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Résumé

Fusarium oxysporum est I’un des champignons du sol ayant une grande biodiversité et une
pathogénicité vis-a-vis des vegetaux a intérét économique. Cette espéce fongique a une
large gamme de plantes hotes ce qui explique le nombre élevé des formes spéciales qu’elle

possede.

Dans le cadre d’étudier la biodiversité de cette moisissure, 67 séquences des especes du
genre Fusarium, 39 séquences des formes spéciales, 88 séquences des souches et 65
séquences d’isolats d’ARNr mitochondrial ont été prises a partir de la base de données
NCBI, a la suite ces séquences ont été alignées avec les programmes ClusterW (ClustelW)
et MUSCLE du site Phylogeny.fr via le «advanced mode ». La reconstruction
phylogénétique a été basée sur la méthode de maximum de vraisemblance et les arbres ont

été dessinés par le Fig.Tree v 1.4.4

Abstract

Fusarium oxysporum is one of the soil fungi that own a huge biodiversity and a
pathogenicity to plants that have an economical important. This mushroom has a wide

range of hosts plants which explain the highest number of the formae speciales.

In the context of studying the biodiversity of this mold, 67 sequences of Fusarium genus,
39 sequences of the formae speciales, 88 strains’ sequences and 65 isolates’ sequences of
mitochondrial RNAr were taken from the NCBI database, these sequences were aligned
with ClusterW and MUSCLE programs from the Phylogeny.fr web site via “advanced
mode”.The phylogenetic reconstruction was based on the maximum likelihood method,

and trees were drawn by Fig.Tree v 1.4.4.
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Introduction

Introduction

Le concept de diversité biologique ou biodiversité peut étre étudié a plusieurs
niveaux d’organisation : population, espéces, communauté ou écosysteme ; plusieurs types

de diversités peuvent étre établies : génétique, spécifique et fonctionnelle (Lepart, 1997).

En mycologie, la biodiversité a permis de revoir la taxonomie du regne fongique
grace a I’application des techniques d’analyse en biologie moléculaire qui ont donné une
meilleure compréhension des relations taxinomiques entre les divers organismes de ce
regne (white et al., 1990 ; Hibbet et al., 2007).

Parmi les champignons telluriques les plus préjudiciables, ceux qui appartiennent au genre
Fusarium. En effet, ¢c’est un méga genre comprenant un nombre important d’espéces
phytopathogénes causant des fusarioses. Ces derniéres sont a 1’origines de pertes de
récoltes et la détérioration de la qualité et des rendements agricoles qui touchent

I’économie a I’échelle mondiale (Aoki et al., 2014).

Cet aspect, le pouvoir pathogene important, du Fusarium est dd, a la fois, a la forte
adaptation et a la résistance du champignon aux différents facteurs environnementaux,
biotiques et abiotiques, grace a sa production d’une multitude de conidies, a la sécrétion
d’enzymes de dégradation des différentes couches de la paroi cellulaire des végétaux et,
essentiellement, a la forte diversité génétique. Les études : phylogénétiques ont permis de
mieux comprendre cette biodiversité au sein du genre, de I’espéce et méme de la forme
spéciale (Chidi et al., 2014 ; Silva et al., 2014 ; O’Donnell et al., 2015).

Parmi les champignons du genre Fusarium, on trouve le champignon trés ubiquiste
Fusarium oxysporum qui présente une trés grande diversité génétique et écologique et qui
a la capacité de provoquer des maladies sur de nombreuses espéces végétales cultivées

d’intérét économique.

Cette espece fongique comprend deux types de souches : des souches phytopathogénes,
responsables de fusarioses chez de nombreuses espéces végétales d’intérét économique, et
des souches non-pathogénes ne présentant pas d’effets néfastes sur les especes végétales.
Les formes pathogénes montrent un trés haut niveau de spécificité d’hote et sont
regroupées en formes speciales (f. sp.), selon I’espéce végétale infectée (Armstrong et
Armstrong, 1981).




Introduction

Le determinisme génétique du pouvoir pathogéne et la spécificité d’hote de F. oxysporum
ne sont pas connus. De plus, aucun caractére morphologique ou cultural ne permet de
différencier les souches pathogenes des souches non-pathogénes ou de distinguer les
différentes formes spéciales. C’est pourquoi de nombreuses méthodes, essentiellement
moléculaires, ont été deéveloppées pour caractériser les souches de F. oxysporum et

rechercher des marqueurs du caractére pathogene ainsi que de la spécificité d’hote.

L’objectif de ce travail se présente essentiellement dans la mise en évidence a quel
point la biodiversité de Fusarium oxysporum est profonde, distinguer entre les formes

spéciales et les formes pathogenes de formes non-pathogenes.

Ce mémoire est divisé en 3 parties. La premiére est composée d’une introduction et
d’une synthése bibliographique. La deuxieme présente le matériel et les méthodes utilisés

dans cette étude et, enfin, une partie de résultats et discussion suivie d’une conclusion.
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I. Etude bibliographique

I.1. Généralités sur les mycetes

Les champignons représentent 1’un des plus importants groupes d’organismes Sur
terre. Ils remplissent un role clé dans un nombre important d’écosystemes (Muller et
Schmit, 2007). Ce sont des organismes eucaryotes a reproduction sexuée et/ou asexuée.
Leurs spores peuvent avoir un role dans leur dispersion, et peuvent, également, jouer un
role de survie de I’organisme, lorsque les conditions environnementales deviennent
défavorables (Madelin, 1994). La nutrition des champignons se fait par absorption, en
libérant, dans un premier temps, des enzymes hydrolytiques dans le milieu extérieur. Ces
organismes sont dépourvus de chlorophylle ; ils sont tous hétérotrophe. La paroi cellulaire
des champignons est constituée de chitine.

Sur le plan structural, on trouve une grande variété de champignons, classés en deux
grandes catégories: la forme levuroide, unicellulaire, et la forme mycélienne,
pluricellulaire ou filamenteuse, constituée d’hyphes mycéliens (Redecker, 2002). Certaines
espéces fongiques présentent les deux formes alors que d’autres sont soit unicellulaires ou

bien filamenteuses (Jennings et Lysek, 1996).

D’un point de vue métabolique, les champignons sont des chimioorganotrophes car ils
utilisent le carbone organique comme source d’énergie (Carlile et Watkinson, 1994 ;
Redcker, 2002). Ce sont des aérobies, en grande majorité, mais certaines levures peuvent
étre aéro-anaérobies et participent a des processus fermentaires (Carlile et Watkinson,
1994).

Les champignons peuvent dégrader la matiére organique (mode saprophyte),
peuvent étre phytopathogenes, agents de mycoses, chez les animaux, ou bien des

symbiotes.

Au sein de I’industrie agroalimentaire, certaines moisissures sont utilisées pour la
production de fromages comme le roquefort et le camembert. Elles servent, aussi, a la
synthése des acides organiques tels que 1’acide citrique ou I’acide gluconique ; ces deux
acides étant utilisés comme additifs alimentaires. Les champignons interviennent, aussi,
dans des processus de la fermentation alcoolique et la production d’amidon pour la

fabrication d’alcool.
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1.2. Le genre Fusarium

1.2.1. Généralité sur le genre Fusarium

Le genre Fusarium regroupe des champignons imparfaits (anamorphes) de la classe
des Deutéromycétes. Les formes téléomorphes (parfaites) de quelques especes du genre
Fusarium sont connues et appartiennent a la classe des Ascomycétes (ordre Hypocreales,
famille des Nectriaceae, genres Gibberella, Calonectria et Nectria). Le stade parfait

demeure inconnu pour plusieurs especes de Fusarium (Nelson et al., 1993).

Décrit en 1809, la premiere fois, par Linke, le genre Fusarium tire son nom du latin
‘fusus’, car il possede des spores en forme de fuseau. Ce dernier traverse son troisieme
siecle comme I'un des plus importants genres pouvant causer des maladies chez les
plantes, les étres humains et les animaux (Boonpasart et al., 2002 ; Goldschmied et al.,
1993 ; kremery et al., 1997 ; Vismer et al., 2002).

Ces moisissures sont cosmopolites. On peut les isoler de la plupart des sols, d’insectes, de
I’eaux et de I’air. On les rencontre, aussi, sous différents climats (ubiquiste) (Burgess.,
1981).

Economiquement, le genre Fusarium est important car il regroupe les espéces

phytopathogénes susceptibles de causer des ‘Fusarioses’ chez les plantes (Jeunot., 2005).

De plus, beaucoup d’espéces sont sénescentes saprophytes et peuvent se développer en
pathogénes sur des tissus végétaux. Ces espéces peuvent attaquer une large gamme de

plantes telles que les céréales, les Iégumes, les plantes ornementales et les arbres fruitiers.

En outre, les Fusarias produisent beaucoup de métabolites secondaires impliqués dans une
variét¢é de domaines de la mycologie et de I’industrie agro-alimentaire. Les produits
majeurs constituant ces métabolites sont les mycotoxines. Elles sont impliquées dans les
intoxications d’animaux d’élevage, les altérations alimentaires, les cancers et d’autres

pathologies humaines (Abramson et al., 1981).

Depuis les années 1980, les espéces identifiées ont augmenté en nombre pour
atteindre 80 espéces et avec les techniques de biologie moléculaire ce nombre est sensé

augmenter au cours des années a venir (Leslie et Sumerelle, 2006).
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1.2.2. La morphologie du genre Fusarium
Le principal caractéere morphologique des fusariums est la production de

macroconidies pluricellulaire, en forme de croissant (forme de fuseau). Les champignons
de ce genre possédent une grande diversité culturale ; ce qui explique la difficulté

rencontrée au cours de leurs identification et de leur classification.

Les principaux caractéres utilisables sont :

1.2.2.1. Caractéres culturaux généraux

Sur les milieux usuels (ex : PDA ‘potato dextrose agar’), les Fusarium spp poussent

et se développent a une température optimale de croissance comprise entre 22 et 37 °C

Lors d’une culture, le thalle donne un mycélium aérien et forme des colonies duveteuse
(cotonneuses) de couleur variable : blanche, creme, jaune, rose, rouge, violette ou lilas,
selon I’espece cultivée, avec une diffusion de pigments dans la gélose (Chermette et
Bussieras, 1993).

1.2.2.2. Caracteres morphologiques

Le principal caractere morphologique des fusariums est la présence de
macroconidies fusiformes et cloisonnées, comme mentionné ci-dessus. Ce caractére est
complété par la présence ou 1’absence des microconidies et des chlamydospores (figure
01).

Les phialides, plus ou moins allongées, présentent un site de bourgeonnement
unique, appelé ‘monophialides’, situé a I’extrémité d’un col allongé comme chez Fusarium
solani ou court et trapu comme chez Fusarium oxysporum. D’autre espéces présentent
plusieurs sites de bourgeonnement (‘polyphialides’) (F. proliferatum, par exemple)
(tableau 01).

Les phialides peuvent produire deux types de conidies :

+ Les macroconidies

Conidies pluricellulaires a cloisons transversales. Elles sont fusiformes, courbées,
avec une cellule basale pédicellée et une extrémite apicale. Les macroconidies sont souvent
regroupées en masses. Ce type de conidies est produit en basipétale par les monophialides

ou les sporodichies (agrégats de conidiophores).
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«» Les microconidies

Conidies uni- ou bicellulaires, pyriformes, fusiformes, cylindriques, subsphériques,
ovoides, ellipsoides, claviformes ou allantoidiennes. Elles présentent une base arrondie
ou trongquée. Les microconidies sont basipétales, produites en séries par les mono- ou

les polyphialides et accumulées en fausses tétes ou en chaines.

