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Résumé

Les maladies de 1’olivier entrainent des chutes de rendement considérable et représentent
une grave menace pour I’agriculture algérienne. La présente étude porte sur quelques
maladies d’origine bactérienne et fongique de 1’olivier dans la région Nord-Ouest
d’Algérie. Les prospections effectuées dans plusieurs oliveraies (Mascara, Sidi Bel
Abbes, Oran), durant la compagne agricole 2010-2011 ont permis le recensement de
quelques maladies. Les investigations au champ et au laboratoire dans des cas de
verticilliose et de pourriture racinaire ont permis I’isolement, 1’identification de trois
espéces fongiques phytopathogenes, Verticillium dahliae (20 isolats), Rhizoctonia
bataticola (01 isolat), Stemphylium botryosum (01 isolat). L’étude de certains parametres
physiologiques impliqués dans la croissance des champignons a montré une excellente
croissance mycélienne de V. dahliae (Vdm9) sur le milieu de culture V8 agar, a des
valeurs de pH comprises entre 5 < pH < 8 a une température de 25°C. Par ailleurs, les
isolats R. bataticola (Rbo), S. botryosum (Sbo) ont révélé une meilleure croissance sur les
milieux de culture MEA, PDA, a des températures de 25°C, 30°C et a des valeurs de pH
comprises entre 5 < pH <8 respectivement. En outre, 1’étude de 1’effet de la lumiére sur la
croissance des trois especes fongiques n’a révélé aucune influence. Mais, 1’utilisation
d’une alternance de lumiere 12h lumiere / 12h obscurité a induit un changement
considérable de I’aspect cultural. L’exploration du pouvoir pathogéne de six isolats de V.
dahliae, lors de I’inoculation artificielle de plants de tomate cv. Saint Pierre a permis
I’évaluation des indices d’altération foliaire (I.A.F), de rabougrissement (I.R). Les
symptomes d’infections de la verticiliose observés tels que le rabougrissement, la
flétrissure du feuillage, le jaunissement et la chute des feuilles ont montré 1’importance
du pouvoir pathogéne des isolats fongiques isolés de 1’oliveraie de Sidi Bel Abbes par
rapport a ceux de Mascara. Les tests de lutte chimique utilisant des fongicides sur la
croissance mycelienne de quelques isolats de V. dahliae ont démontré in vitro une
importante activité fongiotoxique de Pelt 44 comparativement au Ridomil Gold et Ortiva.
Mots clés: Olivier, Verticillium dahliae, Rhizoctonia bataticola, Stemphylium

botryosum, physiologie, pouvoir pathogéne, lutte chimique.



Abstract

Olive tree diseases cause considerable yield losses and pose a serious threat to Algerian
agriculture. The present study focused on some bacterial and fungal origin diseases
affecting olive trees in the North-West region of Algeria. Surveys carried out in several
olive groves (Mascara, Sidi-Bel-Abbes, and Oran) during the 2010-2011 farming
campaign allowed us to observe some diseases. Field and laboratory investigations of
verticillium wilt and root rot allowed the isolation and the identification of three phyto-
pathogenic fungal species: Verticillium dahliae (20 isolates), Rhizoctonia bataticola (01
isolate), Stemphylium botryosum (01 isolate). The study of some parameters involved in
the growth of fungi showed excellent mycelial growth of V. dahliae (Vdm9) on the V8
agar culture medium, at pH values comprises between 5 < pH < 8, and at 25°C. Likewise,
R. bataticola (Rbo) and S. botryosum (Sbo) isolates showed better growth on MEA and
PDA culture media at temperatures of 25°C and 30°C and pH values 5 < pH < 8,
respectively. Furthermore, the light had no effect on the growth of the three fungal
species. However, using an alternating light (12h light / 12h darkness) induced a
considerable changes in the cultural aspect. Exploration of the pathogenicity of six
isolates of V. dahliae during the artificial inoculation of tomato plants cv. Saint Pierre
allowed the evaluation of the indices of foliar alteration (I.F.A) and stunting (I.R).
Observation of verticillium infections symptoms such as stunting, foliage wilt, yellowing
and leaf fall showed the importance of the pathogenicity of the fungal strains isolated
from the Sidi Bel Abbes olive grove comparing to those of Mascara. The chemical
control tests using fungicides on the mycelia growth of some isolates of V. dahliae have
demonstrated a more or less important cytotoxic activity of fungal strains in vitro.
However, the best efficacy was recorded by Pelt 44 comparing to Ridomil Gold and
Ortiva.

Keywords: Olive tree, Verticillium dahliae, Rhizoctonia bataticola, Stemphylium

botryosum, physiological, pathogenicity, chemical control.
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Introduction

L’Algérie est le plus grand pays du continent africain, elle dispose d’énormes potentialités
agricoles qui pourraient constituer le pilier de base de 1’économie nationale et du
développement social. Dans cette optique, le pays couvre une superficie agricole utile de 8,5
millions d’hectares qui se ventile entre terres labourables et cultures pérennes (Si-Tayeb,
2015). Parmi ces cultures, 1’oléiculture détient une place importante dans 1’agriculture et
I’arboriculture algérienne, cette prédilection prend son origine du caractére traditionnel de
cette culture, de sa capacité d’adaptation aux différentes zones climatiques et surtout de sa
contribution a I’essor économique, écologique et social du pays.

Sur le plan économique, le secteur oléicole national participe de 17 % a la production agricole
du pays couvrant ainsi 30% des besoins du pays en huiles végétales alimentaires avec une
production annuelle de 471 000 tonnes et un apport de 20 millions de dollars (Abdelguerfi,
2003; ONFA, 2016). L’intérét de I’olivier ne se limite pas seulement a la production de I’huile
et I’olive de table, puisque le grignon et le noyau sont devenus une source importante de
matiére premiére alimentaire pour les animaux (Hadjou et al., 2013). L’oléiculture procure a
I’ Algérie le rang du neuvieme producteur et le troisiéme exportateur mondial (ONFA, 2016).
Au point de vue écologique et social, 1’oléiculture permet de lutter contre 1’érosion, la
désertification, restaurer des terres agricoles, fixer les populations dans des zones difficiles
d’acces, limiter 1’exode rural et générer des emplois permanents. L’olivier constitue
également la principale spéculation fruitiere qui contribue a la préservation des ressources
naturelles et a la résolution des problemes d'environnement qui préoccupent les autorités et les
institutions nationales et internationales (Bellahcene, 2004).

Vu son contexte historique, hydropédologique et géomorphologique, le Nord-Ouest algérien
représente une région a vocation oléicole par excellence, créée depuis 1’époque coloniale
(Benchaabane et al., 2010). Cependant, au cours des années 1990, les autorités algériennes ont
constaté des centaines d’exploitations de cette région souffrir de plus en plus des problémes
d’appauvrissement de sol, de conduite traditionnelle, de 1’absence d’appuis, de la
vulgarisation et des incendies. La résultante de tous ces problémes auxquels s’ajoute la
pression démographique se traduit par une nette régression du potentiel foncier cultivable, une
faiblesse du potentiel productif, ce qui met en péril la production oléicole algérienne
(Bellahcene, 2004).

Pour améliorer cette situation, 1’ Algérie avait établi en 2000 un Plan National Oléicole (PNO)

pour I’extension de la superficie des oliveraies a 500 000 ha au Nord et au Sud du pays
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(Hadjou et al., 2013) essentiellement avec deux variétés les plus dominantes Chemlal et

Sigoise. Cette augmentation de surface oléicole, due principalement au soutien de 1’Etat a mis

en ceuvre une stratégie de plusieurs programmes visant le développement de I'oléiculture en

intensif (2006-2008), I’extension des superficies plantées en olivier, la modernisation de

I’outil de transformation et la promotion de la qualité.

Ces nombreux facteurs ont accentué la sensibilit¢é de 1’olivier a des maladies d’origine

fongique surtout la verticilliose (Benchaabane et al., 2010), la pourriture racinaire et la

tavelure (Guechi et Girre, 1994 et 2002) mais aussi a d’autres maladies bactériennes et

parasitaires telles que la tuberculose (Benyoub, 2010), le Crown gall (Bouzar et al., 1991) et

la fumagine (Assawah et Ayat, 1985).

En ’occurrence, la verticilliose et la pourriture racinaire de I’olivier présentent ces derniéres

années une menace sérieuse pour l’oléiculture algérienne. Ces maladies redoutables sont

causées par des champignons telluriques, Verticillium dahliae, Rhizoctonia bataticola et

Stemphylium botryosum qui sévissent dans les régions de culture d’oliviers ou ils provoquent

non seulement des dégats sur I’olivier, mais également sur d’autres plantes cultivées.

Les objectifs tracés pour la réalisation de ce présent travail sont:

> La réalisation des prospections dans les oliveraies de la région Nord-Ouest d’Algérie
(Sidi Bel Abbes, Mascara et Oran), la localisation des maladies d’origine fongique et
bactérienne et I’estimation de leur taux d’infestation.

> L’isolement d’une large gamme de champignons pathogénes a partir de rameaux d’olivier
infectés.

> L’identification des isolats fongiques pathogénes, sur la base des symptomes des
maladies et leurs caractéristiques culturales et morphologiques.

> L’étude des parametres physiologiques (milieu de culture, température, pH et lumiére)
impliqués dans la croissance des especes fongiques isolées.

> La caractérisation morphotypique des isolats de V. dahliae par I’analyse en composante
principale (ACP).

> Lamise en évidence du pouvoir pathogéne des isolats de V. dahliae vis-a-vis de plants de
tomate.

> L’étude et la comparaison de I’activité antifongique de Pelt 44, Ridomil Gold, Ortiva vis-

a-vis des isolats de V. dahliae.
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1. Généralités botaniques sur I’olivier (Olea europea L.)

1. 1 Origine et expansion

L’olivier fut I’un des premiers arbres cultivés avec le figuier et le dattier (Zohary et Spiegal
Roy, 1975; Belaj, 2010). Son origine remonte a 50. 000-60. 000 ans (Velitzelos et al., 2005)
en Syrie, en Asie Mineure, au Proche-Orient selon Fouin et Sarfati (2002). Cependant,
Gaussorgues (2009) rapporte que sa provenance tient de 1’ Afrique du c6té de I’Egypte ou de
’Ethiopie. La domestication de I’olivier semble étre bien tardive, 6000 ans BP (Terral et al.,
2004; Caballero et Del Rio, 2008; Di Rita et Magri, 2009) au Levant a I'Est méditerranéen
(Zohary et Hopf, 2000; Lumaret et al., 2004) (Figure 1). Par la suite, I’olivier a été étendu
vers 1’Occident par les deux bords de la Méditerranée au gré des principales civilisations
telles que les Phéniciens, les Grecs puis les Carthaginois, les Romains et les Arabes (Civantos,
2008; Carrion et al., 2010). Ce n’est qu’au 19°™ siécle, que la culture de I'olivier s’implante
durablement sur tout le pourtour de la Méditerranée (Amouretti, 2000).

Plus tard, la culture de l'olivier fait un bon en dehors du Bassin mediterranéen (Garcia
Verdugo et al.,, 2010) pour s’introduire au Nouveau Monde (Pérou, Chili, Mexique,
Argentine, Brésil et Etats-Unis (Californie)) (Civantos, 2008), a I’Inde, au Caucase et au sud
de I’Asie (Chine, Malaisie et Maui), elle s’est conduite également en Afrique du Sud, en
Australie, au Japon, en Chine et plus récemment en Nouvelle-Calédonie (Rhizoupoulou,
2007; Leroy, 2011).

N

2800 BP
\/  Priny ipal fover de
domestication de I'olivier

3200 BP (6000 BP)

1000 BP

o

W00 BP 1200 BP

4500 - 3500 BP

Figure 1: Dissémination de I’olivier cultivé de I’Est a 1’Ouest de la Méditerranee
(Besnard, 2009) (BP: Befor Present).
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1. 2 Etymologie et nomenclature

L’olivier fut appelé Alea, pour la premiére fois par les Grecs au 13°™ sigcle avant Jesus Christ
(Chawick, 1958; Simandirakis et Lykoudi, 2002), pour étre nomme elaa et elam (Hoad, 1991)
qui deviendra oleum et olea en latin, olay en hongrois, oliifbroom en flamand et en hollandais,
oliven en allemand, oliva en espagnol et en portugais, olivo en italien, olive en anglais et
olivier en francais (Gigon et Le Jeune, 2010), ezaith en hébreu est passé sous 1’appellation
zeytin en turque (Pagnol, 1975; Wagner et al.,1999), zaytunn en arabe pour 1’olivier cultivé et
zenboudje pour I’olivier sauvage (Simandirakis et Lykoudi, 2002).

Scientifiquement, 1’olivier est appelé Olea europea L. (Linné, 1764). L’épithéte générique
Olea désigne I’arbre de 1’olivier, tandis que le nom spécifique europea indique son terroir
européen typique de la zone méditerranéenne (Percy et Newberry, 1937). D’ailleurs Olea
europea L. est I'unique espéce méditerranéenne représentative du genre Olea (Henry, 2003).
1. 3 Identité taxonomique et origine genétique

L’olivier appartient a la famille des Oléacées, genre Olea qui comprend 35 espéces (Cordeiro
et al., 2008). La seule espéce portant des fruits comestibles est 1’Olea europea L. (Breton et
al., 2006a; Rubio de Casas et al., 2006; Strikis et al., 2010).

Olea europea est un complexe de six sous especes supposées interfertiles (Breton et al.,
2006a; Rubio de Casas et al., 2006) dont I’une comporte deux variétés: subsp. europea (var.
europea, I’olivier cultivé et var. sylvestris (Mill.) Lehr., I’oléastre ou I’olivier sauvage), subsp.
cerasiformis, subsp. cuspidata, subsp. guanchica, subsp. laperrini, subsp. maroccana.

Le complexe Olea europea se différencie par ses caractéres phénotypiques, génotypiques et sa
répartition géographique (Green, 2002; Terral et al., 2004). 1l est présent depuis 1’ Afrique du
sud jusqu’en Chine, en M¢éditerranée, en Macaronésie et dans les montagnes sahariennes
(Figure 2), en Australie et dans plusieurs archipels de 1’Océan Pacifique (Green, 2002).

Les études de la diversité moléculaire de ’olivier montrent que l’oléastre semble étre
I’ancétre de I’olivier cultivé (Breton et al., 2006a et b; Caballero et Del Rio, 2008; Besnard et
al., 2009; Belaj, 2010), la combinaison d’oléastres localement sélectionnés et de cultivars
importés (Besnard et al., 2001; Khadari, 2005), donne actuellement plus de 2500 cultivars
recensés a travers le monde (Cordeiro et al., 2008; Ozgenturk et al., 2010).

L’ensemble des cultivars est diploide (2n = 2x = 46), principalement allogame dont la taille de
génome est environ 1.800 MB (Loureiro et al., 2007; Besnard et al., 2008).
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Figure 2: Distribution naturelle du complexe Olea europea dans le monde entier
(Rubio de Casas et al., 2006).

1. 4 Propriétés climatiques

Le cadre climatique servant a la culture de 1’olivier (Olea europea L.) est circonscrit a 30-45°
de latitude des deux hémispheres nord et sud (Figure 3) (Lazzeri, 2009), cette limite fait du
climat méditerranéen le climat typique de 1’olivier; des hivers doux, des étés chauds et secs,
des printemps et des automnes pluvieux (Besnard, 2009). Les zones au climat méditerranéen
sont non seulement les régions autour de la mer méditerranée, mais aussi d’autres régions du
monde (Californie, Centre du Chili, région du Cap en Afrique du Sud et Ouest de 1’ Australie)
qui ont les mémes conditions climatiques (Conteras et al., 2009).

Figure 3: Localisation des cing zones géographiques du climat méditerraneen, adapté
a la culture de I’olivier (Lazzeri, 2009).
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1. 5 Morphologie générale de I’olivier

L’olivier est un arbre vigoureux, avec un tronc le plus souvent raboteux et une téte arrondie et
des rameaux étalés et nombreux de dimensions et de forme variables (Amoreux, 1784)
(Figure 4). Selon les conditions climatiques, le sol et les variétés, 1’olivier peut atteindre 15 a
20 métres de hauteur (Loussert et Brouse, 1978). Cependant, dans la plupart des modes de
culture, il est maintenu a une hauteur de 3 a 5 métres pour en faciliter la cueillette et en
améliorer la productivité (Henry, 2003). L’olivier se distingue des autres arbres fruitiers par sa
rusticité et sa longévité multiséculaire (Rugini, 2005; Rhizopoulou, 2007), qui lui permet de
se développer sous des conditions peu favorables, tout en conservant ses caractéristiques
morphologiques pendant des milliers d’années. Ce potentiel d’adaptation et de persistance est
di a son systéme racinaire, & I’anatomie spéciale de ses feuilles et a son haut niveau de

régenération morphologique (Lavee, 1997).

Figure 4: Présentation d’arbre d’olivier (A); principales parties d'un olivier (B)
(Argenson, 1999).

2. Etat des connaissances de I’oléiculture en Algérie

2. 1 Superficie et production oléicole

L’ol¢iculture en Algérie connait actuellement une grande expansion avec un accroissement

important de la superficie qui est passée de 263 000 ha en 2007 a environ 471 000 ha en 2016,

de ce fait, elle constitue la premiere richesse arboricole, avec 35 millions d'arbres, couvrant

environ 38,7 % de la surface arboricole, et approximativement 4 % de la superficie agricole.

La production oléicole en Algérie n’a pas suivi 1’augmentation des surfaces cultivées

puisqu’elle a méme baissé entre 1996 (50000 tonnes) et 2006 (35000 tonnes), avant de se

stabiliser autour de 471 00 tonnes en 2016 (ONFA, 2016).

Par ailleurs, la filiere oléicole se divise en deux branches d’activités d’importance iné¢gale a

savoir : I’huile d’olive et les olives de table:
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o Plus de 85% de la production oléicole est destinée aux usines de trituration d'huile d’olive
(Boudi et al., 2013; Hadjou et al., 2013).

o Environ 15 % de la production oléicole est acheminée vers les conserveries pour la
préparation des olives de table (Boudi et al., 2013; Hadjou et al., 2013).

2. 2 Statut de I’oléiculture algérienne dans le monde

L’ Algérie produit une moyenne annuelle de 471 00 tonnes d'olives. Si la plantation d’olivier
détient une large part (35 millions d’arbres) dans I’arboriculture algérienne, elle ne pese
qu’approximativement 3.5% de la plantation oléicole mondiale qui compte plus d’un milliard
d’arbres. L'Algérie ne participe qu’avec 1, 57 % de la production oléicole mondiale estimée a
3 000 000 de tonnes, contre 75% pour la communauté européenne et 23% pour le reste du
monde. De ce fait, I'Algérie vient en troisiéme position en Afrique, cinquieme position au
niveau méditerranéen, et neuviéme position au monde apres 1’Espagne, I'ltalie, la Gréece, la
Turquie, la Syrie, le Maroc la Tunisie et I’Egypte qui sont par ordre d’importance, les plus

gros producteurs au monde (ONFA, 2016) (Figure 5).

/}i

Olive

Figure 5: Les principaux pays producteurs d’olive dans le monde (Sasanelli, 2009;
ONFA, 2016).

2. 3 Structure variétale

L’olivier compte de nombreuses variétés ayant une énorme diversité phénotypique (Cantini et

al., 1999) et génétique (Belaj et al., 2001). Prés de 1250 variétés cultivées dans 54 pays ont

été rapportées par la FAO (Bartolini, 2008).

L’Algérie, grace a sa situation géographique et a sa diversité pédoclimatique dispose d’un

assortiment assez riche de variétés marquant chacune les traits edaphiques et climatiques qui
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caractérisent sa zone d’implantation (Douzane et al., 2010). Plus de et 173 variétés entre
autochtones et introduites ont été dénombrées (Hauvill 1953; Chaux, 1955). De ce nombre, 48
variétés sont autorisées, dont une dizaine font actuellement la réputation de 1’oléiculture
algérienne (Saad et al., 2009; ONFA, 2016) (Figure 6).

De par leur plasticité, deux variétés; « Chemlal » et « Sigoisse », constituent le profil variétal
dominant en Algérie. Ces deux variétés cohabitent avec une multitude d’autres: locales
(Azzeradj, Aberkane, Limli, Bouricha) et étrangéres (Cornicabra, Sevillane, Blanquette,
Rougette, Lucques, Frantoio). Ces variétés dites secondaires représentent le reste du
patrimoine variétal (Sahli, 2009; Benrachou et al., 2010):

o La variété « Chemlal » occupe 30% des superficies totales, présente en Kabylie, dans
I’Atlas Blidéen, dans la Mitidja et dans la région des Bibans. Cette variété est considérée
comme étant bonne productrice d’huile de bonne qualité.

o La variété « Sigoise » occupe 20% des surfaces cultivées, présente dans 1’Oranie et, plus
particulierement, dans les plaines de Sig et de Tlemcen. Cette variété est une excellente olive

de conserve et appréciée pour la production d’huile.
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Figure 6: Localisation des principales variétés d’olivier cultivées en Algérie (Saad,
2009).

2. 4 Localisation et typologie des exploitations oléicoles

Les différentes invasions que connaissait 1’Algérie ont eu un impact certain sur la répartition

géographique de 1’oléiculture qui s’est installée inégalement dans la région centre (54%), Est

(29%) et Ouest (17%) (Hadjou et al., 2013). La plupart des oliveraies (80%) s’accaparent des

zones de montagne, sur des terrains accidentés et marginaux. Le reste des oliveraies (20%)
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sont situées dans les plaines de 1’ouest du pays. Cette filiére s’est ouvert de nouveaux espaces
ces dernieres annees, notamment au sud du pays (Biskra, Khenchela, Ouargla, EI-Oued)
(Bounoua, 2008). Le secteur privé, majoritaire au Centre et a 1’Est, dispose de 70% de verger
alors que 30% appartiennent au secteur étatique. Ce potentiel oléicole est présenté par pres de
150 000 exploitations agricoles majoritairement inférieures a 5 hectares. Les grandes
exploitations de plus de 200 hectares ne représentent qu’une faible proportion de 6% (Hadjou
etal., 2013).

En Algérie, deux types d’oliveraies se distinguent I’'un de 1’autre selon I’aspect des
plantations, leur conduite, leur orientation et leur zones géographiques (Boudi et al., 2013).

e Une minorité du verger national, soit 15% d’oliveraie dite moderne, présente dans les
zones steppiques et de hautes plaines ou elle s’étend le long des anciens domaines coloniaux
(Mitidja, Chlef, Constantine, Guelma, Annaba, Mostaganem, Mascara et Sidi Bel-Abbes).
Cette oléiculture est implantée essenticllement a 1’ouest du pays, et notamment a Sig et s’est
spécialisée dans la production et le conditionnement de 1’olive de table (Alloum, 1974).

e L’autre oléiculture est séculaire, constitue prés de 85% du verger national, dite oliveraie
traditionnelle. Elle s’étend principalement sur les régions montagneuses défavorisées (la
Kabylie, Sétif, Constantine, Guelma et Tlemcen). Cette oléiculture est spécialisée dans la
production d’huile d’olive (Rebour, 1948; Alloum, 1974).

2. 5 Densité et techniques culturales

Les conditions climatiques de I’Algérie, connues par la faiblesse et 1’irrégularité
pluviométrique, font de ’olivier une culture essenticllement extensive. Les oliveraies des
montagnes, sont caractérisées par une pluviométrie moyenne comprise entre 400 et
900mm/an, et ne bénéficient daucun entretien, exception faite de certaines tailles de
nettoyage et d'élagage du bois mort (Bounoua, 2008; Hadjou et al., 2013). Cependant, les
oliveraies des plaines occidentales du pays, ou la pluviométrie moyenne annuelle est de 300-
400mm, benéficient de certaines techniques portant sur le travail du sol, la taille et la
fertilisation destinée, en partie, aux cultures intercalaires. Pour les zones irriguées, les
oliveraies bénéficient des travaux du sol pour la lutte contre les mauvaises herbes, la
confection des cuvettes pour l'irrigation, la taille et I'engrais de couverture et quelquefois
I'engrais de fond (Hadjou et al., 2013).

Par ailleurs, 88% du verger oléicole est conduit en masse contre 12 % en isolé. La densité des
plantations varie également en fonction des conditions culturales des différentes exploitations.

La densité moyenne varie de 40 a 80 oliviers/ha en masse ou en isolé (Boudi et al., 2013). Les
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nouvelles plantations peuvent néanmoins atteindre, dans certains cas, les 400 oliviers/ha
(Hadjou et al., 2013).

2.6 Les contraintes de la filiere

En dépit des potentialités que recéle le secteur, le diagnostic de la situation oléicole en Algérie
actuelle montre que le potentiel productif reste globalement en dega de 1’objectif visé et ne
valorisent que partiellement les atouts dont dispose notre pays en la matiére. Cette situation
résulte de plusieurs effets négatifs :

o0 La faiblesse des hauteurs pluviométriques enregistrées au niveau de certaines zones
oléicoles conjuguée a l'irrégularité inter et intra-annuelle de ces précipitations (Sahli, 2009;
Hadjou et al., 2013).

0 La sécheresse et les incendies ravagent des milliers d’hectares d’espaces oléicoles en
Algérie. Ces incendies répétitifs annihilent le développement de cette culture en Algérie et
favorisent I'exode des populations (Bellahcene, 2004).

0 L'absence de regions specialisées en oléiculture fait que I'olivier ne béneficie pas des
interventions appropriées. De plus, la prédominance des plantations irréguliéres et la présence
des cultures intercalaires ne permettent pas la réalisation des travaux d'entretien dans de
bonnes conditions (Alloum, 1974; Sahli, 2009).

0 Le probléme du foncier (morcellement des plantations en 4 a 6 parcelles par exploitation),
I'exiguité prononcée des exploitations (50% des exploitations ont une superficie inférieure a 5
ha) et la régression du savoir-faire (fertilisation, taille, irrigation, traitement, temps de récolte,
cueillette et stockage), des contraintes qui limitent I’investissement dans les vergers et rendent
difficile leur mise en valeur (Sahli, 2009).

