerait
par la nature du sucre contenu dans ce milieu. En effet, le sucre contenu dans le milieu CDA
est le saccharose, qui est essentiel au développement des isolats de Fov. Ces résultats
corroborent ceux obtenus par Mechta et al (2015), qui révelent que le milieu Czapeck-Dox

induit une croissance radiale maximale de Fusarium oxysporum f. sp. albedinis.
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Les résultats ont indiqué que toutes les sources de carbone utilisées favorisent la croissance
des champignons. Par ailleurs, en plus de la source de carbone, d’autres éléments présents
dans les milieux tels que 1’azote, le phosphore, le soufre, les vitamines, les ions métalliques, le
Fer et le Magnésium, sont nécessaires pour la croissance et le développement des
champignons.

La sporulation des isolats de Fov dans cette étude a varié selon les isolats mais également
selon les milieux de culture. Le milieu PDA s’est révélé favorable a la sporulation des isolats.
Ce résultat est en phase avec ceux obtenus par Khan et al (2001) qui affirment que le milieu
Potato Dextrose induit la production d’un maximum de spores par Fusarium oxysporum f. sp.
ciceris. Ces auteurs ont constaté que les milieux de culture pourvus d’éléments organiques
sont les plus favorables a la sporulation. Majumdar et Mandal (2018) ont avancé que la
sporulation peut varier entre les isolats. Les travaux de Attrasi et al. (2005) ont également
montré que le milieu PDA permet une bonne sporulation des champignons pathogénes de la
pomme.

Les résultats obtenus indiquent que le F. oxysporum f.sp. vasinfectum est capable de se

développer et de sporuler, mais a des degrés variables.

3.2.2. Caractéristiques de la pathogénicité des isolats de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum

Les champignons phytopathogénes provoquent des maladies chez les plantes en pénétrant
dans les tissus de I'néte (Buonaurio, 2008). La pathogénicité microbienne a souvent été
définie comme les mécanismes par lesquels les micro-organismes pathogenes provoquent des
maladies chez un organisme héte (Baudart & Paniel, 2014). Les tests de pathogénicité des
isolats de F. oxysporum f.sp vasinfectum apres trois répétitions montrent soit une absence ou
une expression de flétrissement et de dessechement sur les différents plants inoculés. Ces
aspects des plants provoqués par les isolats de Fov sont typiques des symptdmes de la
fusariose sur les plants de cotonnier. En effet, selon 1’un des postulats de Koch, un isolat
associé a un symptome sur 1’hdte doit pouvoir produire le méme symptdme apres inoculation
sur le méme type d’hote (Lucasson, 2018).

Les symptdmes foliaires induits par F. oxysporum f.sp. vasinfectum ont été observés 10 jours
apres inoculation. L’observation des symptomes de Fov 10 jours aprés inoculation pourrait
s’expliquer par le fait que le champignon doit coloniser les tissus végétaux et franchir les

mécanismes de défense de la plante avant de provoquer des dommages visibles.
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Ces resultats sont identiques a ceux rapportés par Bekkar (2007), aprés inoculation de F.
oxysporum f.sp. Ciceris Foc aux plantules de cotonnier sensibles et par Assohoum et al
(2016) chez des jeunes plantes de palmier a huile (Fusarium oxysporum f.sp. elaeidis Foe).
Ces agents pathogénes ont été également responsables de 1’apparition du brunissement du
pseudotronc des plants de cotonnier & partir du 28°™ jour aprés inoculation. La plupart des
isolats de Fov étudiés sont agressifs avec une variation du pouvoir pathogéne des souches.
Cependant, les tests du pouvoir pathogéne n’ont été effectués que sur une variété sensible
W766A. L’agressivité des 24 isolats a été evaluée a partir de I’indice de Flétrissement (IF) et
I’indice de Rabougrissement (IR). Trois classes de pathogénicité ont été obtenues a partir de
ces deux indices. Cette variabilité de réponse pourrait s’expliquer par la différence de
migration des spores a travers le systéme vasculaire, traduisant une différence d’intensité
d’obstruction des vaisseaux et le type ou la quantité de toxines produites (Shi et al., 1991 ; Shi
et al., 1992 ; Zhang et al., 1993). En outre, le stade pendant lequel le plant de cotonnier est
effectivement infecté pourrait expliquer cette variabilité (Amjad et al., 2018).