% Les chlamydospores (forme de résistance)

Sont présentes en position intercalaire ou terminale, avec une paroi épaisse et sont

hyalines ou pales.

« Les blastoconidies

Un autre type de conidies produites separément par des cellules polyblastiques. Ces

conidies contiennent de 0 a 3 septas (de Hoog et al., 2011).

Tétes

)
g PR O
0

i Chaines

Microconidies

——= Tl
e jﬁ
/
% Or\mcrocoﬂ'd'es % Chlamydospores

Figure 01 : Caractéres morphologique du genre Fusarium (Tabuc, 2007)




I. Etude Bibliographique

Tableau 01 : caracteres distinctifs des principales especes et variétés de Fusarium rencontrées sur

semences (extrait de Messiaen et Cassini, 1968)

Microconidies présentes

Microconidies piriformes ou quasi-sphériques.
Conidiophores en forme de bouteille.

Microconidies elliptiques.

Macroconidies de taille moyenne, rarement 5 cloisons.
Mycélium blanc grisatre ou rougeétre suivant les especes.

Fusarium poae

Microconidies en bouquet sur conidiophores ramifiés.
Macroconidies de tailles et de courbures irréguliéres.

Myecélium blanc rosé a rouge carmin, plus ou moins fauve.

Fusarium roseum var.
arthrosporloides

Microconidies en chaines.

Macroconidies présentes.

Colonies poudreuses.

Mycélium blanc rosé a violacé en vieillissant.

Fusarium moniliforme

Microconidies en fausses tétes.
Macroconidies présentes.

Colonies poudreuses.

Mycelium blanc rosé a violacé en vieillissant.

Fusarium moniliforme
var. subglutinans

Microconidies en fausses tétes.

Conidiophores courts.

Macroconidies inférieures ou égales a 4 um en largeur.
Chlamydospores présentes.

Mycélium rose orangé a violacé.

Fusarium oxysporum

Microconidies souvent produites avec des macroconidies
dominantes, supérieures ou égales a 4 um en largeur.
Conidiophores allongés.

Chlamydospores présentes.

Mycélium blanchétre ou fauve.

Fusarium solani

Microconidies absentes

Macroconidies, produites en masses, roses a la lumiére,
obtuses aux deux extrémités.
Mycélium blanc

Fusarium nivale

Macroconidies de plus de 5 um de largeur, peu pointues.
Chlamydospores présentes.
Mycélium rosé a rouge brique avec reflets jaunes.

Fusarium roseum var.
culmorum

Macroconidies de 3 & 6 um de largeur.
Absence de chlamydospores.
Mycélium rosé a rouge brigue avec reflets jaunes.

Fusarium roseum var.
graminearum

Macroconidies de moins de 3 a 6 um de largeur, trés longues

et minces.
Absence de chlamydospores.
Mycélium blanc rosé.

Fusarium roseum var.
avenaceum
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1.2.3. Identification

Selon (Guarro et al., 1999), I’identification des champignons microscopiques est
basée sur une multitude de criteres. Chez le genre Fusarium, I’examen des macroconidies
sert a reconnaitre, rapidement, le genre ainsi que la forme et la septation qui identifie

I’espece.

Les méthodes biochimiques apportent des informations sur les champignons. Parmi les
critéres étudies (Alves-Santos et al., 1999 ; Baayen, 2000 ; Haan et al., 2000) :

- La détermination du contenu en acides gras
- La composition de la paroi cellulaire
- La composition en protéines et métabolites secondaires

D’apres (Hsu et al., 2003), les techniques de biologie moléculaire se sont imposées
par leur fiabilité, en se basant sur les analyses de I’ADN par I’amplification par la PCR

d’une région ciblée, pour identifier un type de champignon.

La distinction des especes de champignons se fait par la RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA ; Hardys et al., 1992) qui est une méthode qui consiste a amplifier des
cibles aléatoires, a 1’aide des amorces dégénérées pour obtenir un profil de bandes
(Carnegie et al., 2001).

Parmi les méthodes robustes, on trouve les méthodes analytiques du polymorphisme de
taille de fragments de restriction (RFLP) (Botstein et al., 1980) et la combinaison PCB et
RFLP pour I’analyse du polymorphisme de fragments amplifiés (CAPS) (Kamiya et al.,
2004).

Pour I’identification des espéces, les méthodes de biologie moléculaire reposent sur
des séquences cibles telles que I’ADN ribosomique, I’ADN mitochondrial et les séquences
répétées de type microsatellites (figure 02). A I’heure actuelle, GenBank comprend plus de
700.000 séquences d’ ADNr fongique (Guarro et al., 1999).

Pour identifier les champignons filamenteux, y compris les Fusarium, on utilise I’ADNr
car cette cible a 1’avantage d’étre multiple (séquences répétées dans le génome et

retrouvées dans tous les organismes vivants).
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ETS 188 ITS1 S8S ITS2 288 1GS
e ———

Figure 02 : Représentation d’une unité d’ADN ribosomique (ETS : externally transcribed spacer ;
ITS : internally transcribed spacer ; IGS : intergenic spacer)

1.2.4. Taxonomie du genre Fusarium

La taxinomie a pour objet de décrire les organismes vivants et de les regrouper en
entités appelées taxons, afin de les identifier, les nommer et enfin les classer. Depuis la
seconde moitié du XXeéme siecle, une nouvelle approche conceptuelle de ces
classifications est rendue possible, grace a la biologie moléculaire. La taxonomie en
mycologie est donc en constante évolution, suite aux données recueillies lors des
différentes approches phylogénétiques. Ceci s’applique également pour le genre Fusarium
(Summerell et al., 2002).

La taxonomie des espéces du genre Fusarium était en plein désarroi (Leslie et
Summerell, 2006). Wollenweber et Reinting (1935) ont proposé un systéeme taxonomique
selon lequel les espéces de Fusarium ont été regroupées au sein de sections dont la
séparation au sein des sections a été basée sur des caractéres culturales : (i) la présence ou
I'absence de microconidies, (ii) la forme des microconidies, (iii) la présence ou l'absence de
chlamydospores, (iv) I'emplacement des chlamydospores (v) la forme des macroconidies,
et (vi) la forme des cellules basales et le pied des macroconidies.

Les taxons au sein des sections ont été divisés en especes, variétés et formes
spéciales, sur la base de : (i) la couleur du stroma, (ii) la présence ou l'absence de sclérotes,
(iii) le nombre de cloisons dans les macroconidies et (iv) la longueur et la largeur des
macroconidies (Wollenweber et Reinking, 1935). Wollenweber et Reinking ont fondé les
systémes taxonomiques les plus modernes. lls décrivent 65 especes de Fusarium et 77

variétés et de formes spéciales dans les sous-especes de 16 sections.

Messiaen et Cassini (1968) ont fondeé leur systéme taxonomique sur les données de Snyder
et Hansen (1940, 1941). Ills ont adopté l'utilisation de variétés botaniques au lieu de

cultivars au niveau sous-espece de F. roseum, F. sambucinum, F. culmorum, F.
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graminearun et F. avenaceum (Messiaen et Cassini, 1968). En 1982, Gerlach et Nirenberg
ont publié un atlas dans lequel ont décrit 78 espéces de Fusarium et 55 variétés, au sein des
16 sections décrites par Wollenweber et Reinking (1935). Leur systeme est considéeré
comme une mise-a-jour de celui de Wollenweber et Reinking (1935), et celui de Booth
(1971) (Gerlach et Nirenberg, 1982 ; Joffe, 1986).

Nelson et al. (1983) ont publié un systeme taxonomique qui combine les caractéristiques
des systemes taxonomiques de Wollenweber et Reinking (1935). Snyder et Hansen (1940),
Joffe (1986). Messiaen et Cassini (1968), Gerlach (1981) et Booth (1971) dont la
description des espéces qu'ils ne reconnaissaient pas la présence de cellules polybasiques

conidiogénes comme caractére taxonomique (tableau 02).
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Tableau 02 : Sections et espéces de Fusarium selon les principaux systémes taxonomiques (Jeunot, 2005).

Especes de
Sections de Snyder et Espéces de Messiaen et \
Wollenber et Hansen Cassini (1968) Systeme de Nelson et al. (1983)
Reiking (1935) (1940)
Submicrocera Sections Espéces
Pseudomicrocer
a
Macroconia F. epispaeria var gigas
. F. epispaeria | F. epispaeria . F. aqugeduActuum
Eupionnotes . . . Eupionnotes F. merismoides
F. epispaeria var dimerum .
F. dimerum
Spicarioides F. rigidiscula | F. rigidisculum Spicarioides F. decemcellular
Arachnites F. nivale F.nivale Arachnites F. nivale
F. tricinctum
_— - Sporotrichlell | F. poae
Sporotrichiella F. uricinctum F. uricinctum a F. sporotrichloides
F. chlamydosporum
F. roseum var avenaceum
F. avenaceum
Roseum F roseum var Roseum .
- F. graminum
arthrosporioides
. Arthrosporiell | F. semitectumn
Arthrosporiella
a F. camptoceras
F. equiseti
F. acuminatum
Gibbosum F. roseum var gibbosum Gibbosum F. longlpes
F. roseum
F. heterosporum
F. roseum var sambucinum F. retuclatum
. F. roseum var . F. sambucinum
Discolor . Discolor
graminearum F. gramlnearum
F. roseum var culmorum F. culmorum
F. crookwellense
Lateritium F. lateritium | F. lateritium Lateritium F. lateritium
F. udum
- F. moniliforme
F. moniliforme .
. F. - . F. proliferatum
Liseola - F. moniliforme var Liseola .
moniliforme subalutinans F. subglutinans
g F. anthophllum
Elegans F. oxysporum | F. oxysporum Elegans F. oxysporum
Martiella . . Martiella .
F. solani F. solani F. solani

Ventricosum

Ventricosum
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1.3. Caractéristiques pathologiques du genre Fusarium

1.3.1. Potentiel toxinogene

Le genre Fusarium comprend des espéces productrices de mycotoxines: les
fumonisines, la zearalénone et les trichothécénes... etc (Pitt, 2000), ces mycotoxines
synthétisées par ces especes leur donnent un pouvoir pathogéne vis-a-vis des végétaux ou
des mammiferes y compris I’homme (nucci et al., 2007). La consommation des céréales
colonisées par Fusarium sporotrichoides et Fusarium poae provoquent des mycotoxicoses
dont la plus connue est I’aleukie alimentaire toxique secondaire: Les manifestations
principales sont gastro-intestinales mais des symptomes cutanés et hématologiques qui
apparaissent secondairement. D’autres mycotoxines se manifestent par des ostéo-arthrose
dystrophiques chroniques ou des symptomes gastro-intestinaux et neurologiques (tableau
03) (Gupta, 2000).

Ces agents présentent aussi une capacité de produire des biofilms en présence de matériaux
étrangers tel que les lentilles oculaires et les cathéters, ils deviennent plus résistants aux
traitements antifongiques et aux solutions de nettoyage (Dyavaiah et al.,2007 ; Ahearn et
al., 2008 ; Imamura et al., 2008 ; Mukherjee et al., 2012).