0 Le vieillissement du verger national (prés de 40% n’ont aucun rendement), le faible taux de
rajeunissement des oliviers auxquelles s’ajoute 1’appauvrissement de sol et le mode de
conduite traditionnelle; sont les principales causes de la faiblesse des rendements oléicoles;
chose qui révise severement a la baisse le verger productif (Alloum, 1974; Abdelguerfi, 2003;
Lazzeri, 2009; Boudi et al., 2013).

0 La vétusté des équipements des unités industrielles de transformation (sur les 1650
huileries, environ 85% d'entre elles, sont des huileries traditionnelles), leur faible capacité de
trituration, la non-conformité de leur matériel aux normes modernes (stockage, manutention),
I’absence de laboratoires d’analyse et de contrdle. Il en résulte une qualité d’huile médiocre,

titrant 4 a 5 degrés d’acidité (Hadjou et al., 2013).
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0 La sous-valorisation des rejets de I’opération de trituration accentue encore le retard
qu’accuse 1’oléiculture algérienne. Les rejets annuels de grignon pourraient servir a fertiliser
chaque année plus d’une dizaine de millions d’arbres (Moussouni, 2009; Hadjou et al., 2013).
0 Le manque d’organisation dans la profession (oléiculteurs et oléifacteurs non organisés,
absence de laboratoires spécialisés d’unités de conditionnement et de commercialisation
caractérisée par le monopole des intermédiaires et I’absence des marchés locaux). A cela
s’ajoute 1’absence d’une véritable politique capable de faire de ce secteur I’un des volets du
développement économique et social du pays (Abdelguerfi, 2003).

0 La dominance de deux variétés nationales : Chemlal et Sigoise, qui malgré leur pouvoir
d'adaptation et leur double finalité (production d'huile et de conserves d'olive), présentent les
inconvénients d’étre sensibles a certaines maladies, avoir un fort indice d'alternance de la
production et une faible teneur en huile d'olive (13.5 et 14 % contre 26 a 30% pour les
variétés a huile) (Abdelguerfi, 2003; Hadjou et al., 2013).

o Certaines oliveraies algériennes commencent a devenir de plus en plus infestées par des
maladies qui demeurent causer des dégats quantitatifs et qualitatifs importants surtout
qu’aucun traitement phytosanitaire n’est utilisé (Assawah et Ayat, 1985; Bouzar et al., 1991;
Bellahcene, 2000; Guechi et Girre, 1994 et 2002; Benyoub, 2010).

3. Principales maladies fongiques et bactériennes de I’olivier

L’olivier comme d’autres arbres fruitiers est souvent attaqué par une multitude de
bioagresseurs (Bellahcene, 2004) dont le nombre est : 110 espéces d’insectes, 100 espéces de
nématodes, 90 especes fongiques, 13 espéces d’arachnides, 13 virus, 5 especes bactériennes, 4
mousses, 3 lichens et 3 angiospermes (Faustino de Andres, 1965; Argenson, 1999; Tombesi et
al., 2007; Sasanelli, 2009). Les maladies d’origine bactérienne et fongique les plus fréquentes

sont résumées dans le tableau 1.
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Tableau 1: Principales maladies fongiques et bactériennes de 1’olivier et leur

répartition dans le monde.

Maladies
(Agents responsables)

Distribution
géographigue

Références bibliographiques

Verticilliose

(Verticillium dahliae
kleb.)

Algérie, Maroc, Tunisie,
Arabie saoudite, Egypte,
Jordanie, Irak, Iran,
Israél, Turquie, France,
Italie, Gréce, Espagne,
Australie, Etats-Unis
d’ Amérique.

Ruggieri, (1946), Snyder et al., (1950), Morschel, (1961),
Zachos, (1963), Saydam et Copcu, (1972), Vigouroux,
(1975), Caballero et al., (1980), Manluk et al., (1984),
Zarhouni et al., (1988), Benchabane, (1990), Al-Ahmad et
Mosli, (1993), Serrhini et Zeroual, (1995), Matallah-Boutiba
et al., (1997), Bellahcene et al., (1997 et 2004), Levin et al.,
(2003), Sanei et al., (2004), Porta-Puglia et Mifsud, (2005),
Triki et al., (2006).

(Eil de Paon

(Spiloceae oleagina
Fries.)

Algérie,
oléicoles
méditerranéennes,
Arabie saoudite,
Californie, Chili et
Afrique du Sud.

Régions

Jiménez-Diaz, (1985), Laviola, (1992), Graniti, (1993),
Boulila et Mahjoub (1994), Guechi et Girre, (1994 et 2000),
Barbara, (2001), Guario et al., (2002), AlShebel etal.,
(2005), Guzman-Alvarez et al.,, (2007), Tombesi et al.,
(2007).

Pourriture
racinaire  (Rizoctonia
bataticola Taub.,
Armillaria mellea
Kumm., Fusarium
solani Sacco., ......... )

Algérie, Tunisie, Syrie,
Egypte, et d’autres pays
méditerranéens, Arabie
saoudite, Espagne, Italie,
Argentine, Australie

Jiménez-Diaz, (1985), Boulila et Mahjoub (1994), Ghoneim
et al., (1996), Sachez et al., (1997), Hernandez et al., (1998),
Tsopelas et Tjamos (1999), Cacciola et al., (2001), Guario et
al., (2002), Al-Shebel et al., (2005), Sergeeva et al., (2005),
Guzman-Alvarez et al., (2007).

Cercosporiose
(Cercospora
cladosporioides Sacc.)

Arabie saoudite,
Portugal,
Espagne,
Tunisie,

Australie.

Italie,
Grece,
Algérie,
Californie et

Viennot-Bourgin, (1949), Pettinari, (1952), Pintoganhoa,
(1963), Pappas, (1975), Del Moral et Cabezas, (1985),
Jiménez-Diaz, (1985), Boulila et Mahjoub (1994), Guario et
al., (2002), Al-Shebel et al., (2005), Spooner-Hart, (2005),
Tombesi et al., (2007), Triki et Rhouma, (2008)

Anthracnose

(Gloeosporium
olivarum Alm.)

Tunisie, Syrie, Arabie
saoudite, Russie, Inde,
Italie et d’autres zones
oléicoles
méditerranéennes, Japon,
Argentine, Uruguay.

Jiménez-Diaz, (1985), Benjama, (1988), Mugnai et al.,
(1993), Graniti, (1993), Boulila, (2001), Guario et al.,
(2002), Al-Shebel et al., (2005), Guzman-Alvarez et al.,
(2007), Tombesi et al., (2007).

Lepre de I’olive
(Sphaeropsis
dalmatica Thum.)

La plupart des zones
oléicoles
méditerranéennes

Jiménez-Diaz, (1985), Benjama, (1988), Guario et al.,
(2002), Guzman-Alvarez et al., (2007), Tombesi et al.,
(2007).

Fumagine
(Capnodium
meridionale,

Capnodium oleae,
Towba spp, ...... ).

Arabie saoudite, Algérie
et presque toutes les
régions oléicoles du
bassin méditerranéen.

Assawah et Ayat, (1985), Benjama, (1988), Guario et al.,
(2002), Al-Shebel et al., (2005), Tombesi et al., (2007)

Tuberculose

(Pseudomonas
savasatanoi Janse.)

Algérie, Maroc, Tunisie,

Afrique de sud, Asie,
Turquie. Espagne,
Portugal, Italie Gréce,
Albanie, Allemagne,
Californie Argenting,
Pérou, Australie

Assawah et Ayat, (1985), Laviola, (1992), Panagopoulco,
(1993), Boulila et Mahjoub, (1994), Alvarez et al., (1998),
Senhaji, (1999), Sisto et al., (1999), Barbara, (2001),
Marchiet et al., (2005), Tombesi et al., (2007), Moretti,
(2008), Campos et al., (2009), Benyoub, (2010).

Crown gall
(Agrobacterium
tumefaciens Smith.)

Tunisie,
d’autres
bassin

Algérie,

Jordanie et
régions du
méditerranéen.

Bouzar et al., (1991), Jardak et al., (2004), Tombesi et al.,
(2007).
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3. 1. La verticilliose de I’olivier

3.1. 1 Deéfinition et nomenclature

La verticilliose de I’olivier est une maladie cryptogamique dont l'agent étiologique est un
champignon tellurique appelé Verticillium dahliae Kleb. (Klebahn, 1913). Cette maladie
fongique a été signalée pour la premiére en Italie (Ruggieri, 1946), elle s’est ensuite répandue
dans les pays oléicoles les plus importants ou elle a infligé des pertes considérables (Lopez
Escudero et Mercado-Blanco, 2010). La dénomination de la maladie verticilliose tient de
I’agent causal Verticillium dahliae, cette maladie est aussi appelée flétrissure verticillienne,
trachéomycose et dépérissement de 1’olivier. En Espagne, elle est connue sous le nom
verticilosis del olivo, en Angleterre, verticillium wilt, en Italie tracheoverticillosi, en russie
vilt ucikanie et en arabe, Maradth dhouboul Azzaitoun (Tombesi et al., 2007).

3.1. 2 Répartition géographique de la verticiliose de I’olivier

3.1.2. 1 Dans le monde

La verticilliose est une maladie émergente sur 1’olivier qui a fait une étendue importante dans
le monde (Figure 7), elle a fait I'objet de nombreux travaux de prospection et d'identification
dans la plupart des pays oléicoles du monde. La premiére mention scientifique précise de cette
maladie est due au Ruggieri en 1946 dans les oliveraies italiennes; depuis, de nouveaux foyers
d’infestation dans différents pays de différents continents s’ajoutent annuellement. Citons en
Europe, la Gréce (Demetriasdes et al., 1958; Zachos, 1963), la France (Vigoureux, 1972),
I’Espagne (Caballero et al., 1980), le Malte (Porta-Puglia et Mifsud, 2005) et le Monténégro
(Latinovic et Vucinic, 2010).

En Amérique, elle a été détectée au nord au, Etats-Unis d’Amérique (Snyder et al., 1950;
Boyle, 1963), en Amérique du sud en Argentine (Nicolini et Traversi et al.,1950) et en
Australie (Morschel, 1961).

En Asie, cette maladie a été signalée au Moyen-Orient dans la Jordanie (Mamluk et al.,1984),
la Syrie (Al-Ahmad, 1988), I’Iran (Sanei et al., 1996), la Palestine (Bao et al., 1998), I’ Arabie
saoudite (Al-Shebel, 2005), I’Egypte (Hegazi et al., 2012), le Liban (Makhlouf et Geagea,
2005), I’Irak (Al Taae et Al Taae, 2008) et la Turquie (Saydam et Copcu, 1972).

Par ailleurs sa présence a été détectée en Afrique du Nord, notamment, au Maroc (Serrhini et
Zeroual, 1995), en Algérie (Benchabane, 1990) et en Tunisie (Triki et al., 2006). La présence
de la maladie en Lybie, en Croatie et au Pirou est douteuse et que sa distribution est

actuellement sous-estimée (Lopez et al., 2011).
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Figure 7: Répartition géographique de la verticiliose de I’olivier (Tombesi et al.,
2007; Lopez Escudero et Mercado-Blanco, 2010).
3.1.2. 2 En Algérie

Tous comme dans les vergers de la plupart des pays oléicoles du monde, la maladie progresse

de fagon continue dans ceux de 1’Algérie ou elle est largement distribuée dans le Nord-ouest,
le Nord-centre et le Nord-est de I’ Algérie (Figure 8).

C’est dans le cadre du relevé général des maladies de ’olivier, que la verticilliose a fait sa
premiére apparition au début des années 1990 simultanément a Cap Djinet (Boumerdes) et a
Sidi Aich (Bejaia) dans le Nord-Centre algérien (Benchabane, 1990). L’infestation des lors a
été détectée sur quelques oliviers dépéris de la variété Chemlal dont les attaques étaient peu
étendues et d’intensité faible (Benchabane, 1990). L’absence de la verticilliose en Algérie
dans la littérature avant les années 1990, n’écarte pas sa suspicion compte tenu la présence du
pathogéne dans nos sols bien avant chez la tomate (Boullinger en 1970) qui est cultivée en
Algérie en intercalaire avec 1’olivier.

Cette maladie a aussi été signalée dans le Nord-centre algérien a Tizi-Ouzou (Tirmitine)
(INPV, 2010) et a Médéa (INPV, 2011), au Nord-ouest a Mascara (Sig et Mohammadia), &
Tlemcen (Matallah-Boutiba et al., 1996 et 1997; Bellahcene et al., 2000; Abdelguerfi, 2003),
a Mostaganem (Sayada et a EI Hamadna) (INPV, 2010), a Sidi Bel Abbes (Sfisef)
(Bellahcene et al., 2000) et a Relizane (Yellel et EI Djamaa) (INPV, 2010). Par ailleurs sa

présence a été détectée dans les oliveraies de I’Est algérien notamment & Ain M’lila (Oum EL
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Bouagui) (INPV, 2010), a Mila, a Setif, a Constantine (Hamma Bouziane), a Batna et a Biskra

(INPV, 2011).
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Figure 8: Distribution de la verticilliose d’olivier en Algérie (Benchaabane, 1990;
Matallah-Boutiba et al., 1997: Bellahcene et al., 2004: Benchaabane et al.,
2010; INPV, 2010 et 2011).

Malgré la présence de la verticilliose dans pratiquement toutes les zones productrices d’olive

en Algérie, Il faut signaler, que cette distribution n'est que partielle et non exhaustive et que

son expansion sur I'ensemble du verger national n'étant pas parfaitement connue.

3.1. 3 Les symptbmes

Les symptomes pathologiques externes de la verticilliose de 1’olivier apparaissent

traditionnellement sous une forme aigué (dépérissement aigu) chez les jeunes arbres et une

forme chronique (dépérissement lent) chez les vieux arbres (Jiménez-Diaz et al., 1998; Bubici

et Cirulli, 2011).

e Les symptdbmes du dépérissement aigu ou d'apoplexie se produisent a la fin de 1’hiver ou

au début du printemps. Ils se caractérisent par une fanaison rapide et grave des rameaux, des

branches secondaires et principales présentant une écorce de couleur brun-violacé progressant

de I’extrémité vers la base. Ces organes foliacés portent des feuilles qui se recroquevillent

vers leur face inférieure et perdent leur coloration verdatre pour virer au brun clair, ce qui

induit leur desséchement complet. Cette forme de verticilliose est communément mortelle aux

jeunes arbres d’oliviers (Jiménez-Diaz et al., 1998; Civantos, 1999; Tombesi et al., 2007).
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e Les symptdmes du dépérissement lent commencent au printemps et progressent lentement
jusqu’au début de 1'été. Ils se caractérisent par une nécrose des inflorescences des oliviers
infestés qui porte des fleurs seches, momifiées ayant tendance a chuter. Les feuilles issues de
bourgeons affectés deviennent vertes mat puis se dessechent, les feuilles terminales restent
attachées, se desséchent et deviennent cassantes ayant tendance a chuter tandis que les fruits
se momifient et restent suspendus aux rameaux malades. Cette forme de verticilliose
s’accompagne de sorties importantes de rejets au pied de 1’arbre (Civantos, 1999; Tombesi et
al., 2007).

Les symptomes pathologiques internes de la verticilliose de ’olivier se manifestent par un
brunissement du xyleme des branches infectées (Vigouroux, 1975; Tombesi et al., 2007) et de
cylindre central de systéme radiculaire (Triki et al., 2006). La sévérité des symptdmes dépend
principalement du type de sol, la densite d'inoculum, la virulence du pathogene, la
susceptibilité du cultivar de I’olivier et les conditions environnementales (Lopez-Escudero et
Mercado-Blanco, 2010; Martin-Lapierre, 2011).

3.1. 4 Incidence économique

De toutes les espéces du genre Verticillium, I’espéce V. dahliae est la plus néfaste a cause de
son large spectre d'hotes et de la persistance de ces microsclérotes. L’incidence de la sévérité
de la verticilliose de 1’olivier s’accentue dans les pays ou de nouvelles plantations sont en
cours (Thanassoulopoulos et al., 1979), de traditionnelles plantations sont en restructuration
(Lopez-Escudero et al., 2009) et des oliveraies trop irriguées, présentant des cultures sensibles
(Dervis et al., 2010).

L’impact de cette maladie est sévére sur I’oliveraie au cours de la premiére année de son
installation, et modérée avec le vieillissement de 1’arbre (Wang et al., 2012). Les dégats de la
verticilliose se manifestent par un brunissement des tissus vasculaires, un dessechement des
branches (secondaires et principales), des rameaux voire I’arbre entier, accompagnés d’une
défoliation importante (Tombesi et al., 2007). Un arbre dépéri et dépourvu de feuilles pousse
difficilement, et va donc synthétiser de nouvelles feuilles au détriment d’autres organes
(Fleurs, fruits). 1l en résulte, une baisse de production proportionnelle a l'intensité de I'attaque.
En Grece, la perte annuelle due a la verticilliose est estimée a 17000 tonnes d’olives a une
intensité seulement de 2 a 3 % d’arbres atteints (Thanassoulopoulos et al., 1979) puis de 50%
(Tjamos, 1993). D’autres travaux rapportent des fréquences d’incidence des oliviers infectés
de 3 % en Syrie (Al-Ahmad et Mosli, 1993), 38.5% en Italie (Nigro et al., 2005), 27% en
Espagne (Blanco-Ldpez et al., 1984) et 12% en Algeérie (Bellahcene et al., 2000). En Algérie,

la verticilliose est actuellement considérée comme un sérieux probléme pour 1’oléiculture,
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d’ailleurs, elle en représente la principale maladie vasculaire et les pertes qu'elle inflige ne
sont pas minimes (Matallah-Boutiba et al., 1997; Benchaabane et al., 2010).

3.1. 5 Gestion de la maladie

La lutte contre la verticilliose de 1’olivier peut étre préventive (mesures prophylactiques,
sensibilité variétale) ou réactive (intervention avec un fongicide).

3.1.5. 1 Mesures prophylactiques

La prophylaxie est définie comme un ensemble de moyens de lutte préventifs employés pour
diminuer la production, le développement ou la disponibilité de I'inoculum primaire ou
secondaire d'une maladie. En lutte contre la verticilliose de ’olivier, il est recommandé de
(Harir et al., 2010):

e Eviter l'installation de nouvelles oliveraies dans des parcelles ol une attaque de la
verticilliose a été antérieurement signalée.

e Eviter I’introduction dans les vergers indemnes des plants d’espéces hotes du parasite qui
ne sont pas certifiés ou de fumier provenant de vergers atteints.

o Eviter de déplacer la terre d'une zone infestée vers des terrains déclarés indemnes.

e Déclarer le plus rapidement possible dés 1’apparition des premiers symptomes de la
maladie suite & une introduction accidentelle du parasite.

e Appliquer le systéeme d’irrigation goutte a goutte ou irrigation par cuvette unique non
communicante et assurer une bonne nutrition des arbres notamment la nutrition potassique
Compte tenu de la longévité des microsclérotes dans le sol, les pratiques culturales classiques:
la rotation de culture (Stevens et al., 1994), la destruction des débris végétaux contaminés et
des mauvaises herbes (Henni, 1982), I’enfouissement des engrais verts et des amendements
organiques avant la plantation, s’avérent souvent difficile et sans grand effet (Wilhelm, 1951).
Quant aux méthodes de lutte physique, telles que la stérilisation a la vapeur ou la solarisation,
elles sont trés colteuses (Katan, 1981; Saremi et al., 2010).

3.1.5. 2 La lutte chimique

En pratique, la lutte chimique constitue et de loin la méthode la plus utilisée pour la gestion de
la verticilliose (Yangui et al., 2010; Alfano et al., 2011). Elle se fait par stérilisation du sol a
I’aide de fumigants chimiques principalement le bromure méthylique; un liquide hautement
volatil et toxique appliqué au sol a l'aide du systeme d'irrigation ou par injection, ce qui
permet aux vapeurs de pénétrer les pores du sol en concentration suffisante pour tuer
bactéries, champignons, nématodes et méme certains insectes (Fravel et Larkin, 2000). La
grande toxicité et la nature non speécifique de ce fumigant permettent de contréler une grande

variété de pathogenes tellurique et de mauvaises herbes (Martin Lapierre, 2011). Cette
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désinfection du sol peut maximiser les rendements des plants et la qualité des fruits (Duniway,
2002). Cependant, l'efficacité du produit fumigé dépend grandement des conditions de
température, d'humidité, des propriétés physico-chimiques du sol ainsi que de l'organisme
visé (Martin Lapierre, 2011).

Actuellement, les alternatives chimiques au bromure méthylique les plus utilisées sont les
fongicides systémiques telles que le fosethyl-Aluminium, le méthyl-thiophanate, le
thiabendazole, le bénomyl et le carbendazime. Ces produits parfois utilisés en combinaison
sont appliqués au sol, avant ou apres plantation, ils sont absorbés par les racines et le
feuillage, transportés par le xyleme ou ils inhibent la mitose du parasite en se liant a une
protéine des microtubules empéchant leur réunion correcte dans le fuseau. De méme, des
injections directes sous forme de perfusions de ces mémes fongicides dans les arbres n’ont
pas montré d’efficacité (Henni, 1982; Boukenadel, 2001; Kumar et al., 2012). Tous ces
produits ne sont pas aussi efficaces que le bromure méthylique et doivent étre combinés trés
souvent a d'autres méthodes de lutte (Martin Lapierre, 2011).

Ce recours aux produits chimiques, toujours valables dans certaines situations engendre
cependant des cotits ¢élevés et des impacts sur 1I’environnement par 1’accumulation des résidus,
la contamination des sols et des eaux souterraines. Ces derniéres années, le nombre de
produits chimiques enregistrés pour la désinfection du sol a considérablement baissé compte
tenu de la sévére restriction imposée a leur usage, notamment le bromure méthylique qui a été
interdit pour son gaz trés néfaste a la couche d'ozone (Nannipieri et al., 1990). Actuellement,
aucun traitement chimique n’a prouvé son efficacité sur la verticilliose (Arslan et Dervis,
2010).

3.1.5. 3 La lutte biologique

Dans un contexte d’oléiculture durable respectueux de I’environnement, la lutte biologique
peut offrir de nombreuses méthodes de lutte alternative au traitement chimique qui génére des
souches de V. dahliae plus résistantes (Uppal et al., 2008). Ce moyen de lutte met en ceuvre
differents organismes vivants, appelés auxiliaires, ou leurs produits, pour prévenir ou réduire
les dégats. Le biocontrdle de V. dahliae, repose principalement sur la croissance et le
développement de certains micro-organismes dans la rhizosphere et sur leur capacité a
coloniser les tissus vegétaux. De nombreuses souches de bactéries et de champignons ont été
testées sur V. dahliae telles que Pseudomonas sp. et Bacillussp. (Mercado-Blanco et al., 2004;
Bounoua, 2008; Lang et al., 2012), Streptomyces plicatus, Frankia sp. (Bonjar et Aghighi,
2005), Serratia plymuthica (Mduller et al., 2007), Glomus mosseae, G. intraradices, G.
claroideum (Karajeh et Al-Raddad, 1999; Porras-Soriano et al., 2006; Kapulnik et al., 2010),
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Rhizobium sp et Trichoderma virens (Hanson, 2000), Penicillium griseofulvum et
Talaromyces flavus (Harir, 2010). L'application de ces organismes antagonistes peut
contribuer a réduire la quantité d'inoculum primaire en interférant avec le cycle de I'agent
pathogene. Ces antagonistes mettent en jeu des mécanismes complexes, difficiles a contourner
par I'agent pathogéne, tels que la compétition pour les nutriments, le parasitisme et I'antibiose
(Martin Lapierre, 2011).

D’autres études ont déemontré que l'incorporation de résidus de certaines plantes notamment
les cruciféeres (Brassica oleracea, Raphanus sativus et Sinapsis alba) (Lépez-Escudero et al.,
2007) permettait de réduire significativement l'incidence de la verticilliose chez différentes
cultures. Ces plantes riches en glucosinolates, lors de leur décomposition, les glucosinolates
sont transformés en isothio- et thiocyanates, molécules volatiles et toxiques pour V. dahliae.
Cependant, ce moyen de lutte a malheureusement dévoilé des difficultés d’application au
champ limitant ainsi son succes contre la verticilliose (Sanei et al., 2010).

3.1.5. 4 La lutte génétique

Vu la pérennité de I'olivier et I'aptitude du parasite a survivre dans le sol et de se disperser
facilement, la lutte génétique améliorant de nouvelles variétés résistantes a la maladie
demeurerait le moyen économiquement le plus efficace pour controler ce fléau (Ma, 2003;
Fradin et Thomma, 2006; Liu et al., 2012). L’amélioration de la résistance des variétés fait
appel a des méthodes classiques de sélection notamment les croisements et des méthodes de
type biotechnologique. Certains travaux rapportent [’existence de variétés d’oliviers
résistantes a V. dahliae telles que Cipressino ou Oblanga, d’autres variétés moins sensibles
telles que Frantoio, Fragivento et Coratina d’origine italienne ainsi qu’Arbequina et Empeltre
d’origine espagnole. Ces variétés pourraient donc étre utilisées au moins comme porte-greffes
résistants (Bellahcene, 2004).

En Algérie, les deux principales variétés a savoir Chemlal et Sigoise ont malheureusement
démontré leur sensibilité a la verticilliose (Benchaabane, 1990; Matallah-Boutiba et al., 1997;
Bellahcene et al., 2000, 2004, 2005; Benchaabane et al., 2010). En paralléle, la superficie de
ces variétés qui leur est allouée et sera programmée est trés importante (Hadjou et al., 2013),
ce qui ne favorise pas la culture d’autres variétés moins sensibles a la verticilliose ayant une
meilleure rentabilité.

Cependant, V. dahliae présente une diversité génetique importante qui lui confére une grande
variabilité de pouvoir pathogene (Cherrab et al., 2002). Le comportement des variétés
d’olivier peut varier selon la souche du pathogene. Ainsi, la variété Oblanga réputée résistante

en Californie en faisant ses preuves pendant plusieurs annees (Hartmann et al., 1971;
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Wilhelm, 1981) s’est révélée sensible en Gréce avec ’apparition de nouvelle race de V.
dahliae (Besri et al., 1984; Tjamos, 1984). Cette résistance est contrdlée par plusieurs génes,
mais tres peu de choses sont connues en ce qui concerne les mécanismes moléculaires.
Malheureusement, 1’utilisation de variétés d’olivier résistantes est souvent limitée par la
qualité qui ne correspond pas aux attentes de la production, du commerce ou des
consommateurs (Cherrab et al., 2002).