Les valeurs trés élevées de I'IR traduisent un déficit d’accroissement di a la présence du
champignon dans les vaisseaux de la plante pouvant induire un déficit de nutrition méme si
les feuilles demeurent, en partie, intactes. La variation du pouvoir pathogene au sein des
isolats de Fov, comme démontrée, est bien documentée (Abd-Elsalam et al., 2009). Bien que
les isolats AM 9 et AM 116 de Fov aient été récupérés a partir d'un cotonnier infecté cultivé
en plein champ, ils ne provoguent pas de maladie lorsqu'ils sont inoculés a des plantes
sensibles. L'apparition de formes non pathogénes de F. oxysporum n'est pas rare (Gordon &

Martyn, 1997).

Les corrélations positives traduisent une évolution des paramétres dans le méme sens. Dans le
cas contraire, les parameétres évoluent dans des sens opposés. En effet, la corrélation positive
de la classe de pathogénicité et I’indice de flétrissement moyen montre que, plus I’indice de
flétrissement est élevé, plus I’isolat est virulent. Ce qui implique qu’une souche pathogéne
classée comme plus agressive provoque mécaniquement un flétrissement plus sévere chez la
plante héte. De méme, les corrélations positives des concentrations en spores sur les différents
milieux avec les indices de flétrissement, de rabougrissement et la classe de pathogeénicité
traduisent que plus un isolat est virulent, plus il produit de spores et ses indices de
flétrissement et rabougrissement son tres élevés. Ce qui traduit une dynamique épidémique

dans laquelle la sévérité des symptomes et la croissance du pathogene s’auto-entretiennent.
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Par ailleurs, la corrélation positive de 1’indice de rabougrissement moyen (IR moyen) et
I’indice de flétrissement moyen (IF moyen) montrent que plus la plante est atteinte, plus
I’élongation de la tige est affectée. Ce qui traduit une forte agressivité du champignon et un
impact sévere sur la santé globale de la plante.

Dans cette étude, des genes codant pour les protéines sécrétées dans le xylene (SI1X) associé a
la pathogénicité des isolats de Fov ont été recherchés. Les protéines SIX1 et SIX9 qui sont
présents au sein des races les plus virulentes de F. oxysporum (Jobe et al., 2024) ont été
détectées chez les isolats ivoiriens. Ces genes ont déja été detectés dans des souches du
complexe d’espéces F. oxysporum isolées de plantes asymptomatiques présentes dans des
environnements naturels (Rocha et al., 2016 ; Jelinski et al., 2017). Plusieurs études, ont
démontré que les génes SIX sont étroitement associés a la pathogénicité et peuvent étre
utilisés pour I’identification moléculaire et la différenciation en races des isolats de Fov
(Czislowski et al., 2021 ; Jenkins et al., 2021). Parmi les 91 isolats ivoiriens de Fov, 25 ont
présentés des genes SIX. Ces analyses montrent que certains isolats ivoiriens présentent des
séquences homologues a celle des genes SIX9 et SIX1. Dans cette étude, 4 isolats AM 79,
AM 2, AM 60 et AM 81 ont présenté un méme profile avec I’expression unique du géne SIX
1. Ce résultat corrobore celui de Jobe et al. (2024). La présence du SIX 1 serait associée a la
race tropicale 4 (TR4). En effet, selon Czislowski et al (2017) la stratégie d’identification des
isolats TR4 reposait sur la présence exclusive de ’homologue de SIX1 dans TR4. Cette race
est virulente pour les variétés de cotonniers dans tous les environnements (Ploetz, 2005).
Parallélement, le profil électophorétique des isolats AM 90, AM 46, AM 116, AM 117, AM 3,
AM 74 et AM 22 différe de celui des premiers par la présence du SIX9 dans leur génome.
Ceci pourrait traduire leur appartenance a la race subtropicale 4 (STR4). En effet, le profilage
des souches, réalisé par Diaz et al. (2021) et Seo et al. (2020) sur les isolats 15-2J et 89-1A
aux Etats-Unis indique que ces isolats de la classe STR4 ont été positifs uniquement au S1X9.
Quatorze (14) autres isolats ont exprimés une co-détection de ces protéines effectrices. Ces
observations suggerent que SIX1 et SIX9 sont des marqueurs moléculaires caractéristiques
des souches FOV4. Par ailleurs, ’effecteur SIX 9 serait associé a la virulence élevée des
souches de Fov (Jobe et al., 2024). Par conséquent, les quatorze (14) isolats positifs aux
marqueurs SIX9 et SIX1 sont des souches hautement virulentes. Les isolats n’ayant pas
présenté de génes effecteurs SIX1 et /ou SIX 9 dans leurs génomes ne semblent pas posséder
de séquences avec des homologies significatives. D’autres type d’effecteurs SIX devraient