Peu d’etudes ont été realisées sur la virulence des especes appartenant au genre
Fusarium, cependant les especes du complexes Fusarium solani semblent etre les plus

virulentes (Mayayo et al., 1999).
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Tableau 03 : les especes de Fusarium productrices de mycotoxines (pitt, 2000)

Espéces de Fusarium

Mycotoxine produites

Fusarium acuminatum

moniliformine, trichotécenes type A

Fusarium anthophilum

moniliformine

Fusarium avenaceum

fusarine C, moniliformine

Fusarium chlamydosporum

moniliformine

Fusarium cerealis

culmorine, fusarine C, trichotécénes type B

Fusarium culmorum

culmorine, fusarine C, trichotécenes type B, zéaralénone

Fusarium graminearum

trichotécenes type B, zéaralénone

Fusarium oxysporum

acide fusarique, moniliformine, oxysporine

Fusarium pallidoroseum

moniliformine, zéaralénone

Fusarium poae

fusarine C, trichotéceénes type A

Fusarium proliferatum

moniliformine

Fusarium sacchari

moniliformine

Fusarium sambucinum

fusarine C, trichotécenes type A

Fusarium solani

acide fusarique, naftoquinone

Fusarium sporotrichoides

fusarine C, trichotécénes type A, zéaralénone

Fusarium verticillioides

fumonisines, fusarine C, gibberelines, moniliformine, naftoquinone

1.3.2. Pouvoir pathogene

Les Fusarium sont, principalement, des phytopathogénes. Ces champignons

contaminent les céréales, les légumes, les arbres fruitiers provoquant des maladies

nommées fusarioses. Les Fusarium sont généralement impliqués dans la pourriture des

racines, tiges et fruits ; dans la dégradation du systeme vasculaire (Trenholm et al., 1988).

Le pouvoir pathogeéne chez I’homme et les animaux est varié. Certaines espéces

sont a l’origine des kératites et endophtalmies. D’autres espéces (Fusarium solani,

Fusarium moniliforme) sont impliquées dans des infections systémiques (Guarro et Gene,

1992) :

- Fusarium verticillioides peut étre un agent de fusarioses disséminées chez les

patients infectés par le HIV (Duran et al., 1989).

- Fusarium oxysporum est un agent d’onyxis, de kératites, d’endophtalmies, de

péritonites et d’infections disséminées chez les patients atteints d’hémopathie

maligne (Thomas et Geraldine, 1992).




I. Etude Bibliographique

- Fusarium solani est I’espece la plus commune, impliquée dans les fusarioses
rencontrées aux patients diabétiques. Il peut également étre responsable des ulcéeres

cornéens (del Palacio et al., 1985 ; Gari-Toussaint et al., 1997).

1.4. L'espece Fusarium oxysporum

1.4.1. Généralités sur I’espéce Fusarium oxysporum
Fusarium oxysporum est certainement 1’espéce de Fusarium le plus répondue dans

la nature. Elle est présente dans les sols du monde entier ou elle se comporte soit en

parasite soit en saprophyte.

Selon Messiaen et Cassini, (1968) Fusarium oxysporum est 1’espéce qui comporte
des formes phytopathogénes les plus fréquentes et les plus importantes de la microflore
fongique des sols cultives.

Elle est également 1'une des especes les plus importantes du point de vue économique
compte tenue de ses nombreux hoétes et du niveau des dégats qu’elle peut entrainer .il
existe différentes souches de ce pathogeéne : celle qui envahissent le systéme vasculaire par
les racines profondes induisant une maladie de type systémique et celles qui peuvent
pénétrer dans les racines sans envahir les vaisseaux et causer des maladies. En outre il
possede de nombreuses formes spéciales ce qui lui permet d’attaquer a une multitude de

culture, telle que les Iégumineuses, les plantes maraichéres et les plantes ornementales.

Ce champignon survit dans le sol en forme de chlamydospore dormantes et
immobiles jusqu’a la stimulation de la germination par des substrats organiques ou
exsudats racinaires. Suite a la germination, il y a formation d’un mycélium et si les

conditions sont favorables, le thalle produit des conidies.

1.4.2. Caractéristiques morphologiques
Sur le plan morphologique, Fusarium oxysporum présente un polymorphisme de

thalle remarquable. En se basant sur ce critere, Snyder et Hansen (1940) ont déclaré que
certains clones et sous clones de la méme souche pourraient étre classés dans des especes
et méme des sections différentes. Ce polymorphisme a été confirmé dans de nombreuses
recherche (Abawi et Lorbeer, 1965 ; Awuah et Lorbeer, 1988 ; Dossa, 1993 ; Henni et
al.,1994 ; Leslie et Summerell, 2006). Sur la base des variation culturales chez cette
espece, (Nelson et al.,1983 ; Booth, 1985 ; Djerbi, 2003 ; Leslie et Summerell, 2006) ont
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défini plusieurs morphotypes : duveteux, fin et frisé, floconneux, cotonneux, ras muqueux,
sporodochial, sclérotial. Par ailleurs, ils ont aussi noté une variabilité de la couleur du
thalle (rose, saumon clair, violet, blanchatres ...). Ces mémes auteurs ont affirmé que ces

caractéristiques sont instables dans la descendance d’un clone.

1.4.3. Morphologie et Identification

1.4.3.1. Au niveau macroscopique

L’aspect de F. oxysprum sur milieu PDA (Potato Dexstrose Agar) correspond & un
mycélium aérien de croissance rapide, et de couleur qui varie du blanc au rose ou violet,
Cependant I’aspects de ses souches varie d’une culture a une autre apres des repiquages
successifs, voir dans une méme culture on peut trouver différents aspects et couleurs
(figure 03) (Brunett, 1984 ; windels, 1992).

1.4.3.2. Aux niveaux microscopiques

Le filament mycélien de F.oxysporum est: septé et uni-nucléé, la phase sexuée
n’existe pas. Donc ce champignon se multiplie par voie végétative ou par I’intermédiaire
de spores asexuées qui ont des caracteres morphologiques stables et spécifiques au

Fusarium oxysprum, permettant 1’identification de ses souches (figure 03) (Djerbi, 2003 ;

Leslie et Summerell, 2006 ; Fuskey, http://res.agr.ca/brd/fusarium/homel.html), il existe

trois formes de ces spores :

- Les microconidies généralement monocellulaire, ovale ou réniforme, produites en
fausse téte sur des conidiphores monophialides courts.

- Les macroconidies fusiformes, abondantes comportent quatre a six cellules dont une
cellule apicale plus mince que les autres et une cellule basale en forme de pied.

- Les structures chlamydospres sont des organes de conservation tres résistante qui se
trouve solitaire ou en paires, lisses ou rugueuse, globuleuses terminales ou

intercalaires de 5 a 15 um de diametre (Komi, 1993).



http://res.agr.ca/brd/fusarium/home1.html
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Figure 03 : Fusarium oxysporum (culture de 7 jours sur milieu PDA & 25°C et aspect
microscopique) (Tabuc, 2007)

1.4.4. Symptomatologie
Certaines souches pathogenes provoquent des symptdmes de pourritures racinaires.

D’autres symptdmes sont obtenus par les souches vasculaires de F. oxysporum: la
coloration brune des tissus vasculaires provoquant le desséchement des tiges, le
jaunissement des nervures et du limbe des feuilles, le flétrissement du feuillage et
I’exsudation de gomme (Costa Rodrigues et al., 2006). Sur certaines cultures, il a méme
été observe des fontes de semis, des pourritures du collet et des nécroses racinaires
(Triolet, 2014).

1.4.5. Le cycle de vie de F.oxysporum
Les F. oxysporum ne sont pas des parasites obligatoires. En I’absence de la plante

hote, ils menent une vie de saprophyte sur des débris végétaux et de la matiére organique.
Les isolements effectués indiquent quun gramme de sol peut renfermer prés de 100.000
propagules ou les F. oxysporum représentent 80% a 90% de la population fusarienne totale
de la rhizosphére (Correll et al., 1986).

On trouve ce champignon dans le sol principalement sous forme de spores de résistances
(chlamydospores) en état de dormance (Booth, 1971). Une fois les conditions sont

favorable le cycle se déroule comme suit :

1.4.5.1. Pénétration du pathogéne dans la racine

Le pathogene pénétre le plus souvent par les blessures naturelles leur position a une
grande importance sur la pénétration de ce dernier, son invasion racinaire s’effectue par

étape successives suite a la compétition entre le champignon et le systeme de défense de la
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plante, les chlamydospores germinent et les jeunes filaments pénétre dans les cellules

épidermiques.

1.4.5.2. Pénétration du pathogeéne a I’intérieur de la racine

Le mycélium se ramifie et colonise toutes les cellules avoisinantes, aprés cette
action les hyphes progressent a I’intérieur des cellules puis colonisent le parenchyme
cortical ensuite tout le cortex au niveau inter et intracellulaire ce qui provoquent des
brunissements sur les cellules non attient par 1’agent pathogene.

1.4.5.3. Propagation du pathogéne dans la tige

Le champignon s’installe dans les vaisseaux du Xyléme d’ou il se propage dans la
tige par I’intermédiaire des microcondies aisément véhiculées par la seéve dans toutes les
parties de la plante, parfois ce champignon produit des sporodochies qui contiennent des
macroconidies. Aprés la mort de la plante, le mycélium se développe en dehors et démarre
ainsi sa phase saprophyte. La production de micro et macroconidies a la surface de I’hote

constitue I’inoculum secondaire qui se dissémine par le vent, I’eau ou bien par les insectes.
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Figure 04 : Cycle infectieux de Fusarium oxysporum, d’apres Agrios (2005)
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1.4.6. Structure génétique
La diversité génétiqgue du Fusarium oxysporum a été mise en évidence par

I’utilisation des concepts de forme spéciale, de race physiologique, et de groupe de
compatibilité végétative (GCV). L’outil moléculaire et aussi utilisé dans 1’étude de

diversité génétique de cette espéce.

1.4.7. Compatibilité végétative
C’est la capacité des souches fongiques dites compatibles a former des

hétérocaryons végétatifs. Elle est trés utilisée pour caractériser les champignons. Les
groupes d’anastomose permettent de mieux comprendre la taxonomie de certaines especes
fongiques telle que Rhizoctonia solani qui est considérée comme un complexe d’espéces
(Cubeta et Vigalys, 1997). Au sein du genre Fusarium, les souches d’une méme espéce
peuvent étre comparées et classées en groupes de compatibilité végétative (GCV ou VCG
en anglais, Vegetative Compatibility Group). Depuis 1985, cet outil a été utilisé pour
I’espece Fusarium oxysporum. En effet, Puhalla (1985) a développé une méthode simple
de détermination des VCG, basée sur des tests de complémentation de mutants
auxotrophes, incapables d’utiliser les nitrates comme source de d’azote (les mutants nit).
Ces mutants présentent thalle rasant, sans mycélium aérien. Lorsqu’il y complémentarité, il

y a production de mycélium aérien ; ces souches sont alors assignées a un méme GCV.

L’espéce F. oxysporum étant supposée comme totalement asexuee, les GCV représentent
une unité de population intéressante. De nombreuses études ont montré que les GCV
rassemblent des souches ayant une origine clonale et donc génétiquement proches (Kistler,
1997 ; Katan, 2000). Ces groupes de compatibilité végétative sont utilisés pour la
recherche de corrélations avec la spécificité d’hote. Les GCV ont donc été etudies dans
plusieurs formes spéciales de F. oxysporum. Lorsqu’une forme spéciale et constitué¢ d’un
seul GCV, celui-ci peut servir d’outil d’identification. C’est le cas de F. oxysporum f. sp.
albedinis qui rassemble des souches ayant toutes la méme origine clonale (Tantaoui et
al.,1996). Il est a noter que la majorité des formes spéciales sont représentées par deux
GCV ou plus (Kistler et, 1998).