3.1.5. 5 La lutte intégrée

La prise en conscience des limites des methodes physiques, chimiques, biologiques et
génétiques contre cette trachéomycose a incité les chercheurs a s’orienter vers le
développement de la lutte intégrée. Cette lutte consiste a élaborer des stratégies
phytosanitaires efficaces, durables et moins dispendieuses intégrant la combinaison
complémentaire et raisonnée de diverses approches et méthodes (culturale, physique,
chimique, biologique et génétique), commengant avant 1’établissement de la plantation et
devrait se poursuivre durant le développement de la culture. Ceci pour réduire I’inoculum du
champignon de facon efficace et maintenir les dégats a un seuil économiquement tolérables,
tout en respectant 1’environnement (Lopez-Escudero et Mercado-Blanco, 2010; Bubici et
Cirulli, 2011).

3.1. 6 Description de I’agent pathogeéne (V. dahliae)

3.1.6. 1 Morphologie et physiologie

Le champignon V. dahliae est un parasite hémibiotrophe, saprophyte du sol (nécrotrophe) et
parasite des plantes (biotrophe) (Hiemstra et Harris, 1998). Son développement in vivo
nécessite un sol humide (40% a 80%) neutre a alcalin (Pegg et Brady, 2002), une courte
photopériode et une fertilisation azotée excessive; ces facteurs prédisposent I’olivier a la
maladie (Costache et al., 1979). Le champignon V. dahliae in vitro a un taux de croissance
relativement lent, il se développe différemment sur les milieux de culture communs aussi bien
organiques (Richards, Czapek...) que synthétiques (PDA, MEA...) (Malik, 2008). Sa
croissance in vitro est optimale aux températures de 1’ordre 21 a 27°C (Bejarano-Alcazar et
al., 1996), avec un pH compris entre 6 et 9 (Pegg et Brady, 2002). La croissance est inhibée
par des temperatures extrémes telles que 5 ou 35°C (Malik, 2008) et des pH au-dessous de 5
(Pegg et Brady, 2002). V. dahliae présente une variabilité au niveau de la croissance radiale,
de la morphologie culturale, de la sclérogénese et de la conidiogenese (LApez-Escudero et al.,
2003; Jabnoun-Khiareddine et al., 2010). Notamment sur le milieu de culture PDA a une

température de 25°C, le champignon developpe un mycélium dense, hyalin, relativement ras
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et d’aspect plus au moins cotonneux (Malik, 2008; Jabnoun-Khiareddine et al., 2010; Harir,
2010).

Du point de vue morphologique, le champignon porte des conidiophores triverticillés avec
trois a quatre phialides au sommet desquelles est disposée une masse mucilagineuse
(spheérule) qui libere des conidies (Isaac, 1976) hyalines, unicellulaires et ellipsoidales, elles
mesurent entre 3-6 x 1.5-3 um et peuvent étre observées individuellement ou en groupe
(Civantos, 1999; Martin-Lapierre, 2011). Les cellules des hyphes, les phialides et les conidies
sont mononucléaires, mais le bout des hyphes peut avoir jusqu'a 15 noyaux (LOpez-Escudero
et Mercado-Blanco, 2010). Par ailleurs, V. dahliae produit sous certaines conditions des
microsclérotes. Cette particularité permet de le distinguer de Verticillium albo-altrum, un
autre pathogéne causant des symptémes similaires sur les plantes (Jabnoun-Khiareddine et al.,
2010). Les microsclérotes sont des structures de survie formées par I'agglomération d'hyphes
contigus dont les parois sont épaissies et mélanisées (Klosterman et al., 2009). Les
agglomérats formés ont I'aspect de petites boules marron foncé a noires (entre 20 et 200 pum
de diameétre) pouvant étre séparées des hyphes (Pegg et Brady, 2002).

La genése des microsclérotes vient d'un seul hyphe qui se gonfle et se bourgeonne
successivement en sa partie latérale, menant ainsi a la formation d’un amas de cellules (Hall
et Ly, 1972; Perry et Evert, 1984), dont chacune a une forme allongée ou sphérique irréguliére
et un diameétre de 15-50(-100) um (Hawksworth et Talboys, 1970; Jabnoun-Khiareddine et
al., 2010).

3.1.6. 2 Taxonomie

La taxonomie du genre Verticillium a été revue graduellement dans les travaux de plusieurs
auteurs en fonction de I’évolution des méthodes d’analyses (Fradin et Thomma, 2006; LOpez-
Escudero et Mercado-Blanco, 2010; Martin-Lapierre, 2011; Inderbitzin et al., 2011; 2013).

Ces travaux le classe comme suit:

REQNE =-==-mmmmmm e e Fungi

Phylum =----ememe e Ascomycota
Sub-phylum ----------=--=-emeeeev Pezizomycotina
Classe ---------=--=-mmmmemmmee- Sordariomycétes
Sous classe --------=-=---=-=---m----- Incertae sedis
Ordre -------=s=mmmomomeeemee e eeeeeen Phyllachorales
Famille ----------------o----- Plectosphaerellaceae
GeNre ---------mmmmememe e Verticillium
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Le genre Verticillium est composé de dix especes phytopathogénes vasculaires avec des
conidiophores verticilles qui produisent des structures de dormance de couleur brune
(Inderbitzin et al., 2011 et 2013). L’espece V. dahliae a été signalée pour la premiére fois en
1816 par von Nees (Isaac, 1967), mais elle n'a été identifiée comme espéce distincte qu’en
1913 par Klebahn en Allemagne a partir du dahlia (Isaac, 1967; Pegg et Brady, 2002). Ce
mycete est imparfait, haploide et dimorphe (Pegg et Brady, 2002; Klosterman et al., 2009).
3.1.6. 3 Gammes d’hotes

Le dahlia fut la premiére plante hote qui a été attaquée par V. dahlia (Isaac, 1976). Ce parasite
est extrémement polyphage puisqu’il peut attaquer plus de 400 espéces de plantes de genres et
familles différents dans les régions tempérées, subtropicales, voire tropicales (Pegg and
Brady, 2002; Klosterman et al., 2009; Martin-Lapierre, 2011). Parmi les plus menacées des
plantes a intérét agronomique et économique figure des arbres fruitiers (I’olivier, ’amandier,
I’abricotier, le pécher, le prunier, le noyer et I’avocatier) (Tjamos, 1989); des arbustes fruitiers
(argousier, la vigne, le cerisier, le pistachier et le fraisier) (Rousseau, 2002); des arbres
forestiers (hétre et orme) (Pegg et Brady, 2002); des plantes herbacées aussi bien maraicheres
(pomme de terre, tomates, poivron, luzerne et aubergine) ; qu’ornementales (chrysanthéme,
rosier et lychnis) (Fradin et Thomma, 2006; Wang et al., 2012) ; des légumes (chou-fleur,
artichaut, laitue, concombre, betteraves, gombo et rhubarbe) (Tjamos, 2000); d’autres cultures
(coton, melon, pasteque, colza, érable, soja, menthe et tabac) (Veronese et al., 2003; Zhu et
al., 2007; Tohidfar et al., 2012) ainsi que des adventices (morelle noire et amarante) et méme
des céréales (houblon) (Thanassoulopoulos et al., 1981; Yildiz et al., 2009).

Les especes hotes semblent étre restreintes aux dicotylédones, mais 1’utilisation de méthodes
de détection du champignon in planta montre que V. dahlia est aussi capable d'infecter et de
coloniser les monocotylédones telles que le blé (Mathre, 1989; Malcolm et al., 2013). De
maniere peut-étre surprenante, les agrumes en sont résistants (Tjamos, 1989).

Parmi les dicotylédones, il existe des especes sauvages asymptomatiques (Trifolium sp) et
symptomatiques (Capsella bursa-pastoris). Il se peut que des hotes asymptomatiques soient
des plantes utilisées pour la rotation de cultures ou des mauvaises herbes présentes dans les
champs de culture et puissent servir de réservoir d'inoculum. Le fait que V. dahliae puisse étre
endophyte pour d'autres plantes a donc une certaine importance et doit &tre considéré dans des
schémas de rotation pour le contréle de la verticilliose (Ligoxigakis et al., 2002).

3.1.6. 4 Cycle biologique

Le cycle biologique de V. dahliae se déroule en trois phases (Hiemstra et Harris, 1998), une

phase de dormance dont les conditions ne sont plus favorables, une phase parasitaire qui se

22



Chapitre | Synthese bibliographique

déroule dans la plante-héte et une phase saprophytique qui comprend une période d’activité
(Figure 9).

La phase de dormance commence lorsque les conditions ne sont plus favorables pour la
croissance, le pathogéne forme des structures de survie (microsclérotes) qui peuvent
pérenniser plus de 14 ans dans le sol aux dépens des débris végétaux et des matériaux
organiques (Wilhelm, 1955; Triki et al., 2006) constituant ainsi une source d'inoculum. Dans
la nature, l'infection peut avoir lieu méme lorsque le pathogéne est présent en tres faibles
quantités dans le sol. Des niveaux aussi bas qu'un microsclérote par gramme de sol suffisent
pour causer des symptomes d'infection chez une plante. Les microsclérotes germent dans la
rhizosphere (environ 2 mm de la radicelle) en réponse a la présence d'exsudats racinaires de
I’olivier (Pegg et Brady, 2002).

La phase parasitaire du champignon débute par la germination des microsclérotes qui
atteindra les racines de I’olivier dans le sens d'un gradient de nutriments (Huisman, 1982). Il
en résulte une émission des hyphes qui colonisent le cortex des racines, y pénetrent par
Iextrémité ou par les cellules épidermiques (Garber, 1966) puis gagne via la seve les
vaisseaux du xyleme; infection primaire (Fradin et Thomma, 2006; Vallad et Subbarao,
2008). Le parasite se reproduit asexuellement dans les vaisseaux, a l'intérieur desquels il
progresse, grace aux transports des conidies par le flux de la seéve ascendante aux piéces
aériennes de I’arbre (Vallad et Subbarao, 2008) ou elles constituent des foyers secondaires
d’infection (Garber, 1966). La poursuite ainsi de I’infection du systeme vasculaire et les
toxines émises par le parasite, font que la plante produise des dép6ts gommeux qui obstruent
les vaisseaux conducteurs y entravant ainsi le transport d’eau (Klosterman et al., 2009) et
donc des symptdmes de flétrissement se déclenchent sur les parties aériennes atteintes
(Tombesi et al., 2007; Laoune et al., 2011).

La phase saprophytique du champignon débute par sa sortie du cylindre central pour coloniser
tous les tissus de la plante ou il forme des microsclérotes dans le parenchyme (Schnathorst,
1981; Neumann et Dobinson, 2003). Les microsclérotes vont se retrouver encastrés dans les
débris de la plante morte et constituent une source d'inoculum qui se dissémine par le
mouvement des sols infectés, les débris végétaux infectés, 1'eau d’irrigation, I’équipement
agricole, le vent, les insectes telluriques, prédateurs, pollinisateurs...ctc. (Pegg et Brady,
2002; Klosterman et al., 2009; Chawla et al., 2012). Les microsclérotes résiste aussi bien au
froid qu’a la chaleur et supporte des écarts thermiques allant de -30°C a 55°C (Schnathorst et

Mathre, 1966). Le saprophyte s’active et redevient agressif au rétablissement de bonnes
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conditions de temperature et d’humidité du sol et par conséquent la reprise d’un nouveau

cycle infectieux (Fradin et Thomma, 2006; Klosterman et al., 2009).
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Figure 9: Présentation du cycle d’infection de V. dahliae kleb. (Hiemstra et Harris, 1998).
3.1.6. 5 Le pouvoir pathogene

L’aptitude pathogénique d’un microorganisme est eévaluée traditionnellement selon deux
criteres; I’un qualitatif, c¢’est sa virulence mettant en ouvre sa capacité a infecter les plantes,
I’autre quantitatif c’est son agressivité, démontrant son influence ou non a intensifier les
dégats sur une plante sensible (Bellahcene, 2004).

Dans une population de V. dahliae présentant les mémes caractéristiques de virulence, les
individus peuvent différer par leur niveau d’agressivité. L’agressivité de 1’espece V. dahliae+
vis-a-vis de I’olivier le partage en deux pathotypes ; défoliant (D) et non défoliant (ND) selon
leur capacite a defolier la plante hote (Lopez-Escudero et al., 2004; Dervis et al., 2007). Les
isolats du pathotype (D) sont plus virulents que ceux du pathotype (ND) (LOpez-Escudero et
al., 2007). Cependant, il y a une difficulté pour déterminer la classification de V. dahliae en
raison de 1’absence de la forme spéciale, donc la distinction de groupes bien définis par

difféerents critéres est souvent délicate (Inderbitzin et al., 2011; 2013).
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3. 2.La pourriture racinaire de ’olivier

3.2. 1 Deéfinition et nomenclature

La pourriture racinaire de I’olivier est une maladie vasculaire mortelle pour 1’olivier, elle est
causée par un complexe de champignons telluriques (Tombesi et al., 2007): Rhizoctonia
bataticola (Taubenhaus, 1913), Armillaria mellea Kumm., Fusarium solani Sacco.,
Corticium rolfsi Curzi., Fusarium oxysporum, Phytophtora megasperma, Corticium solani,
Rosellinea necatrix. Ces mycetes agissent en synergie, tenant chacun sa part a 1’infection
(Boulila et al., 1993; Boulila, 2001). En dehors de ces myco-pathogenes, Stemphylium
botryosum Wallr. (Wallroth, 1833) dans le cas d’attaque importante, peut infester I’olivier
(De Andrés Cantero, 1975; Al-Shebel et al., 2005). Cette maladie est sous la nomination de
Root rot en anglais, Decaimiento del olivo ou Podredumbre de las raices en espagnol,
Putrefazione delle radici ou Deperimento dell’olivo en italien, pourriture racinaire,
dépérissement de 1’olivier en frangais (Tombesi et al., 2007).

3. 2. 2 Les symptébmes

Les symptomes de la pourriture racinaires se manifestent généralement par des oliviers gréles,
les branches portent des feuilles réduites en taille et en nombre. Ces derniéres prennent un
aspect jaunatre au printemps et qui, plus tard en l'occurrence en été, s'accentue pour devenir
jaune doré. Cette couleur persiste durant toute la saison estivale, mais avec l'arrivée de
l'automne, le végétal commence a retrouver plus ou moins son aspect normal. En effet, son
feuillage devient de couleur vert-péle (surtout apres une pluie); toutefois, il garde son aspect
faible et dégarni (Boulila et al., 1993).

Par forte attaque, les feuilles commencent a se nécroser par leur bout et finissent par se
dessécher. Il s'en suit une chute non négligeable qui se répercute sur les inflorescences qui se
déshydratent, brunissent et meurent. Si la nouaison a lieu, les fruits restent limités en nombre,
perdent de volume, deviennent ridés et tombent. Dans certaines situations, l'olivier est
foudroyé a un tel point que les fruits restent adhérents au pied (Boulila et al., 1993).

Sur les jeunes plants de pépiniéres, les plants attaqués montrent un desséchement des
nouvelles pousses, des pourritures et des nécroses a proximité de la base du tronc et au niveau
de I’écorce des racines secondaires. Cette attaque provoque soit le déclin général de 1’arbre,
soit le dessechement de quelques pousses seulement (Tombesi et al., 2007). Les symptémes
internes de cette trachéomycose s’observent sur des coupes transversales au niveau des
racines qui montrent un brunissement des vaisseaux conducteurs de séve (Tombesi et al.,
2007).
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3. 2. 3 Incidence économique

La pourriture racinaires de I’olivier sévit surtout dans les régions chaudes (température du sol
supérieure a 28°C (D’hondt-Defrancq, 1984). Les jeunes arbres sont géneralement les plus
vulnérables (Tombesi et al., 2007). En Tunisie, tout comme en Algérie, le nombre d’arbres
d’olivier atteints par ce dépérissement est extrémement limité et ne constitue pas, pour
I’heure, un véritable danger (Boulila et al., 1993).

3.2. 4 Description des agents pathogenes (R. bataticola et S. botryosum)

3.2.4. 1 Morphologie et physiologie des pathogénes

Le champignon terricole Rhizoctonia bataticola peut étre cultivé facilement sur la plupart des
milieux de culture communs de laboratoire présentant une variabilité morphologique et
génotypique (Dhingra et Sinclair, 1973). En culture pure, sur PDA, il développe un mycélium
hyalin grisatre qui brunit rapidement, aprés deux ou trois jours apparaissent sur I'oblique, a la
limite du milieu de culture et sur le verre, des sclérotes, ces derniers sont des agrégats des
hyphes qui donnent naissance a des corps multicellulaires (50-200 cellules) noirs, de formes
et dimensions variables (50-150um) (Short et Wyllie, 1978; Boulila et al., 1993).
Microscopiquement, ce mycete s’identifie par un mycélium stérile, ramifié a angle droit ou de
45° (Alabouvette et Bremeersch, 1975; EI Mahjoub et Bouzaidi, 1987) et également par la
production des pycnides (Shaw, 1925; Crous et al., 2006) qui produisent des pycnidiospores
(16-) 20-24 (-32) x um (6-)7-9 (-11) de forme ellipsoidale (Short et Wyllie, 1978). Le
champignon présente également une variabilité physiologique, mais généralement il se
développe rapidement entre 25 et 35 °C (Mathieu et Mathieu, 1976; Csondes et al., 2012) et
tolere un pH allant de 5 a 8 in vivo (Satischandra et al., 1980) et de 3 a 8 in vitro (Csdndes et
al., 2012).

Le mycete Stemphylium botryosum se plait dans les différents milieux de culture
communément utilisés en Phytopathologie (PDA, CDA, BDA, LDA, V8 agar...) (Hashemi et
al., 2005; Mwakutuya, 2006; Hosen et al., 2009). Au point de vue morphologique, ce
champignon présente sur milieu PDA un mycélium velouté a cotonneux de couleur olive a
brun olive (Simmons, 1967; Mwakutuya, 2006), de revers pigmenté en noir (Larone, 1995).
Leurs conidiophores sont courts, non septes, a extremité renflée, produisant des conidies a
travers un pore, ces dernieres sont brunes pluricellulaires, septées longitudinalement et
transversalement, cylindriques a extrémités renflées (Wehmeyer 1961 et 1975) (24-33 x 15-
24 um), échinulées (Simmons, 1967 et 2007). Le champignon tolére in vitro une gamme de
températures allant de 5 a 35 °C avec un optimum de 25 °C (Hashemi et al., 2005; Hosen et
al., 2009) et se plait a un pH optimal de 5.5 (Hosen et al., 2011).
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3.2.4. 2 Taxonomie
R. bataticola est la phase sclérote (stade anamorphe) de Macrophomina phaseolina (Dhingra
et Sinclair, 1978), il a été decrit pour la premiére fois comme une espece distincte par

Taubenhaus en 1913, la littérature (Anonyme, 2012) le classe comme appartenant au:

Régne -----==-meemmemme oo Fungi
Phylum ------scseemmnenane Basidiomycota
Sub-phylum --------------o---- Agarimycota
Classe Basidiomycete
Sous classe  ----- Agarimycota mitosporic
Ordre Poluporales
Famille ---------------- oo Corticiaceae
Genre -----------m-mmmmmeeeeee - Rhizoctonia
Espéce ---------------- R. bataticola (Taub)

S. botryosum est le stade anamorphe (forme imparfaite) de Pleospora herbarum (Kiffer et
Morelet, 2000), il a été décrit pour la premiere fois comme une espéce distincte en 1833 par

Wallroth, selon Inderbitzin et al. (2009) sa taxonomie est la suivante:

Regne ------=---mmmmmm oo Fungi
Phylum Ascomycota
Sub-phylum --------------- Pezizomycotina
Class e Dothideomycetes
Sous classe ---------- Pleosporomycetidae
Ordre Pleosporales
Famille ----------=--=-ommoum- Pleosporaceae
Genre -------mmmmmmmmee oo Stemphylium
Espéce --------------- S. botryosum (Wallr).

3.2.4. 3 Gamme d’hotes

Le champignon R. bataticola sévit dans les pays subtropicaux et tropicaux avec un climat
semi-aride (Wrather et al., 2001) ou il provoquent des pourritures diverses (Raut, 1987) sur
plus de 500 plantes (Sharma et al., 2009). Alors que le champignon S. botryosum a été signalé
comme trés répandu dans les regions tempérées et subtropicales, ou il sévit sur une large

gamme de récoltes économiquement importantes (Mwakutuya, 2006) (Tableau 2).
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Tableau 2: La polyphagie des deux champignons; R. bataticola et S. botryosum sur

les plantes.

Champignons

Plantes sensibles

Références bibliographiques

Rhizoctonia
bataticola Taub.

I’olivier, le tournesol, le
soja, la mangue, Ila
pomme de terre, le
cotonnier, le pois chiche,
I’haricot, les agrumes, le
théier, le caféier, sésame,
mais, sorgho, cocotier,
tabac, le concombre, la
courge, le potiron, le
tournesol, D’arachide, et
lesoja.

Meiffren, (1957), Manthachitra, (1971),
Alabouvette et Bremeersch, (1975), Mathieu
et Mathieu, (1976), Vyas et Chhatpar,
(1979), ElI Mahjoub et Bouzaidi, (1987) ,
Maholay, (1988), Mathur, (1990), Shakir et
Mirza, (1992), Amadioha et Oladiran,
(1993), Boulila et al., (1993), Aghakhani,
(2009), Shakir et al., (1995), Sharma et al.,
(2009), Senthilkumar et al., (2009).

Stemphylium

botryosum Wallr.

I’olivier, le coton, la
tomate ’ail, la mangue, la
poire, I’oignon, le
poireau, le colza,
I’asperge, la laitue, la
plupart des légumineuses
; 1’épinard [I'haricot, la
feve, le lupin, la luzerne,
la lentille et le trefle.

Diener, (1955),Graham, (1957), DeAndrés
Cantero, (1975), Bashi et Rotem, (1975),
Sivan et Barkai-Golan, (1976), Malathrakis,
(1979), Johnson, (1990), Bakr et Ahmed,
(1992), Menzies et al., (1992), Aveling et
Snyman, (1993), Boiteux al., (1994), Correll
et al., (1994), Montesinos et al., (1995),
Singh et al., (1999), Wang et al., (2000),
Mwakutuya, (2006).

3.2.4. 4 Cycle biologique des parasites

R. bataticola est un phytopathogene facultatif, saprophyte de sol et parasite de faiblesse de
I’olivier (Boulila et al., 1993). Il dispose de potentialités saprophytiques importantes dans le
sol, ou il survit sous forme des microsclérotes jusqu’a quatre années aux dépens de la matiere
organique morte disponible (Boosalis et Scharen, 1959; Kaisar et Das, 1988). Ces structures
de résistance offrent au mycete la particularité de tolérer les températures au-dessus de 30°C
et les sols dont la teneur est faible en matieres nutritives (Cloud et Rupe, 1991). Suite a
certaines conditions (température entre 28 et 35°C, stress hydrique, sol peu profond), les
exsudats racinaires de la plante héte induisent la germination des microsclérotes, sur la
surface racinaire, il en résulte des hyphes qui pénétrent les cellules épidermiques par une
pression mécanique et une digestion enzymatique (Dhingra et Sinclair, 1977) (Figure 10).
Les hyphes se développent tout d’abord de fagon intercellulaire dans le cortex, puis
intracellulaire par I’intermédiaire du xyléme, une fois dans les vaisseaux conducteurs, le
parasite se propage a travers la racine pivotante, et colonise la base de la tige de la plante hote.

La formation des microsclérotes a lieu en fin de cycle vegétatif dans les vaisseaux conducteurs
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de la plante hote (Wyllie, 1988) causant leur obstruction (Agrios, 1988). Les plantes fortement
infestées meurent prématurément en raison de la production de toxine phaséolinone fongique
(Bhattacharya et al., 1994). Les microsclérotes dans le sol, les racines de la plante héte et les
tiges sont les propagules principales de survie. Apres affaiblissement des parties végétales
infestées, les microsclérotes se déchargent dans le sol pour se localiser principalement a une
profondeur de 0-20 centimetres (Mihail, 1989; Campbell et Van der Gaag, 1993). Il est
présumé qu’une éventuelle attaque de R. bataticola serait facilitée par la présence de scolytes
(Hylesinus spp.) sur les oliviers malades, car I’infection se manifeste davantage sur des
végétaux affaiblis ou vivant dans des conditions de stress (Boulila et Mahjoub, 1994).

Quant au S. botryosum, il n’existe presque aucun travail sur 1'épidémiologie de ce
champignon chez 1’olivier. Cependant, il est a été signalé comme parasite facultatif,
saprophyte de sol et parasite secondaire de 1’olivier (Al-Shebel et al., 2005). Pendant sa phase
saprophytique, le mycete habite le sol et survit sur les débris végétaux, sous sa forme
mycélienne, par l'intermédiaire de ses périthéces (Mwakutuya, 2006). Ces dernieres germent a
une température de 5 a 10°C et une humidité de 96% (Basallote-Ureba et al., 1998). Si les
conditions sont favorables, le thalle produit des conidies et envahit le tissu végétal de la plante
hote, produisant ainsi des phytotoxines (Stemphyltoxine, Altertoxine) (Davis et Stack, 1991).
La reprise de I’infection pourrait se reproduire en cas de dispersion des spores par le
vent et les projections d'eau consecutives a une pluie ou une irrigation. Les rosées matinales
favorisent également son développement, ainsi que des périodes climatiques humides et

relativement froides (Prados-Ligero et al., 2003) (Figure 11).
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Figure 10: Présentation du cycle d’infection de Rhizoctonia sp. (Dhingra et Sinclair,
1977).