étre testés avant de conclure sur I’absence ou non des génes SIX.
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3.2.3. Diversité génétique de la population de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

L’espéce Fusarium oxysporum f.sp. Vasinfectum est lI'agent causal de la maladie la plus
destructrice du cotonnier dans toutes les grandes régions de culture. Jusqu’a présent, aucun
traitement efficace n’a ét€ mis au point contre cette phytopathologie. Ce traitement nécessite
la mise au point d’un protocole d’identification correcte de I'agent causal.

Pour la premiére fois en Cote d’Ivoire, 1’é¢tude de cette pathologie a partir de 1’analyse
moléculaire a été abordée. Cette étude a permis le génotypage des isolats de F. oxysporum
f.sp. vasinfectum ivoirien avec des marqueurs microsatellites. Les cing marqueurs
microsatellites utilisés pour 1’évaluation de cette diversité génétique se sont révélés tres
polymorphes avec un taux de polymorphisme de 100 %. Cela traduit 1’efficacité de ces
marqueurs pour une bonne distinction entre les génotypes étudiés. En effet, les marqueurs
SSR sont universellement reconnu (Nadeem et al.,, 2018) comme étant des marqueurs
appropriés pour des études de la diversité genétique (Nadeem et al., 2018 ; Ali et al., 2019 ;
Gautam et al., 2022 ; Tahir et al ., 2022).

Une diversité genétique importante a été observée. Ainsi, cette diversité, traduite par la
variabilité allélique et la présence d’alléle rare observée dans chacune des populations,
pourrait étre lie a plusieurs mécanismes de mutations. Ces changements créent plusieurs
nouvelles versions de génes en enrichissant le pool génétique. Leroy et al. (2024) ont montré
que la mutation est I’un des principaux facteurs de la diversité génétique. Par ailleurs, dans la
population de Fov étudiée, un déficit significatif en hétérozygote (Fis = 0, 886 et Fs par
population > 0) a été observé. Cela pourrait &tre di au mode de reproduction des isolats. En
effet, les champignons se développant par une reproduction clonale conduit a I’apparition de
génotypes identiques, favorisant ainsi, un grand nombre d’individus homozygotes (Edel-
Hermann et al., 2019). L’espéce F. oxysporum présente une reproduction asexuée et ne
présente pas de variation due a la recombinaison méiotique (Warnan & Aitken, 2018). Cette
étude a révélé une faible diversité génétique entre les isolats du bassin nord et du bassin sud,
traduite par une faible valeur de la différenciation génétique (Fst=0,028). Cela indique que les
mémes souches circulent du nord au sud et vis-versa. Cette faible diversité entre les isolats de
Fov est conforme aux études de Bogale et collaborateurs (2006). Ce résultat pourrait
s’expliquer d’une part par 1’activité humaine qui favorise le transfert des isolats d’une zone a
une autre. Et d’autre part, par un flux de géne important (13,02) entre les deux zones du
bassin cotonnier sensiblement proche. Ce flux d’échange génique tend a homogénéiser les
populations et a réduire la différenciation génétique. En effet, selon Ronfort et al. (2005) plus
le flux est important, plus les populations deviennent similaires génétiquement.
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De plus, I’analyse de la structure génétique totale des populations de Fov a révéle une

dispersion et un chevauchement des isolats de Fov.