Méme si les GCV ne peuvent réellement servir d’outil taxonomique, ils présentent un
intérét pour analyser la structure des populations des F. oxysporum. Il est a noter que les
regroupements en GCV présentent des limites, d’ordre pratique, telles que la difficulté
d’obtenir des mutants nits pour certaines souches. De plus, il existe des souches auto-

incompatible, c’est a dire que les différents mutants de la méme souche ne sont pas
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capables de se complémenter (Jacobson et Gordon, 1988 ; Katan, 1998). Enfin, en termes
de GCV, il devient impossible d’analyser les relations entre différents groupes; deux
souches ne pouvant étre qu’identique ou différents. C’est pourquoi les études de
populations de F. oxysporum combinent, généralement, la détermination des GCV et

I’utilisation d’autres méthodes de caractérisation (Kistler, 1997).

1.4.8. Les formes spéciales de F. oxysporum
Fusarium oxysporum est I’espéce du genre la plus répandue dans le monde. Elle

compte des souches saprophytes et des souches pathogénes. Ses formes pathogenes,
appelées aussi forme biologiques ou forme physiologiques, ne peuvent étre distinguée
morphologiquement des isolats saprophytes. Ces isolats pathogenes ont des aptitudes
physiologiques leur permettant de parasiter des plantes appartenant & une ou plusieurs

espéces ; généralement, la gamme d’hote est tres étroite.

Snyder et Hansen, (1940) ont présenté un systeme de classification des souches
pathogénes, en formes spéciales. Une forme spéciale est définie comme étant 1’ensemble
des souches pathogéne d’une méme espeéce végétale ou d’'une méme gamme d’espéces
d’un méme genre (Snyder et Hansen, 1940). Elle ne fait appel a aucun critére
morphologigue ou biochimique mais seulement a la pathogénicité du champignon. Pour les
déterminer on utilise les tests d’inoculation qui se basent sur la ré-inoculation du pathogene

dans la plante hote saine.

Gordon (1965) a décrit 66 formes spéciales, chez Fusarium oxysporum, dont neuf
combinaisons de formes préexistantes et cinq formes nouvelles. Armstrong et Armstrong
(1968) ont précisé 69 formes spéciales dont huit nouvelles. Dans cette classification, cing
des formes citées par Gordon (1965) ont été annulées. Booth (1985) a décrit et/ou cité 76
formes spéciales mais la liste la plus récente et apparemment la plus complete est celle
proposée par Armstrong (1981) ou 122 formes spéciales sont citées et/ou décrites (tableau
04)
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Tableau 04 : Les formes spéciales les plus importantes de Fusarium oxysporum citées par

Armstrong (1981)

Formes speciales Plante hote
Fusarium osysporum f. sp. lycopersici Tomate
Fusarium osysporum f. sp. radicis lycopersic Tomate
Fusarium osysporum f. sp. cucumerinum Concombre
Fusarium osysporum f. sp. betae Betterave
Fusarium osysporum f. sp. lentis Lentille
Fusarium osysporum f. sp. fabae Feve
Fusarium osysporum f. sp. pisi Poids
Fusarium osysporum f. sp. ciceri Pois chiche
Fusarium osysporum f. sp. melonis Melon
Fusarium osysporum f. sp. phaseoli Haricot
Fusarium osysporum f. sp. cubense Banane
Fusarium osysporum f. sp. coffae Cafe
Fusarium osysporum f. sp. asparagi Asperge
Fusarium osysporum f. sp. canariensis Palmier des Canaries
Fusarium osysporum f. sp. albedinis Palmier dattier
Fusarium osysporum f. sp. raphani Radis
Fusarium osysporum f. sp. cepae Oignon
Fusarium osysporum f. sp. niveum Pasteque
Fusarium osysporum f. sp. batatas Patate douce
Fusarium osysporum f. sp. lini Lin
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1.4.9. Classification
Selon Henni, 1998, le systeme Saccardo, de classification des champignons imparfaits,

classe Fusarium oxysporum comme suit :

e Embranchement des Thallophytes
e Classe des Deutéromycétes
e Ordre des Monodiales
e Famille des Tuberculariacées
e Genre des Fusarium

e Espece Fusarium oxysporum

1.5. La bio-informatique

La bio-informatique est I'étude de I'information biologique, c'est une branche a part
entiere de la biologie. Elle correspondait a I’utilisation de 1’informatique pour stocker et
analyser les données de la biologie moléculaire. Cette définition originale a maintenant éte
étendue et le terme bio-informatique est souvent associé a I’utilisation de I’informatique
pour résoudre les problémes scientifiques posés par la biologie dans son ensemble. Il s’agit
dans tous les cas d’un champ de recherche multidisciplinaire impliquant la biologie,
I’informatique, les mathématiques, les statistiques dont 1’objectif est d’analyser les

séquences biologiques et de prédire la structure et la fonction des macromolécules

Pour stocker les données les bioinformaticiens utilisent des banques de données

génomiques et protéiques, il s’agit de bases de données

Une base de données est un ensemble structuré et organisé permettant le stockage
de grandes quantités d’informations afin d’en faciliter leur utilisation (ajout, mise a jour,

recherche et analyse).

Elles sont toutes organisées en fonction d’un modéle de données qui peut étre de
différents types : modele hiérarchique, modele en réseau, modeéle relationnel, modele
orienté objet, modéle semi structuré, modele associatif, modele EAV (Entity-Attribute-
Value) ou encore modele contextuel (Tufféry, 2005)

L’un des modeles les plus utilisés aujourd’hui est le modéle de bases de données

relationnelles qui a été inventé en 1970 par Edgar Frank Codd.
Ce modele repose ainsi sur les 12 régles :

- Unicité des données
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- Garantie d'acces

- Traitement des valeurs

- Catalogue lui-méme relationnel

- Sous-langage de données

- Mise a jour des vues

- Insertion, mise a jour, et effacement de haut niveau
- Indépendance physique

- Indépendance logique

- Indépendance d'intégrité

- Indépendance de distribution

- Regle de non-subversion

Afin de créer ces banques de données relationnelles, il est nécessaire d’avoir recours a un
systeme informatique nommé Systéeme de Gestion de Bases de Données Relationnel
(SGBDR) dont les plus connus sont : Oracle, Access, SQL Server, Informix, Sybase,
DB2, MySQL, 4D, Filmaker... (

1.5.1. Les banques de données utiles dans le domaine de la génétique ""Genome
Browsers"

Elles correspondent a différentes bases de données qui permettent d’accéder aux
données des génomes a I’aide d’une interface graphique. En plus des données de séquence,
ces navigateurs permettent d’accéder a de nombreuses données d’annotation (génes avec
exons et introns, sites de fixation, régions d’homologie). Les plus populaires sont :
Ensembl (European Bioinformatics Institute / Wellcome Trust Sanger Institute)

NCBI (National Center for Biotechnology Information)
UCSC (University of California Santa Cruz)

1.5.1.1. Base de données NCBI

Le NCBI (National Center for Biotechnology Information) est un organisme fondé
en 1988 a la « National Library of Medicine (NLM) » un des « National Institute of
Health (NIH) » aux FEtats-Unis. Pour étre une source d’information en biologie
moléculaire, ils ont créé des bases de données publiques, pour monter des projets de
recherche dans le domaine de la biologie computationnelle, développer des outils d’analyse
de données génomiques et disseminer des informations biomédicales. Il est possible

d’accéder au site de NCBI a partir du I’adresse suivante : http://www.ncbi.nlm.nih.gov.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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1.5.1.2. La petite sous-unité de ’ARNr

Les ribosomes sont des particules RNP (RiboNucléoProteiques) résultant de
I’association de molécules ARNr avec des protéines ribosomiques. Le composant

majoritaire est I’ARNr qui occupe 60% de la masse totale de ces organites.

Observés uniquement en microscopie électronique, les ribosomes ont été décrits pour la
premiére fois par Palade en 1953. Ces organites sont situés dans 1’hyaloplasme des
procaryotes et des eucaryotes. IlIs sont, aussi, aussi rencontrés dans les mitochondries et les

chloroplastes des eucaryotes.

Les ribosomes s’organisent en deux sous-unités de tailles différentes (50S et 30S chez les
archées et les procaryotes ; 60S et 40S chez les eucaryotes) dont 1’association donne un

ribosome mature (70S chez les archées et les procaryotes, 80S chez les eucaryotes)

La petite sous-unité ribosomique est constituée d’une molécule d’ARNr 18S et de
protéines (ARNr 16S chez les procaryotes) (Planta and Mager, 1998). La séquence de ce

dernier géne est composée de régions dites conservées et d'autres variables.

Les régions variables sont des sites structurels. Ces sites hypervariables de I'ARNr 18S
sont soumis a la pression évolutive et subissent donc de nombreuses mutations. Ce sont ces

régions qui sont utilisées pour établir la classification taxonomique des microorganismes.

L'ARNr 18S est choisi préférentiellement aux autres génes composant les
ribosomes, pour sa taille. De plus, ce géne est utilisé depuis des décennies et sert a
alimenter les bases de données qui permettent d’établir la correspondance entre la séquence

et sa taxonomie.

Dans ce mémoire les séquences utilisées sont des séquences des petites sous-unités

ribosomiques des mitochondries.

% Les séquences utilisées pour le genre Fusarium

Le genre Fusarium a été introduit par Link en 1809. Ce dernier traverse son troisieme
siecle comme I’un des genres comprenant de nombreux champignons qui peuvent causer
directement des maladies chez les plantes, chez les étres humains ou bien chez les animaux
domestiques (Boonpasart et al., 2002 ; Goldschmied et al., 1993 ; Krcmery et al., 1997 ;
Martino et al., 1994 ; Rabodonirina et al., 1994 ; Rebell, 1981 ; Vismer et al., 2002).
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Tableau : les sequences de la petite sous-unité de I’ARN ribosomique mitochondrial des

especes du genre Fusarium

Tableau 05 : les sequences de la petite sous-unité de I’ARN ribosomique mitochondrial des especes du genre

Fusarium

Er;:l;:nk Organisme 2;:)';'63 Pays Auteur et année

DQ831947.1 Fusarium proliferatum 738 . Mbofung et al., (2007)

DQ016159.1 Fusarium commune 671 Etats unis Stewart et al (2006)

KR528471.1 Fusarium solani 622 . Lietal., (2015)

HQ165826.1 Fusarium cf.incarnatum 702 Chine Wang et al., (2011)

DQ831935.1 Fusarium oxysporum 727 Etats unis Bofung et al., (2007)

KX218418.1 Fusarium subglutinans 704

KX218410.1 Fusarium thapsinum 717

KX218408.1 Fusarium verticillioides 703 Mexique (Fzrgligt)o—Romo etal,

KX218396.1 Fusarium incarnatum 742

KX218395.1 Fusarium equiseti 740

U34499.1 Fusarium fujikuroi 689

U34521.1 Fusarium sambucinum 714 ' o

U85564.1 Fusarium kyushuense 662 859073”9" et Cigelnik,

U34507.1 Fusarium redolens 693

U34515.1 Fusarium acutatum 679

U61604.1 Fusarium neoceras 689 Etats unis ,

U61599.1 Fusarium circinatum 681 O'Donnell etal., (1998)

AY320107.1 Fusarium foetens 674

AY329039.1 Fusarium begoniae 679 Schroers et al., (2004)

KJ434951.1 Fusarium musae 682

KJ434952.1 Fusarium xylarioides 689 Secoretal., (2014)

KU158833.1 Fusarium udum 607 Inde Kashyap et al 2015)

KF467452.1 Fusarium sporotrichioides 487

KF467447.1 Fusarium graminearum 487 . ) o

KF467444.1 Fusarium culmorum 487 Colombie Rzlgfgn et Filgueira,

KF467443.1 Fusarium avenaceum 487 ( )

KF467442.1 Fusarium anthophilum 488

KC430729.1 Fusarium pseudonygamai 651 Chine Zhu et al., (2012)

EU860007.1 Fusarium merismoides var.merismoides | 509 Espagne .