Stemphylium Leaf Spot of Alfalfa
Medicago sative: : Stemphy i bofrvasum,
N, clfalfee, S globulfersm, K. herbariomn, S vesicarinm
Mycelium on; Legume
Stems, Leaves Forage Legumes
Seed 5-yr Crop Life
Resistant

Management Yarieties
. T —— Y _—Infection

Ascomycete

Lesions; Small oval, Reinfection Mycgli_a
dark Brown, Conidia
Increase in size with Pseudothecia
concentric rings bordered Ascospores

by yvellow halo Two Biotypes
Defoliation in severe cases Infect through Stoma

Figure 11: Présentation du cycle d’infection de quelques espéces de Stemphylium chez
d’Alflfa (Mwakutuya, 2006).
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3. 3. La Fumagine de I’olivier

La Fumagine de I’olivier est une maladie cryptogamique provoquée par plusieurs especes
fongiques (Capnodium meridionale, Capnodium oleae, Towba spp, Triposporium spp,...... )
(Al-Shebel et al., 2005) qui se développent dans certaines température et humidité aux saisons
(printemps, automne) sur du miellat, substrat secrété par les pucerons et les cochenilles,
insectes piqueurs qui sucent la seve de I'olivier (Guario et al., 2002). La maladie se caractérise
par une poussiére noire sur le bois et les feuilles de 1’arbre, ce qui nuit a la photosynthese de
I’arbre et ’empéche de respirer, et par conséquent limite sa production. La Fumagine est aussi
appelée Cochenille noire ou Cochenille tortue, en Espagne, elle est connue sous le nom
Cochinilla negra, en Angleterre, Black scale, en Italie Cocciniglia mezzo grano di pepe, en
portugal Ennemcha et en arabe, Essaouda (Tombesi et al., 2007).

3. 4. La Tavelure de I’olivier

La Tavelure de I’olivier est une maladie cryptogamique causée par le champignon Spilocae
oleagina, qui attaque les feuilles et les fruits au printemps et en automne lorsque I’atmosphére
est douce et humide (Guzman-Alvarez et al., 2007). Des lésions sur la face supérieure des
feuilles, sous forme de petites taches blanc gris, brun noiratre, jaune orangé ou verdatre,
marquées de cercles concentriques, sont typiques a cette maladie (Guechi et Girre, 2000). A
terme, elle entraine la chute des feuilles atteintes, ce qui affaiblit I’olivier et nuit a la qualité
des olives. La Tavelure est aussi baptisée (Eil de paon et Cyclonium, en Espagne, elle est
connue sous le nom Repilo, en Angleterre, Olive leaf spot, en Italie Occhio di pavone, en
Portugal Olho de pavao et en arabe, Ain Taous (Tombesi et al., 2007).

3. 5. La Tuberculose de I’olivier

La Tuberculose de I’olivier est une bactériose due au Pseudomonas savastanoi, qui dans
certaines températures élevées et de fortes pluies, infecte le systeme de circulation de la séve a
I’occasion d’une plaie de 1’écorce de bois causée par la gréle, le vent, la chute des feuilles, la
taille, le greffage (Campos et al., 2009). Des excroissances de bois ressemblant a des verrues
ou des tumeurs parenchymateuses sur le bois sont caractéristiques de la maladie. En cas de
forte attaque, les rameaux perdent leur feuillage et se dessechent, affectant ainsi le rendement
et la qualité de I’huile d’olive (Benyoub, 2010). La Tuberculose est aussi appelée Chancre
bactérien, au Rougne. En Espagne, la maladie est connue sous le nom Tuberculosis, en
Angleterre, Olive Knot disease, en Italie Rogna del olivo, en Portugal Tuberculose da oliveira
et en arabe, Maradth essoul (Tombesi et al., 2007).
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1. Prospections et localisation des zones d’étude

1. 1 Prospections

Les prospections sont effectuées en Février, Avril, Mai et Juin 2011 dans cing vergers
d’oliviers dont trois sont situés dans la Wilaya d’Oran (communes d’El Kerma, Benfreha, Ain
Tessa); un a Douar Nesmot (Wilaya de Mascara) et un dans la commune de Sfisef (Wilaya de
Sidi Bel Abbes) (Figure 12).
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Figure 12: Localisation géographique des trois Wilayas oléicoles prospectées.

1.2. Caractéristiques des vergers d’oliviers prospectés

Les paramétres climatiques (température, pluviométrie) des trois Wilayas ou sont localisés les
vergers d’oliviers prospectés sont regroupés dans le tableau 3.

Les caractéristiques culturales des cinq vergers d’oliviers prospectés (situation géographique,
superficie occupée par les trois variétés d’oliviers (Chemlal, Sigoise et introduite), 1’age des

plantations et le nombre d’arbres par vergers sont récapitulées dans le Tableau 4.
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Tableau 3: Illustration des parametres climatiques (Température en °C et pluviométrie

en mm) mensuels des trois Wilayas oléicoles en 2011.

Mascara Sidi Bel Abbeés

T°max T°max | T°moy

Février |02.3 153 8. 155 8.35
19.7 195 118

25.8 25.1 16.85

26.9 26.5 19.35

31.7 32.0 22.25

Tableau 4: Présentation des caractéristiques culturales des cing oliveraies prospectees.

Localisation géographique | Age de | Superficie |Intensification| Nombre Olea europea
des oliveraies plantation | en ha de pieds Var.

Douar Nesmot (Mascara) 3 ans 2 4m x 5m 100 Sigoise

Commune de Sfisef (Sidi | 6ans 9 4m X 7m 800 Chemlal
Bel Abbés)

EL Kerma (Oran) 6 ans 4m x 5m 1200 Introduite

Benfreha (Oran) 5ans 4m x 5m 200 Sigoise

Ain Tessa (Oran) Adulte 4m x 5m 200 Sigoise

2. Origine du matériel fongique

2. 1 Estimation de I’incidence des maladies de I’olivier

Au cours des prospections de chaque oliveraie, le nombre de pieds d’oliviers malades est
évalué par rapport au nombre total d’arbres. Les arbres malades présentant des symptémes de
verticilliose, pourriture racinaire, fumagine, tavelure et tuberculose de 1’olivier sont estimés
selon ce protocole décrit par Clive-James (1974).

2. 2 Prélevement des échantillons

Des fragments de rameaux d’arbres malades présentant des symptomes typiques de la
verticilliose et la pourriture racinaire sont préleves a partir de trois variétés d’olivier (Sigoise,
Chemlal et introduite). Les fragments obtenus a ’aide d’un sécateur sont mis dans des sacs
stériles avec des etiquettes portant les références de dix échantillons collectés, dont six de
I’oliveraie de Sfisef (Sidi Bel Abbes), trois de Douar Nesmot (Mascara) et un d’EL Kerma

(Oran). Les échantillons sont transportés au laboratoire de Biotechnologie de la Faculté des
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sciences de la nature et de la vie de I’Université de Dijillali Liabes de Sidi Bel Abbeés,
conservés a une température de 4°C.

3. Isolement de I’agent pathogene de I’olivier

3. 1 Isolement a partir de fragments de rameaux

L’isolement des champignons est effectué a partir de fragments de rameaux malades la ou les
tissus sont encore verts, présentant un aspect sain. La technique utilisée consiste 1’élimination
des couches externes du matériel végétal, le lavage avec de I’eau courante et le découpage en
petits fragments au niveau du xyleme. Les fragments obtenus sont trempés dans une solution
de I’hypochlorite de sodium & une concentration de 5%, pendant un intervalle de temps de 2-3
minutes, rincés trois fois successives a 1’eau distillée stérile. Ensuite, les fragments sont
séchés sur du papier-filtre stérile, déposes sur la surface du milieu de culture PDA additionné
d’antibiotiques, incubeés a une température de 25°C a 1’obscurité, pendant sept jours (Figure
13) (Rappily, 1968).

Le milieu PDA en surfusion a 45°C est additionné de la streptomycine et la chloramphénicol a

raison de 50mg/100ml, pour minimiser la contamination bactérienne (Annexe) (Boukenadel,
2001; Bounoua, 2008; Harir, 2010; Loula et al., 2011).

Figure 13: Présentation de rameaux malades (A), coupés en petits fragments au
niveau du xyleme (B); déposés sur milieu de culture PDA (C), incubées

a 25°C a I’obscurité, pendant sept jours.

3. 2 Purification des isolats fongiques

A partir des isolements primaires, des explants fongiques sont prélevés de la zone
périphérique des colonies fongiques et repiqués aseptiqguement sur un milieu de culture PDA
en boites de Pétri. Les cultures sont de nouveau incubées a une température de 25°C a
I’obscurité comme précédemment. Des repiquages successifs sont effectués jusqua la
récupération des cultures pures (Davet et al., 1997). Cependant, les cultures présentant des
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variations culturales sont purifiées par la techniqgue monosporale des champignons (Rappily,
1968; Booth, 1971; Boisson et Lahlou, 1983; Belabid, 2003).

3. 3 Cultures monospores

Des disques myceéliens de 5 mm sont introduits dans des tubes a essai, contenant un volume
de 5 ml d’eau distillée stérile, homogéinisés par agitation sur vortex. Ensuite, un prélevement
d’une goutte de cette suspension sporale contenant 2-5 microconidies, ajustée a 1’aide de la
cellule de Malassez, déposée sur la surface d’une couche fine d’eau gélosée, est étalée par
strie. Le milieu de culture “cau gélosée” est préconisé en raison de sa carence en substances
nutritives, favorisant la prolifération des germes saprophytes (Rappily, 1968) (Figure 14).
Ensuite, les cultures sporales sont incubées a 1’obscurité a une température de 25°C pendant
un intervalle de temps de 4-5 jours. Les hyphes issus de la germination d’une microconidie
unique repérés a I’aide d’une loupe binoculaire au fort grossissement, sont prélevés et déposés
sur la surface du milieu de culture PDA, incubés a une température de 25°C (Booth, 1971;
Belabid, 2003).

4. ldentification des isolats fongiques

L identification des isolats fongiques est basée initialement sur 1’observation des symptomes
aux champs. Cependant, la détermination des genres et des espéces a fait appel aux études
macroscopique, microscopique et biométrique (Rappily, 1968), en se référant a plusieurs
guides d’identification des champignons (Hawksworth et Talboys, 1970; Barnett et Hunter,
1972; Rieuf, 1985).

4. 1 Etude macroscopique

L’observation macroscopique des isolats fongiques est effectuée a I’ceil nu ou a la loupe
binoculaire sur des cultures obtenues en déposant sur le milieu de culture PDA des disques
mycéliens des cultures méres. L’examen macroscopique est basé sur 1’étude de certains
caractéres culturaux des isolats tels que la croissance radiale, le contour de la colonie, 1’aspect
du mycélium aérien, la pigmentation et la présence ou non des microsclérotes (Belabid, 2003;
Bellahcene, 2004; Martin-Lapierre, 2011).
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Figure 14: Méthode de culture de clones monospores (Rappily, 1968; Booth, 1971;
Belabid, 2003).
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4. 2 Etude microscopique

L’observation microscopique des champignons est effectuée par deux méthodes, 1’examen
direct du mycélium et de la microculture (Belabid, 2003; Martin-Lapierre, 2011).

o L’examen direct au microscope de mycélium, prélevé d’une culture mere, déposé entre
lame et lamelle dans une goutte de bleu de toluidine. L’examen direct est porté sur
I’observation de la morphologie de mycélium et des conidies.

o L’examen de microculture, est porté sur 1’observation au microscope en présence d'une
goutte de bleu de toluidine, les arrangements spatiaux des conidies sur les conidiophores,
d'une culture fongique faite sur une couche mince de milieu de culture PDA, déposée entre
lame et lamelle, placée sur un support dans une boite de Pétri tapissée avec du papier filtre
imbibé d’eau distillée stérile, incubée a 1’obscurité, a une température de 25°C pendant un
intervalle de temps d'une a deux semaines.

4. 3 Etude biométrique

L'étude biométrique des champignons est effectuée sur des coupes microscopiques préparées a
partir des disques mycéliens de forte densité conidienne observée préalablement au
microscope. Les coupes sont montées dans une goutte de lacto-phénol, observées au
microscope photonique a l'oculaire (x10) équipé d'une échelle micrométrique et l'objectif
(x100) sous huile & immersion. Les mesures prises sur un echantillon de 20 conidies ont porté
sur la forme, la longueur et la largeur des conidies. La comparaison des moyennes de diamétre
des spores (largeur et longueur) des isolats de V. dahliae, est effectuée par le test t de student
(P<0.05).

5. Conservation des isolats fongiques

Apres identification, un disque mycélien de chaque isolat monospore est introduit dans des
tubes a essai contenant un milieu de culture PDA incliné. Les cultures sont incubées a
I’obscurité a une tempeérature de 25°C pendant un intervalle de temps de 5-8 jours. Les
cultures sont conservees a une température basse de 4°C pour favoriser leur longévite. Des
repiquages successifs sont effectués régulierement tous les trois mois, afin de favoriser la
viabilité des isolats fongiques et limiter les possibilités de leur variation morphologique
(Belabid, 2003). Les isolats obtenus sont dénommeés selon les sites de prélévement et leur
appartenance fongique (Tableau 5): Vdm et Vds pour Verticillium dahliae isolé
respectivement de Mascara et de Sidi Bel Abbes; Sbo et Rbo: respectivement pour

Stemphylium botryosum et Rhizoctonia bataticola isolés d’Oran.
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Tableau 5: Présentation de 1’origine et sites de prélévement des isolats fongiques.

Dénomination des | Wilayas Sites de | Dates des | Variétés
isolats prélévement | isolements d’oliviers

Vdml Mascara Nesmot Avril 2011 Sigoise
Vdm2 Mascara Nesmot Avril 2011 Sigoise
Mascara Nesmot Avril 2011 Sigoise

Mascara Nesmot Avril 2011 Sigoise

Mascara Nesmot Avril 2011 Sigoise

Mascara Nesmot Avril 2011 Sigoise

Mascara Nesmot Avril 2011 Sigoise

Mascara Nesmot Avril 2011 Sigoise

Mascara Nesmot Avril 2011 Sigoise

Mascara Nesmot Avril 2011 Sigoise

Sidi Bel Abbeés Sfisef Juin 2011 Chemlal
Sidi Bel Abbeés Sfisef Juin 2011 Chemlal

Sidi Bel Abbés Sfisef Juin 2011 Chemlal
Sidi Bel Abbés Sfisef Juin 2011 Chemlal
Sidi Bel Abbés Sfisef Juin 2011 Chemlal
Sidi Bel Abbés Sfisef Juin 2011 Chemlal
Sidi Bel Abbés Sfisef Juin 2011 Chemlal
Sidi Bel Abbés Sfisef Juin 2011 Chemlal
Sidi Bel Abbés Sfisef Juin 2011 Chemlal
Sidi Bel Abbés Sfisef Juin 2011 Chemlal
Oran El Kerma Février 2011 Intoduite

Oran El Kerma Février 2011 Intoduite

6. Caractérisation morphotypique des isolats de V. dahliae

Dans le but de distinguer les différents morphotypes possibles au sein de 20 isolats de V.
dahliae, une approche statistique de 1’Analyse en Composante Principale (ACP) est
appliquée. Cette analyse exploratoire est effectuée selon les données descriptives
culturales (couleur mycélienne, mycélium aérien et densité de microsclérotes). Les analyses
statistiques sont réalisées a l'aide du logiciel Statistica 8.1 (2008, France).

7. Etude de I’influence des facteurs physiologiques sur la croissance fongique

Les trois especes fongiques isolées sont Verticillium dahliae (20 isolats), Rhizoctonia
bataticola (1 isolat) et Stemphylium botryosum (1 isolat). L'étude physiologique est effectuée

uniquement sur trois isolats différents: Vdm9 choisi au hasard, Sbo et Rbo. Parmi les facteurs
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physiologiques qui influencent la croissance fongique, quatre parameétres sont étudiés : la
composition du milieu de culture, la température, le pH et la lumiere.

7. 1 Influence du milieu de culture

L’influence de la composition de milieu de culture sur la croissance mycélienne des
champignons est effectuée sur deux séries différentes de milieux de culture communément
utilisés en phytopathologie:

= des milieux de culture organiques: PDA, MEA et V8 agar (Annexe).

=« Et des milieux de culture minéraux: Richards, Czapek et Petri (Annexe).

Les isolats fongiques sont ensemencés sur les différents milieux de culture par dép6t d'un
disque de 5mm de diamétre sur la surface de milieu de culture PDA. Les cultures sont
incubées pendant vingt-quatre, neuf et huit jours pour respectivement Sbo, Rbo et Vdm9 a
I’obscurité, a 25°C, température favorable pour la croissance de la plupart des champignons
(Ramualde, 1992; Attrassi et al., 2005). Quatre boites de Pétri sont ensemencées par milieu de
culture pour chaque isolat.

7. 2 Influence de la température

L’effet de la température sur la croissance mycélienne des champignons est effectué par
ensemencement comme précédemment dans des boites de Pétri sur les milieux qui ont
favorisé mieux leur croissance: milieu V8 agar pour la culture de Vdm9, milieu PDA pour
Sho et milieu MEA pour Rbo. Les cultures sont ensuite incubées a I’obscurité, a différentes
températures: (10, 15, 20, 25, 30 et 35°C) pendant vingt-quatre, neuf et huit, jours pour
respectivement Vdm9, Rbo et Sbo. En cas d’absence de développement fongique des isolats
incubés a des températures de 10, 15 et 35°C, les cultures sont incubées de nouveau a
I’obscurité, & une température de 25°C afin de vérifier si ces températures inhibent la
croissance fongique (Tlemsani, 2010). Pour chaque isolat, quatre boites de Pétri sont
ensemencées par milieu de culture.

7. 3 Influence du pH

L’influence du pH sur la croissance mycélienne des champignons est étudiée sur les milieux
de culture retenus précédemment, mais ajustés a des valeurs différentes de pH 5, 6, 7, 8 et 9.
La préparation des milieux de culture tamponnés, a différents pH est faite avec le tampon
phosphate a 0.05 M, adapte a la croissance fongique (Cochrane, 1958) selon la méthode de
Geigy (1968) (Annexe). L’ajustement de chaque valeur de pH est fait avec HCl a 1N ou
NaOH (IN) a I’aide d’un pH-meétre, les tampons sont ensuite ajoutés au milieu de culture

avant leur autoclavage. Les milieux de culture en boites de Pétri sont ensuite ensemenceés avec
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les isolats fongiques et incubés comme précédemment. Pour chaque expérience, il y a quatre
répeétitions.
7. 4 Influence de la lumiere
L’influence de la lumiére et I’obscurité sur la croissance mycélienne des champignons est
étudiée sur des cultures, ensemencées en boite de Pétri comme précédemment sur leurs
milieux de culture placés dans les conditions de culture suivantes:
e une série dans 1’obscurité continue.
e Une série sous un éclairage continu.
e Une série sous un cycle alternatif de 12 heures d’éclairage et 12 heures d’obscurité.
La source lumineuse utilisée est un tube « lumiére du jour » (réf. Claude U 40 RS) qui dégage
une lumiere blanche a une intensité de 400 lux. Les cultures de chaque série sont incubées
pendant vingt-quatre, neuf et huit jours respectivement pour Vdm9, Rbo et Sbo a une
température de 25°C a I’obscurité (Tlemsani, 2010).
7.5 Evaluation de la croissance mycélienne
La croissance myceélienne des isolats fongique est mesurée régulierement tous les deux jours a
I'aide d'une regle graduée par mesure de la moyenne de deux diamétres perpendiculaires des
colonies au verso de la boite de Pétri. La différence entre la valeur du diameétre et du disque
mycélien initial donne la croissance des isolats, selon la formule suivante (Rapilly, 1991):
L=D-d
L: croissance mycélienne (mm).
D: diamétre moyen de la colonie (mm).
d: diamétre du disque mycélien initial (mm).
Les résultats sont analysés statistiquement par I’Anova 1 avec une probabilité d’erreur de 5%.

8. Recherche du pouvoir pathogene des isolats de V.dahliae

8. 1 Matériel fongique

Six clones de V. dahliae issus de culture monospore ont servi a 1’étude du pouvoir pathogene,
dont trois (\Vdsl, Vds3, VVds5) originaires de Sidi Bel Abbés et trois (Vdm2, Vdm4, Vdm9) de
Mascara.

8. 2 Matériel végétal

La recherche du pouvoir pathogéne des six clones de V. dahliae (Vds1, Vds3, Vds5, Vdm2,
Vdm4, VdmO9) est effectuée sur la tomate (Lycopersicum esculentum), cultivar «Saint- Pierre»;
une plante au cycle moins long permettant d’obtenir rapidement les symptomes. Le chois de

ce cultivar de tomate est porté sur sa sensibilité documentée a la verticilliose (Harir, 2010) et
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sa référence comme plante « pi¢ge » dans D’estimation du potentiel infectieux des sols
naturellement infectés par V. dahliae (Regragui, 2005). Les graines sont gracieusement
fournies par le service des semences de I’'INPV de Misserghine (Oran). Les graines sont
désinfectées pendant cinq minutes dans une solution d’hypochlorite de sodium a une
concentration de 5% pour élimination de toute contamination superficielle, rincées a 1’eau
distillée stérile, séchées sur de papier filtre stérile, mises en germination dans du terreau
stérile, contenu dans des bacs métalliques (20 x 35 cm) préalablement désinfectés avec 1’eau
de javel, percés dans leur fond de quelques trous pour faciliter le drainage lors des arrosages
(Malik, 2008; Bounoua, 2008; Malik, 2008; Harir, 2010, Tlemsani, 2010).

8. 3 Récolte des plants

Aprés une semaine de germination, les plantules de tomate sont plantées dans des pots en

plastique (7 x 4.7 x 8.3cm) contenant chacun un volume de 150 cm?® de terreau. Les plants
sont maintenus dans une chambre de culture a une température de 25°C avec 60 a 80%
d’humidité et une photopériode contrlée de 12 heures (I’intensité lumineuse est assurée par
six lampes de 20W de puissance, disposées a une hauteur d’environ 60cm au-dessus des
plants). Les plants sont ensuite arrosés une fois par semaine avec de 1’eau de robinet jusqu’au
stade requis pour I’inoculation, soit deux feuilles par plantule (Tlemsani, 2010), car selon
Douira (1995) les plantes jeunes sont plus réceptives que les plantes agées. Ensuite, seuls les
plants ayant des tailles identiques sont choisis pour la suite de I’expérience (Malik, 2008;
Harir, 2010; Tlemsani, 2010).

8. 4 Préparation de I’inoculum fongique

L’inoculum fongique est préparé a partir des précultures agées de 15 jours sur le milieu de
culture PDA. La surface de la gélosé contenant la colonie, est inondée par un volume de 10ml
d’eau distillée stérile, détachée du milieu de culture par un léger grattage a I’aide d’une
pipette Pasteur. La suspension mycélienne est ensuite filtrée a travers quatre couches de
mousseline autoclavee (toile de coton) pour I'élimination des débris mycélium et du milieu
de culture et la réecupération d'une suspension sporale aprés agitation a 1’aide d’un vortex. La
concentration en conidies est estimée a I’aide de la cellule Malassez (Annexe), 1’ajustement
des conidies & 10’ conidies/ml (Figure 15), semble étre suffisant pour la reproduction des
symptdmes observés au champ (Rouhani, 1979; Boukenadel, 2001; Bhat et al., 2003;
Regragui, 2005; Jabnoun-Khiareddine et al., 2007; Harir, 2010).

8. 5 Méthode d’inoculation

Les plantules de tomate au stade deux feuilles, agées de 21 jours, délicatement retirées de leur

pot, leurs racinaires sont lavées avec de I'eau du robinet, trempé pendant 30 minutes dans
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I'inoculum fongique fraichement préparé. Les racines des plantules témoins sont trempées

uniquement dans de 1’cau distillée stérile. Les plantules inoculées et témoins sont de nouveau

plantées dans le méme substrat a raison de trois plantules par pot. Elles sont élevées en serre

non climatisée pendant 49 jours et périodiquement arrosées avec 1’eau de robinet (Figure 15).

Pour chaque clone de V. dahliae, 15 plantules sont inoculées et 15 témoins sont préparés
(Ramualde, 1992, Boukenadel, 2001; Tlemsani, 2010).

Culture monospore de V. dahliae
en boite de Pétri, dgée de 15
jours sur PDA.

Récolte d’une suspension
mycélienne dans I’eau distillée.

Filtration et récupération de la
suspension sporale.

Obtention de I’inoculum a 10’
conidies /ml

Désinfection et prégermination
des graines de tomate.

4

Sept jours d’incubation

4

Repiquage des plantules
dans du terreau stérile.

Culture des plantules en serre
jusqu’au stade quatre feuilles

1

Retrait délicat des plantules et
ringage a 1’eau de leur systéeme

racinaire.

Trempage du systeme racinaire
dans I’inoculum, 30 minutes.

Repiquage des plantules inoculées dans du terreau en pots.

Culture des plantules en serre pendant 21 jours

Estimation des symptomes

Figure 15: L’inoculation de plantules de tomate cv. Saint-Pierre avec V. dahliae

(Boukenadel, 2001; Malik, 2008; Harir, 2010, Tlemsani, 2010).
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8. 6 Estimation des symptdmes
Le pouvoir pathogéne des six clones V. dahliae est estimé par 1’observation des symptomes
externes (rabougrissement, symptomes foliaires) et des symptomes internes, le
brunissement vasculaire des plants de tomate. Ces trois parametres sont utilisés pour
I’estimation des symptdémes causés par V. dahliae chez le cotonnier (Ramualde, 1992),
I’aubergine, le poivron (Malik, 2008) et la tomate (Jabnoun-Khiareddine, 2004; Regragui,
2005; Harir, 2010).
8.6. 1 Indice de rabougrissement
L’indice de rabougrissement (I.R) représente la réduction de la croissance des plants de
tomate inoculés par rapport aux plants témoins. L’l.R est déterminé par la mesure de la
différence entre I’allongement des plants inoculés et des plants témoins. Cet indice est
calculé deux, trois et sept semaines aprés I’inoculation des plants selon la formule rapportée
par Boukenadel (2001): I.LR=(T -X)/T x 100

|.R: indice de rabougrissement d’un plant inoculé.