La présence d’individus d’origines diverses au sein d’un méme groupe pourrait étre attribuée
a la dynamique des populations humaines, qui pourrait transporter ces champignons
ascomycétes d’un site a un autre. On pourrait également avancer que le regroupement
génétique des individus n’est pas toujours corrélé positivement au regroupement
géographique. En plus, les différences au niveau de la diversité et la structuration génétique
de Fov entre les isolats du sud et du nord du bassin cotonnier peuvent provenir des
introductions diverses des cultivars dans les régions, des selections des agriculteurs, des
facteurs biotiques et abiotiques et des variations du matériel génétiqgue. De méme, selon
Hallast et al (2020), les limites des populations sont floues car elles dépendent de plusieurs
facteurs comme la mobilité et le mode de reproduction des individus. Par conséquent, la

variation génétique peut ne pas suivre strictement la répartition géographique.

3.2.4. Identification de marqueurs moléculaires associés a la résistance a la fusariose

L’identification des sources de résistances et I’intégration de la résistance génétique dans de
nouveaux cultivars de cotonniers sont importantes pour lutter efficacement contre la fusariose
vasculaire du cotonnier en Coéte d’Ivoire. Les méthodes traditionnelles de sélection du
matériel génétique pour la résistance a la fusariose prennent du temps. Elles nécessitent de
I’espace pour la production de nombreux plants et sont dépendantes de la capacité a évaluer le
caractére de résistance au champ. Si des marqueurs moléculaires liés aux génes contrélant la
résistance a fusariose deviennent disponibles, ils pourraient fournir des stratégies de sélection

plus efficaces.

Dans cette étude, les symptomes, caractéristiques de la fusariose vasculaire observés lors de
I’inoculation sont similaires a ceux observés dans les champs de producteurs. A 1’exception
de la variété REBA B50 a I’inoculation de I’isolat AM 16 et des variétés Cl 128 et Mac-Nair
1032 a P’inoculation de I’isolat AM 47, les autres variétes ont développé d’importants
symptdmes de flétrissement et de rabougrissement. Ces résultats ont montré une différence de
comportement entre les variétés testées vis-a-vis de la fusariose, a des niveaux difféerents de
sensibilite. La différence de réaction observée entre les isolats et les varietes étudiees indique
I’existence d’interaction génotypes / isolats et montre 1’existence de genes de résistance

isolat-spécifique.
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En Cote d’Ivoire, les travaux de N’Guessan et al., (2019) ont révélé différents niveaux de
sensibilité au flétrissement parmi des variétés de tomate, allant de hautement sensibles au plus

résistantes.

Les varietés W766A, Cl 123 et Y331 BLT ont été sensibles a I’isolat AM 16 et les variétes
W766A et CI123 a I’isolat AM 47. La variéte REBA B50 a été tolérante a I’isolat AM 16
tandis que les variétés Cl 128 et Mac-Nair 1032 a I’isolat AM 47. La différence de virulence
observée entre les isolats peut s’expliquer par 1’existence dans les champs, de differentes
souches de F. oxysporum f.sp. vasinfectum. La variation de la sensibilité observée au sein des
variétés pourrait s’expliquer par les caractéristiques génétiques de chaque variété. Aussi, les
interactions spécifiques entre isolat et variété pourraient étre a I’origine de cette différence de

sensibilité entre variété (Jaruwat, 2008).

Les microsatellites sont utilisés comme marqueurs génétiques. Ils se caractérisent par leur
stabilité et leur variabilité individuelle. lls correspondent a un emplacement strictement défini
sur le génome, a un locus génétique et aussi a un systeme alléliqgue (Nybom, 2004). Ces
marqueurs sont codominants, neutres et trés polymorphes du fait d’un taux de mutation élevé
en moyenne d’environ 10™ mutations par locus, par gaméte et par génération (Rognon &
Verrier, 2007). Le polymorphisme peut étre détecté par des techniques de PCR standard sous
forme de variation du nombre de répétitions entre les individus (Powell et al., 1996). Les
microsatellites sont donc des marqueurs multi-alléliques et hautement polymorphes (Ollivier
et al., 2004). Ils ont été largement adoptés pour 1’analyse génétique des plantes (Agarwal et al
2008). Chez le cotonnier, divers marqueurs moléculaires dont les SSR ont été utilisés pour
étudier la diversité génétique, la sélection assistée par marqueurs et 1’identification de locus a
caractéres quantitatifs (QTL) (Yu et al., 2012 ; Tang et al., 2015 ; Wang et al., 2018 ; Kumar
et al., 2021). Des marqueurs SSR ont été utilisés dans la présente étude pour Vérifier leur
association a la résistance a la fusariose. Les loci microsatellites ciblés ont permis de montrer
I’existence d’une variabilité génétique au sein des variétés génotypées. Les 22 marqueurs
microsatellites utilisés pour I’évaluation de cette diversité génétique se sont révéles
polymorphes avec un taux de polymorphisme de 82,91 %, traduisant ainsi la qualité de ces
marqueurs. Le niveau de polymorphisme pour ces marqueurs était plus élevé que dans les
études antérieures sur le coton utilisant différents marqueurs (Dahab et al., 2013 ; Tyagi et al.,
2015 ; Bilval et al., 2017).