EU860002.1 Fusarium larvarum 539 P Bills etal., (2009)

EU919401.1 | Fusarium tricinctum 574 | Nouvelle Harrow et al., (2010)
Zélande

HQ165810.1 Fusarium napiforme 670

HQ165818.1 Fusarium annulatum 668

HQ165820.1 Fusarium nygamai 658 Chine Wang et al., (2011)

HQ165823.1 Fusarium delphinoides 540

HQ165831.1 Fusarium acuminatum 646

EU859989.1 Fusarium ciliatum 550 Espagne Bills et al., (2009)

EU744736.1 Fusarium langsethiae 607 Argentine Stenglein et al., (2010)
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EU744724.1 Fusarium poae 578

AF333940.1 Fusarium fractiflexum 686 Etats unis ODonnell., (2001)
AF333943.1 Fusarium concentricum 690 B

U34516.1 Fusarium phyllophilum 689

U34498.1 Fusarium sacchari 689

U34503.1 Fusarium succisae 681 . o
U34519.1 Fusarium inflexum 679 859073”9" et Cigelnik,
U34523.1 Fusarium buharicum 661

U34524.1 Fusarium beomiforme 667

U34522.1 Fusarium polyphialidicum 641

U85553.1 Fusarium flocciferum 726

U85554.1 Fusarium lunulosporum 726

U85556.1 Fusarium robustum 657 O'Donnell, (1997)
U85559.1 Fusarium tumidum 658

U85560.1 Fusarium venenatum 654

U34518.1 Fusarium bactridioides 690 Etats unis ' o
U34514.1 Fusarium dlaminii 679 8;’9%”9" et Cigelnik,
U34504.1 Fusarium guttiforme 681

U61597.1 Fusarium brevicatenulatum 691

U61598.1 Fusarium bulbicola 681

U61601.1 Fusarium concolor 672

U61602.1 Fusarium denticulatum 688

U61603.1 Fusarium lactis 689 O'Donnell et al., (1998)
U61605.1 Fusarium pseudoanthophilum 691

U61606.1 Fusarium ramigenum 690

U61607.1 Fusarium nisikadoi 707

U61609.1 Fusarium globosum 689

AF060375.1 Fusarium miscanthi 711 Cigelnik, (1998)
MF521457.1 | Fusarium lateritium 676 Chine Wang et al., (2017)

X/
L X4

Les séguences utilisées pour IPespéce Fusarium oxysporum
p

¢ Isolats :

En biologie un isolat représente une entité biologique non caractérisée.

Tableau 06 : Les séquences de la petite sous-unité de I'ARN ribosomique mitochondrial des isolats de

Fusarium oxysporum

CESZ:]r;ank Organisme Isolats ;I;)at;;le Pays Année et auteurs
KJ415334.1 Fusarium oxysporum FO25 668

KJ415335.1 Fusarium oxysporum FO69 668

KJ415337.1 Fusarium oxysporum IL-2-2 669

KJ415339.1 Fusarium oxysporum FO44 669 Etats unis | Ellis et al (2014)
KJ415338.1 Fusarium oxysporum FO124 669

KJ415340.1 Fusarium oxysporum FO38 669

KJ415342.1 Fusarium oxysporum 91-162-2 669
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KJ415343.1 Fusarium oxysporum 07-071 669

KJ415344.1 Fusarium oxysporum 08-078 669

MH645142.1 Fusarium oxysporum C002SL 669 Malaisie Abu Bakar et Mohd,
MK190689.1 Fusarium oxysporum DF2 706 (2019)
DQ831923.1 Fusarium oxysporum BMP1385 727

DQ831925.1 Fusarium oxysporum BMP1388 727 i

DQB31926.1 | Fusarium oxysporum | BMP1389 | 727 | s unis | Mbofungetal. (2007)
DQ831935.1 Fusarium oxysporum NRRL25431 727

DQ435362.1 Fusarium oxysporum BW-7135 666

DQ435364.1 Fusarium oxysporum BW-7099 666

DQ435367.1 Fusarium oxysporum BW-7108 663

DQ435369.1 Fusarium oxysporum BW-2613 666 )

DQ435371.1 Fusarium oxysporum BW-1517 663 Australie Wang, (2010)
DQ435372.1 Fusarium oxysporum BW-1537 663

DQ435373.1 Fusarium oxysporum BW-2631 663

DQ435374.1 Fusarium oxysporum BW-2631 663

KJ415327.1 Fusarium oxysporum ATCC62913 669

KJ415328.1 Fusarium oxysporum AR-6-22 669

KJ415329.1 Fusarium oxysporum IL-2-1 669 Etats unis | Ellis et al., (2014)
KJ415331.1 Fusarium oxysporum FO79 669

KJ415332.1 Fusarium oxysporum 268 669

EU246591.1 Fusarium oxysporum 3608 666

EU246597.1 Fusarium oxysporum 2631 663

EU246599.1 Fusarium oxysporum 3522 662 i

EU246603.1 Fusarium oxysporum 6519 g6 | Australie | Wang., (2007)
EU246616.1 Fusarium oxysporum 24646 666

EU246619.1 Fusarium oxysporum 1517 666

DQ016160.1 Fusarium oxysporum 9348A 660

DQ016167.1 Fusarium oxysporum 9448) 660

DQ016173.1 Fusarium oxysporum 9348) 660

DQ016176.1 Fusarium oxysporum 9449C 660

DQ016177.1 Fusarium oxysporum 9449D 659 )

DQO016178.1 Fusarium oxysporum 9449E 660 Etats unis | Stewart et al (2006)
DQ016180.1 Fusarium oxysporum 9449H 660

DQO016181.1 Fusarium oxysporum 9449K 659

DQ016182.1 Fusarium oxysporum 9450A 660

DQ435361.1 Fusarium oxysporum BW-7094 666

KX197960.1 Fusarium oxysporum BS2-6 722 Chine Bao. (2016)
EU418431.1 Fusarium oxysporum F10 709 Mexique ;/Ia(lzaggéiMoctezuma et
KX985848.1 Fusarium oxysporum F268 701

KX985847.1 Fusarium oxysporum FO4 704

KX985850.1 Fusarium oxysporum F180 705 Chine Sun, et al (2016)
KX985851.1 Fusarium oxysporum F203 704

KX985853.1 Fusarium oxysporum F123 701

EU313471.1 Fusarium oxysporum Fo062 704 Etats unis | Wunsch, et al (2007)
EU313477.1 Fusarium oxysporum FoChz10c 704 ’
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EU313491.1 Fusarium oxysporum FoStL1a 704

EU313492.1 Fusarium oxysporum FoVal42 704

FJ965373.1 Fusarium oxysporum 0720Q 575 i

FJ965372.1 Fusarium oxysporum | 0701J 648 Kim et al (2009)
AF433323.1 Fusarium oxysporum X108 672

AF433336.1 Fusarium oxysporum X312 672

AF433337.1 Fusarium oxysporum X313 672

AF433362.1 | Fusarium oxysporum | X408 72 | Danemark | Skovgaard etal (2002)
AF433361.1 Fusarium oxysporum X389 672

AF433357.1 Fusarium oxysporum X358 672

AF433356.1 Fusarium oxysporum X356 672

EU246590.1 Fusarium oxysporum 3556 666 Australie Wang, (2007)

¢ Souches

Le terme souche signifie un échantillon identifié, caractérisé et référencié.

Tableau 07 : les séquences de la petite sous-unité de I’ARN ribosomique mitochondrial des souches de

Fusarium oxysporum

Eg;régnk Organisme Souche El;)at;;le Pays Auteur et annee
KP693852.1 | Fusarium oxysporum FO23 669

KP693853.1 | Fusarium oxysporum FO43 669

KP693854.1 | Fusarium oxysporum FO57 669

KP693855.1 | Fusarium oxysporum FO62 669

KP693856.1 | Fusarium oxysporum FO35 669 )
KP693857.1 | Fusarium oxysporum FO93 681 | Italie '-Zaonlusb”e"‘*t al
KP693858.1 | Fusarium oxysporum 07-242 681 ( )
KP693859.1 | Fusarium oxysporum FO61 681

KP693860.1 | Fusarium oxysporum FO72 681

KP693861.1 | Fusarium oxysporum FO117 681

KP693862.1 | Fusarium oxysporum FO59 668

KP693863.1 | Fusarium oxysporum NE-5-18sm 668

KX218397.1 | Fusarium oxysporum R1.8 704 Mexique Rausto-Romo et al
KX218398.1 | Fusarium oxysporum T1.6 704 (2010)
KP693837.1 | Fusarium oxysporum LAPS152 598

KP693836.1 | Fusarium oxysporum 9840 598

KP693839.1 | Fusarium oxysporum CML755 598

KP693840.1 | Fusarium oxysporum CML1098 598

KP693841.1 | Fusarium oxysporum FO132 598 _

KP693842.1 | Fusarium oxysporum FOPS023 so8 | '@l Lanubile et al (2015)
KP693843.1 | Fusarium oxysporum FOPS018 598

KP693844.1 | Fusarium oxysporum NRRL34936 598

KP693845.1 | Fusarium oxysporum ATCC 16608 | 598

KP693846.1 | Fusarium oxysporum LAPS154 597

KP693847.1 | Fusarium oxysporum LAPS153 597
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KP693850.1 | Fusarium oxysporum FO5 668

KP693851.1 | Fusarium oxysporum FO3 668

KP693820.1 | Fusarium oxysporum FOP31 613

KP693821.1 | Fusarium oxysporum LAPS155 613

KP693823.1 | Fusarium oxysporum FOP52 611

KP693822.1 | Fusarium oxysporum LAPS157 611

KP693824.1 | Fusarium oxysporum FOPS019 612

KP693826.1 | Fusarium oxysporum FOPS026 598

KP693827.1 | Fusarium oxysporum FOP16 597

KP693830.1 | Fusarium oxysporum CML144 598

KP693829.1 | Fusarium oxysporum 2556-1 597

KP693833.1 | Fusarium oxysporum 9455 597

KP693834.1 | Fusarium oxysporum NRRL54002 597

KP693835.1 | Fusarium oxysporum FOP8 597

DQ415398.1 | Fusarium oxysporum STE-U 6068 642

DQ415399.1 | Fusarium oxysporum STE-U 6056 643 Afrique

DQ415402.1 | Fusarium oxysporum STE-U 5306 642 | dusud Lubbe et al (2006)
DQ415403.1 | Fusarium oxysporum STE-U 5312 643