T: taille moyenne des plants témoins.

X: taille moyenne des plants inoculés.
8.6. 2 Indice d’altération foliaire
L’indice d’altération foliaire (I.A.F) permet L expression I’intensité des dégats foliaires
des plants de tomate provoqués par le champignon (Beye et Lafay, 1985). Les symptdmes
sont progressifs et commencent par le jaunissement des feuilles puis leur flétrissement
pouvant aboutir a la nécrose et a la chute. Les notations sont effectuées deux, trois puis
sept semaines aprés I’inoculation. Les symptomes observes sont répartis en six classes

selon I’échelle de notation décrite par Regragui (2005).

Notes (N): --------=-mmmmmmmmemeeem Symptdmes
0 oo Feuille saine
1 - Feuille cotylédonaire jaunie ou fléetrie
2 —mmmmmmmmmmnan Feuille cotylédonaire tombée
3: Feuille vraie jaunie
4: e ----Feuille vraie jaunie
5 e Feuille vraie tombée
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L’indice d’altération foliaire de chaque plant est calculé selon la formule suivante (Ramualde,
1992): LAF =Y/ (4+5n)

I.LA.F: Indice d’altération foliaire d’un plant inoculé.

YN: Somme des notes de toutes les feuilles de la plante.

4: la valeur maximale attribuée aux feuilles cotylédonaires.

5: la note maximale pour une feuille vraie.

n: le nombre de feuilles vraies.
La somme des notes rapportée au nombre de feuilles constitue I'indice d'altération foliaire. Un
indice moyen est ensuite calculé pour chaque lot de plants. L’indice I.A.F varie de 0 a 100,

plus il est élevé, plus la maladie est sévere, la note O correspond a une plante saine, la note

100 est donnée pour une plante totalement flétrie ou morte.

8.6. 3 Brunissement

La présence ou I’absence de brunissement est Vérifiée sur des coupes longitudinales et
transversales faites dans deux parties: collet et tige des plants de tomate apres sept semaines
d’inoculation avec V. dahliae. Ce parametre permet 1’évaluation de [D’intensité du
brunissement des vaisseaux d’un plant (Daayf, 1993).

8.6. 4 Interprétation statistique des résultats

Les tests du pouvoir pathogene de chaque clone de V. dahliae sont effectués sur un lot
de 15 plants. Les résultats obtenus sont traités statistiguement par une analyse de
variance (Anoval). Les différences entre les moyennes sont considérées significatives au
seuil de p < 0.05.

8. 7 Réisolement de V.dahliae

Dans le but d'explorer I’incrimination des isolats de V. dahliae dans I’infection des plants de
tomate inoculés et son absence chez les plants témoins, la recherche des isolats de V. dahliae
est effectuée sept semaines apres 1’inoculation dans trois parties: racines, collet et tige, selon
la méthode rapportée par Jabnoun-Khiareddine et al. (2005), Regragui (2005), EL Hadji
Djibo et al. (2012). Apreés arrachage, les plantes sont soigneusement lavées a I’eau de robinet.
Des petites rondelles et segments de chaque partie sont désinfectés dans une solution
d'hypochlorite de sodium a 5% pendant deux minutes, transférés dans de I'éthanol 70%
pendant 30 secondes, rincées a l'eau distillée stérile et séchés rapidement sur du papier-filtre
stérile. Chaque segment est ensuite aseptiquement sectionné longitudinalement, déposé sur
milieu PDA en boite de Pétri, incubé a 25°C (Malik, 2008; EL Hadji Djibo et al., 2012). Les

observations sont effectuées dix jours apres incubation a I’obscurité a une température de
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25°C. Le développement mycélien a la périphérie des segments témoigne de sa présence. La

culture de ce mycélium (forme et couleur des myceliums, couleur de la pigmentation et

conidies produites) est comparée a la culture ayant servi a l'inoculation des plants. Si ces

cultures ainsi que les symptémes causés sur la plante sont identiques, le postulat de Koch est

verifie.

9. Sensibilité in vitro des isolats fongiques aux fongicides

9. 1 Choix des isolats fongiques et des fongicides

L'investigation de la sensibilité du champignon aux fongicides in vitro est mise en évidence.

A cet effet, six clones de V. dahliae sont retenus a 1’encontre de trois fongicides de différentes

familles chimiques. Ces fongicides sont inscrits dans 1’index phytosanitaire de 1’Algérie

(Anonyme, 2008); leurs caractéristiques sont présentées dans le tableau 6.

Tableau 6: Présentation des caractéristiques des trois fongicides testées vis-a-vis de
V. dahliae responsables de la verticilliose de 1’olivier (Serghat, 2004;
Attrassi et al., 2005).

Nom commun Nom % Famille chimique Formulation
commercial matiére
Méthyl- Pelt 44 70 Benzimidazole Poudre

thiophanate mouillable

Azoxystrobine Ortiva 50 Strobylurine Granulés
mouillables
Mancozebe + Ridomil Dithiocarbamates Granulés
métalaxyl Gold + Phénylamides mouillables

9. 2. Test in vitro de I’effet du fongicide sur la croissance fongique
Une solution mere de chaque fongicide est préparée par la solubilisation des produits du
commerce dans un volume d’éthanol concentré a 70%, a raison de 0.04mg/10ml. Cette
dilution correspond a une concentration de 4 ppm (partie par million, 1ppm = 1mg/l), des
dilutions décimales sont préparées pour l'atteinte des concentrations voulues (3, 2 et 1 ppm).
Les différentes dilutions sont obtenues en respectant la loi suivante:
Ci1.V1 =C2.V2

Ci: concentration de la solution mére.

C>: concentration de la solution a préparer.

V1: volume pris de la solution mére.

V2: volume final du milieu PDA (20 ml).
Le volume obtenu de fongicide est incorporé dans un volume de 20ml de milieu de culture

PDA, maintenu en surfusion a 45°C, le mélange coulé dans des boites de Pétri de 90mm de
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diametre est ensuite homogéneéise. Un milieu de culture additionné du méme volume
d’éthanol est utilisé comme témoin négatif non traité (0 ppm) (Braffio et al., 2004). Aprés
solidification du milieu, un disque mycelien de 5mm de diamétre est prélevé a partir d’une
préculture sur milieu PDA, &gée de 15 jours, placé au centre d’une boite de Pétri contenant le
milieu PDA-fongicide ou sur le milieu PDA sans fongicide. Les cultures sont incubées a 25°C
pendant 15 jours (Attrassi et al., 2005; Daami-Remadi et EI Mahjoub, 2006). Pour chaque
concentration de fongicide, trois répétitions et un témoin sont effectués.
9. 3 Estimation du pourcentage d’inhibition des isolats fongiques
La croissance mycélienne est estimée quotidiennement par la moyenne des mesures de deux
diametres perpendiculaires de la colonie fongique (Rappily, 1991). Le pourcentage
d’inhibition est déterminé par rapport au témoin et calculé selon la formule de Leroux et
Gredet (1978): 1 (%) = Dt - Df / Dt x 100

I (%): le pourcentage d’inhibition.

Dt: diamétre moyen des colonies en absence de fongicide (témoin).

Df: diametre moyen des colonies en présence de fongicide.
Les résultats permettent de répartir les isolats en quatre classes de sensibilité selon Bonnen et
Hopkins (1997):

o Trés sensible = 0 — 15% de la croissance sur le milieu témoin.

e Sensible =20 — 40%.

e Moyennement sensible = 45- 65%.

e Peu sensible = 70% ou plus.
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Chapitre 111 Résultats et discussion

1. Prospection et symptomatologie des maladies de I’olivier au champ

Les prospections effectuées dans cing oliveraies, ont permis le recensement de cinq maladies
parasitaires de 1’olivier, dont quatre d’origine fongique a savoir la verticilliose, la pourriture
racinaire, la fumagine, et la tavelure, et une d’origine bactérienne, la tuberculose de I’olivier.
Les symptdmes de chaque maladie sont noteés.

1. 1 Verticilliose de I’olivier

Les prospections effectuées en février dans 1’oliveraie de Nesmot (W. Mascara) et en Avril
dans celle de Sfisef (W. Sidi Bel Abbés) ont permis 1’observation des flétrissements
généralisés ou unilatéraux. Les branches ont manifesté sur 1’écorce une couleur brune
violacée, une défoliation a leur extrémité, avec quelques feuilles desséchées attachées a leur
base. Les jeunes pousses sont totalement défoliées a la base et ont conservé quelques feuilles
de couleur brune & leur extrémité. Dans certains cas, des feuilles desséchées, trés cassantes,

enroulées en gouttiére sont observées sur les jeunes rameaux (Figure 16B, C).

A

Figure 16: Présentation de I’oliveraie de Nesmot (A), arbres d’olivier de variété
Sigoise (B), variété Chemlal (C), atteints de la verticilliose.

Les symptdmes sont apparus de bas en haut, ce qui explique que la propagation de l'agent

pathogene dans les tissus vasculaires est causée principalement par les conidies transportées

dans le flux de transpiration. Des coupes longitudinales de quelques rameaux ont décelé

47



Chapitre 111 Résultats et discussion

I’absence de brunissement des tissus vasculaires témoignant la colonisation par 1’agent
pathogeéne, mais I’infection est confirmée par 1’isolement et 1’identification de I’agent
pathogéne.

Les symptdmes caractéristiques de la verticilliose de I’olivier sont clairement observes
pendant la saison printaniére, période propice a I’expression des symptomes, humidité élevée
et température du sol diminuée. Des travaux antérieurs réalisés par Levin et ces collaborateurs
(2003) ont rapportée des symptdmes similaires en cette période. En Algérie, les mémes
symptdmes observés ont été rapportés sur 1’olivier (Benchabane et al.,1990 et 2010; Matallah
et al.,1996 et 1997; Bellahcene et al., 2000 et 2004) et dans d’autres pays ol€icoles (Blanco-
Lépez et al.,1984; Al Ahmed,1988; Tjamos et al.,1991; Ldpez-Escudero et Blanco-Lo6pez,
2001; Levin et al., 2003; Sanei et al.,2008; Rodriguez- Jurado et al., 2009; Lopez-Escudero et
Mercado-Blanco, 2010).

L’importance de cette maladie vasculaire est de 1’ordre de 5 et 70 % respectivement dans les
oliveraies de Nesmot et de Sfisef. L’apparition de la maladie dans ces oliveraies est
probablement due a la plantation dans un sol déja contaminé, car ces oliveraies ont
préalablement servi a la culture de la pomme de terre considérée comme plante héte.
L’infection semble étre due aux débris végétaux et aux particules des sols contaminés par
I'agent pathogéne, explication rapportée par Tjamos, (1993), Serrhini et Zeroual, (1995),
Blanco-Ldpez et Jiménez-Diaz, (1995), Morales-Sillero et al., (2009).

En plus, I’oliveraie de Nesmot avoisine une culture de melon, considérée comme plante hote,
ce qui suggere que la maladie est apparue suite a la présence de cette culture. Selon Lopez-
Escudero et al. (2010), I’incidence de la maladie des vergers d’olivier intercalés par les
cultures sensibles est trés élevée que les vergers d'olivier intercalés par les cultures non
sensibles (Mercado-Blanco et Lopez-Escudero, 2011). La présence abondante d’herbes telle
que le laiteron maraicher (Sonchus oleraceus) dans 1’oliveraie de Nesmot (Figure 16A),
explique que I’infection est probablement due a ces herbes, qui peuvent jouer un réle trés
important dans la survie, I’accumulation d'inoculum dans le sol ainsi que le transfert de I'agent
pathogéne, phénomeéne rapporté par VVargas-Machuca et al., (1987); Ligoxigakis et al., (2002)
et Yildiz et al., (2009).

1. 2 Pourriture racinaire de I’olivier

Les prospections effectuées dans 1’oliveraie d’El Kerma (W. Oran) ont permis I'observation
d'un dessechement des branches et des rameaux total ou partiel en hiver (février),
accompagnée d'une défoliation des branches et des rameaux (Figure 17B, C) et parfois une

décoloration de feuilles entrainant le dessechement de nouvelles pousses (Figure 17D). Les
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symptdmes sont caractéristiques de la pourriture racinaire de 1’olivier, qui conduit dans un
stade avancé a la mort de I’arbre. Cependant, la sévérité des symptdémes observés a varié d’un

arbre a un autre dans ce verger enregistrant une incidence de 7 %.

U

Figure 17 Pésentatin s olivies du verger d’El Karma (A), olivier de variété
introduite (B), atteint de pourriture racinaire aux branches et rameaux
défoliés (C), et de nouvelle pousse desséchée (D).

1. 3 Fumagine de I’olivier

Les prospections effectuées dans 1’oliveraie d’El Karma (W. Oran) ont permis 1’observation
d’une fine pellicule noiratre, installée d’abord sur les feuilles (Figure 18B et C) et finie dans
I’ensemble des branches de 1’arbre (Figure 18D). Le symptdme noté dans cette oliveraie est

caractéristique de la fumagine dont la sévérité est aux alentours de 10 %.
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Fige 18: Présentation d’un olivier de variété introduite atteint de la fumagine (A);
feuilles recouvertes d’un poudre noire (fleche en B et C); branches au
feutrage noir (fleche en D).

1. 4 Tavelure de ’olivier

Les prospections effectuées dans les oliveraies d’El Karma et Benfreha (W. Oran) ont permis

I’observation sur la face supérieure des feuilles agées des taches (1 a 5 taches) régulierement

arrondies, de 2 a 10mm de diamétre (Figure 19E, F), avec des zones concentriques quelque

peu estompées.

Figure 19: Présentation de I’oliveraie d’El Kerma (A); un olivier de variété Sigoise
atteint de la tavelure (fleche en B), taches rondes sur les feuilles (fleche en
C), chute des feuilles atteintes (fleche en D); diamétre et distribution des

taches sur les feuilles (E, F).
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Les taches observées sont de couleur variant du brun noiratre au jaune verdatre. En cas
d’attaque séveére une nécrose atteint les nervures principales, les feuilles jaunissent et chutent
prématurément (Figure 19D). L’ensemble des symptomes observés dans les deux oliveraies
est caractéristique de la tavelure chez I’olivier. L’importance de cette maladie est aux
alentours de 90% et 10% respectivement dans les oliveraies d’El Karma et Benfreha.

1. 5 Tuberculose de I’olivier

Les prospections effectuées dans 1’oliveraie d’Ain Tessa (W. Oran) ont permis I’observation
sur la partie aérienne de 1’arbre, notamment sur les branches, les jeunes brindilles et les
rameaux de 1’année des excroissances de bois ressemblant & des verrues ou des tumeurs
parenchymateuses typiques de la tuberculose de 1’olivier (Figure 20). L’ importance de cette

cette bactériose dans ’oliveraie d’Ain Tessa est aux alentours de 10%.

Figure 20: Présentation des formes des galles et leur positionnement sur les rameaux
d’un arbre d’olivier du verger d’Ain Tessa.

Les prospections effectuées dans les oliveraies situées dans les wilayas d’Oran, de Mascara et

de Sidi Bel Abbés ont permis le recensement de quatre maladies d’origine fongique

(verticilliose, pourriture racinaire, fumagine, la tavelure) et une d’origine bactérienne

(tuberculose). Cependant, leur importance est variable selon 1’agent causal de la maladie,

I’age et I’entretien des arbres.

Les résultats obtenus ont révélé que la présence de la verticilliose de 5 a 70 %, la tavelure de

10 a 90% et les autres maladies entre 7 et 10%. La verticilliose et la tavelure sont les plus

fréquentes et les plus importantes en Algérie, comme 1’ont signalé les travaux de Bellahcene

(1997, 2004, 2005) sur la verticilliose et ceux de Guechi (1994 et 2002) sur la tavelure de

I’olivier.

2. Isolement des champignons

Les résultats obtenus ont montré que les isolements réussis sont de I'ordre de 40-90%, cette

variation considérable est en fonction du lieu de prélevement des échantillons, la saison, les

foyers d’infestation et la sévérité de la maladie. Les isolements fongiques sont facilement
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effectués a partir des échantillons provenant de 1’oliveraie de la Wilaya de Mascara par
rapport a ceux des autres (W. Sidi Bel Abbes et Oran).
Les prélevements effectués ont permis l'isolement de 22 isolats sur le milieu de culture
(PDA), dont 20 de Verticillium dahliae, un Stemphylium botryosum et un Rhizoctonia
bataticola. Les isolements sont effectués en mois de mai, juin et juillet, périodes qui
correspondent a la fin de la végétation intense de 1’olivier. Des travaux antérieurs réalises par
Serrhini et Zeroual, (1995) et Boukenadel, (2001) ont montré que le taux d’isolement a
augmenté durant le printemps et 1’été, périodes caractérisées par une activité plus accrue.
Des difficultés d’isolement de ce champignon sont souvent rencontrées avec les tissus de
plantes malades (Chang et Eastburn, 1994; Montes et al.,1997; Cherrab et al., 2002;
Benchabane et al., 2010). Boughalleb et al., (2011) ont effectué des isolements a partir des
racines, de la couronne et des tiges d’oliviers de Tunisie, onze espéces fongiques: Alternaria
solani, Alternaria tenuis, Bispora punctata, Cladosporium fulvum, Cycdrocarpon. sp,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Rhizoctonia bataticola, Rhizoctonia solani, Phoma
sp. et Verticillium dahliae. Des travaux antérieurs réalisés par Jardak et al. (2004) ont rapporté
I'isolement de quatre espéces fongiques: Verticillium dahliae, Fusarium oxysporum, Fusarium
solani et Rhizoctonia solani chez 1’olivier atteint de dépérissement. Par ailleurs Al-Shebel et
ces collaborateurs (2005) ont également rapporté l'isolement de six espéces fongiques:
Fusarium spp., Rhizoctonia solani, Rhizoctonia bataticola, Verticillium dahliae, Alternaria
sp, Stemphylium botryosum comme agents responsabes du dépérissement de 1’olivier en
Arabie saoudite. Les isolements fongiques variables peut s’expliquer par les conditions
environnementales (les chaleurs printaniéres); le type de vascularisation de la variété de
I’olivier (Boukenadel, 2001); la densité du pathogéne au sein du xyléme de 1’arbre (Wilhem et
Taylor, 1965; Sedra et al., 2002; Lopez-Escudero et al., 2010a; Martin-Lapierre, 2011).
3. Identification des especes fongiques

3. 1 Etudes macroscopicques et microscopiques du V.dahliae
3.1. 1 Caracteéristiques culturales
Apres quatre a cing jours de culture sur milieu de culture PDA, les colonies de V. dahliae
ont présenté un mycelium blanc et dense plus au moins cotonneux, devient ensuite creme a

brun foncé puis noir apres six a huit jours de culture en raison d’une abondante production de

microsclérotes (Figure 21).
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Tableau 7: Présentation des caracteres culturaux et biométriques de 20 isolats de

Isolats

Verticillium dahliae algériens collectés sur I’olivier.

Caractéres culturaux

Dimensions des spores en

um

Code

Couleur de
mycélium

Mycélium
aérien

Densité de
microsclérotes

Longueur

Largeur

Blanc-laiteux

Moyenne

Clairsemée

4,38

2,15

Noir-grisatre

Ras

Dense

4,49

2,11

Noir-grisatre

Ras

Dense

4,95

2,3

Blanc-laiteux

Moyenne

Clairsemée

3,76

1,56

Blanc et noir

Abondant

Moyenne

4,56

2,01

Noir-grisatre

Ras

Dense

3,5

1,66

Blanc-laiteux

Moyenne

Clairsemée

4,5

2,2

Blanc-grisatre

Moyen

Clairsemée

4,85

2

Blanc-laiteux

Moyenne

Clairsemée

4,3

2,12

Blanc-laiteux

Abondant

Clairsemée

4,38

2,04

Blanc-grisatre

Moyen

Clairsemée

4,96

2,4

Blanc et noir

Abondant

Moyenne

4,5

1,88

Noir-grisatre

Ras

Dense

4,15

2,05

Blanc-laiteux

Abondant

Clairsemée

3,85

1,8

Noir-grisatre

Ras

Dense

3,91

1,9

Blanc-grisatre

Moyen

Clairsemée

4,32

2,01

Blanc et noir

Abondant

Moyenne

4,95

2,25

Blanc-grisatre

Moyen

Clairsemée

4,5

2,24

Noir-grisatre

Ras

Dense

4,45

2,2

Blanc-laiteux

Moyenne

Clairsemée

4,2

1,9

Les caractéristiques culturales des souches de V. dahliae, ont distingué quatre types de
colonies descriptives (Tableau 7; Figure 21):

v’ Sept isolats, blancs-laiteux au mycélium aérien abondant, épais et dense ayant un aspect
cotonneux lisse, le contour de la colonie est régulier. Ces isolats ne produisent de
microsclérotes que de facon tres faible, clairsemée et tres tardive (Figure 21C).

v Quatre isolats blancs-grisatres au mycélium aérien floconneux et relativement dense, au
contour irrégulier. Ces isolats ne produisent de microsclérotes que tardivement et de densité
moyenne (Figure 21F).

v' Trois isolats au contour irrégulier, blancs et noirs d’aspect cotonneux au mycélium aérien
blanc et dense au centre avec des périphéries noiratres dues a la production intense de
microsclérotes (Figure 21D, E).

v' Six isolats noirs-grisatres au mycélium aérien ras compact et trés mélanisé par la

production abondante des microsclérotes, le front de croissance est irrégulier (Figure 21B).
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Figure 21: Observation macroscopique des colonies de V. dahliae issues de fragments
malades (A), culture sur PDA de 15 jours de V. dahliae a plusieurs

morphotypes; noir-grisatre (B), blanc-laiteux (C), blanc et noir (D, E) et

3.1. 2 Examens microscopiques

Les observations microscopiques ont montré la présence d’hyphes mycéliens ramifiés et des
conidiophores (Co) portant des phialides (ph) verticillées par groupe de trois, avec des
conidies plus ou moins arrondies a leur extrémité (C) (Figure 22B).

Dans les cultures agées, un amas de cellules brunes foncées et noires en masse sont notées
représentant les microsclérotes (Figure 22A).

Les conidies se manifestent hyalines, unicellulaires et leurs dimensions (longueur et largeur)
varient entre 3.76 a 4.96 et de 1.56 a 2.40 micrométres (Tableau 7). Le test t de student (P =
0,01) de comparaison des moyennes de mensurations (largeur et longueur) des isolats n’a
démontré aucune différence significative (P < 0.05).

L'étude des -caractéristiques culturales, morphologiques et biométriques ont permis
I'observation des cultures correspondant a la description morpho-culturale typique de V.
dahliae. Par ailleurs, certains auteurs (Pegg et Brady, 2002; Goud et al., 2003; Jabnoun-
Khiareddine et al., 2010) ont rapporté que les critéres d’identification utilisés (culturale et
morphologique) peuvent parfois préter a confusion entre les especes de verticillium (V.

dahliae, V. albo-atrum et V. tricorpus).
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A

Figure 22: Observation microscopique des microsclérotes mélanisés en amas de V.
dahliae (A) Gx200. Conidiophores portant les phialides en forme de V
avec des conidies a leur extrémité (B) Gx400.

3.1. 3 Caractérisation morphotypique des isolats de V. dahliae par ACP

L'étude de caractérisation morphotypique des isolats de V. dahliae par ACP a porté sur
I’organisation régionale de contingence. Le tableau 08 croisant les caractéres culturaux
(mycélium aérien, contour, densité, densité de microsclérotes) a la couleur de mycélium a
démontré que:

v" La couleur de mycélium des isolats ne prend qu’une seule densité de mycélium aérien:
abondante pour les isolats BN, moyenne pour BG et rase pour NG, exception faite pour les
isolats BL qui ont dévoilé une densité moyenne a abondante.

v' La couleur de mycélium des isolats ne prend qu’une seule densité microsclérotique: dense
pour les NG, moyenne pour les isolats BN et clairsemée pour les isolats BL et BG.

v" La couleur de mycélium des isolats ne prend qu’une seule forme de contour: régulier pour
les isolats BN, BG, et BL et irrégulier pour les isolats NG, ceci veut dire que le contour des
isolats n’explique aucunement la variabilité des couleurs mycéliennes.

Il en résulte que la forte densité de mycélium aérien des isolats de V. dahliae est associée a
une faible densité de microsclérotes. Ainsi, le morphotype dense est d’une faible abondance
microsclérotique et le morphotype a mycélium ras est d’une forte abondance

microsclérotique.
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Tableau 8: Illustration de la contingence régionale et ouest des isolats de V. dahliae.

Couleur de mycélium

Organisation régionale Organisation

BN BL BG NG Ouest

Vdm BN | VdsBN || VdmBL | Vds BL| Vdm BG | Vds BG || Vdm NG | Vds NG

Abondant

Mycélium

. Moyenne
aerien
Ras
I Régulier
Contour
I Irrégulier

Densité Dense

de Moyenne

o| r| o] of r| o] of +
o| v o] of v o] of v
v| o o] of a| o] &~
Nl o o] of v o] R e
| o of o r| o]l r| ©
w| o o] o] w| o] w| o
o| o w| w| o w| o o
o| o w| w| o w| of o

microsclé

Clairsemée

rote

(BN: Blanc et noir, BG: Blanc-grisatre, BL: Blanc-laiteux, NG: Noir-grisatre).

Les matrices de corrélation régionale et ouest des isolats de V. dahliae réalisée ont permis
I"appréciation des associations plus marquées (Tableau 09).

v' Les corrélations les plus marquées sur le plan ouest sont observées chez les isolats BG et
BL (0,93), notamment, au niveau régional ou 1’isolat Vds BG et Vdm/Vds BL (0.98/0.86).

v’ Par ailleurs les isolats NG ont démontré des coefficients de corrélations significativement
négatives avec le BN (-0,6) ainsi que le BL (-0,67) et le BG (-0,59).

v' Les corrélations de I'organisation régionale sont significativement positives pour la méme
couleur de mycélium des isolats de V. dahliae a Nesmoth (Vdm) et Sfisef (\Vds): le BN (1,00)
ainsi que le BL (0,94), le BG (0,74) et NG (0,98).