La différence du nombre moyen d’alléles par locus entre ces variétés s’expliquerait par le type

de matériel vegétal échantillonne.
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Les résultats sont conformes a 1’é¢tude de McCarty et al (2022) qui ont étudié la variation
génétique parmi des variétés de coton en utilisant des marqueurs SSR. La diversité génétique
de 22 collections de coton utilisant 30 marqueurs SSR a été étudiée par Javaid et al (2017),
qui ont trouvé 3,72 alleles par locus. De méme, Gurmessa (2019) a trouvé 3,8 alléles par locus
dans des génotypes de coton. Aussi, Lacape et al (2007) et Zhang et al (2011) ont trouvé une
moyenne de 5,5 alleles par locus, allant de 2 & 26 par locus. L’analyse moléculaire de la
variance a révélé une diversité génétique intrapopulation supérieure (97 %) a la diversité
interpopulation (3 %) et un indice de fixation négatif (F;s= -0,096). La valeur négative de Fis
signifie que la population présente plus d’hétérozygotes, ce qui pourrait étre li¢ a un brassage
génétique important, concluant ainsi a une diversité génétique a 1’intérieur des populations.
Une différenciation modérée a été percue entre les populations (Fst = 0, 138). Cette
différenciation génétique modérée pourrait s’expliquer par 1’utilisation de différents géniteurs
par les sélectionneurs. Cependant Fis= -0,096 indique un exces d’hétérozygotes dans la
population par rapport a ce qui est attendu. Pour Vérifier la rélation au sein du matériel
génétique de coton étudié, la structure de la population et le dendrogramme ont été utilisés.
Deux groupes ont été définis a cet effet. Le groupe 1 constitué des individus des quatre
populations indique que ces variétés sont génétiguement proches. Cette similitude est
probablement due au fait que le méme pool génétique a été utilisé a plusieurs reprises, ce qui
conduit & une faible diversité génétique dans le matériel génétique disponible (Zhang et al.,
2011). Tyagi et al (2014) ont classé 381 génotypes de coton en cinq groupes a 1’aide des
marqueurs SSR. Khan et al (2009) ont utilisé des marqueurs SSR pour classer 40 génotypes

en trois groupes.

Les résultats de 1’association de la variabilité allélique avec la réponse a I’inoculation des
isolats de Fov de ces génotypes ont révélé que les variétés testées sont différentes de la variété
MCU 5. Dans cette méme optique, les variétés C1128 et Mac-Nair 1032 qui se sont révélées
tolérantes apres inoculation a I’isolat AM 47 ne partage pas le méme allele pour le marqueur
BNL_3932. Seule la variété Cl128 avait un alléle spécifique (254 pb) différents des autres
génotypes. Il semble donc que les tolérances de ces deux variétés (C1128 et Mac-Nair 1032)
n’ont pas le méme déterminisme génétique. En effet, la variété Mac-Nair 1032 est issue d’un
programme de sélection visant a combiner des résistances multiples, notamment a la
bactériose et a la fusariose (Follin, 1988). Elle est issue de croisements réalisés avec les
variétes Auburn 56 et Deltapine 15, avec une origine remontant aux années 1950-1960 aux
Etats-Unis (Follin, 1988).
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Par contre la variété CI128 est issue d’une réselection du programme de recherche sur le
coton du CNRA utilisant les variétés Gouassou et Sicama qui sont d’origine ivoirienne. De
plus, selon Lui et al. (2019), la résistance a la fusariose vasculaire est gouvernée par la

mutation de plusieurs genes tant chez la plante que chez le champignon.