DQ415404.1 | Fusarium oxysporum STE-U 5777 643

FJ665068.1 Fusarium oxysporum CAV202 645

FJ665069.1 Fusarium oxysporum CAV261 638 Afrique

FJ665070.1 | Fusarium oxysporum CAV246 645 | dusud Fourie et al (2009)
FJ665072.1 Fusarium oxysporum CAV231 645

FJ665073.1 Fusarium oxysporum CAV274 645

AY527599.1 | Fusarium oxysporum NRRL32933 666

AY527601.1 | Fusarium oxysporum NRRL32938 666

AY527605.1 | Fusarium oxysporum NRRL32943 666 '
AY527609.1 | Fusarium oxysporum NRRL32950 | 666 | Etats unis 8(?0‘1;“" etal
AY527611.1 | Fusarium oxysporum NRRL32952 666

AY527614.1 | Fusarium oxysporum NRRL32956 666

AY527617.1 | Fusarium oxysporum NRRL32960 666

AY527619.1 | Fusarium oxysporum NRRL32999 666

DQ415390.1 | Fusarium oxysporum STE-U 5305 643

DQ415389.1 | Fusarium oxysporum STE-U 6063 643 | Afrique Lubbe et al,
DQ415394.1 | Fusarium oxysporum STE-U 6065 643 du sud (2006)
DQ415395.1 | Fusarium oxysporum STE-U 5647 643

AY527540.1 | Fusarium oxysporum NRRL 25378 666

AY527543.1 | Fusarium oxysporum NRRL 26180 | 664

AY527547.1 | Fusarium oxysporum NRRL 26368 652

AY527558.1 | Fusarium oxysporum NRRL 26393 666

AY527559.1 | Fusarium oxysporum NRRL 26394 | 654 | Etats unis | O'Donnell et al.,
AY527566.1 | Fusarium oxysporum NRRL 28244 666 (2004)
AY527572.1 | Fusarium oxysporum NRRL 28685 666

AY527577.1 | Fusarium oxysporum NRRL 32509 666

AY527579.1 | Fusarium oxysporum NRRL 32512 666

AY527582.1 | Fusarium oxysporum NRRL 32516 666
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AY527584.1 | Fusarium oxysporum NRRL 32525 | 666

AY527591.1 | Fusarium oxysporum NRRL 32921 666

AY527595.1 | Fusarium oxysporum NRRL 32929 666

AY527597.1 | Fusarium oxysporum NRRL 32931 652

GQ355907.1 | Fusarium oxysporum Q12 628

GQ355909.1 | Fusarium oxysporum Q17 630 Korée du

GQ355917.1 | Fusarium oxysporum Q54 625 sud Stewart., (2009)
GQ355918.1 | Fusarium oxysporum Q22 639

GQ355919.1 | Fusarium oxysporum Q10 629

KF181222.1 | Fusarium oxysporum L43 701 Chine Wen et Nan (2013)
HQ114271.1 | Fusarium oxysporum SD3183 660

HQ114273.1 | Fusarium oxysporum WA3065 660 Etats unis Yu et Babadoost
HQ114274.1 | Fusarium oxysporum SD3152 661 (2013)
HQ114275.1 | Fusarium oxysporum WA3008 661

AF077377.1 | Fusarium oxysporum NRRL 28179 683 Etats unis | Cigelnik (1998)
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¢ Les formes spéciales

Une forme spéciale (f. sp.) est une forme physiologique rassemblant des souches

pathogénes d’une méme espéce végeétale (ou d’un méme genre ou famille). La notion de

forme spéciale ne fait appel a aucun critére morphologique ou biochimique.

Tableau 08 : les séquences de la petite sous-unité de I’ARN ribosomique mitochondrial des formes spéciales de

Fusarium oxysporum

(EBZEIrSan Organisme 2;:3';'6 Pays Auteurs et année
DQ831927.1 Fusarium oxysporum f.sp. batatas 727
DQ831928.1 Fusarium oxysporum f.sp. callistephi 727
DQ831930.1 Fusarium oxysporum f.sp. matthiolae 727
DQ831931.1 Fusar!um oxysporum f.sp. vas!nfectum 727 Mbofung 2007
DQ831932.1 Fusarium oxysporum f.sp. rhois 727
DQ831933.1 Fusarium oxysporum f.sp. heliotropii 727
DQ831934.1 Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli 727
DQ831945.1 Fusarium oxysporum f.sp. lactucae 728 Etats unis
GU166124.1 Fusarium oxysporum f.sp. cepae 525 Outhwood, (2012)
DQ831936.1 Fusarium oxysporum f.sp. fabae 727
DQ831938.1 Fusarium oxysporum f.sp. spinaciae 728
DQ831939.1 Fusarium oxysporum f.sp. opuntiarum 728
DQ831940.1 Fusarium oxysporum f.sp. asparagi 727 Mbofun, (2007)
DQ831941.1 Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici 727
DQ831942.1 Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum 728
DQ831943.1 Fusarium oxysporum f.sp. melonis 728
KU158781.1 Fusarium oxysporum f.sp. ciceris 571 Inde Kashyap et al., (2015)
FJ665077.1 Fusarium oxysporum f.sp. lupini 645 Pays-Bas Fourie et al., (2009)
EF437317.1 Fusarium oxysporum f.sp. gladioli 691 Validov et al., (2007)
AF008472.1 Fusarium oxysporum f.sp. perniciosum 682 . '
AF008477.1 Fusarium oxysporumf.sp. tuberosi 681 Etats unis O'Donnell etal., (1998)
KM102488.1 Fusarium oxysporumf.sp. vanillae 640 Australie Pinaria, et al (2014)
AF362199.1 Fusarium oxysporum f.sp. albedinis 673
AF362200.1 Fusarium oxysporum f.sp. momordicae 674 Danemark glgg\l/gaard,.
AF362203.1 Fusarium oxysporum f.sp. pisi 674
EF437313.1 Fusarium oxysporumf.sp. radicis- 693

cucumerinum
EF437315.1 Fusarium oxysporum f.sp. lilii 691 Pays-Bas Validov et al 2007
EF437318.1 Fusarium oxysporum f.sp. narcissi 689
EF437322.1 Fusarium oxysporum f.sp. tulipae 690
F1665075.1 Fusarium pxysporumf.sp. radicis- 645

lycopersici
FJ665079.1 Fusarium oxysporum f.sp. raphani 645 Afrique du Fourie et al., (2009)
FJ665081.1 Fusarium oxysporum f.sp. lini 645 sud
FJ665082.1 Fusarium oxysporum f.sp. dianthi 659
AY527538.1 Fusarium oxysporum f.sp. aechmeae 679 Etats units | O'Donnell et al., (2004)
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EU313483.1 Fusarium oxysporum f.sp. medicaginis 703

EU313503.1 Fusarium oxysporum f.sp. loti 704 Wunsch etal., (2007)
AF008451.1 Fusarium oxysporum f.sp. canariensis 682

AF008461.1 Fusarium oxysporum f.sp. erythroxyli 681 O'Donnell et al., (1998)
AF008471.1 Fusarium oxysporum f.sp. passiflorae 681

1.5.2. Alignement multiple

1.5.2.1. Clusterw

ClusterW est une méthode progressive et globale de construction d’alignement
multiple, a partir d’un ensemble de séquence nucléotidique ou protéique, on calcule une
matrice de similarité en comparant toute les séquences par paire, 1’algorithme utilisé, celui
de Needleman et wunsch, recherche le meilleur alignement global de chaque paire, cette
matrice et utilisée pour reconstruire un arbre de guidage, qui est ensuite parcouru pour

déterminer a chaque itération la paire la plus proche a la premiére itération.

Les professionnels du clavier utilisent ClustalW dans sa version ligne de
commande, qui grosso modo est incompréhensible pour un biologiste normalement
constitu¢, la plus par d’entre eux utilisent plutét ClustalW sur un site distant via une

interface web

1.5.2.2. MUSCLE

Est un logiciel qui permet d’obtenir d’excellents résultats, car il utilise de
nombreuse astuce a la fois pour étre rapide et pour obtenir de bon alignement, le
programme s’articule autour de trois étapes exécutées successivement, une description

synthétique de chacune de ces étapes est la suivante :

s Alignement progressif

Elle utilise la méme stratégie que clusterW, en calculant une matrice de similarité
entre les séquences. Cependant a la différence de clustalW les comparaisons de pair de

séquence sont réalisées en dénombrant le k-mer (mot identique de longueur k)

< Amelioration progressive

Le principe et d’utilisé 1’alignement multiple pour recalculer un arbre, cet arbre est

ensuite comparé a celui utilisé préecédemment. S’il y a des différences alors un nouvel
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alignement est calculé. Cette étape est répétée tant qu’il existe des différences, a

concurrence d’un nombre prédéfini d’itération.

+ Raffinement

Lors de cette étape, il utilise chaque nceud interne de ’arbre recalculé en deux pour
diviser en deux parties 1’alignement, il calcule ensuite un profil pour chaque groupe, puis il
aligne les deux groupes uniquement a partir des profils, ce nouvel alignement n’est retenu
que s’il permet d’obtenir un meilleur score cette étape et aussi répété en choisissant un

nouveau nceud, tant que I’alignement est amélioré.

Pour résumer, 1’étape 1 apporte clairement un gain en vitesse tandis que les étapes 2 et 3

permettent un gain substantiel en sensibilité. (Tagu et Risler, 2010).

1.5.2.3. Phylogeny.fr

Le site Phylogeny.fr a été congu pour fournir une plate-forme de haute performance
qui enchaine de maniére transparente les programmes d’analyse phylogénétique dans un
pipeline complet et flexible. 1l donne aussi de la chance aux biologistes non expérimenté
d’effectué des analyses sophistiqués a 1’aide de ses outils performants, on peut accéder a ce

site par 1’adresse suivante http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cqi.

La plate-forme de ce site propose un pipeline de phylogénie pouvant étre exécuté
selon trois principaux modes (one click, advanced, a la carte), le mode utilisé dans ce

mémaoire est le :

« Mode avancé « Advanced mode »

Ce mode propose la succession des mémes programmes mais les utilisateurs
peuvent choisir les étapes a suivre (alignement multiple de séquences, reconstruction
phylogénétique, dessin d'arbre) et les options de chaque programme (MUSCLE, ClustalW,
T-coffee).

1.5.1. Reconstruction phylogénétique

1.5.2. Méthodes de maximum de vraisemblance

Ces méthodes sont les derniéres a avoir été développées. Elles sont utilisées pour
traiter, spécifiquement, la reconstruction phylogénétiqgue a partir des sequences

nucléotidiques. Des lors, elles ont pu intégrer, au maximum, les connaissances acquises sur



http://phylogeny.lirmm.fr/phylo_cgi/index.cgi.
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les particularités des substitutions nucléotidiques, d’autant qu’elles sont basées sur
I’utilisation de modeéles qui décrivent précisément la fréquence des différents types de
substitution, en fonction de différents parametres : ration transition/transversion,
fréquences des différents nucléotides. Leur principe est de chercher, parmi 1’univers des
arbres possibles celui qui maximise la vraisemblance de I’arbre, en fonction du modéle de
substitution nucléotidique choisit et du jeu de données analysé. La vraisemblance
correspond a la probabilité d’obtenir les données observées suivant le modéle que 1’on a

spécifié.