Tableau 9 : Illustration des matrices de corrélation régionale et ouest des isolats de V.

dahliae.

Organisation régionale Organisation Ouest

\VVdm BL [Vds BL{Vdm BG [Vds BG|Vdm NG BN BL |[BG |NG
1,00
0,1
-0,02
-0,6
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L’analyse des correspondances a permis I’illustration simultanée de toutes les relations
(Figure 23):

v’ L'inertie totale ouest (64,43+31,23 = 95,66) est plus importante que l'inertie totale
régionale (60,19+28,22 = 88,41). Donc, la variabilité et le niveau de similitude sont mieux
exprimés si les isolats sont regroupés indépendamment de leurs sites d'isolement (Nesmot et
Sfisef), ce qui explique que la localité géographique n’intervient pas dans la distribution
morphotypique, ce qui concorde avec les résultats descriptifs du profil régional discutés
préalablement.

v L’analyse de correspondance ouest (décomposé en trois « Sous-nuages correspondants a
trois groupe d’isolats dissemblables) a deux principaux axes représente 64.43 et 31.23 % de
I’inertie totale. Le premier axe oppose les isolats noir- grisatre (NG) au reste des couleurs de
mycélium (coefficient de corrélation négatif). Le deuxieme axe oppose les isolats blanc et
noir (BN) du groupe blanc-laiteux (BL) et blanc-grisatre (BG) (coefficient de corrélation

presque nulle: respectivement, 0,1 et -0,02).

1,0 1,0

Vam BN BN
st | A vds BN : 08 B

0,6

06
0,4
04
0,2

0,2
0,0

02 Vds BL G0
' Vdrré BG o
04t 02

Facteur 2 : 31,23

0, Vdm BL 0,
o
. NG
0,6 VdsBG -04 B °
-0,8 -0,6
-0 -08 06 04 -02 00 02 04 06 08 1 12 10 08 -06 04 02 00 02 04 06 08
Facteur 1 : 60,19 % Facteur 1: 64,43

1,0

Figure 23: Présentation analytique des correspondances régionales (A), ouest (B) de 20

isolats de V. dahliae.

Selon I’analyse des correspondances, 1’étude morphotypique des vingt isolats de V. dahliae
algériens individualise trois morphotypes analytiques, chacun d’eux réunit par affinité les
isolats présentant plusieurs caractéres en commun (Figure 23).

v' Morphotype 1: Les isolats au mycélium noir-grisitre (NG) caractérisés par une
production de microsclérote dense et un contour irrégulier (Figure 23), décrit par Cherrab et
al. (2002), Pegg et Brady (2002), Bellahcene (2004), Malik (2008) et Harir (2010), Boisson et
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Lahlou (1983) qui ont également montré sa variabilité morphologique contrairement au
morphotype blanc.

v Morphotype 2: Les isolats au mycélium blanc et noir (BN) caractérisé par une densité
microsclérotique moyenne et un mycélium aérien abondant (Figure 23); décrit également par
Cherrab et al. (2002), Bellahcene (2004), Malik (2008) et Jabnoun-Khiareddine et al. (2010).
v' Morphotype 3: Les isolats au mycélium blanc-laiteux (BL) et blanc-grisatre (BG)
caractérisé par une densité microsclérotique clairsemée (Figure 23), décrit par Bellahcene,
(2004); Jabnoun-Khiareddine, (2006) et (2010); Malik, (2008); Harir, (2010); Loula et al.,
(2011). Boisson et Lahlou (1983) qui ont montré sa stabilité et sa faible variation culturale
d’un repiquage a un autre.

Des études antérieures réalisées par Pegg et Brady, (2002) ont rapporté deux morphotypes
descriptifs chez V. dahliae; forme noire et forme blanche, trois: hyalin, sauvage et
intermédiaire (Bellahcene, 2005) ou mycélien, sclérotique et mycélien-sclérotique (Xu et al.,
2013) et méme quatre morphotypes: blanc-laiteux a mycélium dense, blanc-grisatre a
mycélium dense, blanc & mycélium dense au centre avec des marges noiratres, noir-grisatre a
mycélium ras (Jabnoun-Khiareddine et al., 2010). Cherrab et al. (2002) par contre, a décrit six
morphotypes: noir total, gris généralisé, noire a la périphérie et blanc au centre, noire avec des
touffes de myceélium floconneux, blanc total et orange.

L’identification macro-morphologique de V. dahliae, a démontré la variabilité de la densité de
microsclérotes (clairsemée, moyenne et abondante), de la couleur mycélienne (blanc laiteux,
blanc grisatre, blanc et noir, noir grisatre), de 1’aspect du mycélium aérien (ras, moyen et
abondant), et du contour (régulier et irrégulier). Les différences culturales observées in vitro
chez V. dahliae sont probablement dues a la composition de milieu et I’age de la culture
(Henni et al., 1994), elles peuvent s’expliquer aussi par des phénoménes de mutation
(d’origine cytoplasmique ou d’origine nucléaire) (Loula et al., 2011). D’autres auteurs 1’ont
attribué a des recombinaisons mitotiques via le cycle parasexuel ou la présence d'éléments
génetiques transposables (Hastie, 1964; Nelson et al., 1981; Mc Geary et Hastie, 1982;
Daboussi et al., 1987; Loula et al., 2011), par mutagenese artificielle ou par transformation a
I'aide de fragments d'ADN (Daboussi et al., 1989; Malardier et al.,1989).

Les résultats obtenus ont démontré que la localité géographique est loin d'étre impliquée dans
la déetermination morphotypique de champignon. L’inexistence de tel lien a été signalée par
d’autres auteurs (Joaquim et Rowe, 1990; Daayf et al., 1995; Lachquer et al.,2002;
Bellahcene et al., 2005; Jabnoun-Khiareddine et al., 2010; Loula et al., 2011; Xu et al., 2013;
Gharbi et al., 2014) qui ont suggeré une transmission du pathogene via les microsclérotes
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d’une localité (Sfisef) a une autre voisine (Nesmoth). Des explications similaires sont été
rapportées par Benchabane et al. (2010) et Jabnoun-Khiareddine et al. (2010). Au contraire,
Cherrab et al. (2002) ont suggéré la caractérisation des groupes d’isolats de V. dahliae
collectés sur I'olivier au Maroc, en fonction de leur origine géographique.

Les resultats obtenus ont démontré que le morphotype de champignon est inassocié a la
variété d’olivier dont il est originaire (Chemlal et Sigoise). L’absence de tel lien a été
rapportée par Carder et Barbara, (1991); Okoli et al., (1993); Lachquer et al., (2002) qui ont
confirmé 1’absence de relation entre V. dahliae et leur plante hoéte. En outre, Jabnoun-
Khiareddine et al. (2010) ont rapporté que les isolats de méme morphotype provenant de
différentes plantes hétes peuvent montrer une morphologie variable vis-a-vis de mémes
plantes.

Les mensurations sporales en longueur et largeur des isolats de trois morphotypes de V.
dahliae ont révélé des dimensions homogeénes situées dans l'intervalle rapporté par Roger,
(1953); Hawksworth et Talboys, (1970) ; Cherrab et al., (2002); Sanei, (2008); Benchabane et
al., (2010); Xu et al., (2013); Darai et al., (2014) (Tableau 7). Ces mensurations ont révelé
que la dimension des spores ne caractérise pas le morphotype de ce champignon.
L’inexistence de tel rapport a été signalée par Darai et al. (2014) qui ont suggéré une relation
entre la mensuration sporale et la taille des microsclérotes chez V. dahliae.

Selon, Tolmsoff (1972); Blanco-Lopez et al., (2005), les microsclérotes sont le sieége de la
conservation morphologique chez le genre Verticillium et la production variable de
microsclérote implique des morphologies variables. Darai et al., (2014) ont rapporté un
polymorphisme dans I'extrait d’ADN microsclérotique de V. dahliae induit par une activation
variable des voies de synthése génique de pigment (mélanogéne) et de microsclérogene chez
V. dahliae.

La diversité morphologique chez V. dahliae, a fait I'objet d'intenses recherches depuis
plusieurs décennies (Tolmsoff, 1972). Bien que des progres sont réalisés dans la
compréhension des caractéres morpho-culturaux de champignon, notamment son existence
sur ’olivier algérien en patrimoine génétique homogéne, et son évolution en sous-population
hétérogéne (Bellahcene et al., 2004), mais les mécanismes moléculaires qui en régissent ne
sont pas encore bien compris (Metoui et Zarrouk, 2007; Klimes et al., 2008).

3. 2. Etudes macroscopiques et microscopiques des deux autres espéces fongiques
3.2. 1 Rhizoctonia bataticola

L’isolement de R. bataticola sur le milieu de culture de culture PDA, a permis le

développement d’une colonie au duvet mycélien régulier, dense de couleur hyaline grisatre et
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brun apres deux semaines (Figure 24A). Apres purification du champignon, la culture agée de
sept jours a développé un mycélium blanc au contour bien régulier (Figure 24B). L’examen
microscopique de R. bataticola a révélé la présence d’un mycélium stérile, constitué¢ de
plusieurs hyphes hyalins a brun clair, ramifié produisant ainsi des branches a des angles aigus
avec I’hyphe principal (Hp), I’hyphe de branche (Hb) est 1égérement resserré a l'origine de
branche, et il y a souvent un septum (S) prés de l'origine de branche (Figure 24C).
L'utilisation des caractéres culturaux et morphologiques conformément a la clé
d’identification de Barnett et Hunter (1972), notamment les caractéristiques des hyphes ont

permis le rapprochement de I'espéce isolée a R. bataticola.

-

=y 2 r

Figure 24: Observation macroscopique des colonies de Rhizoctonia bataticola de

quinze jours, sur milieu de culture PDA, apres isolement (A); apres
purification (B) et microscopique des Hyphes a Gx1000 (C).
3.2. 2 Stemphylium botryosum
L’isolement de S. botryosum sur le milieu de culture PDA a montré une colonie de couleur
blanche a creme de texture cotonneuse & contour régulier et a croissance myceélienne bien
rayonnante, limitée par une marge blanchétre (Figure 25A).
Aprés purification, la colonie de S. botryosum a présenté un mycélium blanc de texture rase a
contour bien régulier, dépourvue de zones noires contrairement & la forme isolée (Figure
25B). L’examen microscopique de S. botryosum a révélé la présence de conidiophores (C)
sous forme de filaments marron, septés, non ramifiés, dont I'extrémité supérieure est renflée
en vesicule. Les conidies germent en émettant des tubes germinatifs, qui donneront les futurs
conidiophores qui a leur tour bourgeonnent de jeunes conidies (Cj) petites, ovales a
cylindriques, brunes avec une a deux cloisons transversales. Les conidies mures (Cm) sont
brunes foncées, cylindriques avec un apex pointu presque toujours excentré, elles revétent a
ce stade-la des septations longitudinales et transversales avec une construction typique au
septum central (Figure 25C). La comparaison de ces caractéres culturaux et morphologiques
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avec la clé d’identification de Rieuf (1985) a révélé l'appartenance de cet isolat a I'espece

fongique Stemphylium botryosum.

Figure 25: Observation macroscopique des colonies agees de sept jours de
Stemphylium botryosum sur milieu de culture PDA, apres isolement
(A); apres purification (B) et microscopique des conidiophores et
conidies & Gx1000 (C).

4. Influence des facteurs physiologiques sur la croissance mycelienne de trois

espéces fongiques

4. 1 Influence du milieu de culture

Les résultats obtenus in vitro ont montré que les champignons se développent assez bien sur la

plupart des milieux de culture utilisés a I’exception du milieu Pétri ou la croissance est faible

et méme nulle pour S. botryosum (Figure 26). La croissance mycélienne de S. botryosum et R.

bataticola est plus rapide (7 a 8 jours) que celle de V. dahliae (24 jours).

L'utilisation de milieu de culture V8 agar pour la culture de V. dahliae, semble étre trés

favorable a la croissance, aprés 24 jours de culture (84mm) que les milieux de culture de

Richards (72mm), MEA (52mm), Czapek (50mm) et PDA (47mm). Par ailleurs, des travaux

antérieurs ont montré que les milieux de culture PDA et MEA sont favorables a la croissance

de V. dahliae (Metoui et Zarrouk, 2006; Malik, 2008).

Cependant, la meilleure croissance de S. botryosum est obtenue sur le milieu de culture PDA

apres sept jours de culture (84mm) par rapport aux quatre autres milieux de culture V8 agar

(71mm), Richards (60mm), MEA (56mm) et Czapek (54mm). SY-Ndir et ces collaborateurs

(1993) ont rapporté des résultats similaires sur I’influence des milieux de culture sur la

croissance de Stemphylium solani.
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Figure 26:  Influence de la composition des milieux de culture sur la croissance

mycelienne de V. dahliae, R. bataticola et S. botryosum,
respectivement, apres 24, 9 et 8 jours de culture a une température de

?25°C.
L'utilisation de milieu de culture MEA est trés favorable pour la croissance de R. bataticola,

apres sept jours de culture (84 mm) que les milieux PDA (74mm), V8 Agar (56mm) et
Czapek (52mm). Des travaux antérieurs realisés par Mathieu et Mathieu (1976) et Csondes et
al. (2012) ont rapporté que le milieu de culture MEA est le plus adéquat a la croissance de ce
champignon.

L’analyse de variance de la croissance mycélienne par le test F, révele des différences
significatives entre les trois champignons étudiés dans les six milieux de culture (p < 0, 05).
L’interaction significative démontre que la croissance du mycélium est affectée par les
milieux testés: la comparaison des milieux de culture deux a deux démontre que les milieux
Czapek et Richards ont donné des croissances similaires chez la totalité des souches testées,
bien que le milieu Richards a présenté une variabilité plus importante.

Lors de cette étude, les champignons étudiés ont manifesté une trés bonne croissance sur les
milieux synthétiques et les milieux organiques par rapport aux milieux purement minéraux
(Pétri). Les milieux organiques (PDA et MEA) sont favorables a la croissance des
champignons filamenteux (Attrassi et al., 2005), car ce sont des milieux nutritifs de base pour
la culture de ces champignons (Ramualde, 1992; Malik, 2008; Csondes et al., 2012); le milieu
V8 agar est souvent utilisé pour la stimulation de la sporulation (SY- Ndir, 1993).

4. 2 Influence de la température

Les résultats obtenus in vitro montrent que la croissance mycelienne des champignons varie

en fonction des températures testées (Figure 27). L’analyse de la variance de la croissance
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mycélienne par le test F, a mis en évidence des différences significatives entre les trois
souches étudiées (p < 0, 05). Ce résultat a montré que la température influence
significativement la croissance du mycélium chez V. dahliae, R. bataticola et S.botryosum.
D’apres les résultats, la température optimale de croissance de V. dahliae et S. botryosum est
de 25°C, celle de R. bataticola est de 30°C.

BVdm9 B Sho B Ehbo
100

Croissance mycélienne (mm)

10=C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C

Figure 27: Influence de la température sur la croissance mycélienne de V. dahliae,
R. bataticola et S. botryosum, aprés 24, 9, 8 jours d’incubation sur
milieu de culture V8 agar, MEA, PDA respectivement a une température
de 25°C.

Un ralentissement de croissance mycélienne est observé chez les trois especes fongiques aux

températures < 25°C et > 25°C a I’exception de R. bataticola dont la croissance est

relativement plus élevée.

Les tempeératures < 25°C ou > 25°C ne sont pas létales pour les trois espéces fongiques, mais

elles ralentissent la croissance fongique qui d’ailleurs redémarre normalement quand les

cultures sont réincubées a 25°C. Cette reprise de la croissance mycélienne des champignons

est constatée dans divers travaux (Malik, 2008).

Le ralentissement de la croissance aux températures élevées est un phénoméne connu chez les

champignons (Deveral, 1965; Doneche et Pucheu-Plante, 1986; Hosen et al., 2009), car a ces

températures le champignon ne peut plus synthétiser certaines substances nécessaires a sa

croissance telles que des vitamines (Moore-Landecker, 1982).

Des travaux antérieurs réalisés par Boisson et Lahlou, (1983), Jabnoun-Khiareddine, (2006),

Metoui et Zarrouk, (2006), Regragui, (2005), Malik, (2008), Pegg et Brady, (2002) ont

rapporté que les températures comprises entre 21 et 28°C sont favorables a la croissance de V.
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dahliae. Par ailleurs, d’autres auteurs (Ramualde, 1992; Bejarano- Alcazar et al., 1996) ont
rapporté une relation entre le facteur thermique et la pathologie de V. dahliae et ont classé deux
pathotypes de V. dahliae en fonction de leurs optima thermiques: le pathotype non défoliant dont la
croissance mycélienne maximale est comprise entre 21 et 24°C et le pathotype défoliant dont la
croissance est comprise entre 24 et 27°C.

La température optimale de la croissance mycélienne de R. bataticola est de 30°C. Mathieu,
(1976), Dhingra et Sinclair, (1978), Singh et Chohan, (1982), Maholay, (1992), Sergeeva et
al., (2005), Csondes et al., (2012) ont rapporté des températures relativement similaires de 30 a
35°C. Quant a la croissance mycélienne de S. botryosum, elle est optimale a 25°C. Certains
auteurs (Clérivet, 1985; Hosen et al. 2009 et 2011) ont rapporté des températures de 25°C et
27°C pour S. botryosum et S. floridanum respectivement.

Il ressort de cette étude, que V. dahliae, S. botryosum et R. bataticola sont des champignons,
mésophiles avec une température optimale de 25 a 30°C (Fargues et al., 1992; Pfohl-
Leszkowicz, 2001). Mwakutuya, (2006), a suggéré que les températures conférent une
remarquable adaptabilité aux différentes conditions climatiques. D’autres travaux (Henry,
2003; Walid et al., 2003) ont rapporté une concordance entre 1’optimum thermique de
I’activité végétative des champignons et celui de I’infection fongique sur I’olivier. Par
ailleurs, le facteur thermique d’un phytopathogéne constitue une étude informative sur sa
vitalité et sa virulence, et fourni des indications sur 1’infection in vivo (Békési, 2007; Malik,
2008).

4. 3. Influence du pH

Les résultats obtenus in vitro ont montré que la valeur de pH n’a manifesté aucun d’effet sur
la croissance de V. dahliae, R. bataticola et S. botryosum (Figure 28) bien qu’en général les
champignons se développent mieux sur des milieux a pH acides ou proches de la neutralité
qu’a pH neutres.

Divers travaux ont montré que le pH optimal de V. dahliae sur le milieu de culture PDA se
situe entre 6.0 et 8.0 (Pegg et Brady, 2002; Malik, 2008) ou a pH < 6 (Sedra, 2002), le pH de
S. botryosum est de 5.5 (Hossen, 2011) et celui de R. bataticola entre 3.6 et 5.0 (Bruton et al.,
1995) ou entre 5.0 et 6.0 (Ratnoo et Bhatnagar, 1991), ou encore entre 4.0 et 6.0 (Csondes et
al., 2012).
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Figure 28: Influence des valeurs de pH sur la croissance mycélienne de V. dahliae,
R. bataticola et S. botryosum, aprés 24, 9, 8 jours d’incubation
respectivement sur milieu de culture PDA a une température de 25°C.

Les résultats obtenus ont montré que ’influence du pH sur la croissance des champignons

étudiés est négligeable. Cependant, I’analyse de la variance par le test F, n’a révélé aucune

différence significative entre les croissances myceéliennes des trois souches étudiées pour les
pH testés (p > 0,05), ce qui explique que la croissance myceélienne des trois souches est
faiblement affectée par les valeurs du pH.

De nombreux travaux ont rapporté que le pH affecte considérablement le métabolisme des

champignons, en neutralisant in vitro le pH de leur milieu de culture (Batcho et Dubois, 1976;

EL Abdellaoui et al., 2005).

Dans un milieu a valeur de pH acide, la membrane mycélienne est saturée en ions hydrogéene,

limitant le passage des cations essentiels. Cependant, la valeur du pH élevée induit une

saturation en ions hydroxyle et ’entrée des anions essentiels est limitée (Notteghem et al.,

1980), ce qui permet aux champignons de maintenir la neutralité interne nécessaire au

fonctionnement des enzymes intracellulaires (Doneche et Pucheu-Plante, 1986; Ravolanirina,

1986). Chez certains champignons phytopathogénes, la valeur de pH du milieu de culture

constitue un facteur trés important dans la détermination de I’agressivité des maladies

vasculaires (Lemanceau et al., 1989).

4. 4 Influence de la lumiére

Les résultats obtenus in vitro ont montré que la lumiére n’a manifesté aucune influence sur la

croissance mycélienne des champignons, en présence de différentes conditions d'éclairement

adoptées (Figure 29). L’analyse de la variance par le test F, n’a révélé aucune différence
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significative entre les croissances mycéliennes des trois souches etudiées pour les trois
régimes de lumiere (p > 0, 05).

L’absence d’une interaction significative a montré que la croissance mycélienne des
champignons est faiblement affectée en présence de la lumiére. A cet effet, la majorité des
champignons se développent et sporulent mieux a 1’obscurité, ce qui explique que les cultures

fongiques in vitro sont généralement incubées dans une étuve a I'obscurité.
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Figure 29: Influence de la lumiére et de 1’obscurité sur la croissance mycélienne de
V. dahliae, R. bataticola et S. botryosum, aprés 24, 9, 8 jours
d’incubation respectivement sur milieu de culture PDA, ajusté & pH 6, a
une température de 25°C.

Cependant, le régime de lumiére intermittent (12h de lumiére / 12h d'obscurité) a permis de

faire les constatations suivantes:

- La croissance mycélienne des trois champignons est ralentie (Figure 30).

- La culture de V. dahliae, est hyaline rase, accompagnée d’une absence de production de

microsclérotes (Figure 30A). Les résultats obtenus se concordent avec les travaux de Malik

(2008) qui a suggéré que cette variation est due probablement a des mutations spontanées.

- La culture de S. botryosum a présenté une zonation (Figure 30B) constituée par une

alternance de bandes blanches claires avec des bandes relativement noires, ce qui explique

que ces dernieres sont riches en spores contrairement aux bandes blanches qui en sont pauvres

(SY-Ndir, 1993).

- La culture de R. bataticola a présenté un contour blanc grisatre, plus dense au centre (Figure

30C). Cependant, les autres régimes de lumiere en présence et en absence de la lumiere

continue, la zonation chez S. botryosum et le changement d’aspect cultural chez R. bataticola
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et V. dahliae sont disparues. Des résultats similaires chez d’autres mycetes tels que le

Fusarium oxysporum ont été rapportés par Pfohl-Leszkowicz, (2001), Tlemsani, (2010).
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Figure 30: Présentation macroscopique des colonies de V. dahliae (A) R.

bataticola (B) et S. botryosum (C) de 15, 9 et 8 jours de culture
respectivement sur le milieu de culture PDA en présence d’une

lumiére intermittente de 12 h d’obscurité /12 h lumiére.

Par ailleurs, certaines espéces fongiques sont au contraire trés exigeantes en lumiére pour leur
sporulation (Leach, 1962). Une bonne sporulation des champignons nécessite deux phases;
une phase de formation des conidiophores et le développement des filaments mycéliens
favorisé par la lumiére, suivie d'une phase de conidiogenese favorisée par l'obscurité
(Aragaki, 1961; Douglas, 1972; SY-Ndir, 1993).

5. Le pouvoir pathogene des six souches de V.dahliae

5. 1 Indice de rabougrissement

L’indice de rabougrissement a permis I’estimation du déficit de croissance des plants de
tomate cv. Saint-Pierre inoculés avec les six souches de V. dahliae (Figure 31). Aprés 21
jours d’inoculation, les valeurs des I.R ont varié en fonction des souches fongiques testées,
Le meilleur 1.R est obtenu de 1’inoculation avec la souche Vdsl (36.09 %) et le plus faible
avec la souche Vdm4 (9.77%). Des LR moyens de 12.44 a 27.44% sont obtenus de
I’inoculation avec les souches Vds3, Vds5, Vdm2 et Vdm9 (Figures 31 et 32).

L’analyse de variance par le test F, a révélé une différence significative des I.R obtenus avec
les souches de V. dahliae (p < 0,05), ce qui explique que le pouvoir rabougrissant des souches
de V. dahliae est affecté par leurs provenances géographiques.

Des I.R relativement similaires (entre 10 et 60%) ont été rapportés par Boukenadel (2001),
Reguragui, (2002), Malik, (2008), Castroverde et al., (2010), Harir, (2010), Bellahcene
(2004) chez plusieurs cultivars de tomate (Marmande, Saint-Pierre, industrielle et Craigella).
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Les degrés de rabougrissement chez la tomate inoculée avec V. dahliae sont variables, ce qui
explique que la tomate peut etre infectée par certaines souches issues de I’olivier. A I'opposé,

I’aubergine est attaquée par toutes les souches de V. dahliae, expliqué par I'absence de gene

de résistance « Ve » au Verticillium (Cirulli, 1969; Vigoureux (1971).

Figure 31: Présentation de rabougrissement des plantules de tomate, cv. Saint-pierre,

apres 21 jours d’inoculation par les six clones de Verticillium dahliae.

m 15 jours m2] jours 49 jours
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Figure 32: Présentation de variation des IR selon 1’age des plantules de tomate, cv.

Saint-pierre infectées par les six souches de Verticillium dahliae.
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Le rabougrissement causé par V. dahliae est également observé chez d’autres espéces
végeétales telles que le coton, la pomme de terre, le poivron, I’aubergine, le fraisier, I’olivier et
une plante ornementale (Lagunarai patersonii A.) (Ramualde, 1992; Daayf, 1993; Pennisi et
al., 1993; Ferrandino 1995; Bejarano Alcazar et al., 1996; Polizzi 1996; Cherrab et al., 2002;
Pegg et Brady, 2002; Malik, 2008; Tohidfar et al., 2012).

5. 2 Indice d’altération foliaire

L’indice d’altération foliaire a permis la quantification de 1’agressivité des six souches de
V. dahliae sur la tomate cv. Saint-Pierre. Toutes les souches de V. dahliae ont extériorisé des
symptomes foliaires sur des plantules de tomate aprés une durée d’incubation moyenne de

20-30 jours selon les souches testées.