L’étude actuelle a permis d’identifier un marqueur microsatellite potentiellement lié a un QTL
majeur pour la réaction a la fusariose vasculaire du cotonnier causée par le Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum. Si validé, ce marqueur microsatellite pourrait potentiellement
étre utilisé dans la sélection assistée par marqueurs pour la résistance. Les avantages de
I’utilisation de la sélection assistée par marqueurs comprennent la facilité d’observation et de
notation. Par ailleurs, le comportement des marqueurs ne dépendent pas du stade de
croissance de la culture, de la saison, de la position géographique, des pratiques agronomiques
ou des interactions génotype-environnement. Bien que les marqueurs microssatellites
rapportés dans cette étude aient été utiles pour I’identification d’un QTL spécifique pour la
résistance, ils pourraient également étre utiles pour la recherche de nouvelles sources de

résistance a la fusariose du cotonnier.
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Conclusion et Perspectives

% CONCLUSION
Le coton revét une importance économique considérable en Cote d’Ivoire et dans 1’agriculture
mondiale, contribuant substantiellement aux recettes en devises de différents pays. Cette étude
avait pour objectif général de contribuer a améliorer la productivité du cotonnier en Cote
d’Ivoire par I’identification de génotypes résistants au Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum,
agent causal de la fusariose. De fagon spécifique, il était question de connaitre la distribution
actuelle de la fusariose, de caractériser et étudier le pouvoir pathogéne de F. oxysporum f.sp.
vasinfectum, d’analyser la diversité génétique des souches de Fusarium et d’identifier chez le
cotonnier des marqueurs génétiques de la résistance a cette maladie.
Les prospections et les collectes de plants infectés, realisées au cours de cette étude ont
permis de connaitre la distribution actuelle de la fusariose vasculaire du cotonnier en Cote
d’Ivoire. Cette distribution a révélé une forte présence de la fusariose vasculaire dans tout le
bassin cotonnier de Cote d’Ivoire, principalement dans la zone CIDT. Dans celle-ci, la
maladie est présente dans quasiment tous les champs visités et se manifeste avec une forte
intensité. Cette zone a enregistré 61 isolats soit 67 % de la collection, suivie de la zone
cotonniére COIC avec 16 %. Dans la zone cotonniére SECO, deux isolats ont été identifiés.
Ces résultats ont montré une forte présence de la fusariose au Sud du bassin cotonnier.
Toutefois, une propagation continue de la fusariose vers des zones non traditionnellement
touchées a été observée, notamment, les localités de Diawala et de Ouangolodougou, en zone
SECO, au Nord.
La présence d’une importante hétérogénéité au sein des souches collectées a eté observee.
Une diversité au niveau de la pathogénicité des populations de 1’agent pathogene F.
oxysporum f.sp. vasinfectum a été révélée. Trois (3) classes de pathogénicité ont été mises en
évidence. La classe 1, composée de sept (7) isolats est la plus virulente. La classe 2 est
composée de douze (12) isolats soit, 50 % des isolats de I’étude, avec une virulence
intermédiaire. Enfin, la classe 3, composée de 5 isolats est moins virulente avec des indices de
flétrissement et de rabougrissement moyens compris entre 0 et 22,33 et entre 18,66 et 32
respectivement.
Aussi, cette étude a montré une faible diversité génétique au sein des isolats de Fov du bassin
cotonnier ivoirien. Cette faible diversité suggere que ces souches partagent une origine
génetique proche, cela permet une gestion plus ciblée, prévisible et durable des populations
pathogenes, réduit la complexité des interventions phytosanitaires, et limite enfin de compte
les risques d’évolution rapide du pathogéne. Quant a 1’arbre phylogénétique, il a permis de

montrer que trois (3) groupes génétiques se distinguent clairement dans la population. Le
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groupe genétique 1 est constitué de 27,27 % de la population totale, le groupe genétique 2 est
composé de 20,45 % de la population étudiée et le groupe génétique 3 composé de plus de la
moitié (52,27 %) des isolats de la population étudiée. Ces groupes sont composés aussi bien
des isolats originaires du bassin sud que du bassin nord. 1l importe de surveiller la propagation
de ces groupes, car le diagnostic racial a révélé la présence d’isolats porteurs du géne SIX 9,
présent notamment dans les isolats considérés comme les plus virulents.