Un des intéréts de cette méthode est qu’elle permet de déterminer les valeurs que
doivent prendre les différents paramétres du modéle choisi, afin qu’elle maximise la

vraisemblance de I’arbre retenu, en fonction des données observées.

Ce type de de méthode est exigeant en temps de calcul. Comme pour les méthodes
basées sur la parcimonie, elle utilise des heuristiques pour réduire 1’espace exploré des
arbres possibles. Parmi les logiciels proposant ce type de méthode de reconstruction
phylogénétique, on peut citer les logiciels gratuits PHYLIP, PhyML, et le logiciel payant
PAUP.

« Le Bootstrap

La construction des arbres phylogénétiques est basée sur des hypotheses
évolutionnistes qui nécessitent des corrections; cela induit des erreurs au niveau
topologiques et conduit a des erreurs d’interprétation. Pour y remédier, il existe une
méthode, le Bootstrap, qui permet de Vérifier la robustesse et la fiabilité de 1’arbre obtenu

avec telle ou telle méthode de construction.

Le principe général du bootstrap est de réaliser des modifications sur les colonnes
de I’alignement en les déplagant aléatoirement de leurs sites initiaux pour retrouver le
méme arbre car en permutant les colonnes de leurs sites initiaux, nous supposons que ceux-
ci évoluent de maniére indépendante. A partir de l'alignement multiple principal, on
construit de nouveaux alignements qui sont obtenus en permutant les colonnes (les sites).
Pour chaque nouvel alignement, on construit une matrice de distances, puis l'arbre

correspondant.
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1.5.3. Dessin des arbres
> Les arbres ont été dessinés avec FigTree v1.4.4

» L’évaluation de la robustesse des arbres, Bootstrap a 100 réplications, a été réalisé
avec le model de substitution Juks-cantor, parametre de distribution Y ; le rapport

de transition/transversion a été estimé a 4.



https://fr.wikipedia.org/wiki/%C6%94
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1. Matériel et méthodes

I1.1. Alignements des séquences

11.1.1. ClusterW
ClusterW est un programme qui met en action les principes de I’alignement

progressif tout en essayant d’échapper au piege des erreurs qui peuvent se produire au

début de I’alignement et nuire a sa qualité dans la fin.

Dans ClusterW, les auteurs essayent donc de respecter la démarche progressive mais en

apportant des modifications et des nouvelles considérations.

= La premiére étape consiste a aligner les paires de séquences afin de déterminer la
matrice des distances. Il utilise des matrices de substitutions différentes pour la
programmation dynamique a des moments différents de I’alignement. Les matrices
changent selon la divergence ou la convergence des deux séquences a aligner.
L’ avantage est que les séquences divergentes sont plus ou moins bien alignées.

= Dans la deuxieme étape, ClusterW utilise la méthode NeighbourJoining pour
construire un arbre guidage et calculer les poids des séquences.

= La troisieme étape est alignement progressif proprement dit, ClusterW n’affecte pas la
méme valeur de pénalité d’un gap quel que soit sa position dans la séquence mais
essaye de distinguer entre les gaps du début, du milieu et de la fin de la séquence
(figure 05).
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Alignement de toutes les paires
possibles et établissement d’une
matrice de distances basée sur les
scores des alignements

Construction d’un arbre de guidage
a I’aides des distances
d’alignement calculées

précédemment
Cc
Alignement des séquences en D
suivant I’ordre déterminé par
I’arbre de guidage A
B
Figure 05
11.1.2. MUSCLE
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. les étapes de ClusterW

La méthode MUSCLE emploie deux mesures de distance pour une paire de séquences :

une distance de k-mer de (pour une paire non alignée) et le Kimura distance (pour une

paire alignée). Un k-mer est une subséquence contigué de longueur k également connu

sous le nom de mot ou k-tuplet. Les séquences homogenes possedent plus de k-mers en

commun que prévu par hasard. Cette mesure n'exige pas un alignement, elle donne un

avantage significatif de vitesse contrairement a Kimura (Edgar et Batzoglou,2006).

La méthode MUSCLE peut étre décrite en trois étapes essentielles (figure) :

- L'étape 1 : Le but de la premiere étape est de produire rapidement un alignement

multiple avec plus d’exactitude possible. Ceci est basé sur la détermination d’une

matrice D1 de distances a partir de la distance de k-mers entre toutes les paires de

séquences.

La matrice obtenue est alors clustérisée par UPGMA, pour produire un arbre binaire

TREE1. Un alignement progressif MSA1 est construit alors en suivant l'ordre dicté par

I’arbre.
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- Etape 2 : La source d'erreur principale a I'étape progressive est la mesure approximative
des distances k-mer, qui a comme conséquence un arbre sous optimal.

MUSCLE re-estime donc I'arbre en utilisant la distance de Kimura, qui est plus précise mais

exige I’utilisation d’un alignement dans ce cas c’est MSA1 donnant la matrice D2.

D2 va subir le méme procéde de clustérisassions afin de produire un arbre binaire TRRE2 et

progressivement construire I’alignement MSA2

- Etape 3 : C’est une étape d’amélioration. TREE2 est divisé en deux sous arbres en
supprimant la branche qui les relient. Celle-ci est choisie en parcourant I’arbre a partir
de la racine.

Le profil de l'alignement multiple dans chaque sous arbre est alors calculé. Un nouvel

alignement multiple a produit en realignant les deux profils. Si le score de PS est amélioré,

le nouvel alignement est gardé, autrement il est rejeté et I’étape 3 est alors répétée jusqu' a

la convergence ou jusqu'a ce qu’une limite définie soit atteinte. Considérée la plus rapide et

plus exacte, la méthode MUSCLE est la plus répandue actuellement avec ClustalW.

1.1 k-mer 1.2 1.3 progressive
counting | UPGMA alignment
$ 0 S i=——=— MsA1
unaligned
sequences k-mer distance TREEA1 —
matrix D1 2.1 compute
— ~ | < L %ids from MSA1
repeat
_— A 1 Kimura distance
i ! — L**ﬂ‘ matrix D2
ot 2.3 progressive 2 2 UPGMA I
MSA2 alignment TREE2 : o
: 3 —=_—: No,
— e T ———— delete
N\ I} [ i : .
[ 5 S g :
om—— 3.3 re-align  jpap ——=—3 Yes
< 3.2 compute profiles , — —— save
\5\ subtree profiles score better? o na
3.1 delete

repeat
edge from TREE2 p .
giving 2 subtrees

Figure 06 : Déroulement de 1’alignement MUSCLE (CORRE, 2013)
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11.2. Reconstruction phylogénétique

11.2.1. Méthodes de maximum de vraisemblance

Répond a la question : Quelle est la probabilité d’observer les données considérant un

modele particulier d’évolution des séquences (processus et arbre) ?

¢ Schéma algorithmique général :

* Essayer toutes les topologies. (Trés long jusqu’a la mise au point de I’algorithme de

pruning).

* Travaille caractere par caractére (indépendance).

* Prendre la meilleure phylogénie globale.

Propriétés des estimations par Maximum de vraisemblance (Fisher 1922)

* Bonne consistance : Résultats d’une convergence vers la valeur correcte du parametre

» Bonnes efficiences : ont la plus petite variance possible autour de la vraie valeur du

parametre

< Le Bootstrap

La méthode la plus utilisée pour Vérifier la robustesse des nceuds, les étapes principales du
Bootstrap sont les suivantes :

1.

A partir des séquences réaliser 1’alignement multiple global
Construire I’arbre qui en découle et interpréter ses nceuds

A partir de I’alignement multiple global, remplacer, par permutations, plusieurs

colonnes aléatoirement de leurs positions initiales.

Ces alignements nouveaux, déduits des permutations des colonnes vont permettre de

construire autant d’arbres.

Calculer le nombre de fois ou le nceud de I’arbre principal est retrouvé sur les arbres
secondaires construits par les permutations de ’alignement principal. Le nombre de
permutations réalisées au hasard a partir de I’alignement principal est 1000 réplications

d’ou la nécessité d’un programme informatique.

Le pourcentage qui représente la concordance d’un nceud retrouvé en méme temps sur

I’arbre principal et sur les 1000 arbres construits a partir des permutations dans
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I’alignement principal représente la valeur de Bootstrap. C’est le % de réplication d’un

méme nceud.

Les branches de 1’arbre principal doivent étre soutenues par les arbres secondaires par

une valeur de Bootstrap > 90% pour qu’elles soient significatives.
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I11. Résultats et discussion

I11.1. Genre Fusarium

La classification du genre Fusarium reste délicate a réaliser. Afin de proposer des
modeles de classification, les chercheurs ont utilisé les analyses phylogénétiques pour
effectuer la comparaison hiérarchique et la taxonomie des especes de ce genre (Wanatabe
etal., 2011).

La figure 07 représente la reconstruction phylogénétique basée sur la méthode
maximum de vraisemblance d’alignement de 67 séquences de la sous unité de I’ARNr

mitochondrial d’espéces de Fusarium.

L’arbre phylogénétique, ainsi construit, révele la présence de 5 classes. Ces regroupements
sont comparables a ceux révélés par Wanatabe et al., (2011). En effet, dans 1’étude
précitée, en étudiants les séquences de la sous unité 18S, il a été déterminé 7 groupes, soit

deux en plus (Groupes Il et 1V) et avec de Iégeres différences.
Des espéces étudiées par :

» Laclasse I contient les espéces : F. merismoides, F. larvarum et F. ciliatum ;

» Laclasse I pour I’espéce : F. solani ;

» La classe V regroupe les especes F. verticillioides, F. pseudonygamai, F. musae, F.
subglutinans, F. nygamai, F. miscanthi, F. bulbicola, F. dlaminii, F. succisae, F.
foetens, F. oxysporum, F. acutatum, F. inflexum, F. redolens, F. napiforme, F.
thapsinum, F. phyllophilum, F. fractiflexum, F. concentricum, F. xylarioides, F.
brevicatenulatum, F. denticulatum, F. neoceras, F. proliferatum, F. beomiforme, F.
nisikadoi, F. pseudoanthophilum, F. ramigenum, F. globosum, F. annulatum, F.
guttiforme, F. begoniae, F. circinatum, F. bactridioides, F. fujikuroi, F.
anthophilum, F. lactis, F. sacchari et F. commune ;

» Laclasse VI contient les espéces F. avenaceum et F. tricinctum ;

» La classe VII regroupe les espéces F. incarnatum, F. equiseti, F. sambucinum, F.
culmorum, F. venenatum, F. tumidum, poae, F. kyushuense, F. robustum, F.

langsethiae, F. lunulosporu, F. flocciferum, F. udum et F. sporotrichioides.

Leslie et al., (2006) ont suggéré des relations étroites entre F. avenaceum et F.

acuminatum par le biais de 1’¢tudes d’aspects morphologiques et moléculaires, tandis que
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Turner et al., (1998) ont déclaré que F. avenaceum et F. tricinctum sont plus liées entre
elles qu’avec F. acuminatum. Cependant, dans notre étude, nous avons constaté que ces

trois espéces sont équidistantes.