Figure 33: Observation de jaunissement progressif des premieres feuilles d’un plant
de tomate inoculé avec Vdsl (Al) et avec Vds3 (A2); leur

desséchement (B), leur flétrissement (C) et la chute foliaire (E).

A la base de la partie aérienne, un jaunissement progressif des feuilles les plus agées
(feuilles cotylédonaires) est observeé, suivi par leur desséchement et de leur chute (Figure
33A1, A2, B, C, D, E). Aprés 21 jours d’inoculation, les valeurs des LLA.F ont varié
sensiblement selon les souches fongiques, I’lLA.F, le plus élevé est obtenu avec la souche
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Vdsl (9.66 %) et le plus faible avec Vdm9 (6.12%). Des I.A.F intermédiaires sont obtenus
(6.33 - 8 %) avec les souches Vds3, Vds5, Vdm2 et Vdm4 (Figures 34). Les résultats
obtenus se concordent avec ceux de Boukenadel (2001) lors de I’inoculation avec V.
dahliae le cultivar Saint-Pierre de tomate (4 < I.A.F < 10%), Bellahcene (2005) le cultivar
Marmande (7,5 < ILA.F < 29,86%), Malik (2008) les cultivars Marmande (12 < l.A.F<
24%) et industrielle (13 < lLA.F < 20%). L’estimation des I.A.F moyens (7.79%) ont montré
que la tomate cv. Saint-Pierre est sensible au champignon, bien que les altérations foliaires
provoquées par les six souches de V. dahliae sont moins importantes comparativement aux
résultats de certains travaux (Lahlou et Boisson, 1984; Boisson 1988; Daayf, 1993; Jabnoun-
Khiareddine et al., 2005).
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Figure 34: Présentation de variation des I.A.F selon I’age des plantules la tomate cv.

Saint-pierre, infectées par les six souches de Verticillium dahliae.

Les résultats de I’analyse de variance par le test F ont révélé une différence significative des
I.A.F enregistrées avec les souches de V. dahliae (p < 0,05), ce qui explique que le pouvoir
d’altération foliaire des souches est affecté par leurs provenances géographiques..

Par ailleurs, les altérations foliaires provoquées par V. dahliae sont aussi observées chez
certaines especes végétales telles que le coton, le poivron, 1’aubergine, 1’épinard, la pomme
de terre et une plante ornementale (Hebe x fracisan cv. Variegata) (Ramualde, 1992;
Daayf, 1993; Ferrandino, 1995; Conca et Infantino, 2004; Du Toit et al., 2005; Jabnoun-
Khiareddine et al., 2006; EL Hadji-Djibo et al., 2012; Liu et al., 2012; Tohidfar et al., 2012).
L’apparition des symptomes chez les plantes inoculées par V. dahliae est expliquée par une
réaction de la plante a I’infection; le champignon libere des métabolites toxiques dans les

tissus de I’hote, en réponse a I’infection, la tomate en contrepartie, élabore aussi certains
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métabolites qui induisent le jaunissement, la flétrissure du feuillage et la défoliation des plants
infectés (Bellahcene, 2004).

Certains plants de tomate inoculés avec la souche Vds3, tres rabougris ne présentent pas des
symptdmes foliaires importants, ce qui suppose que l'origine de rabougrissement chez la
tomate est déterminée par des éléments du génome indépendants de ceux responsables des
altérations foliaires comme rapporté par Douira (1995).

5. 3 Brunissement

L'absence de brunissement a été observée au niveau des collets et des tiges des plants de la
tomate inoculés par les six souches de V. dahliae. Des résultats similaires ont été rapporteés,
sur la tomate, 1’aubergine, le poivron (Regragui, 2005; Malik, 2008), sur I’olivier (Wilhelm
et Taylor 1965; Thanassoulopoulos et al., 1979; Blanco-Lopez et al., 1984; Al-Ahmad et
Mosli, 1993; Cherrab et al., 2002; Bellahcene, 2004) et sur d’autres plantes (Eastburn et
Chang, 1994). Des travaux antérieurs ont attribué 1’absence de brunissement chez des plantes
infectées par V. dahliae a la distribution hétérogene de 1’agent pathogéne dans les tissus de
I’héte (Woolliams, 1966), I'absence de I'oxydation de certains composés phénoliques présents
dans les vaisseaux de la plante sensible, en quinones, qui se polymérisent par la suite en
mélanines (produits bruns) qui font brunir les tissus de la plante (EI Modafar, 2002).

5. 4 Le réisolement de I’agent pathogéne

Les reisolements fongiques ont révélé 1’absence de V. dahliae dans toutes les parties chez les
plants témoins et dans les racines et les collets chez les plants inoculés, et sa présence dans les
tiges (Figure 35A, B, C). Ce qui explique que I’infection est bien due a V. dahliae traduite par

les symptdmes observés (flétrissement, jaunissement, défoliation et rabougrissement).

Figure 35: Observation macroscopique des thalles de Verticillium dahliae issus des
tiges de la tomate (A), colonie noire de V. dahliae provenant de la tige

(B) et leur repiquaae sur milieu de culture PDA (C).
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Des études anterieures réalisées par Tsror et al. (1998) ont rapporté un taux de réisolement de
V. dahliae plus élevé dans les tiges que dans les feuilles sur le milieu de culture PDA. Regrgui
(2005) a également signalé un taux de colonisation élevé de V. dahliae dans la base de la tige
par rapport a celui des racines chez la tomate. EL Hadji-Djibo et al. (2012) a rapporté que la
pénétration du V. dahliae s’effectue au niveau des jeunes racines, prés de I’apex et au niveau
de I’émergence des racines latérales, ce qui constitue un tissu approprié pour le réisolement.
Le réisolement positif est élevé quand I’LLR et 'LA.F sont faibles; c’est le cas du quelques
plants de tomate inoculés par les souches Vdm4 et Vdm9. Douira (1995) a rapporté que le
pouvoir parasitaire des souches de V. dahliae (pénétration et I’installation dans la plante) est
faiblement lié¢ avec son pouvoir pathogéne (induction de rabougrissement et d’altération
foliaire). Cependant, leur aptitude parasitaire est déterminée par un ensemble de génes,
contrélant la pénétration et l'installation du champignon dans les racines puis dans
I'nypocotyle et ensuite dans I'épicotyle des plantes. Des travaux antérieurs réalisés par Malik
(2005) ont rapporté des résultats similaires sur le taux de réisolement positif élevé de V.
dahliae chez trois cultivars de deux plantes (tomate cv. Marmande, poivron cv. doux
d’Espagne et aubergine cv. Pimento Rosso) ayant un indice de maladie faible. Douira (1995),
a rapporté que l'origine du pouvoir parasitaire permettant, la pénétration et I’installation de V.
dahliae dans les différents niveaux de la plante est déterminée par des éléments du génome
indépendants de ceux induisant le rabougrissement et de ceux provoquant des altérations
foliaires.

5. 5 Evaluation du pouvoir pathogéne des six souches de V.dahliae

L’analyse des deux parameétres étudiés (LR et 1.LA.F) a permis I’estimation du pouvoir
pathogéne des six souches de V. dahliae et les répartir en trois groupes:

1- Les souches provoquant en méme temps des rabougrissements prononcés et des altérations
foliaires relativement remarquables (Vds1 et Vds3);

2- Les souches provoquant des rabougrissements moins prononceés et des symptomes foliaires
remarquables par rapport aux autres (Vds5 et Vdm2);

3- Les souches provoquant des rabougrissements peu importants et peu d’altérations foliaires
(Vdm9 suivi duvVdma4).

Les résultats obtenus ont montré que les souches de V. dahliae isolées a partir des oliviers de
Sidi Bel Abbés (Vdsl, Vds3 et Vds5) ont une agressivité plus importante que celles des
oliviers de Mascara (Vdm9, Vdm2 et Vdm4), ce qui explique I’existence d’une relation

pouvoir pathogene - localisation géographique. Bellahcene (2004) au contraire, a démontré
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I’absence de cette relation chez les souches V. dahliae issus de trois régions du monde
(Algérie, France et Syrie).

La variabilité du pouvoir pathogéne des souches de V. dahliae étudiées est probablement liée
soit a la présence de cultures intercalaires sensibles a la verticilliose qui influencent leur degré
de pathogénéicité (Cherrab et al., 2002; Loula et al., 2011), soit au systéeme de culture, qui
élargit la spécificité de parasitaire en cas d’un systéme faisant intervenir des espéces variées
en rotation (Vigouroux, 1971).

De nombreux auteurs (Reguragui, 2002; Hajlaoui et al., 2003; Bellahcene, 2004; Jabnoun-
Khiareddine, 2004; Harir, 2010; Jabnoun-Khiareddine et al., 2010; EL Hadji Djibo et al.,
2012) ont attribué la diversité du pouvoir pathogéne chez V. dahliae a 1’hétérogénéité
génétique de la tomate qui a subi I’inoculation.

D’autres auteurs (Miller, 1945; Boisson et Lahlou, 1980; Nelson et al., 1981) ont rapporté
qu’a chaque morphotype de V. dahliae correspondrait un niveau différent de pouvoir
pathogene tel est le cas du morphotype hyalin qui présente une pathogénicité atténuée par
rapport au morphotype sauvage (Miller, 1945; Pegg et Brady, 2002).

Au terme de ce travail, 1’évaluation du pouvoir pathogéne des souches de V. dahliae isolées
de deux régions en Algérie (Sidi Bel Abbés et Mascara) semble étre quelque peu subjective
en raison des conditions expérimentales effectuées in vivo. D’ailleurs, de nombreux
facteurs sont susceptibles d’influencer les expérimentations tells que la température, la
méthode de I’inoculation, I’age de la plante, la gamme d’hote (Schnathorst et Sibbett,1971;
Kraft et Haglund, 1978; Armstrong et Armstrong, 1981; Jabnoun-Khiareddine et al., 2005;
Malik, 2008).

6. Activité des fongicides sur la croissance in vitro des souches de V. dahliae

Les résultats obtenus ont montré que les trois fongicides testés (Pelt44, Ridomil Gold, Ortiva)
ont réduit la croissance des six souches de V. dahliae quelle que soit leur concentration
surtout aux concentrations les plus élevées.

L'utilisation du fongicide Pelt 44 a une concentration de 4ppm a permis une inhibition totale
(100%) des souches Vds3, Vdm4, Vdm9, a 90% Vdm2 et a moins de 80% les souches Vdsl
et Vdsb (Figures 36 et 37).

Par ailleurs, le fongicide Ridomil Gold a une concentration de 4 ppm a permis une inhibition
totale (100%) des souches Vdm4, a 90% les souches Vdm2, VVds3 et VVds5 et a plus de de 60%
Vdsl et Vdm9 (Figures 38 et 39).

Cependant, I’utilisation du fongicide Ortiva a permis une inhibition moyenne (60%) des
souches Vdm2, Vdm4 et Vdm9 et a 50% Vds1, Vds3 et Vds5 (Figures 40 et 41).
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L'utilisation de la classification de Bonnen et Hopkins (1997), a révélé que les six souches de
V dahliae se manifestent tres sensibles au Pelt 44 & une concentration de 4ppm, sensibles a
trés sensibles au Ridomil Gold et moyennement sensibles a 1’Ortiva a cette méme dose.

Il ressort des résultats que la souche Vdm4 se manifeste la plus sensible aux trois fongicides
testés tandis que la souche Vdsl est la moins sensible par rapport aux autres souches. Le
Pelt44 se manifeste le plus actif contre V. dalhliae comparativement au Ridomil Gold et
I’Ortiva. Les résultats obtenus se concordent avec ceux rapportés par Boukenadel, (2001),
Corbaz, (1990), Ciancio et Mukerji, (2008), Boughalleb-M’Hamdi et al., (2011) qui ont
rapporté 1’efficacité de Pelt44 sur V. dahliae in vitro. En outre, Rekanovi¢ et al. (2011) ont
démontré son efficacité in vivo contre V. dahliae de la verticilliose du poivron. L’activité
antifongique du Pelt 44 sur la croissance de V. dahliae est due a sa matiére active, méthyl-
thiophanate qui bloque la division cellulaires et la germination des spores V. dahliae
(Paternelle et Lhoutellier, 2002; Leroux, 2003; Rocher, 2004).

Quant au Ridomil Gold, celui-ci contient deux matiéres actives, le M-métalaxyl et le
mancozebe qui génerent de I’isothianate, inactivant le groupement thiol des enzymes et des
métabolites dans les cellules (Ragsdal, 1992). Boughalleb-M’Hamdi et al. (2011) ont rapporté
que Ridomil Gold peut inhiber in vivo V. dahliae a 1000ppm.

En ce qui concerne le fongicide Ortiva, il contient une matiére active appelée azoxystrobine
qui agit sur la chaine respiratoire de V. dahliae (Brooks et Roberts, 1999; Paternelle et
Lhoutellier, 2002; Leroux, 2003). Bubici et al. (2006) ont montré que l'azoxystrobine est
active in vivo contre la verticilliose de I'aubergine.

Au terme de cette étude, il est a rappeler que le Pelt 44 posséde un large spectre d’action et
son efficacité est prouvée sur une large gamme de maladies fongiques (Garibaldi et al., 1986;
Rocher, 2004). Néanmoins, son utilisation en traitement contre la verticilliose exigerait
toutefois une certaine prudence et une bonne surveillance, car il ya un risque d’apparition de
souches résistantes, la situation deviendrait critique et aucun moyen alternatif ne serait
disponible (Leroux, 2003).
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Figure 36: L’activité antifongique de Pelt 44 vis-a-vis de la croissance mycélienne

des six isolats de Verticillium dahliae.

006 ).))

Vdm2/00ppm Vdm2 / 1ppm vdm2 / 2ppm Vdm2 / 3ppm vdm2 / 4ppm

Figure 37: La croissance mycélienne de Vdm2 sur milieu de culture PDA additionné

de Pelt 44 de différentes concentrations aprés 15 jours de culture a une

température de 25°C.
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Figure 38: L’activité antifongique de Ridomil Gold vis-a-vis de la croissance

mycélienne des six isolats de Verticillium dahliae.

75



Chapitre 111 Résultats et discussion

|

Vds5/00ppm Vds5/ 1ppm Vds5/ 2ppm Vds5/ 3ppm Vds5/ 4ppm

Figure 39: La croissance mycélienne de Vds5, sur milieu de culture PDA, additionné
de différentes concentrations de Ridomil Gold, aprés 15 jours d’incubation

a une température de 25°C.
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Figure 40: L’activité antifongique d’Ortiva vis-a-vis de la croissance mycélienne des

six isolats de Verticillium dahliae.
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Figure 41: La croissance mycélienne de \Vds5, sur milieu de culture PDA, additionné
de différentes concentrations d’Ortiva, aprés 15 jours d’incubation a une

température de 25°C.
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La culture de I’olivier occupe une place de choix dans le commerce international, elle peut
génerer des revenus importants pour 1’Algérie. Cependant, la pression parasitaire exercée sur
cette oléacée se traduit par des pertes de récoltes importantes. Parmi, les parasites de 1’olivier,
figure les champignons, Verticillium dahliae, Rhizoctonia bataticola, Stemphylium
botryosum. La connaissance morphologique, physiologique et pathogénique de ces
pathogenes s’aveére indispensable pour mieux comprendre leur biologie et par conséquent les
méthodes de lutte pour sauver le verger oléicole du pays.

Dans ce contexte, des prospections sont effectuées dans cing oliveraies au Nord-Ouest
algérien (Sidi Bel Abbes, Mascara et Oran) pour la localisation des foyers de quelques
maladies de 1’olivier, 1’isolement, 1’identification des espéces fongiques. Les tournées de
prospections ont révélé que les vergers d’oliviers prospectés sont principalement atteints de
verticilliose [5 — 70 %] et de tavelure [10 - 90%] par contre, la pourriture racinaire, la
fumagine et la tuberculose [7 a 10 %] semblent étre moins importantes.

Les isolements des champignons effectués a partir des rameaux prélevés d’arbres atteints de
verticilliose et de pourriture racinaire de I’olivier ont permis d’identifier 22 isolats dont 20 de
Verticillium dahliae, un Rhizoctonia bataticola, un Stemphylium botryosum, en se basant sur
des caractéristiques morphologiques et culturales. Les résultats des isolements ont montré que
le pourcentage de réussite [40 - 90 %] varie selon le lieu de prélevement des échantillons, la
saison, les foyers d’infestation et la sévérité de la maladie.

L’étude des caractéristiques culturales des isolats de V. dahliae a permis la distinction de trois
morphotypes par A.C.P. Les deux autres champignons (R. bataticola et S. botryosum) ont
révélé une variabilité dans I’aspect, la pigmentation de la colonie et la sporulation.

L’étude de I’'influence de quelques parameétres physiologiques sur la croissance mycélienne a
révélé que V. dahliae, R. bataticola et S. botryosum se développent mieux respectivement sur
les milieux V8 agar, MEA et PDA, et indifféremment sur un intervalle de pH [5 — 8]. La
température optimale de croissance est de 25°C pour V. dahliae et S. botryosum et de 30°C
pour R. bataticola. L’alternance de 12h obscurité / 12h lumiére par rapport aux autres régimes
(obscurité continue et lumiére continue) a provoque un ralentissement de croissance et un
changement d’aspect cultural des trois champignons.

Les essais en serre, sur la tomate cv. Saint Pierre inoculés par V. dahliae ont permis
I’observation de divers symptémes (rabougrissement, flétrissure du feuillage, jaunissement et

chute des feuilles) et I’estimation des ILA.F et des I.R qui diversifient les aptitudes
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pathogéniques des souches. C’est ainsi que les souches isolées de 1’oliveraie de Sidi Bel

Abbés semblent étre plus pathogenes que celles de Mascara.

Le réisolement de V. dahliae effectué a partir de fragments de collets et des tiges des plants

de tomate inoculés a confirmé que les symptémes observés sont bien dus a cette espece

fongique.

Les tests in vitro des trois fongicides (Pelt 44, Ridomil Gold, Ortiva) ont démontré leur

efficacité sur la croissance mycélienne des souches de V. dahliae (méme a faibles

concentrations). La souche Vdm4 est la plus sensible aux trios fongicides testés, la souche

Vdsl en est la moins sensible. Le Ridomil Gold et I’Ortiva sont moins fongiotoxiques que le

Pelt 44. Ce dernier a inhibé totalement la croissance mycélienne de Vdm4, Vdm9 et VVds3 a la

dose de 4ppm. L’application de ces trois fongicides semble étre intéressante contre la

verticilliose.

En perspectives, les résultats de ce travail nous ouvrent des voies de recherche intéressantes

telles que:

v' L’élargissement des prospections dans d’autres oliveraies algériennes afin d’évaluer leur
état phytosanitaire et d’estimer leur incidence économique.

v' Le test d’un nombre d’isolats de V. dahliae plus important en diversifiant les origines
géographiques, afin d’évaluer leur hétérogénéité pathogénique et établir un lien entre
cette derniére et leur adaptation physiologique.

v L’étude de la diversité génétique de V. dahliae par la compatibilité végétative et les
marqueurs RAPD pour pouvoir dégager une image synthétique de 1’apport de chacun
dans I’évolution de V. dahliae en sous populations.

v’ L’étude de I’interaction hote / pathogéne, pour mieux comprendre le mode pathogénique
de V. dahliae.

v Le test in vitro d’autres fongicides et évaluation de leur efficacité.

v" Et enfin la recherche d’autres méthodes de lutte telle que la lutte biologique ou la lutte

biologique combinée avec la lutte chimique & moindres doses.
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Milieu de Czapek-Dox

NANO3S oo 29
KoHPO4 o 1g
MgSOs, TH20 ..o, 0,59
KCI e 0,5¢
F2S0a4, TH20 oo 0,01g
SACCNAIOSE ...vvcvvceiecieee e, 30g
AGAC o 159
Eau distillée ....ccoveveeieee 1000 ml

Autoclaver a 120 °C pendant 30 minutes.

Milieu PDA (Potato -Dextrose- Agar)

Infusion de pomme de terre ..........ccocveieneneen. 200g
DEXIIOSE ...ooiieieieeeeeee e 159
AGAT e 209
Eau distillée ... 1000 ml

Autoclaver a 120 °C pendant 30 minutes

Milieu Petri

Ca(NO3), 4H20 ..ocovieeiceeece e, 49
MQ SO4, TH20 ..o 1,59
KH2 PO4 oo 1,59
KCl e 0,69
AGAT e 159
Eau distillée ......ccovoveeeeeeece e, 1000 ml

Autoclaver a 120 °C pendant 30 minutes

Milieu Richards

KNOS .o 10g
Mg SO4, TH20 ..o 2,50
G 11O VR 5¢
SacCharose ......cocvevieiiie e 509
AGAl o 20g
Eau distillée ..o 1000 ml

Autoclaver a 120 °C pendant 30 minutes



Milieu MEA (Malt- Extract- Agar)

Extraitde malt .........coooveiiiiiee, 20g
AGAC o 209
Eau distillée ......ccoevveveieieiiecce 1000 ml

Autoclaver a 120 °C pendant 30 minutes

Milieu V-8 Agar
Légumes assortis pour enfant ................... 1009
Concentré de tomate 8 25%  ........cccceeeee 709
KH2 PO4 vt 39
AGAT i 209
Eau distillée .......coooveveieeeeecee 1000 ml

Autoclaver a 120 °C pendant 30 minutes

Eau gelosé

Eau distillée ... 1000 ml
Autoclaver a 120 °C pendant 30 minutes

Le terreau : Terreau professionnel AGROFINO

Matiere organique en pourcentage de la matiére seche..............ccocvevnens 95
Matiére séche en pourcentage de produit brut ..............cceoeiveiiieiiiennn, 35
PH (H20) oo s .5.8
Conductivité électrique (US/CM) .......ccooireiiiieieeeeeee s 500
RELENTION €N @I (90)..veeveeeeieeeieeieee e e 15
RELENLION €N AU (0) ..ovveeveeciiecieee ettt 70
Capacité d’eau (en g/ 100 MLS) ..cooviiiiiiiiiii e, 800
VOIUME BN TIEIE oo 80

Humidité (en % du produit bBrut) .......c.cceeeeiieeiiiie e 57



Tampon aux phosphates

(A) : Solution de phosphate monosodique 0.2M (soit 27.8g de KH2PO4 dans 1000ml d’eau
distillée).

(B): Solution de phosphate de sodium dibasique 0.2M (soit 53.55g de KoHPO4 dans 1000 ml
d’eau distillée).

Mélanger X ml de solution (A) et Y ml de solution (B) auxquels on ajoute 100ml d’eau distillée

stérile pour obtenir les valeurs suivantes.

pH X (ml) Y(ml)
5 98.3 1.7
6 87.7 12.3
7 39 61
8 5.3 94.7
9 00 100
Cellule de Malassez Un rectangle utilisé Carré dlémentsire

Cette cellule permet de mesurer la quantité de

particules en suspension dans un volume 111 I
déterminé. = =SiiEsEseu

Ce volume est compris entre le plan inferieur de la et |
cellule et la face d’une lame appliquée sur deux | . .. . 1] g £
épaulements situés a 0.2mm du plan inferieur de la i & )
cellule. |

Un réticule permet de matérialiser un quadrillage, e |

chaque carreau & un volume de 1/100 de mm?,

Surface du réticule : 2.5x2 = 5mm? ; e
. 0,25 mm

Epaisseur : 0.2 mm

2,5 mm

Volume:5x0.2 = 1 mmd.




Tableau 10 : Présentation des diamétres moyens de la croissance de Verticillium dahliae apres

24 jours, de Rhizoctonia bataticola apres 9 jours et Stemphylium botryosum apreés

8 jours de culture sur différents milieux de culture a une température de 25°C

V. dahliae S. botryosum R. bataticola
PDA 47.33+6 71.33+1.75 74+4
MEA 52.33+6.2 56 +2.8 84.33+5.5
Czapek 50+ 7 54.33+3.2 52337
\/8 agar 84.33%+5 71332 55.33+ 3.6
Richards 72+ 10 60.66 + 6 63.33+9
Pétri 4+2 00 12.66 + 09

Tableau 11: Présentation des diametres moyens de la croissance de Verticillium dahliae apres

24 jours, de Rhizoctonia bataticola apres 9 jours et Stemphylium botryosum apres

8 jours de culture a différentes températures.

10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C
V. dahliae 7.66 + 2.22 21.66 + 4 72+5 8433+733 |27.33%4 5.33+1.33
S. botryosum 16.66 +3.95 | 30.33+4.32 | 75.66+6 85 + 8.55 35.33+4.33 | 7.66 +2.22
R. bataticola 10.66 +3.12 | 25.33+5.33 | 51.33+6.55 |75+7 85+ 7.44 59.66 + 6.22

Tableau 12: Présentation des diameétres moyens de Verticillium dahliae aprés 24 jours, de

Rhizoctonia bataticola apres 9 jours et Stemphylium botryosum aprés 8 jours

d’incubation a 25°C sur différents pH.

pH =4 pH=5 pH=06 pH=7 pH=28 pH=9
V. dahliae 65.33 £ 6.3 75+5 82+4 80.33+3.2 8l1+7 7233 +6
S. botryosum 71.33+6 84+7.9 85+8 84 +2 70+5 65+4
R. bataticola 59.33+4 75.3+4 82.66 + 5 79+3 71.6+59 71+4




Tableau 13: Présentation des diametres moyens de Verticillium dahliae aprés 24 jours, de

Rhizoctonia bataticola aprés 9 jours et Stemphylium botryosum aprés 8 jours de

culture sous différents régime de lumiere a 25°

V. dahliae S. botryosum R. bataticola
Lumiére continue 71.33 £8.92 69.33+ 12 62.33 £ 10
Obscurité continue 69.66 + 7.8 68 + 10.05 58.33+7
Lumiere intermittente | 59.33 £ 6.15 48.33+11.91 45.66 + 6.9

Tableau 14 : Présentation de I’indice d’altération foliaire (I.A.F) des plants de tomate cv. Saint

Pierre inoculés avec les six souches de V. dahliae.