En ce qui concerne I’identification de marqueurs moléculaires associés a la résistance du
cotonnier a la fusariose, un marqueur microsatellite BNL_ 3932 a été identifié comme
potentiellement associé a la résistance de la fusariose chez la variété de cotonnier ivoirien ClI
128 dont I’alléle de taille 254 pb semblent indicateur d’une tolérance. Le génotypage a mis en
évidence une faible diversité génétique dans la population de cotonniers étudié. Par ailleurs,
une réaction différentielle aux isolats a été observée lors du criblage des variétés.

Au terme de cette étude, il est recommandé d’attirer 1’attention de toutes les parties prenantes,
en vue de repenser leurs priorités et adopter des mesures sanitaires a méme de freiner les
actions du Fusarium, pour assurer une production durable du coton en Cote d’Ivoire. Il est
également souhaitable de valider le marqueur BNL_3932 identifié, en vue de son intégration
dans les programmes de sélection assistée. Enfin, la variété C1128 identifiée comme variété

tolérante a la fusariose devrait étre cultivée dans tout le bassin cotonnier ivoirien.

% PERSPECTIVES
Les résultats obtenus mettent en lumiére I’intérét de cette étude et appellent a réaliser des
travaux supplémentaires qui consisteraient a :
- réaliser le séquencage de génomes complet des souches virulentes et sensibles de
Fusarium oxysporum .f.sp. vasinfectum de Cote d’Ivoire
- évaluer au champ le niveau de résistance des variétés de cotonniers cultivées et des
collections de ressources génétiques en conservation sur des parcelles infectées;
- réaliser des croisements avec la variété Cl 128 et faire le criblage des F2 avec le
marqueur BNL_3932 pour sa validation;
- élargir le panel de variétés de cotonniers a génotyper et utiliser des marqueurs SNP

pour une étude d’association pangénomique des genes de résistance.
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ANNEXE 1: COMPOSITIONS DES MILIEUX DE CULTURE
» Milieu PDA (Pomme de terre Dextrose Agar)

Agar 209
Flocon de pomme de terre 20 ¢
Glucose 20 g
Eau distillée 1000 ml

Autoclavage 30 minutes, 120 °C et acidifier avec 250 mg d’acide citrique par litre de milieu

» Milieu Czapeck-Dox Agar (CDA)

Na NO3 30

KH2 PO4 1g
KCI 059
MgSO4 7H20 0,59
Fe SO4 7H20 0,01¢g
Saccharose 3049
Agar 209
Eau distillée 1000 ml

Autoclavage 30 minutes, 120 °C

» Milieu Malt
Extrait de Malt 20 ¢
Agar 209
Eau distillée 1000 ml

Autoclavage 30 minutes, 120 °C
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ANNEXE 2: COMPOSITION DES REACTIFS ET SOLUTIONS MERES POUR
L’EXTRACTION D’ADN FONGIQUE

> EDTA
Réactifs MM (g/mol) | Quantité (g) | Molarité (M) | Volume (1)
EDTA, 2NA, 2H,0 | 372,33 37,233 0,5 0,2
- Porter a pH=8 avec de la soude, ajuster a 200 ml avec de I’eau
- Autoclaver a 120 °C pendant 30 min
» Tris-HCI
Réactifs MM (g/mol) Quantité (g) Molarité (M) | Volume (1)
Trizma base | 121,14 24,228 1 0,2
- Porter a pH=8 avec de la soude, ajuster a 200 ml avec de I’eau
- Autoclaver a 120 °C pendant 30 min
» NaCl
Réactifs MM (g/mol) Quantité (g) Molarité (M) | Volume (1)
NaCl 58,44 58,44 5 0,2
- Autoclaver a 120 °C pendant 30 min
» Tampon de lyse
Produit Stock Pour 500 ml Pour 100 mi Pour 10
ml
Tris HCI (0,1 M final) pH=8 ;1M 50 ml 10 mi 1mil
NaCl (1,4 M final) 5M 140 ml 28 ml 2,8 ml
EDTA (20 mM final) 500 Mm 20 mi 4 ml 400 pl
MATAB (2% pl/v final) - 10 ¢ 20 0,29
PEG 6000 (1% p/v final) - 50 19 01g