Fusarium verticillioides
Fusarium pseudonygamai
Fusarium musae
® Fusarium subglutinans
® Fusarium nygamai

Fusarium miscanthi

Fusarium bulbicola
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Figure 07 : Reconstruction phylogénétique par le maximum de vraisemblance des séquences de la
sous unité de I’ ARNr mitochondrial d’espéces de Fusarium. La longueur des branches est
proportionnelle au nombre de substitutions de nucléotides estimées. Les valeurs de
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Pour définir les espéces du genre Fusarium, trois concepts ont éte élabores :

» Le concept morphologique : basé sur une morphologie ‘type’ d’un individu qui

représente la variation d’intérieur d’ensemble de I’espéce ;

» Le concept biologique : définit I’espéce comme un groupe de population qui se

croisent réellement ou potentiellement entre elles ;

» Le concept phylogénétique : groupe de membres qui sont issus d’un ancétre

commun et qui possedent une combinaison de caractéristiques.

La diversité et la dispersion biogéographique rendent les essais de classification non
suffisants ; ce qui rend ce domaine en perpétuel recherche et développement (Summerell et
al., 2010 ; Wanatabe et al., 2011).

111.2. L’espéce Fusarium oxysporum

111.2.1. Formes spéciales (formae speciales)

Les formes spéciales de F. oxysporum interagissent avec leurs hétes de maniére
specifique ; ce sont des formes physiologiques. Les critéres morphologiques ne permettent
pas de distinguer les formes spéciales. De maniére classique, ceci était rendu possible par
le test du pouvoir pathogene et le test de compatibilité végétative (Ouinten, 1996). Les
outils moléculaires ont rendu possible la recherche de leurs origines géographiques tels que
pour F. oxysporum f. sp. radicis-lycopersici ayant été importée d’Israél aux Etats-Unis
(Rosewich et al., 1999) et la race 1 de F. oxysporum f. sp. cubense dispersé dans le monde
entier avec des boutures de banane (Ploetz, 2015); il a méme été établi un scénario
probable de dissémination du bayoud (F. oxysporum f. sp. albedinis), en Algérie, en

utilisant un élément transposable comme sonde de type fingerprint (Ouinten, 1996)

La figure 08 représente un arbre phylogénétique construit avec 39 séquences de la
sous unité de I’ARNr mitochondrial d’espéces de Fusarium de formes spéciales de
I’espece Fusarium oxysporum. Deux principaux groupes ont été distingues, le premier
rassemble deux sous-groupes (Bp>60%). le premier, (S-GI), comprend les formes
speéciales suivantes : F. oxysporum f. sp. tuberosi, F. oxysporum f. sp. narcissi, F.
oxysporum f. sp. tulipae, F. oxysporum f. sp. erythroxyli, F. oxysporum f. sp. passiflorae,
F. oxysporum f. sp. vanillae, F. oxysporum f. sp. radicis-cucumerinum, F. oxysporum f. sp.

batatas, F. oxysporum f. sp. callistephi, F. oxysporum f. sp. matthiolae, F. oxysporum f. sp.
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vasinfectum, F. oxysporum f. sp. rhois, F. oxysporum f. sp. heliotropii, F. oxysporum f. sp.
phaseoli, F. oxysporum f. sp. fabae, F. oxysporum f. sp. asparagi, F. oxysporum f. sp.
lycopersici, F. oxysporum f. sp. albedinis, F. oxysporum f. sp. medicaginis, F. oxysporum
f. sp. radicis-lycopersici et F. oxysporum f. sp. cepae.
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Figure 08 : Reconstruction phylogénétique par le maximum de vraisemblance des séquences de la
sous unité de I’ ARNr mitochondrial de formes spéciales de Fusarium oxysporum. Les valeurs de
Bootstrap sont indiquées sur les nceuds (sur 100 réplications).
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Le deuxiéme sous-groupe, (S-Gll), contient F. oxysporum f. sp. ciceris, F.
oxysporum f. sp. gladioli, F. oxysporum f. sp. loti, F. oxysporum f. sp. raphani, F.
oxysporum f. sp. pisi, F. oxysporum f. sp. momordicae, F. oxysporum f. sp. lupini, F.
oxysporum f. sp. melonis, F. oxysporum f. sp. vasinfectum, F. oxysporum f. sp. opuntiarum,

F. oxysporum f. sp. spinaciae, F. oxysporum f. sp. lilii et F. oxysporum f. sp. aechmeae.

Le deuxiéme groupe (GII) contient F. oxysporum f. sp. lini, F. oxysporum f. sp.

lactucae, F. oxysporum f. sp. canariensis et F. oxysporum f. sp. perniciosum.

En se basant sur le pouvoir pathogene, il a été identifié un nombre trés important de
formes spéciales ; pres de 150 associations "forme spéciales-héte spécifiques” dont la

différentiation entre les taxons infraspécifiques est tres complexe (Baayen et al., 2000).

Un nombre important de travaux ont établi qu’une forme spéciale appartient a un ou
plusieurs Groupe de Compatibilité VVégétative (GCV) ; avec des lignées clonales ayants des
empreintes uniques de RFLP et RAPD. Il existe des formes spéciales qui peuvent étre
pathogenes pour le méme Genre d’hoétes telle que F. oxysporum f. sp. Lycopersici et F.
oxysporum f. sp. radicis-lycopersici pour la tomate dont les méthodes de caractérisation

ont été développées (Attitalla et al., 2004).

Pour distinguer les souches et les isolats de F. oxysporum, d’autres techniques de
spectroscopie ont été utilisées telle que la spectroscopie infrarouge a transformeur de
Fourier a Réflectance Totale Atténuée (FTIR-ATR) (Salman et al., 2011). Les souches et
les isolats, une fois caractérises, seront classés dans des formes spéciales qui possedent un
hote voir plusieurs, mais pouvant, aussi, coloniser d’autres espéces végétales, par voie
endophyte. Un ensemble de souches et d’isolats peuvent étre monophylétiques, donc
appartenant a une seule lignée clonale. De méme, les formes spéciales peuvent étre
polyphylétiques ; comprenant, ainsi, plusieurs lignées clonales relativement éloignées
(O’Donnell et al., 2004 ; Bayona et al., 2011).

Il est & noter que dans notre cas toutes les formes spéciales étudiées se sont regroupée

a une distance maximale de 1% ; ce qui milite une faveur d’une origine clonale.
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111.2.2. Souches et isolats
Les phylogrammes dans les figures 09 et 10 montrent les relations phylogénétiques

entre les séquences d’ARNr de 88 souches et de 65 isolats de Fusarium oxysporum.

Dans la figure 09, I’arbre est arbitrairement enraciné sur deux grands clades. Dans le
premier clade on retrouve des souches provenant de différentes lignées clonales. Une
relation similaire a été établie par Lubbe et al., (2006) et Bayonaa et al., (2011), en

analysant le pouvoir pathogéne.

Dans le second, on ne retrouve que les souches NRRL ce qui reflete une lignée
clonale de source clinique ; ce qui correspond aux résultats révélés par O’Donnell et al.,

(2004), en étudiant des critéres morphologiques.
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Figure 09 : Reconstruction phylogénétique par le maximum de vraisemblance des séquences
d’ARNTr des souches de Fusarium oxysporum. La longueur des branches est montrée a coté des
branches. Les valeurs de Bootstrap sont indiquées sur les nceuds (sur 100 réplications)
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Dans la figure 10, I’arbre phylogénétique représente les isolats de F. oxsysporum de
différentes sources ayant formé des groupes pouvant étre liés a une ou bien plusieurs

lignées clonales, a I’aide du programme BLAST de NCBI.

L’identification des isolats inconnus est réalisée par un alignement de séquences
avec les bases de données génomiques; I’élément important étant le pourcentage
d’identité. Un tel travail a été réalisé par Abu Bakar et al., (2019) sur des isolats récoltés a

partir des feuilles de Hymenocallis littoralis.
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Figure 10 : Reconstruction phylogénétique par le maximum de vraisemblance des séquences
d’ARNr mitochondrial des isolats de Fusarium oxysporum. La longueur des branches est montrée
a coté des branches. Les valeurs de Bootstrap sont indiquées sur les nceuds (sur 100 réplications)




I11. Résultats et discussions

La majorité des études sur le Fusarium oxysporum se sont concentrées sur les
isolats phytopathogénes, en négligeant les souches non-pathogénes. A 1’exception de
certaines souches non pathogenes utilisées dans la lutte biologique, il existe une grande
corrélation génétique entre les isolats de Fusarium oxysporum pathogénes et non-
pathogénes. Ceci a conduit des chercheurs a conclure que certains isolats pathogenes
pouvaient provenir de souches non-pathogenes en raison de mutations. Toutefois, il a été
constaté que certains isolats non-pathogénes avaient évolué a partir de souches pathogenes,

grace a une perte de virulence (Bogale et al., 2006).

Suite a des processus expérimentaux, les chercheurs ont montré que pour convertir
une souche non-pathogéne en souche pathogeéne, il a suffi de provoquer le transfert de deux
chromosomes spécifiques a la lignée, entre les souches de F. oxysporum. Ceci explique la
probable origine polyphylétique de la spécificité d’hote et 1’émergence possible de

nouvelles lignées pathogenes (Ma et al., 2010).

Notre étude montre une fois de plus la complexité de I’espéce F. oxysporum et I’ambiguité
de la notion du pouvoir pathogéne, sur le plan génétique. En effet, il est trés difficile de

dresser une relation directe entre ces deux notions.
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Conclusion et perspective

Dans les espéces biologiques, les populations présentent diverses variations
(compositions biochimiques, morphologiques, physiologiques, génétiques ...etc.). Ainsi,
dans 1’espéce F. oxysporum, sont regroupées des entités biologiques pathogénes et non
pathogénes. Parmi les formes pathogénes, certaines présentent une spécificité d’attaque ;

d’ou la notion de forme spéciale.

Les techniques basées sur les caractéristigues morphologiques permettent de
distinguer les espéeces du genre Fusarium mais jamais les souches et isolats d’une méme
espece (F. oxysporum, par exemple). Ainsi il a été nécessaire d’utiliser d’autres techniques

permettant d’identifier les individus et /ou évaluer leur proximité génétique.

Au cours des deux dernieres décennies, des chercheurs ont développé de nouvelles
techniques pour analyser les relations intraspécifiques de F. oxysporum telles que les GCV,
les petites sous-unité mitochondrial (ADNmt) les Polymorphismes de Longueur des
Fragments de Restriction (RFLP), les Polymorphismes des Longueurs des Fragments
Amplifiés (AFLP) et I’Amplification Aléatoire d’ADN Polymorphe (RAPD).

Au terme de ce travail, nous dressons ci-apres quelques points en guise de

conclusion :

e Les espéces du genre Fusarium regroupées au sein d’une méme classe nous a permis
de montrer les relations entre elles (cas de F. avenaceum, F. acuminatum et F.
tricinctum) ;

e La diversité complexe de Fusarium oxysporum prouve que pour eétablir une

classification performante, il faudrait utiliser divers outils d’analyse (morphologique,
physiologique, et biochimiques) ;

e L’ensemble des souches, des isolats et des formes spéciales peuvent étre
monophylétiques ou bien polyphylétiques ;

e Les isolats de F. oxysporum de différentes sources sont formés dans des groupes

pouvant étre liés a une ou bien plusieurs lignées clonales

Il est a noter que ce travail n’est qu’une ébauche dans 1’analyse de la phylogénie de
F. oxysporum. Il serait intéressant, dans un travail futur de superposer I’informations des
séquences des formes spéciales et des espéces hétes correspondantes. Ca permettrait
d’établir une relation hote-parasite directe, d’une part, et, d’autre part, dresser la probable

voie mutationnelle ayant permis d’obtenir tant de formes spéciales.
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