Vdm?2 Vdm4 Vdm9 Vdsl Vds3 Vds5
15 jours 433+05 5,66 +0.51 |[3.25+0.5 4+1.12 466+1.01 [533+156
21 jours 6.33+1.05 |733+052 |6.12+1.10 |9.66+1.02 |8+1.09 9.33+2.20
49 jours 12.66+3.12 | 9+0.55 13 +£3.53 15.33+ 3.07 | 13.66+ 3.10 | 14 +2.56

Tableau 15 : Présentation de 1’indice de rabougrissement (I.R) des plants de tomate cv. Saint

Pierre inoculés avec les six souches de V. dahliae.

Vdm?2 Vdm4 Vdm9 Vdsl Vds3 Vds5
15jours | 12.35+1.88 | 6.66 + 1.32 8.41+2.52 28.22+4.07 |4.66+1.82 15.33 £ 3.03
21 jours | 13.41+2.02 |9.77 £3.05 12.44+1.99 |36.09+496 |8.11+4.89 19.17 + 3.05
49 jours | 23.66+5.05 | 18.55+3.01 |21.66+5.05 |4533+£5.02 |13,66+5.10 28.33+5.10




présence de différentes concentrations de Pelt 44, aprés 15 jours de culture.

Tableau 16 : Présentation des pourcentages d’inhibition des six souches de V. dahliae en

1ppm | 2ppm 3ppm |4 ppm
vdm2 | 2052 | 54.22 7169 | 93.38
vdm4 | 1883 | 37.7 7378 | 100
vdm9 | 26.2 42.73 74.8 100
Vds 1 17.14 | 3811 59.05 | 78.11
Vds 3 2993 | 63.78 7795 | 100
Vds 5 1134 | 45.86 63.16 | 77.44

présence de différentes concentrations de Ridomil Gold, aprés 15 jours de

Tableau 17 : Présentation des pourcentages d’inhibition des six souches de V. dahliae en

culture.
1 ppm 2 ppm 3 ppm 4 ppm
Vdm 2 23.52 49.02 71.9 94.11
Vdm 4 19.2 39.41 78.85 100
Vdm 9 5.63 19.35 45.96 62.46
Vds 1 7.56 24.35 49.57 65.3
Vds 3 5.59 22.39 63.99 87.2
Vds 5 9.3 23.25 46.51 90.69

présence de différentes concentrations d’Ortiva, aprés 15 jours de culture.

Tableau 18 : Présentation des pourcentages d’inhibition des six souches de V. dahliae en

1ppm | 2ppm 3ppm |4 ppm
vdm2 | 7.05 17.3 3262 | 6153
vdm4 | 888 32.25 5243 | 63.7
vdm9 | 11.9 28.57 4532 | 57.14
Vds 1 1111 | 2619 38.9 48.42
Vds 3 751 14.15 2727 | 4951
Vds 5 82593 |22.92 36.60 | 51.39
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Abstract: Verticillium wilt of olive trees caused by the fungus Verticilium dahliae Kleb is one of the main
vascular diseases that could cause a considerable loss of yield. However, the employed struggle methods
against fungus remain limited due to its morphological diversity. The aim of the present work is the study of
the morphological diversity and the identification of the pathogen fungi by a statistical principal component
analysis (PCA). In order to protect the agricultural crop campaign of the olive groves during the 2010-2011 years
from the region of Sidi-Bel-Abbes and Mascara, located in the north-western Algeria, has been used by the
isolation of twenty isolates of Verticilium dahlia on Potato Dextrose agar culture medium and selected
according to their morphological, cultural and biometric characteristics.Furthermore, the morphological
variability between isolates was recorded through the microsclerotia density, the colour of mycelia and the
appearance of aerial mycelium, which was giving an equivalent PCA of three analytical morphotypes (M1, M2
and M3), represented by seven isolates, nine isolates and four isolates, respectively.The ratio of the
morphological variability by the study of three characters, such as olive variety, geography and biometric
characteristics indicated the presence any distinctive relationship.

Key words: Olive trees * Verticillium dahliae - Morphological type « Variety + Biometric characteristics *

Geography + Relationship

INTRODUCTION

Verticillium wilt caused by the soil fungi such as
Verticilium dahliae [1] is one of the most vascular
diseases causing considerable worldwide losses in the
olive groves [2]. In Algeria, Verticillium wilt has
expanded in several olive-growing regions [3-4].

The control of Verticilium dahliae by the using of
several resistant varieties of olive trees constitutes one
of the best solutions depending on its vascular nature.
The establishment of such variety indicated the
morphological diversity of the pathogenic fungus,
where the control received more difficulties. The study
of the morphological diversity was used as a simple
parameter for the construction of the morphotypes [5-8]
where, a statistical approach was used as a principal
component analysis (PCA).

The main aim of the present work was the study of
the morphocultural and biometric characteristics

(dimensions of spores) of the isolated Verticilium dahliae
from olive trees of two varieties (Chemlal and Sigose
varieties), planted in the region of Sidi-Bel-Abbes and
Mascara. Furthermore, the different morphotypes isolates
of Verticilium dahliae was selected by the using of the
PCA similarity. Finally, the study was completed by the
discovery of the relationship between the morphotype,
the spores dimensions and characteristics of the fungus
according to the olive trees variety and geographical
origin.

MATERIALS AND METHODS

Description of the Study Area: The present study was
performed in the period between March and May 2011,
by two olive groves, located in the region of northwest
Algeria, where an intensive olive groves has been planted
and as characterized semi-arid climate and an annual
rainfall about 200-410 mm (Table 1).
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Table 1: Presentation of climatic parameters of two region (Sidi-Bel-Abbes and Mascara) olive groves during 2011.

Mascara Sidi-Bel-Abbes
Month TCmin T ax T ean rainfall TC min TC max T® nean rainfall
February 02.3 15.3 8.8 25.1 01.2 15.5 8.35 16.1
March 06.5 19.7 11.6 18.5 04.1 19.5 11.8 16.6
April 10.7 25.8 18.3 88.8 08.6 25.1 16.85 67.8
May 13.6 26.9 20.25 50.6 12.2 26.5 19.35 61.7
June 15.8 31.7 23.75 493 14.5 32.0 22.25 18.0
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Fig. 1: Presentation of geographical location of the two prospected olive groves (Sidi-Bel-Abbes and Mascara).

The first olive grove studied was located in the
region of Sfisef (Sidi Bel Abbés, Algeria), which was
characterized with an altitude of 548 meters (35° 14' 04"
Nord, 0° 14' 36" West). The old 6 years olive grove
located on an area of 9 hectares, included 500 trees/ha
(4x5m) of the planted Chemlal variety. The second olive
grove located in the Municipality of Nesmoth region
(35 km in the Southeast region of Mascara, characterized
with an altitude of 1200 meters (35° 15' 00" North, 0° 23'
00" East) and covers an area of 2 hectares with old 3 years
625 trees/ha (4 x 4 m) of the planted Sigojse variety
(Figure 1).

The investigation was based on some observation
such as a symptomatic diagnostic in the presence of the
disease. The branch samples were collected randomly
from the infested olive trees and kept at a temperature of
4°C for 24 hours. The Isolation of Verticillium dahliae
Kleb was used by the cutting of the xylem into small
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pieces; immersed in a solution containing 5% sodium
hypochlorite for three minutes and the branches were
rinsed for three times with sterile distilled water. The
rinsed branches were dried on a sterile paper filter, where
six pieces were filed on PDA culture medium containing
the following components: 200 g potato, 20 g glucose,
15 g agar in the Petri boxes containing streptomycin,
incubated at temperature of 25°C for 15 days in the
absence of light [9]. The monitoring of the cultural
variations of thalli derived from primary isolates through
the obtained homogeneous isolates by monospore culture
indicated that the study of morphological characters
showed as the most suitable technique [10]. For this
purpose, a spore suspension was streaked onto a thin
layer of water agar in a Petri dish, incubated at
temperature of 25°C for 4 days. The obtained thalli from
the sporulation of a single spore were harvested under
sterile conditions and deposited separately on PDA
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culture medium. The obtained isolates was inoculated on
PDA culture medium, overlayed with sterile mineral oil and
kept at temperature of 4°C, whereas the obtained spore
culture by transplanting of the mycelium on PDA culture
medium was kept in the dark at 25°C for 15 days.

Cultural Characteristics: In order to explore the growth
characteristics of the fungus, a disc of 5 mm diameter was
taken from the periphery of active culture and placed in
the centre of a Petri dish containing 20 ml of PDA culture
medium. After that, each isolate was transplanted on the
surface of solid PDA culture medium in four Petri dishes.
The determination of the cultural characteristics of fungus
was monitored for two weeks according to the following
criteria such as radial growth and the outline of the
colony, the appearance of the aerial mycelium and the
production of the pigmentation and the presence of
micro-sclerotia.

Microscopic  Characteristics: The  microscopic
observation of the fungus and their micro-cultivation on
a thin layer of PDA culture medium was carried out
aseptically on a slide covered with a cover. For this
purpose, the fungus was placed on the edges of the four
sides of the cover, incubated in humid sterile room at
temperature of 25°C for two to three days [11]. The
micro-culture allowed the microscopic observation of
spatial arrangements of conidia on conidiophores.

Determination of Biometric Characteristics: In order to
explore the biometric characteristics of the fungus, a
fragment was prepared from the cultivated culture, with
high density of conidia, which was previously observed
with microscopic. Furthermore, the fragment of the
cultivated fungus was treated with drops of lactophenol
solution and observed with a light microscope at 100 x
objective in the presence of oil immersion. The biometric
characteristic was determined by the microscopic
observation of the shape, the length and the width of
conidia of a sample of 20 conidia.

Identification of Verticilium dahliae kleb: The used
micro-morphological and macro-morphological parameters
for the identification of single spore of the isolated
Verticilium dahlia, cultivated on the PDA culture medium
has been established according to the described,
proposed protocol by Menzies [12-14].

Statistical Analysis: The comparison of the average
diameters of spores such as width and length of the
isolated Verticilium dahliae was performed by using of
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the the Student ¢ test (p<0.05). The principal component
analysis used in this study was the description of the
cultural characteristics such as mycelia colour, aerial
mycelium and the density of micro-sclerotia).

RESULTS

The prospection of the agricultural crop campaign of
the olive groves from the region of Sidi-Bel-Abbes and
Mascara, located in the north-western Algeria, showed
the apparition of some wilting in young olive trees, fading
branches with a brown-purple bark, defoliation and
shoots of young branches, browning and gutter rolling.

The obtained indicated the of twenty isolates
Verticilium dahlia on Potato Dextrose agar culture
medium and selected according to their morphological,
cultural and biometric characteristics, where some
difficulties by the isolation of Verticilium dahliae has
been presented, followed by the reduction of isolation
rate. The isolation Verticilium dahlia on PDA culture
medium after seven days incubation revealed the
development of white subaerial cottony mycelia.
However, the produced white color of mycelium was
developed after two weeks in black color, due the
appearance of micro-sclerotia and the formation of a small
black particle in the center of the colony. The isolated
twenty single spore isolates on PDA culture medium from
the collected sample from the olive trees of both region of
Sfisef and Nesmoth revealed the presence of a circular
colonies with an aerial mycelium with a variable
micro-sclera density and a black pigmentation of mycelial
(Table 2).

The use of the initial classification according to the
described basis indicated the presence four types of
colonies, where seven isolates appeared milky white with
abundant aerial mycelium, thick and dense with smooth
cottony aspect and the contour of the colony was regular.
The micro-sclerotia of the isolates were produced in late
phase very weakly.

A four grayish white isolates with flaky and relatively
dense aerial mycelium and irregular contour has been
showed, where the isolates was produced micro-sclerotia
in late phase.

Furthermore, three irregularly-shaped black and white
isolates with cottony aspect characterized by the
presence of the white and dense aerial mycelium in the
center of the colony due to the intense production of
micro-sclerotia. At last, six greyish black isolates, with
aerial mycelium, melanised by the abundant production of
micro-sclerotia, characterised by the presence of an
irregular front growth.
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Table 2: Determination of cultural and biometric characters of twenty isolates Verticilium dahliae collected from the olive trees of Algerian

Isolates Cultural traits Spore dimensions in microns
Code Colour of the mycelium Aerial mycelium Density of microsclerotia Length Width
Vdm 1 milky white Abundant Sparse 4,38 2,15
Vdm 2 greyish black Ras Dense 4,49 2,11
Vdm 3 greyish black Ras Dense 4,95 2,3
Vdm 4 milky white Abundant Sparse 3,76 1,56
Vdm5 white and black Abundant Medium 4,56 2,01
Vdm 6 greyish black Ras Dense 3,50 1, 66
Vdm 7 milky white Abundant Sparse 4,50 2,20
Vdm 8 greyish white Medium Sparse 4,85 2,00
Vdm 9 milky white Abundant Sparse 4,30 2,12
Vdm 10 milky white Abundant Sparse 4,38 2,04
Vds 1 greyish white Medium Sparse 4,96 2,40
Vds 2 white and black Abundant Medium 4,50 1, 88
Vds 3 greyish black Ras Dense 4,15 2,05
Vds4 milky white Abundant Sparse 3,85 1, 80
Vds 5 greyish black Ras Dense 3,91 1,90
Vds 6 greyish white Medium Sparse 4,32 2,01
Vds 7 white and black Abundant Medium 4,95 2,25
Vds 8 greyish white Medium Sparse 4,50 2,24
Vds 9 greyish black Ras Dense 4,45 2,2
Vds 10 milky white Abundant Sparse 4,20 1,90

(Isolates Code: Vdm: Verticilium dahliae isolated from Mascara, Vds: Verticilium dahliae isolated from Sidi-Bel-Abbes)

The microscopic observation showed that all isolates
produce whorled conidiophores, bearing in turn whorled
phialides, inserted by three to four with rounded conidia,
which mucilage globules (spherule). Furthermore, conidia
showed hyaline, unicellular, with length and width varied
from 3.76-4.96 and 1.56-2.40 um respectively (Table 2).

The microscopic observation of the old culture
indicated the presence of enlargement and a partitioning
of some parts of the mycelium, followed by an apparent
swelling, a thickening of the walls with impregnated
blackish pigment (melanin). Furthermore, a new hyaline
cell mass was budded and the formed dark brown
pigmentation was transformed into micro-sclerotia.

The observation on the regional organization and
west contingency of the isolated Verticilium dahlia
through crosses cultural characters such as aerial
mycelium, contour, density, micro-sclerotia density and
mycelium color was presented in Table 3.

The investigation of the aerial mycelium color
indicated the presence of abundant color for WB isolates,
intermediate for GW, crew for GB isolates and plentiful for
MW isolates.

Furthermore, the formed micro-sclerotia was dense for
GB, intermediate for WB isolates and sparse for MW and
GW isolates. Where, the contour shape is regular for
WB, GW and MW isolates and irregular for GB isolates
(Table 3). Therefore, the irregular contour of GB isolates
indicated the variability of the mycelium colours. The
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combination of two cultural characters such as aerial
mycelium and micro-sclerotic density, demonstrated
that high aerial mycelium density of isolates was
associated with a low density of micro-sclerotia (Table 4).
Whereas, the observations of the regional organization
of contingency that crosses cultural characters such
as aerial mycelium, contour, density, density of
micro-sclerotia and mycelium colour showed that an
important correlation matrices between the regional
organization and West (Nesmoth or Sfisef) (Table 4).

The strongest correlations on the west map
concerns the WG and MW isolates (0.93), especially at
the regional level, where Vds of GW isolate and Vdm/Vds
of MW were (0.98/0.86) respectively. Furthermore, the GB
isolate manifested a significant negative correlation
coefficients with the WB (-0.6), with MW (-0.67) and with
BG (-0.59).

The correlations of the regional organization were
significantly positive for the same mycelial color of the
isolated Verticilium dahliae in Nesmoth (Vdm) and Sfisef
(Vds): WB (1.00), MW (0.94), BG (0.74) and GB (0.98)
respectively. Simultaneous illustration of all relationships
can only be carried out through correspondence analysis.

The total West inertia (64.07+30.36 = 94.43) is higher
than the total regional inertia (60.19+28.22=88.41). Thus,
variability and the level of similarity is best expressed if
isolates are grouped together regardless of their isolation
website (West: Nesmot and Sfisef).
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Table 3: Regional organisation and west contingency of the isolated Verticilium dahlia

Colour of the mycelium

Regional organization

WB MW

GW GB NG West organization

Vdm BN VdsBN VdmBL VdsBL VdmBG VdsBG Vdm NG Vds NG

o]
z
w
-
joo]
Q
z
Q

aerial mycelium Abundant 1 2 1 1 0 00 0 0 3 2 0 0
Medium 0 0 4 1 1 3 0 0 0 5 4 0
Ras 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0 6
Shape Regular 1 2 5 2 1 3 0 0 3 7 4 0
Irregular 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0 6
Density of microsclerotia Dense 0 0 0 0 0 0 3 3 0 0 0 7
Medium 1 2 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0
Sparse 0 0 5 2 1 3 0 0 0 7 4 0
(Mycelial colour code: White and Black (WB BN); greyish white (GW BG) Milky white (MW BL); greyish Black (GB NG)
Table 4: Regional and west contingency of Verticilium dahliae isolates.
Regional organization West organization
Vdm BN VdsBN VdmBL VdsBL VdmBG VdsBG Vdm NG Vds NG BN BL BG NG
Vdm BN 1, 00 BN 1,00
Vds BN 1,00 1,00 BL 0,1 1,00
Vdm BL 0, 04 0, 04 1,00 BG -0,02 0,93 1, 00
Vds BL 0,23 0,23 0, 94 1,00 NG -0,6 -0,67 -0,59 1,00
Vdm BG 0,15 0, 15 0, 69 0,52 1,00
Vds BG -0,07 -0,07 0,98 0, 86 0,74 1, 00
Vdm NG -0, 59 -0, 59 -0, 65 -0, 69 -0, 44 -0, 59 1,00
Vds NG -0, 60 -0, 60 -0, 66 -0, 70 0, 45 -0, 60 0,98 1, 00

(Mycelial colour code: White and Black (BN); greyish white (BG) Milky white (BL); greyish Black (NG)), bold correlations are significant at p<0.05
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Fig. 2: Analysis of regional correspondence of Verticilium dahliae isolates

The obtained results by the using of the geographical
location did not indicate at best the morphotypical
distribution, which joined the descriptive results of the
regional profile discussed previously. Furthermore, the
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analysis of the western correspondence, which was
divided into three "sub-cloud" corresponding to three
groups of dissimilar isolates showed two main axes
represented by 64, 07 % and 30, 36 % of the total inertia.
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Fig. 3: Analysis of west correspondence of Verticilium dahliae

Where, the first axis of greyish black isolates (GB)
opposed to the rest of the mycelium colors (negative
correlation coefficient).

The second axis opposed the black and white isolates
(WB) of the milky white group (MW) and greyish white
(GW) (correlation coefficient nearer zero: respectively,
0.1 and 0.02). According to the correspondence analysis,
the study of the morphotypical of the twenty isolated
Verticilium dahlia was identified three analytical
morphotypes, which presented several common features.
The Morphotype class 1 showed a greyish black
mycelium isolates (NG) and characterized by production
of a dense micro-sclerotia and irregular contour. The
second class of Morphotype 2 presented a black and
white mycelium isolates (BN) and characterized by the
production of an intermediate micro-sclerotic density and
abundant aerial mycelium. The third class of Morphotype
3 presented a milky white mycelium (BL) and greyish
white (BG) isolates and characterized by the production of
a sparse micro-sclerotic density. Finally, the
morphotypical profile statement described the presence of
three morphotype isolates in both olive groves of
Nesmoth and Sfisef and the same for the two varieties
(Chemlal and Sigo/se). The Student ¢ test compared the
averages of measurements (width and length) of the
isolates did not show any significant difference ((p=0.01).

DISCUSSION

The study of Verticillium wilt of olive trees in Algeria
caused by the fungus Verticilium dahliae is of crucial
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importance in the Algerian arboriculture. The in vitro
morphological variability of this fungus has been the
subject of intense research for several decades [15].

Although a huge progress has been done for the
comprehension of the morphocultural characters of the
fungus, the interpretation of the molecular mechanisms of
the morphological instability remained unclear [16].

The obtained results by the prospection of the olive
groves in Sfisef and Nesmoth “Northwest Algeria”
revealed the presence of typical symptoms of Verticillium
wilt; such as withering, defoliation, browning and leaf
drying, with clearly noticeable symptoms during the
spring season, when the soil moisture augmented and the
temperature decreased and the germination of fungal
micro-sclerotia in the olive tree roots.

In early study, Benchabane, Bellahcene and
co-workers has reported the same symptoms on olive
trees in Algeria [3-4]. Furthermore, the isolation this
fungus from diseased plant tissue was often encountered
[17-18]. The encountered difficulty could be explained by
the environmental conditions such as hot weather during
spring season, the type of vascularization of olive variety
(Sigoise and Chemlal) and the density of the pathogen in
the xylem of the tree [2, 19-20].

The obtained results of the cultural, morphological
and biometric characteristics indicated the typical
morphocultural description of Verticilium dahlia [21-22].
The use of macro-morphological parameter for the
identification of Verticilium dahlia indicated a variability
in micro-sclerotia density (sparse, intermediate and
plentiful), in the mycelial color (milky, grayish-white, white
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and black, grayish black), in the appearance of the aerial
mycelium (ras, intermediate and plentiful) and in contour
(regular and irregular). Korolev and co-workers have
observed the presence of the cultural differences [23-26].
Furthermore, Pegg and co-workers [6] have reported the
distribution of the isolated Verticilium dahlia by several
analytical morphotype PCA and described two
Verticilium dahlia morphotypes, the black and the white
form. Furthermore, Bellahcene has described three
Verticilium dahlia morphotypes: hyaline, wild and
intermediate. Jabnoun and co-workers has described four
morphotypes [7]. The presence of the three isolated
isolated morphotypes in both
Nesmoth and Sfisef olive groves indicated that the

Verticilium dahlia

geographical location was not necessary for the
morphotypical determination of the fungus.
The obtained results suggested a random

morphological distribution of Verticilium dahlia in the
Algerian orchard, where, the distribution is probably due
to a genetic homogeneity of the isolates of the
neighbouring localities, the spread of the pathogen via
the micro-sclerotia (Sfisef) induced the initiation of new
infection in the others localities (Nesmoth). The presence
of three isolated Verticilium dahlia morphotypes despite
the varietal olive Chemlal in Nesmoth and Sigo/se in
Sfisef, showed that the morphotype of fungus was not
associated with the olive variety.

Bellahcene and co-workers [5] has reported the
absence of such relationship on the isolated Verticilium
dahlia from the same Algerian olive varieties. Jabnoun
and co-workers [7] has reported that the same isolated
morphotypes from different host plants might show
varying morphology and aggressiveness against the same
plants. Carder & Barbara [27] has also reported the
absence of the correlation between Verticilium dahlia
and host plants.

The micro-morphological identification of the isolated
Verticilium dahlia revealed the presence of conidia with
dimension ranges (length and width) [4, 8, 26].

The homogeneous spores’ dimensions detected in
the three isolated Verticilium dahlia morphotypes
revealed that the spore size does not characterize the
fungerus morpho-type.

Darai and co-workers [26] has reported the absence
of morphotypes for the spore dimensions ratio, where
no significant difference by the measure of width and
length of the spore and and the size of the fungus
micro-sclerotia.

The obtained results from the geographical olive
grove, the variety of olive tree and the size of spores do
not provide any indication about the morphotypical
identity of the Verticilium dahlia. However, Lopez
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and co-workers [2] et al. (2005) has reported that the
virulence has a relationship with the morphology of
Verticilium dahlia, on culture medium and in particular
with micro-sclerotia morphology [28, 2]. Furthermore,
Lopez and co-workers [2] has reported a considerable
morphological variation  of Verticilium  dahlia
micro-sclerotia isolated from the same soil sample.
According to the described study reported by Tolmsoff
[15], the micro-sclerotia was the headquarters of the
morphological conservation and variable production that
induced the morphological variables in the Verticillium
genus.

Darai and co-workers has reported [26] the presence
of a polymorphism in the micro-sclerotic DNA extracted
from the isolated Verticilium dahlia and induced by a
variable activation of gene for pigment synthesis
(melanogenic) and micro-sclerogenic.

From the present study, it was emerged that
Verticilium dahlia has some variations that could affect
the morphogenesis characteristics such as thalli growth
and sclerogenic, where the molecular mechanisms has
explained that the variability was not clear [29]. The
asexual mode of reproduction by the isolated of
Verticilium dahlia, the spontaneous mutations could be
a source of genetic variation and further morphological
differences [30]. The mitotic recombination via the
para-sexual cycle or transposable genetic elements
observed by the isolated of Verticilium dahlia could also
lead to variations [31, 32, 30]. Nevertheless, artificial
mutagenesis or the transformation by the insertion of
DNA fragments could be induced a probable genetic
variation [33]. The take in consideration of the followed
probable explanations could be predicted that the isolated
of Verticilium dahlia from olive trees in Algeria presented
a common origin with a homogeneous genetic and then
evolved as under-heterogeneous population as reported
by Bellahcene [8]. The limitation of the present study lies
in the reduced number of the isolated fungi (20 isolates)
collected from two olive groves. Furthermore, the present
result may give a good support for further investigation
such as studying physiological study, pathogenesis and
molecular aspects of the isolated Verticilium dahlia
populations from Algerian olive groves and olive
varieties.

CONCLUSION

A population of twenty isolates of Verticilium dahlia
in olive groves from Algeria was identified based on
morphological, cultural and biometric characters.
However, joining the morphocultural identification to the
molecular identification is excessively necessary.
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The morphological heterogeneity within this
Verticilium dahlia population has resulted in three PCA
analytical morphotypes clearly dissimilar. The distribution
of these morphotypes was not connected to the
geography of the olive grove, to the host olive variety
and to the spore’s size. The morphological study of
Verticilium  dahlia brings up some relatively
individualized morphology isolates in the third
morphotype, which gives way to the emergence of new
morphotype not previously reported. The Algerian
population of Verticilium dahlia could serve as
preliminary fungal material for variety selection programs.
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