- Completer a 500 ml avec de I’eau pure

- Autoclaver a 120 °C pendant 30 min



RESUME

Le cotonnier est une plante tropicale cultivée pour ses fibres et ses graines, qui rencontre
d’énormes contraintes liées aux agents phytopathogenes. L’un des facteurs limitant la
production de coton en Cote d’Ivoire est la fusariose vasculaire. Cette thése s’inscrit dans le
but de contribuer a relever les défis auquel est confrontée la filiére coton de Cote d’Ivoire,
particulierement de rechercher des alternatives plus efficaces pour le développement d’une
agriculture durable en utilisant de nouveaux outils moléculaires d’étude de la variabilité
génétique du Fusarium et de sélection variétale. Spécifiquement, il a été question de connaitre
la distribution de la fusariose et le pouvoir pathogéne des souches de Fov en Cote d’Ivoire,
d’évaluer la diversité et la structure génétique des isolats et d’identifier des marqueurs de
résistances a la fusariose. Des prospections et des collectes de plants fusariés ont été
effectuées dans tout le bassin cotonnier. Cette évaluation a montré une forte présence de la
fusariose au Sud du bassin cotonnier. Le matériel fongique obtenu a partir des échantillons de
cotonniers présentant des symptomes de la fusariose au champ a été utiliseé pour le test
d’inoculation en vue d’évaluer le niveau de virulence des vingt-quatre (24) isolats
représentatif de notre collection. Ces 24 souches ont été soumises a des analyses au
laboratoire et une diversité d’agressivité au sein de la population pathogéne a été observée
avec trois (3) classes de pathogeénicité. De plus, La différenciation génétique des isolats de
Fov du bassin cotonnier était faible. Trois groupes génétiques dans la population totale ont été
obtenus. Quant au diagnostic racial, il a révélé la présence des deux formes de la race 4 de
Fov parmi les isolats ivoiriens. Par ailleurs, la variété Cl 128 a été identifiée comme génotype
tolérant a la fusariose. Enfin, Le marqueur microsatellite BNL_3932 a été identifié comme
potentiel marqueur associé a la résistance de la fusariose chez les variétés de cotonnier
ivoirien avec un alléle (QTL) a la taille 254 pb.

Mots clés : Cotonnier, Fusariose, diversité génétique, marqueur microsatellite, Cote d’Ivoire.

ABSTRACT

The cotton plant is a tropical species cultivated for its fibers and seeds. However, it faces
significant challenges due to phytopathogenic agents. One of the key factors limiting cotton
production in Cote d’Ivoire is vascular wilt. This dissertation aims to address the challenges
faced by the Ivorian cotton industry by exploring more effective alternatives for sustainable
agriculture through the use of novel molecular tools to study the genetic variability of
Fusarium and to facilitate varietal selection. Specifically, the study seeks to assess the
distribution and pathogenicity of Fov strains in Cote d’Ivoire, evaluate the genetic diversity
and structure of the isolates, and identify markers associated with resistance to vascular wilt.
Field surveys and collections of infected cotton plants were conducted throughout the cotton-
growing regions. This assessment showed a strong presence of fusarium wilt in the south of
the cotton bassin. Fungal material obtained from cotton samples exhibiting fusarium wilt
symptoms was used for inoculation tests to evaluate the virulence levels of 24 representative
isolates from our collection. These 24 isolates strains were subjected to analyses in the
laboratory and a diversity of aggressiveness within the pathogenic population was observed
with there clusters of pathogenicity. In addition, the genetic differentiationof Fov isolates
from the cotton basin is low. Three genetic groups in the total population were obtained. As
for the racial diagnosis, it revealed the presence of bothforms of Fov race 4 among the ivorian
isolates. Furthermore, the variety C1128 was identified as a genotype tolerant to Fusarium
wilt. Finally, the microsatellite marker BNL_3932 was identified as being associated with
resistance to fusarium wilt in Ivorian cotton varieties with an allele (QTL) size of 254 bp.

Keywords: cotton plant, Fusarium wilt, genetic diversity, microsatellite marker, Cote d’Ivoire



